Kwartalnik
Tom 58

Zeszyt 42019

PAZDZIERNIK -~ GRUDZIEN

CODEN:
PMKMAV 58 (4)
2019

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW

Advancements of Microbiology

Index Copernicus ICV = 101,48 (2017)
Impact Factor ISI = 0,298 (2018)
Punktacja MNiSW = 20,00 (2019)

http://www.pm.microbiology.pl



RADA REDAKCYJNA

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

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

REDAKCJA

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

RADOSLAW STACHOWIAK (Zastgpca)
Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa;
tel. 22 5541312; e-mail: radeks@biol.uw.edu.pl

AGNIESZKA SOBOLEWSKA-RUTA (Sekretarz)
Instytut Biotechnologii i Antybiotykéw, ul. Staroécinska 5, 02-516 Warszawa
tel. 22 3786229, e-mail: post.mikrobiol@biol.uw.edu.pl

MARTA THOMSEN (korekta tekstow angielskich)

ADRES REDAKC]JI

Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski
ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; tel.: 22 3786229, 22 5541312
e-mail: post.mikrobiol@biol.uw.edu.pl

REDAKTORZY

MONIKA ADAMCZYK-POPLAWSKA (Uniwersytet Warszawski)
ALEKSANDER DEPTULA (Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu),

HENRYK KRUKOWSKI (Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie), BOZENA NEJMAN-FALENCZYK (Uniwersytet Gdanski)
RENATA MATLAKOWSKA (Uniwersytet Warszawski), ADRIANNA RACZKOWSKA (Uniwersytet Warszawski)
AGATA GORYLUK-SALMONOWICZ (Szkola Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie)

AGNIESZKA KWIATEK (Uniwersytet Warszawski), AGNIESZKA SZCZEPANKOWSKA (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN)
BOHDAN STAROSCIAK (Warszawski Uniwersytet Medyczny), PIOTR ZALESKI (Instytut Biotechnologii i Antybiotykéw)

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

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

STALI RECENZENCI:

JERZY DLUGONSKI (Uniwersytet £odzki), WALERIA HRYNIEWICZ (Narodowy Instytut Lekéw),
EUGENIUSZ MALAFIE] (Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki),
ANNA PRZONDO-MORDARSKA (Akademia Medyczna we Wroctawiu)

ISBN 978 - 83 - 923731 -3 -1

Informacja o zdjeciu na oktadce:

Komorki Neisseria gonorrhoeae, mutant szczepu FA1090.
Preparatyka: dr Agnieszka Kwiatek, Zaktad Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Uniwersytet Warszawski.
Zdjecie: dr Pawel Bacal, Pracownia Inzynierii Nanohybrydowych Biosysteméw Regulacji, Instytut Biocybernetyki i Inzynierii Biome-
dycznej im. M. Nalecza Polskiej Akademii Nauk.
Obraz SEM uzyskano przy uzyciu aparatury zakupionej w ramach projektu CePT POIG.02.02.00-14-024/08-00.

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW

Sktad i druk: Zaktad Wydawniczy Letter Quality, tel.: 22 115 38 10, 607 217 879
e-mail: roma.walendzewicz@gmail.com; projekt okladki: Jerzy Grzegorkiewicz



Podziekowania

Redakcja Postepéw Mikrobiologii sktada serdeczne podziekowania dla Recenzentéw
spoza Rady Redakcyjnej, ktérzy przyczynili sie do utrzymania i polepszania standardéw
naszego czasopisma.

Ponizej przedstawiamy liste recenzentéw prac w 2019 roku:

Dr hab. Tamara Aleksandrzak-Piekarczyk
Dr hab. Daria Augustyniak
Dr Jadwiga Baj
Dr hab. inz. Maria Balcerek, prof. ITFiM
Prof. dr hab. inz. Wiestawa Barabasz
Dr Matgorzata Bieganska
Prof. dr hab. Marian Binek
Prof. dr hab. inz. Elzbieta Daczkowska-Kozon
Dr hab. tukasz Drewniak, prof. ucz.
Dr hab. Bozena Dworecka-Kaszak
Dr hab. Tomasz Dziecigtkowski
Prof. dr hab. Jan Fiedurek
Dr hab. inz. Karol Fijatkowski
Dr hab. Magdalena Florek, prof. UEP
Prof. dr hab. Mariusz Gagos
Dr hab. Anna Goc, prof. UMK
Dr hab. inz. Ewa Gérska, prof. SGGW
Prof. dr hab. Anna Gozdzicka-J6zefiak
Dr hab. n. med. Adam Junka
Prof. dr hab. Ewa Karwowska
Dr hab. Monika Kordowska-Wiater
Dr hab. inz. Alina Kunicka-Styczynska, prof. ITFiM
Dr hab. n. o zdr. Cecylia tukaszuk
Prof. dr hab. Wanda Matek
Dr hab. Aneta Nowakiewicz
Dr hab. Egbert Piasecki
Dr hab. n. med. Aldona Pietrzak
Prof. dr hab. inz. Elzbieta Plagskowska
Dr hab. n. med. Edyta Podsiadty
dr hab. Katarzyna Potrykus, prof. UG
Lek. Leszek Rudzki
Prof. dr hab. Danuta Sosnowska
Prof. dr hab. Zdzistaw Targonski
Dr hab. Beata Tokarz-Deptuta
Dr hab. Agnieszka Tokarzewska, prof. UL
Prof. dr hab. Stefan Tyski
Mgr Pawet Urbanowicz
Dr hab. Maciej Walczak
Dr hab. Dariusz Wasyl, prof. nadz.
Prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn
Dr n. med. Iwona Wojciechowska-Koszko
Dr hab. Agnieszka Wolna-Maruwka
Dr Tomasz Wotkowicz
Dr hab. Wiktoria Wréblewska, prof. SGH
Dr Patrycja Zalas-Wiecek
Dr Magdalena Zalewska
Dr n. med. Dorota Zabicka



: Ministry of Science
and Higher Education
Republic of Poland

Zakup numeréw DOI dla publikowanych artykutow
oraz profesjonalne ttumaczenie artykutéw z jezyka polskiego na angielski

- zadania finansowane w ramach umowy 659/P-DUN/2018
ze $Srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
przeznaczonych na dziatalno$¢ upowszechniajacych nauke.

Wersja elektroniczna wydrukowanych w biezagcym zeszycie artykutéow
jest dostepna w archiwum internetowym czasopisma pod adresem:
https://www.exeley.com/journal/advancements_of_microbiology



ADVANCEMENTS OF MICROBIOLOGY - POSTEPY MIKROBIOLOGII
2019, 58, 4, 367-373
DOI: 10.21307/PM-2019.58.4.367

WIM 7P exeley

AVOIDANCE OF MECHANISMS OF INNATE IMMUNE RESPONSE
BY NEISSERIA GONORRHOEAE

Jagoda Placzkiewicz*
Department of Virology, Institute of Microbiology, Faculty of Biology, University of Warsaw

Submitted in July, accepted in October 2019

Abstract: Neisseria gonorrhoeae (gonococcus) is a Gram-negative bacteria and an etiological agent of the sexually transmitted disease
- gonorrhea. N. gonorrhoeae possesses many mechanism to evade the innate immune response of the human host. Most are related to
serum resistance and avoidance of complement killing. However the clinical symptoms of gonorrhea are correlated with a significant pres-
ence of neutrophils, whose response is also insufficient and modulated by gonococci.

1. Introduction. 2. Adherence ability. 3. Serum resistance and complement system. 4. Neutrophils. 4.1. Phagocytosis. 4.1.1. Oxygen-
dependent intracellular killing. 4.1.2. Oxygen-independent intracellular killing. 4.2. Neutrophil extracellular traps. 4.3. Degranulation.
4.4. Apoptosis. 5. Summary

UNIKANIE MECHANIZMOW WRODZONE] ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE]
PRZEZ NEISSERIA GONORRHOEAE

Streszczenie: Neisseria gonorrhoeae (gonokok) to Gram-ujemna dwoinka bedaca czynnikiem etiologicznym choroby przenoszonej droga
plciowa — rzezaczki. N. gonorrhoeae posiada liczne mechanizmy umozliwiajace jej unikanie wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
gospodarza. Wiekszo$¢ z nich zwigzana jest ze zdolnoécig gonokokéw do manipulowania ukladem dopelniacza gospodarza oraz odpor-
noscia tej bakterii na surowice. Jednakze symptomy infekcji N. gonorrhoeae wynikaja miedzy innymi z obecnosci licznych neutrofili,
ktorych aktywno$¢ jest modulowana przez gonokoki.

1. Wprowadzenie. 2. Zdolno$¢ adherencji. 3. Surowica i uklad dopelniacza. 4. Neutrofile. 4.1. Fagocytoza. 4.1.1. Wewnatrzkomérkowe
zabijanie zalezne od tlenu. 4.1.2. Wewnatrzkomdrkowe zabijanie niezalezne od tlenu. 4.2. Neutrofilowe sieci zewnatrzkomdrkowe.

4.3. Degranulacja. 4.4. Apoptoza. 5. Podsumowanie

Key words:

bacterial pathogenesis, inflammation, innate immune response

Stowa kluczowe: bakteryjna patogeneza, stan zapalny, wrodzona odpowiedz immunologiczna

1. Introduction

Nowadays, sexually transmitted infections (STTs) still
remain a major global health problem with about 1 mil-
lion of new cases of chlamydia, gonorrhea, trichomo-
niasis or syphilis daily [55]. However, in 2017 the World
Health Organization qualified Neisseria gonorrhoeae, as
the only etiological agent of STIs, among the “priority
pathogens” that pose the greatest threat to human health
because of antibiotic resistance [54]. In 2012, an esti-
mated 78 million new cases of gonorrhea caused by an
obligatory human pathogen N. gonorrhoeae (gonococ-
cus), occurred among 15-45 year-old patients world-
wide [16, 55]. Gonococci infect a diverse array of human
mucosal surfaces, although the most common place of
infection is the genitourinary tract [17]. Infection with
N. gonorrhoeae leads to acute urethritis in men and cer-
vicitis in women, which in 50-80% cases is asympto-
matic [10]. Untreated gonorrhea may result in serious
complications in women such as pelvic inflammatory
disease (PID), ectopic pregnancy and infertility [16].

The crucial challenge related to gonorrhea treatment
is increased multi-drug resistance of N. gonorrhoeae
[54]. What is more, there are problems with construct-
ing an effective vaccine due to the highly antigenically
variable surface of these bacteria and lack of appro-
priate animal model of this disease, with the exception
of chimpanzees [20, 26]. Additionally, infection with
N. gonorrhoeae does not induce protective immunity
[12]. Hence it is crucial to understand the mechanisms
underlying the ability of gonococci to avoid the first
line defence in the human host, which is the innate
immune response [26].

2. Adherence ability

One of the main function of the surface structures
of gonococci - Opacity-associated proteins (Opa), as
virulence factors, is their involvement in attachment to
human cells during mucosa infection which facilitates
affective colonization. Different Opa proteins can inter-
act with different hosts receptors, for example, human

* Corresponding author: Jagoda Placzkiewicz, Department of Virology, Institute of Microbiology, Faculty of Biology, University of
Warsaw, 1 Miecznikowa Street, 02-096 Warsaw, Poland; e-mail: j.placzkiewicz@biol.uw.edu.pl
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carcinoembryonic antigen-related cell adhesion mole-
cules (CEACAMs): CEACAM1, CEACAM3, CEACAMS5
and CEACAMS as well as heparan sulfate proteoglycans
(HSPGs) or integrins [36]. CEACAM1 and CEACAM6
have several functions, for example, in cell adhesion and
angiogenesis, and are expressed in different cell types.
CEACAM3, on the contrary, is expressed in neutrophils
only and functions primarily as a receptor for Gram-
negative, human-restricted pathogens like N.gonor-
rhoeae and Neisseria meningitidis. Variations in the
binding properties of Opa proteins are caused by dif-
ferences in the sequence of their extracellular loops [2].
Interaction of N. gonorrhoeae with CEACAMs proteins
expressed on the surface of epithelial cells facilitates
bacterial adhesion to host cells and can trigger engulf-
ment and transcytosis through epithelial cells which
can lead to further dissemination of the infection [37,
43]. It is commonly known that intracellular bacteria
can alter the host’s immune response [49]. It has been
demonstrated that N.gonorrhoeae induces tyrosine
phosphorylation of epidermal growth factor receptor
(EGFR), what is an essential step prior to invasion and
is able to escape autophagy-mediated killing in human
epithelial cells by activating the autophagy repressor
mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1)
[27, 48]. Interestingly, a lack of Opa proteins increases
transmigration across epithelial cells [45].

3. Serum resistance and complement system

The bactericidal function of human serum depends
mostly on the interaction of IgM antibodies with patho-
genic bacteria and the further complement-mediated
killing of sensitive strains [7]. However, complement
activation may occur by 3 different pathways: i) classi-
cal, due to the presence of an antigen-antibody complex;
ii) alternative, related to interaction with the surface of
the pathogen; iii) lectin, based on interactions between
soluble pattern recognition molecules (Mannose-bind-
ing lectin (MBL), collectin-10, collectin-11 and ficolins)
and microbial surface [32, 13]. Activation of these path-
ways leads to C3-convertase activation, which performs
an essential effector function in the whole complement
cascade and results in, for example, C3b deposition on
the bacterial surface, which enables phagocytic cells to
internalize the pathogen, inflammation to progress due
to C3a and C5a activity and a Membrane Attack Com-
plex (MAC) to form that eradicates the bacteria directly
[19, 32]. However, efficient complement deposition on
most pathogenic bacteria requires the initiation of com-
plement activation via the classical pathway [4].

It is generally considered that the complement sys-
tem plays a crucial role in an innate immune response
against N. gonorrhoeae: patients with a deficiency of
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complement components are more susceptible to dis-
seminated gonococcal infections (DGI) [30]. N. gonor-
rhoeae mainly activates the classical complement
pathway and gonococci isolated from the female geni-
tourinary tract are coated with complement compo-
nents [18, 29]. However, gonococci possesses an arsenal
of mechanisms that enable this pathogenic bacteria to
evade complement-mediated killing.

The most common location of gonococcal infec-
tion is the mucosa of the female and male genitourinary
tract [17]. It has been demonstrated that N. gonorrhoeae
freshly isolated from the place of infection is mostly
characterized by resistance to the normal human serum
(NHS), and that this resistance is lost during the cultiva-
tion period [53]. On the basis of gonococcal resistance
to NHS, N. gonorrhoeae in a population are divided into
serum-sensitive and serum-resistance bacteria [34].
Serum-sensitive gonococci mainly cause local infections
with symptoms of inflammation while the presence of
serum-resistance bacteria is related to the disseminated
gonococcal infection [31]. The serum-resistance pheno-
type is maintained by sialylation of lacto-N-neotetra-
ose (LNT) of gonococcal lipooligosaccharide (LOS)
by 5-cytidinemonophospho-N-acetylneuraminic acid
(CMP-NANA) acquired by N.gonorrhoeae from its
human host [28]. This modification decreases antibody
binding and prevents complement-dependent killing of
the bacteria by human sera. This phenomenon is called
“unstable” serum-resistance, because the loss of LOS
sialylation leads to a serum-sensitive phenotype [9].
It has been demonstrated that the resistance to NHS
featured by gonococci with sialylated LOS is related
to the ability of this bacteria to bind to factor H (fH)
(Figure 1) [41]. Factor H is a complement regulatory
protein, which inhibits the complement alternative path-
way by, for example, being a cofactor for the cleavage
of C3b to hemolytically inactive iC3b and acceleration
of C3-convertase decay [52]. However, the bactericidal
potential of some domains of this protein has also been
demonstrated in vitro [40]. Another analysis revealed
that interaction of sialylated LOS with fH is influenced
by porin (Por) proteins of N. gonorrhoeae [28]. Porl1A
and Por1B proteins represent up to 60% of all surface
proteins of N. gonorrhoeae and they function as selec-
tive anion channels. These two major allelic isoforms
of gonococcal porin proteins undergo an equable anti-
genic variation [31]. PorlA strains are more likely to
cause DGI, without symptoms of local inflammation
and those gonococci expressing Por1B protein are more
related to local genital tract infection and PID [1]. The
reason of such a variation of symptoms between these
two isoforms is the difference in the ability of Por1A
and Por1B expressing gonococci to bind fH: most Por1A
proteins can bind to fH and PorlB proteins bind to
fH weakly, unless gonococcal LOS is sialylated [41].
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Fig. 1. Diagram of the complement system inhibition by N. gonor-

rhoeae [according to 13, 19, 32, 41, 52]. Por1A - porin 1A; Por1B

- porin 1B; fH - factor H; fI - factor I, C4BP — C4b-binding protein;
LOS - lipooligosaccharide.

Additionally, despite its function as an alternative path-
way inhibitor, fH also enhances the adhesion and inva-
sion of N. gonorrhoeae to cervical cells through Comple-
ment Receptor 3 (CR3). It has been demonstrated that
Porl1A-expressing gonococci invade CR3-expressing
cells with greater efficiency than Por1B strains and this
may be the reason why PorlA strains mostly cause dis-
seminated disease with no signs of inflammation [1].
Another complement regulatory protein that is used
by gonococci to evade complement mediated killing is
C4b-binding protein (C4BP). This big serum protein
can alter all three complement pathways thus inhibiting
opsonization and killing by phagocytic cells, and Por1A
and certain Por1B strains are able to interact with this
protein. Interaction between Por proteins and C4BP
protein is strongly correlated with serum resistance
phenotype, as it is demonstrated for fH protein [19].

4. Neutrophils

N. gonorrhoeae, during colonization of the urogeni-
tal tract mucosa, release pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs), that activate, for example, toll-like
receptor 2 (TLR2), toll-like receptor 4 (TLR4) and
nucleotide-binding oligomerization domain 1 (NOD1)
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[8, 33]. As a consequence, the nuclear factor kappa-
lightchain-enhancer of activated B cells (NF-xB) is
activated in epithelial cells and immune cells residing
in infected tissue, which results in up-expression and
further secretion of many proinflammatory cytokines
and chemokines including interleukin 8 (IL-8) [33, 46].
This chemokine acts as a chemoattractant to polymor-
phonuclear leukocytes (PMNs, neutrophils) circulat-
ing in the bloodstream and guides them to the place of
infection [46]. In infected tissue, the effective response
of PMNs toward pathogenic bacteria depends on:
phagocytosis, production of neutrophil extracellular
traps (NETs) and degranulation of neutrophils, with
the involvement of oxygen-dependent and oxygen-
independent mechanisms [3].

Clinical symptoms of gonococcal infection are
mainly caused by infiltration of these immune cells.
However, it has been demonstrated that N. gonorrhoeae
is able to survive within PMNs isolated from the site of
infection and has evolved many mechanisms to evade
neutrophil mediated killing [38] (Figure 2).

4.1. Phagocytosis

Interaction of particular Opa proteins with PMNs
CEACAMs (CEACAM1, CEACAM3 and CEACAMES6)
leads to more efficient phagocytosis of this bacteria by
neutrophils in comparison to Opaless gonococci, even
without opsonization by complement or antibodies
[2]. Furthermore, engulfment of N. gonorrhoeae via
CEACAM1 and CEACAMS results in weak activation
of PMNs in comparison to CEACAM3-related internal-
ization, which also activates proinflammatory response
in these cells. As previously mentioned, gonococci have
a major advantage when interacting with CEACAMs
on epithelial cells, but Opa expressing N. gonorrhoeae
are threatened by CEACAM3-expressing neutrophil
killing [37]. PMNs activation results in degranulation
and oxidative burst, ending in tissue damage, which
can help N. gonorrhoeae to colonize the deeper layer of
epithelia [22, 38]. The same effect is observed during
the infiltration of new PMNs that are attracted from the
bloodstream by neutrophils that has already internal-
ized N. gonorrhoeae and activated their proinflamma-
tory response [43]. Therefore, it is postulated that a bal-
ance between Opaless and Opa-positive gonococci is
a strategy that enable these bacteria to sequentially and
effectively undergo different stages of infection [22].

4.1.1. Oxygen-dependent intracellular killing

During phagocytosis, PMNs are able to eradicate
bacteria by oxygen-dependent and oxygen-independ-
ent mechanisms. During the process called oxidative
burst, activation of nicotinamide adenine dinucleotide
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Fig. 2. Evading of neutrophil-mediated killing by N. gonorrhoeae [according to 3, 6, 15, 25, 33, 44]. LptA - LOS phospho-
ethanolamine transferase A; Nuc - thermonuclease homolog; LtgA - lytic transglycosylase A; LtgD - lytic transglycosylase D.

phosphate (NADPH) oxidase in neutrophils sequen-
tially leads to the generation of numerous reactive
oxygen species (ROS) such as hydrogen peroxide or
hydrochloric acid [38]. N. gonorrhoeae features multiple
mechanisms that protect this bacterium from oxida-
tive stress. It has been demonstrated that incubation of
N. gonorrhoeae with sub-lethal concentrations of hydro-
gen peroxide results in changes of expression of more
than 150 genes, including those encoding superoxide
dismutase and cytochrome ¢ peroxidase, known anti-
oxidant agents [47]. However, it has also been demon-
strated that strains deficient in oxidative stress defence
molecules are sensitive to killing by PMNs at the same
level as wild type strains [38]. Furthermore, neutro-
phils from patients with chronic granulomatous disease
(CGD), who are deficient in NADPH oxidase, still pos-
sesses the ability to kill N. gonorrhoeae [42].

It is worth mentioning that the other aspect of ROS
production is related to N. gonorrhoeae phenotype. One
of the surface structures of gonococci that modulates
the interaction with human cells are Opa [37]. N. gon-
orrhoeae possesses at least 12 opa loci and encoding
11 Opa proteins [36]. Expression of Opa undergoes fre-
quent phase variation, also during experimental male
infection, so the gonococci in a population differ in Opa
protein phenotype. Opa-negative (Opaless) gonococci
are unable to induce ROS production in PMNs due
to the ability to limit assembly of NADPH oxidase in
the neutrophil membrane, in contrast to Opa-positive
strains that stimulate the formation of this enzyme [44].
Furthermore, they also suppress oxidative burst caused
by other stimuli such as serum-opsonized Staphylococ-
cus aureus [2]. Suppression of oxidative burst may be
a huge survival advantage for this bacterium and may
also be connected to differences in the course of infec-

tion between men and women. Opaless phenotype is
more predominant in women and can contribute to
asymptomatic infection [44]. Thus, the Opa pheno-
type strictly facilitates the evasion of oxygen-dependent
mechanisms by N. gonorrhoeae, although this protein
also contributes to the protection to oxygen-independ-
ent mechanisms.

4.1.2. Oxygen-independent intracellular killing

It is therefore postulated that the oxygen-inde-
pendent mechanisms are more significantly related to
destroying the subset of N. gonorrhoeae that are sensi-
tive to PMNs killing and that the survival advantage
of some of gonococci results from an ability to evade
these mechanisms [38]. While evading non-oxidative
mechanisms, gonococci are able to delay the fusion of
phagosomes with primary granules within PMNs, while
maintaining fusion with tertiary and secondary gran-
ules [23]. The delayed fusion between phagosome and
primary granules results in the delayed contact of gono-
cocci with the antimicrobial content of these granules
(BPI) [5, 39]. However, it has been demonstrated that
the N. gonorrhoeae LptA mutant is more susceptible to
killing by non-oxidative components of primary gran-
ules including cathepsin G than the wild-type strain, so
LptA contributes to the protection of gonococci against
this protein. Interestingly, N. gonorrhoeae that expresses
LptA also decreases the maturation of phagosomes,
while LptA deficient gonococci are more frequently
found in primary granule-positive phagolysosomes
[15]. Thus it is postulated that LptA is an important
virulence factor that contributes to the adaptation to
mechanisms of the host immune response and ensures
the survival advantage of N. gonorrhoeae [15, 23].
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4.2. Neutrophil extracellular traps

One of the mechanisms that is utilized by neutro-
phils to destroy pathogenic bacteria is the formation
of NETs, which are mesh-like structures composed
of chromatin and antimicrobial granule components
of PMNs, and can be produced by dying neutrophils,
during the cell death process called NETosis, or by live
cells [50, 25]. The extrusion of NETs to an extracellular
matrix, in order to trap microbes, prevents pathogen
dissemination as well as being able to activate other
immune cells [3]. NETs production by neutrophils is
thought to depend on oxidative burst and require mye-
loperoxidase (MPO) [14]. However, it has been demon-
strated that N. gonoorhoeae has the ability to stimulate
PMNs to produce NETs through oxygen-independent
mechanisms too. Interestingly, common surface anti-
gens of gonococci — OpaD protein and pili - reinforce
the stimulation of NETs production in neutrophils but
are not required for this process. Nevertheless, NETs
produced by neutrophils are unable to kill N. gonor-
rhoeae in vitro, unless the gonococci have a OpaD-pos-
itive and nonpiliated phenotype and are internalized by
PMNs . The authors suggest that the elimination of this
bacteria is related to oxidative burst, as the presence
of an inhibitor of the NADPH oxidase in PMNs with
internalized OpaD-positive and nonpiliated N. gonor-
rhoeae prevent the killing of this bacteria. As NETs are
capable of killing Lactobacillus crispatus, which is one
of the most predominant commensal bacteria of the
women’s genitourinary tract, it is possible that reduced
competition facilitates the colonization of infected
niche by N. gonorrhoeae [14, 51].

A thermonuclease homolog (Nuc) encoded by
N. gonorrhoeae is a protein involved in biofilm reor-
ganization by the degradation of DNA. Furthermore, it
also enhances the survival of gonococci in the presence
of NETs. It has been demonstrated that recombinant
Nuc is able to degrade DNA present in NETSs, therefore
facilitating the weakening of these structures’ integrity.
Thus, this protein is considering as a virulence factor of
gonococci that can defend these bacteria against extra-
cellular killing by neutrophils [25].

Another gonococcal protein that facilitates bacte-
rial survival in the presence of NETs is LOS phospho-
ethanolamine transferase A (LptA), which is a phase-
variable enzyme that catalyzes the addition of phos-
phoethanolamine (PEA) to 4° phosphate on lipid A.
This enzymatic modification of the LOS component
by LptA results in less killing of N. gonorrhoeae by
NETs produced by PMNs, in comparison to gono-
cocci without this modification. This process may
occur due to the fact that N. gonorrhoeae mutant in the
gene encoding LptA protein is more sensitive to the
serine protease cathepsin G, which is also a compo-
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nent of NETs, compared to the wild-type strain [15,
11]. Interestingly, it has also been demonstrated that
a lack of 4 PEA modification in lipid A in most com-
mensal Neisseria species decreases inflammatory
response towards these bacteria in human monocytes,
thus contributing to the immune privilege of these
strains [21]. Surprisingly, it is postulated that the acti-
vation of the proinflammatory response by gonococci
may be favourable to them, because N.gonorrhoeae
is able to avoid most of the mechanisms of the innate
immune response and may use damaged tissue as
a source of nutrients and a way to colonize deeper lay-
ers of the epithelia [15].

4.3. Degranulation

Production of NETs is not the only mechanism by
which neutrophils combat N. gonorrhoeae extracellu-
larly. During the process called degranulation, neutro-
phil’s granules fuse with the cytoplasmic membrane and
release antimicrobial molecules including, for example,
cathepsin G [3, 11]. Despite the protective role of LptA
against extracellular killing by neutrophils, gonococci
also possess other enzymes that are involved in the
protection against antimicrobial proteins released by
neutrophils [15, 33]. Double mutant in genes encoding
two lytic transglycosylases (LTs): LtgA and LtgD, which
are involved in peptidoglycan release, is more sensi-
tive to lysozyme and neutrophil elastase than double
complement N. gonorrhoeae. The reason is decreased
envelope integrity in the analysed mutant. Addition-
ally, infection of the human primary neutrophils with
N. gonorrhoeae expressing LtgA and LtgD results in
decreased release of the neutrophil’s antimicrobial
molecules compared to the mutant in genes encoding
these two proteins [33]. In conclusion, N. gonorrhoeae,
as a highly adapted human pathogen, has many factors
that contributes to its response against the extracellular
antimicrobial mechanism of neutrophils.

4.4. Apoptosis

Another mechanism that N. gonorrhoeae uses to its
own advantage is the election of an anti-apoptotic effect
in neutrophils. This process occurs through inhibition
of caspase-3 and suppression of effect of proapoptotic
agents like staurosporine by N. gonorrhoeae. Due to
the fact that infection with gonococci results in NF-xB
activation and further neutrophil migration toward
the site of infection, it is postulated that the inhibition
of apoptosis in these cells provides a notable niche for
the replication of gonococci in these normally short-
lived cells [6].
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5. Summary

Innate immune response is a first line of defence
against pathogenic bacteria including N. gonorrhoeae
[26]. However asymptomatic infections in women,
a lack of protective immunity observed in many
patients and long-term complications like dissemina-
ted gonococcal infections indicate that this patho-
gen possesses an arsenal of mechanisms to avoid this
response [1, 10, 12].

As demonstrated, N. gonorrhoeae has many virulence
factors that undergo phase and antigenic-variation and
play a crucial role in adapting to the hostile environment
of infected human tissues, which includes elements of
the host’s innate immune response 31, 44, 51]. The abil-
ity of gonococci to evade complement-mediated killing
through, for example, C4BP protein is considered to be
the reason why this bacteria can only establish infection
in humans and experimental infection in chimpanzees,
which indicates that N. gonorrhoeae is a highly adapted
human pathogen majorly through the ability to avoid
the human innate immune response [31].

Furthermore, N. gonorrhoeae, in contrast with many
pathogenic microorganisms, possesses mechanisms
(like the modification of lipid A) that boost the detec-
tion of this bacteria by the human host, thus enhancing
inflammation [15]. However, due to the ability to evade
both oxygen-dependent and oxygen-independent anti-
bacterial activities of PMNs, gonococci take advantage
of the tissue degradation caused by inflammation [15].
Consequently, persistent gonococcal infection in the
presence of neutrophils leads to an effective colonization
of infected tissues and further dissemination of bacteria
[23]. Thus, phase and antigenic-variation of many viru-
lence factors that are used by gonococci to evade com-
plement and neutrophil-mediated killing is involved in
the overall modulation of the innate immune response
in order to take advantage of subsequently induced
stages of this response by N. gonorrhoeae [15, 23].

As N. gonorrhoeae is a strictly human pathogen and
many virulence factors of this bacteria undergo phase
and antigenic-variation, there has still been limited pro-
gress in making a gonorrhea vaccine [35]. Taking into
account the increasing antibiotic resistance of N. gon-
orrhoeae and the absence of an effective vaccine, a full
understanding of the mechanism underlying the modu-
lation of the host’s immune response by this pathogen
seems to be imperative [17].
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Abstract: The edaphic factors are the soil properties that affect the diversity of organisms living in the soil environment. These include
soil structure, temperature, pH, and salinity. Some of them are influenced by man, but most are independent of human activity. These
factors influence the species composition of soil microbial communities, but also their activity and functionality. The correlations between
different abiotic factors and microbial groups described in this manuscript indicate both the complexity of the soil environment and its
sensitivity to various stimuli.

1. Introduction. 2. Soil type and structure. 3. Soil pH and salinity. 4. Soil temperature. 5. Soil moisture. 6. Organic carbon and nitrogen
content. 7. Heavy metals content. 8. Conclusions

CZYNNIKI EDAFICZNE I ICH WPEYW
NA BIOROZNORODNOSC MIKROBIOLOGICZNA SRODOWISKA GLEBOWEGO

Streszczenie: Czynniki edaficzne to wlasciwosci gleby, ktore wplywaja na réznorodnoéé wszystkich organizméw zyjacych w srodowisku
glebowym. Naleza do nich m.in. struktura gleby, temperatura, pH, zakwaszenie i zasolenie. Na niektére z nich czlowiek ma wplyw, ale
wiekszoé¢ z nich jest niezalezna od dziatalnosci czlowieka. Czynniki te, wplywaja na sktad gatunkowy zbiorowisk mikroorganizméw gle-
bowych, ale takze na ich aktywno$¢ oraz funkcjonalnoéé. Opisane w niniejszym manuskrypcie korelacje pomiedzy réznymi czynnikami
abiotycznymi oraz grupami drobnoustrojow wskazuja zaréwno na ztozonoé¢ srodowiska glebowego, jak i jego wrazliwo$¢ na rézne bodzce.

1.Wprowadzenie. 2. Typ i struktura gleby. 3. pH i zasolenie gleby. 4. Temperatura gleby. 5. Wilgotno$¢ gleby. 6. Zawarto$¢ wegla organicz-
nego i azotu. 7. Zawarto$¢ metali ciezkich. 8. Podsumowanie.

Key words: abiotic factors, biodiversity, edaphic factors, soil functionality, soil microorganisms
Stowa kluczowe: czynniki abiotyczne, bior6znorodnos¢, czynniki edaficzne, funkcjonalnosé¢ gleby, mikroorganizmy glebowe

1. Introduction

Soil microbiome includes all saprophytic micro-
organisms, commensals and parasites that inhabit the
soil. It is estimated that one gram of fresh fertile soil
matter can contain up to billions of bacteria [53]. The
taxonomic and functional diversity of microorgan-
isms and their interactions affect the functioning of the
whole soil ecosystem. Many species complement each
other and form a system responsible for soil processes.
The functional diversity of soil microbiomes is related
to the proper functioning of terrestrial ecosystems. The
diversity of microorganisms in the soil environment
depends on the physical and chemical properties of the
soil and, indirectly, on the anthropogenic factors that
influence them.

Ecological (environmental) factors are divided
into abiotic and biotic. This study is concerned with
abiotic factors, i.e. inanimate elements of the environ-
ment, which affect the functioning of living organisms

directly or indirectly. They are chemical and physi-
cal parts of the environment. The whole range of soil
conditions affecting the life of soil organisms is called
edaphic factors. They are distinguished as a separate
group of abiotic factors according to the importance
of soil in terrestrial ecosystems. They are prerequisites
for the existence of specific habitat conditions and, as
a result of the specific composition of the community
of the organisms that inhabit them [35].

Among the edaphic factors related to the soil we can
distinguish (Fig. 1.):

- soil structure and type,

- soil temperature,

— soil moisture,

- soil pH and acidity,

- mineral salt content (salinity).

Shelford’s universal ecological law says that the opti-
mal development of any organism depends on the bal-
ance of a complex of environmental factors [36]. The
ecological tolerance is a range of any factor (abiotic

* Corresponding author: Karolina Furtak, Department of Agricultural Microbiology, Institute of Soil Science and Plant Cultivation
- State Research Institute, Czartoryskich Street 8, 24-100 Putawy; phone 81 478 69 61; e-mail: kfurtak@iung.pulawy.pl
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Fig. 1. Types of ecological factors.

or biotic) in which the organism can exist, i.e. per-
form physiological processes. However, the maximum
growth, activity and reproduction of each organism
take place within the limits of the optimum occur-
rence of a given environmental factor (Fig. 2). This also
applies to soil microorganisms.

The availability of water, temperature and salin-
ity vary the types of soil microorganisms and create
frontiers, in which the microorganism can survive and
affect competition between species. Edaphic properties
are the basic ecological filter affecting the structure of
soil microbiomes [9].

Many previous studies of microorganisms based
on microbiological cultures on a specific medium,
which eliminated a large part of microorganisms that
are defined as an uncultured [51]. However, it is now
known that only 1% of soil microorganisms can be

isolated using traditional methods [15]. For this rea-
son, modern techniques, including molecular biology,
are increasingly present in soil microbiology research.
In recent years metagenomics has developed. It is
a method of genome analysis consisting of all micro-
organisms inhabiting the environment [76]. Modern
research methods allow us to explore the influence of
various environmental factors on soil microorganisms
[18]. Researchers use them to analyze the impact of the
environment on the diversity of soil microorganisms.
Some research concerning the influence of edaphic fac-
tors on soil microbiome is presented in this review.

The aim of this review is to determine the existing
knowledge on the most important abiotic factors influ-
encing soil microorganisms and to highlight the impor-
tance of modern research methods in the identification
of soil microbiological biodiversity.

> Environmetal factors
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Fig. 2. General ecological tolerance curve of the species. Based on Lynch and Gabriel [45].



EDAPHIC FACTORS AND THEIR INFLUENCE ON THE MICROBIOLOGICAL BIODIVERSITY OF THE SOIL ENVIRONMENT

2. Soil type and structure

Soil structure includes the size, shape, and arrange-
ment of particles such as sand, silt, and clay [39]. It was
shown that micro-grained soils usually contain higher
amounts of microbial biomass than coarse-grained soils.
It was found that the lighter soil structure favoured the
development of bacteria [4]. Researchers indicate that
clay molecules and a higher number of micropores in
fine-grained soil limit the development of mesofauna,
which protects microorganisms from predation [50].
Meliani etal. [50] showed that bacterial abundance
was correlated with soil fractions, while no correlation
between fungal abundance and fractions was observed.
Using Terminal-Restriction Fragment Length Polymor-
phism (T-RFLP) analysis researches found dominant
associations of Alphaproteobacteria to large soil particles
(i.e. sand) and Halophaga and Acidobacterium associa-
tions with smaller soil’s particles (i.e. clay) [66].

With the use of classical microbiological methods,
i.e. culture on media, the research on 18 soil types in
Georgia showed that soils differ in their total bacte-
rial abundance and in the prevalence of some types
of bacteria such as Bacillus, Pseudomonas and Rhodo-
cococcus [17]. It was found that brown, chernozem
and marshy soils are the richest in terms of bacterial
abundance. Bacillus bacteria dominate in the majority
of soils studied by researchers, Pseudomonas bacteria
were the most abundant in alluvial and brown forest
soils, while Rhodocococcus sp. is common in yellow-
brown and red forest soils. In the course of research
conducted on eight types of Polish soils by Grzadziel
and Galazka [26] using the next generation sequenc-
ing (NGS; MiSeq, Illumina), a ten types of bacteria
common to all eight soils were selected: Conexibacter,
Bacillus, Saccharopolyspora, Rhodoplanes, Azospirillum,
Paenibacillus, Streptomyces, Gemmatimonas and Myco-
bacterium. The analysis of the microbiome of the chick-
peas rhizosphere growing on different soil types in the
same climate also showed that microbiomes differ from
soil to soil [47]. This eubacterial community structure
was examined by denaturing gradient gel electropho-
resis (DGGE), and the authors have concluded that
the bacterial community structure in the rhizosphere
as affected by a complex interaction between soil type
and plant species. In different soil types under lettuce
cultivation subjected to the same agrotechnical treat-
ments and identical climatic conditions, bacterial dif-
ferentiation depending on the soil type was found [65].
Kuramae et al. [38] using the PhyloChip analysis, which
is the high-density DNA microarray, also indicate that
some bacterial taxa are strongly correlated with the
physicochemical properties of the soil.

The determination of an unequivocal influence of
soil type and type on the structure of microbial com-
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munities is a difficult issue because of the complex-
ity of taking into account many variables (minerals,
texture, pH, physical structure, efc.) when comparing
different soils.

3. Soil pH and salinity

The soil pH depends on the type of rock from which
the soil was formed. Acid soils are formed from igneous
rocks and sands. Alkaline soils are formed from carbon-
ate rocks (e.g. limestone). In addition, the pH of the soil
is influenced by climate, rock weathering, organic mat-
ter and human activity [21]. The soils are strongly acidic
(pH,, <4.5), acidic (pH, 4.5-5.5), slightly acidic
(pH,, 5.6-6.5), neutral (pH, 6.6~7.2) and alkaline
(pH,, >7.2) [23]. In Poland, the soil pH ranges from
3.0 to 8.5. The lowest pH is found in non-carbonate for-
est soils and the highest in carbonate soils [23].

The impact of various factors on the composition
of soil microorganisms was investigated using 16S
V4-5 region sequencing (HiSeq, Illumina) and it was
shown that soil pH has a significant influence on the
development of specific bacteria [57]. Researchers
showed, that soil pH significantly correlated with such
bacteria phyla as Acidobacteria, Beta-Proteobacteria
and Bacteroidetes. In another study, using NGS, it
was also shown that the pH is often identified as the
main factor affecting, in particular, the bacterial com-
munities and archaea [9]. Different groups of micro-
organisms have distinct limits for optimal pH, so that
acidic, neutral and alkaline soils have a different micro-
bial structure, both in terms of quantity and diversity
of the population. The pH value indirectly affects
the structure of microbial communities, also by influ-
encing the availability of nutrients in the soil [57]. Most
soil microorganisms prefer a pH close to neutral (6-7).
However, there are also those adapted to extreme pH
values, i.e. acidophiles and alkalophiles. Acidophilic
microorganisms develop in very acidic environments
at pH 3.0 or lower. These are, among others, bacteria
from genera: Acidithiobacillus, Thiobacillus, Acetobac-
ter, Alicyclobacillus and some species from the Acido-
bacteria. Archaea representatives were isolated from
dry soil (Japan) with extremely low pH: Picrophilus
torridus and P. oshimae, which develop at pH 0.7 [59].
Alkalophiles grow optimally at pH above 9.0, which
is found in desert sodium soils (e.g. in the west of the
United States). Among the alkalophilic microorganisms
present in the soil one can distinguish the representa-
tives of the genera Bacillus, Flavobacterium, Metha-
nobacterium, and Corynebacterium. Extreme alkalo-
philic actinomycete strain isolated from desert soil
in Egypt consistently to the genus Nocardiopsis, which
was confirmed by 16S rDNA analysis and researchers
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proposed name N. alkaliphila. This bacterium grows at
pH between 7.0 and 12.0 [30].

Analysis of soil Phospholipid Fatty Acid (PLFA)
showed that low pH can increase the total abundance of
fungi in the soil fivefold, with a simultaneous decrease
in the number of bacteria [62]. They are preferable to
pH between 4 and 6, and some of them, such as Saccha-
romyces, Aspergillus, Penicillium or Trichosporon, are
even acidophilic [34]. Grzadziel and Galazka [26]
showed that the soil with the lowest pH analyzed (4.0;
Brunic Arenosol I) was characterized by a different
microbiome than the other seven soil types. In the
Dutch soils, a strong correlation was found between the
number of Bacilli and Clostridium groups with soil pH
and phosphorus content [38]. The metagenomic DNAs
from soil bacteria analysed by pyrosequenced revealed
that in acidic soils (<6.5) a higher diversity and the total
number of bacteria was observed in comparison with
soils with neutral pH (7.7) [6]. The T-RFLP analyses
of soil samples from North and South America also
showed that pH is a very important factor influenc-
ing the diversity and abundance of soil microorgan-
isms. However, the researchers noted a lower bacte-
rial diversity in acidic soils compared to neutral soils
[14]. The effect of pH on the microbial community is
already noticeable at broad levels of taxonomic resolu-
tion. Zhang et al. [81] using high-throughput sequenc-
ing observed that the abundance of actinobacteria,
Bacteroidetes, Fibrobacteres and Firmicutes was higher
at close to neutral pH and much lower at acidic and
alkaline pH. Acidobacteria, Chloroflexi and Planctomy-
cetes bacteria were abundant in acidic pH soil, then in
neutral pH their number decreased and in alkaline pH
slightly increased. The number of bacteria from the gen-
era Gemmatimonadetes, and Nitrospirae [81] increased
linearly with the increase in pH of the soil. One of the
most pH-sensitive processes in the soil is nitrification.
The conversion of ammonium ions (NH,) to nitrates
(NO,") is dependent on the alkalophilic bacteria Nitro-
bacter and Nitrosomonas, which optimally increase at
pH 7.6-8.8 and are very sensitive to changes in pH [34].
At the same time, the nitrification process affects the
pH of the soil, as, during the uptake of NH,* ions by
microorganisms, the environment becomes acidified,
and during the uptake of NO, ions by bacteria, the soil
becomes alkaline [34]. The balance between the two
stages of the nitrification reaction allows a constant pH
of the soil to be maintained.

In addition to the soil reaction, the salinity level
is very important for soil microorganisms. The main
soil-soluble salts are sodium, calcium, magnesium and
potassium cations and chlorine anions. The salinity of
the soil solution affects the osmotic potential and the
structural stability of the soil [78]. Depending on elec-
trical conductivity (EC), sodium adsorption ratio (SAR)

KAROLINA FURTAK, ANNA GALAZKA

and pH, the soil is divided into three groups according

to USDA (United States Department of Agriculture)

classification:

(1) saline soils - EC>4,0 dSm™, pH<8,5, SAR<13;

(2) sodium soils - EC>4,0 dSm™, pH<8,5, SAR>13;

(3) saline-sodium soils - EC<4,0 dSm™, pH>8,5,
SAR>13.

The soil may be salted naturally and anthropologi-
cally. This applies to soils where the parent material is
rich in soluble salts. Secondary salinity is the result of
human activity. It is associated with poor irrigation and
drainage of the soil, chemical contamination and incor-
rect fertilization [78]. High concentrations of salt ions
(e.g. Na*, CI) are harmful to plants, and salinity itself
reduces the activity of microorganisms and changes their
activity [2]. Osmotic stress caused by salinity causes cells
to be dried out and lysed. Thus, the content of microbial
biomass in the soil is also reduced [60]. Fungi are more
susceptible to salt stress than bacteria, and therefore
a higher bacterial-to-fungi ratio is observed in saline
soils [74]. Some microorganisms have the ability to
adapt or tolerate salinity in soil by synthesis and accu-
mulation of osmolytes (e.g. proline, betaine, ectoine).
Microorganisms called halophytes are particularly
suited to high salt concentrations in the soil and pro-
duce enzymes resistant to salt and accumulate salt in
their cells in quantities corresponding approximately
to extracellular concentrations. Such microorganisms
include Halobacteriaceae (archaea) and Salinibacter
ruber (bacterium) [69]. Moreover, salinity was identi-
fied as the major factor of microbial community com-
position. Lozupone and Knight [44] research were
based on an analysis of 21,752 RNA sequences isolated
from 111 environmental samples from soils, sediments
and water. Comparing the composition of the bacte-
rial community in the analyzed samples, the research-
ers determined that salinity is the main determinant of
microbiome composition and not the extremes of tem-
perature and pH or other physical and chemical fac-
tors. Additionally, it was found that sediments are more
phylogenetically differentiated than soil, which has high
species-level diversity. Among the sequences obtained,
many of them belonged to unnatural bacteria, and more
than half of them were not related to literature reports.
This indicates the importance of metagenomic studies in
the context of environmental microbiology [44].

4. Soil temperature

Temperature is one of the most important edaphic
factors determining the limits of microbial develop-
ment because groups of microorganisms grow at the
optimal temperature, and after exceeding this limit
their growth is terminated [48]. Soil temperature affects
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not only the activity of microorganisms but also seed
sprouting, root growth and availability of nutrients.
Soil temperature depends on the sunlight reaching the
ground surface, water content, terrain topography, air
temperature, soil properties and the vegetation [61].
Dry soils quickly warm-up, but also lose heat quickly.
Moisture soils maintain their temperature longer, and
heat is quickly transferred to the deeper layers. In the
summer months, the deeper layers of soil are heated
and cooled in the winter months. In 1961-1975, the
average annual soil temperature in Poland was 8.9°C, at
a depth of 5 cm and in the growing season 14.7°C [61].
As a result of the Ciaranek [7] research, it was found
that in the years 2007-2009 in Krakow (Poland) the
annual average soil temperature at the same depth was
11.7°C; to the depth of 20 cm it fell (to 11.1°C), and to
the depth of 50 cm it again amounted to 11.7°C.

The microorganisms are divided into different
groups depending on the temperature optimum: (1)
psychrophiles which grow best in an environment
below 10°C; (2) mesophiles which are the majority
of soil bacteria and have the highest growth rate in
the 20-45°C range; (3) thermophiles which grow at
50-65°C [52]. Psychrophilic soil microorganisms occur
in the soils of eternal permafrost [77]. These include
bacteria (e.g. Halobacterium lacusprofundi, Sphingobac-
terium antarcticus), fungi (e.g. Penicillium jamesonlan-
dense) and archaeons (e.g. Methanosarcina sp.). Based
on psychrotrophs, a microbiological consortium was
developed: Eupenicillium crustaceum, Paecilomyces sp.,
Bacillus sp. and B. atrophaeus potentially used in agri-
culture to increase soil fertility [68]. In geothermally
heated regions, e.g. volcanic soils, there are microor-
ganisms called hyperthermophiles with an optimum
growth rate of 80-113°C [31]. They belong to bacteria
and archaea, the vast majority of which are archaea.
Two species of Picrophilus bacteria have been isolated
from dry, volcanic soils in Japan, which grow at 60°C
while tolerating pH 0.7 [59].

Changes in soil temperature affect the diversity of
the microbiome. The use of next generation sequenc-
ing (HiSeq, Illumina), has shown that an increase in
soil temperature (up to 58°C) as a result of a continu-
ous underground fire of coal mines located under the
surface of the city Centralia (Pennsylvania, United
States) caused a reduction in the diversity and num-
ber of microorganisms and a decrease in the number
of antibiotic resistance genes in soil [11]. Researchers,
also using 16S rRNA gene sequencing, found that the
soils affected by the fire are highly dominated by a small
number of taxonomic microbial units [40]. Tempera-
ture also influences the activity of enzymes secreted by
microorganisms into the soil environment. It was shown
that an increase in temperature stimulates the activity
of nitrogenase, an enzyme produced by diazotrophs
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bacteria that participates in the atmospheric nitrogen
fixation [8]. Climate change, including an increase in
temperature, also affects the structure and function-
ing of soil microorganisms [41]. Both, NGS (MiSeq,
[lumina) and EcoPlate™ (Biolog Inc., Hayward, USA)
methods were used in the research. Studies based on
soil heating (mean soil temperature increase of 2.3°C)
have shown that environmental warming has a signifi-
cant impact on the metabolic potential of microorgan-
isms. In heated soils, amines and carboxylic acids were
rapidly decomposed [41]. In addition, it was demon-
strated that soil heating has a significant effect on the
soil fungal community and results in a decrease in the
number of soil fungi to a greater extent than in the case
of bacterial communities. Also with the use of classi-
cal analytical methods (soil respiration, soil biomass),
it was shown that warming lasting longer than 3 years
significantly affects the biomass of soil microorganisms
[16]. Research using a combination of different research
methods — both older and more recent (EcoPlate™, soil
microbial biomass, PLFA) - has shown that microorgan-
isms are able to adapt to a soil temperature increase of 1
to 2°C without disturbing the microbial structure [80].

An increase in temperature can also have the effect
of dehumidifying the soil and reducing soil moisture,
which is also an important edaphic factor affecting soil
microorganisms.

5. Soil moisture

Soil moisture is defined as the water content of the
soil. It is one of the most important physical parameters
in agriculture, as it directly influences the growth of
plants. A certain amount of water is stored in the soil.
The water content of soil varies in time and space [78].
It depends on the soil properties, the type of vegetation,
the intensity of evaporation (thus indirectly also on
temperature), the amount and distribution of rainfall
and irrigation in the case of arable land [54]. In Poland,
precipitation is the primary source of water in soil [33].

Soil moisture affects the organisms living in the soil
in many ways. Without the availability of water, micro-
bial life is impossible. The water content of the soil affects
the pH, the diffusion of solvents and gases and the avail-
ability of nutrients [75]. Water also enables the migra-
tion of microorganisms in the soil and the diffusion
of compounds between the cells of organisms and the
environment and is part of hydrolysis processes, and its
content determines the rate of mineralization [34, 78].

Natural fluctuations in moisture associated with sea-
sonal changes and precipitation are an important envi-
ronmental factor in the metabolism of microorganisms.
Recently, however, the frequency of floods and periodic
flooding in Poland has been increasing and drought
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Table I
Minimum value of water activity in the environment for various
microorganisms
Water . .
. Microorganisms
acivity (a)
1.00 Caulobacter, Spirillum
0.98 Pseudomonas, Clostridium
0.95 Gram-negative bacteria
0.91 Bacillus, Lactobacillus
0.88 Saccharomyces, Candida
0.85 Selected filamentous fungi (e.g. Penicillium)
0.80 Part of the yeast
0.75 Most of the filamentous fungi
(e.g. Aspergillus, Monascus)
0.60 Halophytes (e.g. Vibrio, Halomonas, Paracoccus)

Based on Libudzisz et al. [43] and Kunicki-Goldfinger [37].

periods have been prolonged. Water stress caused by
these phenomena affects soil microorganisms [79].
Some bacterial groups are very sensitive to alternating
drainage and flooding conditions. These include, inter
alia, autotrophic ammonia-oxidizing bacteria, which
was confirmed by an analysis of 491bp segment of the
amoA gene [19]. The researchers created the term water
activity in the environment (a ), which determines the
ratio of the partial pressure of soil solution to the par-
tial pressure of clean water and can be used to deter-
mine the water demand of microorganisms [37]. It is
assumed that chemically pure water has a =1.

Bacteria and archaea usually require more water
activity to grow than fungi. Most bacteria require to
grow a _>0.91, while most fungi and yeasts can grow
ata <0.80 (Tab.I).

The physical parameter - soil water potential (pF)
[3] - is distinguished in the studies of the soil environ-
ment. The pF value of 0.00 corresponds to the full water
capacity, which means that all soil pores are filled with
water and pF=4.2 is the point of permanent wilting of
plants. In terms of soil water potential of soil micro-
organisms needed for development, microorganisms
can be divided into three main groups:

Hygrophiles — developing at pF below 4.85 — bacteria,
selected fungi;

Mesohygrophiles — developing at high pF but up to 5.48
- most fungi;

Xerophiles — capable of growth at a pF greater than
5.48 - some species from genera Aspergillus and
Monascus.

The potential above which microbiological processes
are no longer found is pF=5.68 [3]. The highest val-
ues of microbiological activity in the soil are found at
water potential of pF value between 2 and 4. The stud-
ies showed that the most optimal moisture content for
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organotrophic bacteria is 20% of maximum water capac-
ity (MPW), for Azotobacter and Actinomycetes 40%, and
for fungi 60% of MPW [5]. At 20% MPW the highest
activity of enzymes such as dehydrogenases, catalase or
acid and alkaline phosphatases was also observed.
Drought, i.e. a decrease in the water content of the
soil, may result in an increase in the osmotic pressure
of the soil and the formation of a hypertonic solution,
which results in the drying out of microbial cells and
reduces their activity and growth [56]. Lack of water
also reduces the processes of carbon and nitrogen min-
eralization [78]. Drying the soil increases its oxygena-
tion [34]. Some microorganisms are able to survive in
such conditions in the state of anabiosis [43], i.e. in the
state of extreme decrease in life activity. It is known that
fungi are able to exist at lower a_ values than bacteria
(Tab. I), for which the optimal a  value is 0.98-0.99.
The increase in bacteria was also observed at low water
activity in the environment (a =0.75), but it concerned
halophilic bacteria of the genera Halomonas, Parococ-
cus and Vibrio. Halophilic microorganisms and those
tolerating low water content have the same defence
mechanism - they produce and accumulate osmolytes
[78]. As the soil dries, access to nutrients is reduced.
Restoring moisture in dry soil is linked to an increase in
the number of microorganisms as a result of increased
susceptibility to organic matter decomposition [75].
Moisture fluctuations occur naturally in soils in semi-
dry and Mediterranean ecosystems, where the soil is
often quickly wetted after long periods of drought [13].
Studies show that after 24 hours after irrigation of such
dry soil, the maximum microbiological activity in the
soil is observed [12]. However, with the increase in the
number of drying and irrigation cycles, biomass and
microbial activity in the soil decrease, nitrification is
inhibited and fungal abundance is reduced, while the
number of Gram-positive bacteria increases [78].
Excessive humidity caused by floods, melt or heavy
rainfall also causes changes in the structure and activ-
ity of the soil microbiome. Increased humidity is asso-
ciated with reduced oxygen and nitrogen diffusion
in the soil [5] and the development of predators that
feed on bacteria [34]. Under anaerobic conditions in
the soil, the availability of micro and macro-elements
is two to four times lower than in a well-oxygenated
environment. In the structure of soil microbiome and
its activity there are changes caused by soil flooding
with water and oxygen loss [20]. Microorganisms start
to use oxygen bound to e.g. NO,” and MnO,", which
leads to a reduction in these forms. Excessive irriga-
tion and the associated lack of oxygen intensifies the
development of anaerobic microorganisms, which in
turn reduces the oxidative-reduction potential and
intensifies the processes of reduction and fermenta-
tion [34]. Nitrate, manganese, sulphate and iron forms
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are reduced [46]. Research using PLFAs indicate that
with the loss of oxygen, the number of Gram-negative
bacteria decreases and the number of Gram-positive
bacteria in the soil increases [73]. Gram-negative fungi
and bacteria normally occur in well-aerated soil layers.
As aresult of oxygen depletion, their number decreases
[72,73]. Among the anaerobic soil microorganisms are,
among others, purple bacteria carrying out anaerobic
photosynthesis — Rhodospirillum sp.; sulphate-reducing
bacteria — Desulfovibrio sp., Desulfotomaculum sp.; and
nitrogen-fixing bacteria — Clostridium sp.; as well as
the representatives of archaea, who produce methane
- Methanobacterium sp. [43]. As a result of the floods,
a decrease in soil microbial biomass was observed and
sulphate and nitrate-reducing bacteria were identified
[72]. Tt was also found that the occurrence of intensive
precipitation in vineyards increased the development of
epiphytic microorganisms, including pathogenic fungi,
e.g. Botrytis cinerea [63].

6. Organic carbon and nitrogen content

Soil organic matter is a basic indicator of soil quality,
which determines its physicochemical properties and
biological processes. High humus content in soils is,
a factor stabilizing their structure, reducing susceptibil-
ity to compaction and degradation [49].

Carbon content plays an important role in the regu-
lation of the diversity and structure of soil microbiome
[82]. A research of 29 soil samples from four geographi-
cally distinct locations using a small-subunit (SSU)
rRNA-based cloning approach demonstrated that car-
bon-poor soils had microbial composition shifts asso-
ciated with soil depth [82]. It was shown, that deeper
soil communities were less diverse and had strongly
dominant genera, whereas surface communities had
more an operational taxonomic unit (OTU). It was
demonstrated, based on quantitative PCR (qPCR) of
genes encoding the key enzymes of ammonia oxidation
(amoA), nitrate reduction (narG) and denitrification
(nirK, nirS, nosZ), that the forms of soil carbon (i.e.
inorganic, organic) affects the structure of denitrifica-
tion communities, but does not regulate their numbers
[29]. Among the microorganisms preferring carbon-
rich environments (e.g. rhizosphere) based on bacterial
and archaeal 16S rRNA sequenced, one can distinguish
Alphaproteobacteria [28].

Nitrogen in soil is a mobile component that under-
goes a number of environmental changes: ammonifi-
cation, nitrification, denitrification or sorption. Many
of these processes involve bacteria, so it is understand-
able that the amount of nitrogen in the soil determines
the number of bacterial communities in the soil [70].
The source of nitrogen in the soil is both mineral and
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organic fertilization, decomposition of plant residues,
as well as free nitrogen binding by symbiotic bacteria
Rhizobium or free-living assimilators — Azotobacter,
Arthrobacter, Beijerinckia, and Clostridium.

The type of nitrogen fertilizer used (e.g. urea, sewage
sludge, ammonium sulphate, calcium nitrate, manure)
has a significant effect on soil pH [27]. Fertilization with
e.g. ammonium nitrate causes pH decrease in soil by as
much as 1.4 and consequently affects the communities
of soil bacteria, which was confirmed by pyrosequenced
analysis [58]. The use of organic fertilizers increases the
number of endophytic nitrifies in soil [55].

7. Heavy metals content

Heavy metals are naturally present in each soil at
a non-hazardous level. However, exceeding certain
standards is very harmful. Excessive concentrations
of heavy metals in the soil are due to human activity,
including, but not limited to, crop errors. Among heavy
metals, there are harmful elements such as cadmium,
lead, mercury, nickel and arsenic, but also high concen-
trations of zinc and manganese [1].

Using pyrosequencing, it was shown that in Polish
soils zinc decreased both bacterial diversity and spe-
cies richness. In soils contaminated by zinc, lead and
chromium it was possible to delineate the core micro-
biome, which comprised members of such taxa as
Sphingomonas, Candidatus Solibacter and Flexibacter
[22]. Using the high-throughput Illumina sequencing
of 16S rRNA gene amplicons it was determined also,
that bacteria have different reactions to heavy metals.
The bacteria that positively correlated with Cd were,
among others, Acidobacteria Gp and Proteobacteria.
A negative correlation was found in e.g. Longilinea.
Analysis the effects of heavy metals on a soil microbial
community using DGGE showed that exposing soil to
heavy metals changed the microbial community struc-
ture representing dominant but also minor populations
[25]. Based on the number and type of OTU obtained,
the researchers found that the soil bacteria commu-
nity can adapt to long-term heavy metal contamination
through the change in microbial community compo-
sition and structure, rather than the change in their
species diversity and evenness [42]. The metal-resistant
bacteria include the genus Thiobacillus, which showed
a significant positive correlation with cadmium, zinc,
arsenic, and lead indicating that the genus was toler-
ant to heavy metal [42]. The study conducted on the
paddy soils along a nonferrous smelter in South Korea
showed, that the phylum Proteobacteria was found to
predominate in all samples, regardless of the heavy
metal concentration. Used the 16S rRNA gene pyrose-
quencing authors found, that only in the case of the
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phylum Chlorobi, a strong negative impact of the soil
cadmium concentration was revealed [71]. Researchers
concluded that the diversity in the bacterial community
structure at the phylum level was mostly related to the
general soil properties, while at the finer taxonomic lev-
els, the concentrations of arsenic and lead were the sig-
nificant factors affecting the community structure [71].
Analyses the bacterial community response to arsenic
and chromium contamination revealed by pyrose-
quencing researchers showed that in non-contaminated
soils the dominant phylum was Actinobacteria, whereas
in contaminated soils it was Proteobacteria. In addition,
in contaminated soils a decrease in OTUs number of
14-38% was observed in comparison to control soils.
The decrease in bacterial diversity within the contami-
nated soils was confirmed by species richness (Chao,
ACE, Shannon) based on pyrosequencing data [67].
The qPCR and PCR-DGGE analysis on samples from
agricultural soils near manufacturing district suggests
that heavy metal pollution has significantly decreased
abundance of bacteria and fungi and also changed
their community structure [10]. Researchers analysed
the contaminated landfill soils of Peninsular Malaysia
showed, that P. mendocina has the highest resistance
to metal exposure. When B. pumilus was absolutely
resistant to the heavy metals used in the study, except
nickel [32]. Examination of lead-contaminated soils
by high throughput amplicon sequencing showed that
Verrucomicrobia were less abundant at high contami-
nation level whereas Chlamydiae and y-Proteobacteria
were more abundant [64].

Unlike bacteria, in the research provided by Li et al.
[42] the members of the archaeal domain, i.e. phyla
Crenarchaeota and Euryarchaeota, class Thermoprotei
and order Thermoplasmatales showed an only positive
correlation with Cd. The researchers stated that archaea
were resistant to heavy metal contamination and can
contribute to its adaptation to heavy metal. Also in other
environment contaminated with heavy metals (anoxic
freshwater lake sediments) was found that Crenar-
chaeota was associated with metal contamination [24].

The presented researches indicate that the heavy
metal content affects the distribution of microbial
population in the soil. Some types are resistant or
even prefer environments with high metal content, but
most data indicate a decrease in the number and vari-
ety of microorganisms, especially bacteria, in soil with
increased contamination.

8. Conclusion
The most important abiotic factors influencing soil

microorganisms are described in this review. Apart
from the edaphic factors described above, the soil nutri-
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ent content in available forms, toxic compounds, light
and oxygenation can be distinguished. There are com-
plex relationships between these factors since salinity
affects the pH of the environment, temperature affects
the water content of the soil, and both the presence of
salt and humidity depending on the type of structure
of the soil. The different taxonomic units of microorgan-
isms are characterized by different ecological optimum.
This is important from the point of view of agriculture,
because human intervention in the soil environment
may cause changes which will have a negative or posi-
tive impact on microorganisms. Microorganisms are
known for their many adaptation mechanisms, but
they still have environmental tolerance limits, beyond
which they lose their viability or die. Maintaining con-
stant conditions optimal for a given soil environment
provides for the development and activity of the micro-
bial community.

The use of new research methods in environmental
microbiology allows for a more detailed examination
of soil microbial contamination, but the vastness of the
links between the various components of the soil envi-
ronment is so great that much remains unknown.
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Streszczenie: Zakazenie bakteriami Campylobacter jejuni/coli jest wiodacg bakteryjng przyczyna biegunki u ludzi zaréwno w krajach roz-
wijajacych sig, jak i rozwinietych. Badania epidemiologiczne wykazuja, ze wigkszos¢ przypadkow kampylobakteriozy jest wynikiem kon-
sumpcji zanieczyszczonego tymi pateczkami niedogotowanego miesa drobiowego. Smiertelno$¢ zwigzana z zakazeniem Campylobacter
jest niska a wiekszo$¢ pacjentéw nie wymaga specjalnej terapii. Antybiotyki stosowane sg jedynie w ciezkich, ogolnoustrojowych zaka-
zeniach lub u pacjentéw z uposledzong odpornoscig. Dane epidemiologiczne odnotowuja jednak coraz wiecej przypadkéw powaznych
autoimmunologicznych i neurologicznych powiklan rozwijajacych sie w nastepstwie infekeji pateczkami z rodzaju Campylobacter. Obecne
dziatania krajow UE zmierzajace w kierunku poprawy higieny i bezpieczenstwa biologicznego nie s wystarczajace, aby kontrolowac lub
wyeliminowaé Campylobacter z tanicucha pokarmowego drobiu. Szacuje si¢, ze zmniejszenie poziomu liczby Campylobacter w jelitach
kurczat powinno, w sposdb znaczacy, doprowadzi¢ do ograniczenia czestosci wystepowania kampylobakteriozy u ludzi. Publikacja przed-
stawia aktualny stan wiedzy na temat immunoprofilaktyki anty-Campylobacter u drobiu.

1. Kampylobakterioza — dane epidemiologiczne, objawy chorobowe. 2. Kampylobakterioza - zZrddlo zakazenia. 3. Kampylobakterioza
- profilaktyka. 4. Immunizacja kurczat. 4.1. Bierna immunizacja. 4.2. Szczepionki calokomérkowe. 4.3. Szczepionki podjednostkowe.
5. Strategie opracowania nowoczesnych szczepionek podjednostkowych. 5.1 Poszukiwanie antygenu. 5.2. Wybor nosnika. 6. Modulacja
odpowiedzi immunologicznej. 7. Droga podania antygenu. 8. Podsumowanie

ADVANCEMENTS IN DEVELOPING ANTI-CAMPYLOBACTER VACCINE FOR POULTRY

Abstract: Campylobacter jejuni/coli is the leading bacterial cause of diarrhoea in humans in both developing and developed countries.
Epidemiological studies show that most cases of campylobacteriosis are the result of the consumption of undercooked, contaminated
poultry meat. Although campylobacteriosis is largely a self-limiting disease with low mortality, a specific treatment is required for patients
infected with strains resistant to clinically important antibiotics and for patients who develop neurological symptoms or bacteremia in
course of infection. Despite intensive efforts to improve an on-farm biosecurity practice over the past decade, about 70% of EU broiler
chicken flocks remain Campylobacter-positive at slaughter. Control of spreading the Campylobacter infection in flocks of chickens by bio-
security actions turned out rather ineffective. The most efficient strategy to decrease the number of human Campylobacter infections may
be to implement an immunoprophylactic method, namely, the protective vaccination of chickens. The publication presents the current
state of knowledge on anti-Campylobacter immunoprophylaxis in poultry.

1. Campylobacteriosis — epidemiological data, disease symptoms. 2. Campylobacteriosis — source of infection. 3. Campylobacteriosis
- prophylaxis. 4. Immunization of chicken. 4.1. Passive immunization. 4.2, Campylobacter Whole-cell Vaccines. 4.3. Subunit vaccines.
5. Strategies for developing modern subunit vaccines. 5.1 Searching for antigen. 5.2. The choice of a carrier. 6. Modulation of immune
response. 7. The route of antigen administration. 8. Summary

Stowa kluczowe: antygeny, Campylobacter, immunoprofilaktyka, szczepionki
Key words: antigens, Campylobacter, immunoprophylaxis, vaccine

1. Kampylobakterioza - dane epidemiologiczne,
objawy chorobowe

Bakterie rodzaju Campylobacter spp. to Gram-
-ujemne, mikroaerofilne, ruchliwe, spiralnie skre-
cone pateczki nalezace do klasy Epsilonproteobacteria.
Rodzaj ten tworzy 39 gatunkoéw i 16 podgatunkow [56].
0d 2005 roku kampylobakterioza jest najczesciej diag-
nozowang zoonozg u mieszkancow panstw cztonkow-
skich Unii Europejskiej. Wedtug danych Europejskiego
Urzedu ds. Bezpieczefistwa Zywnoéci (EFSA, European

Food Safety Authority) w 2017 roku potwierdzono
246 158 przypadkow infekeji pateczkami Campylobac-
ter, przy wskazniku zachorowalnosci 64,8 na 100 000
0s6b [22]. W Stanach Zjednoczonych w 2017 r. patogen
ten byl najczestsza przyczyna chordb przenoszonych
przez zywnos¢ [58]. W ciagu ostatnich 10 lat czgstos¢
wystepowania i rozpowszechnienie kampylobakte-
riozy wzrosty réwniez w krajach rozwijajacych sig.
Dane z czesci Afryki, Azji i Bliskiego Wschodu wska-
zuja na endemiczny charakter kampylobakteriozy na
tych obszarach, szczegélnie u dzieci. Wskaznik DALY

* Autor korespondencyjny: Agnieszka Wyszynska, Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet
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(disability adjusted life-years - lata Zycia skorygowane
niesprawnoscig) dla zakazen Campylobacter na calym
$wiecie wynosi 7,5 mln, i wéréd czynnikéw etiologicz-
nych biegunek ustepuje tylko wskaznikowi DALY ozna-
czonemu dla rotawiruséw [64].

Ze wzgledu na fagodny, zwykle, przebieg zakazenia
szacuje sie, ze zglaszany jest tylko jeden na 47 przypad-
kéw kampylobakteriozy, co oznacza, ze liczba infekcji
Campylobacter jest wielokrotnie zanizona [32]. W Pol-
sce przyczyng malej liczby odnotowanych przypadkow
jest najprawdopodobniej nieskuteczny system monito-
rowania zakazen tymi pateczkami. W 2014 roku zapa-
dalno$¢ w Polsce wynosita 1,69 na 100 000 oséb i nale-
zata do jednej z najnizszych w Europie [80]. W krajach
rozwijajacych sie, podobnie jak w Polsce, dane epi-
demiologiczne zakazen pateczkami Campylobacter
sa fragmentaryczne, co wynika z niesprawnego pro-
gramu nadzorowania przypadkéw kampylobakteriozy,
badz z jego braku. Jednoczesnie, w przeciwienstwie do
krajéow rozwinietych, przebieg infekcji Campylobac-
ter u dorostych jest w wigkszosci asymptomatyczny
a manifestacja objawdw zakazenia obserwowana jest
gltéwnie u dzieci ponizej pigtego roku zycia [73]. Suge-
ruje to, ze kontakt z tym enteropatogenem we wczes-
nym dziecinstwie prowadzi do rozwoju odpornosci
ochronnej [6, 45].

Kampylobakterioze u ludzi wywoluje najczesciej
infekcja jednym z dwdch gatunkow: C. jejuni lub C. coli.
W krajach rozwijajacych si¢ sa one przyczyna odpo-
wiednio 89-96% i 4-11% infekcji [76]. Odnotowywane
sg takze nieliczne przypadki zakazen wywolane przez
inne gatunki. tj. C. lari lub C. fetus [44]. Zakazenie Cam-
pylobacter moze przebiega¢ bezobjawowo, zwykle jed-
nak wiaze si¢ z wystepowaniem ostrych stanéw zapal-
nych jelit, ktérym towarzyszy diugotrwala, sluzowata
biegunka. Objawy ustepuja zazwyczaj samoistnie po
okolo 7 dniach. Niekiedy infekcje paleczkami Campy-
lobacter prowadzg do rozwoju choréb autoimmunolo-
gicznych i neurologicznych, ktérych przykladem jest
neuropatia obwodowego ukladu nerwowego tj. zesp6t
Guillaina-Barré (GBS, Guillain-Barré Syndrome) [19,
29]. Ryzyko jego wystapienia, zwykle niewielkie (trzy
przypadki na 10000 zdiagnozowanych przypadkow
kampylobakteriozy), wzrasta po infekcji okreslonymi
serotypami (m. in. HS19, HS41) [87]. U podstaw roz-
woju GBS lezy zjawisko mimikry molekularnej. Powsta-
jace podczas infekcji Campylobacter przeciwciata roz-
poznajace bakteryjny lipooligosacharyd (LOS) wiaza
sie z gangliozydami wystepujacymi na powierzchni
komorek Schwanna i neuronu (GM1 i GD1a), co akty-
wuje ukltad dopelniacza, prowadzi do powstania kom-
pleksu atakujacego btone (MAC, Membrane Attack
Complex) i w konsekwencji, do uszkodzenia komoérek
nerwowych. Przylaczenie si¢ przeciwcial w okolicy
wezlta Ranviera jest natomiast przyczyng zablokowania
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kanaléw sodowych, a tym samym zaburzen polaryzacji
komorki, czego efektem jest spowolnienie przewodnic-
twa nerwowego. Ponadto sprowokowana infekcjg akty-
wacja limfocytéw T moze wywota¢ migracje makro-
fagdw w kierunku zajetego nerwu, a towarzyszace jej
uwolnienie mediatoréw stanu zapalnego prowadzi¢ do
uszkodzenia mieliny [19]. Aktualne badania wskazuja
réwniez na zwigzek pomiedzy zakazeniem Campylo-
bacter a wystepowaniem reaktywnego zapalenia stawow
[1, 88], zespolu nadwrazliwosci jelita (IBS, Irritable
Bowel Syndrome) oraz nowotwordw jelita grubego [44].

W przebiegu infekcji znaczenie ma zaréwno pato-
gennos$¢ zakazajacego szczepu, jak i funkcjonowanie
ukladu odpornosciowego gospodarza [44]. U ludzi
z niesprawnie dzialajacym ukltadem odpornosciowym
(ludzie starsi, ludzie po przebytych chorobach nowo-
tworowych czy zainfekowani wirusem HIV) Campylo-
bacter jest czesto przyczyna infekcji uogdlnionych oraz
posocznicy [44, 76].

2. Kampylobakterioza - zZrodlo zakazenia

Do transmisji infekcji Campylobacter miedzy ludzmi
dochodzi bardzo rzadko. Zrédlem zakazenia moze by¢
spozycie zanieczyszczonej komdrkami patogena wody,
niepasteryzowanego mleka czy tez migsa wolowego.
Badania epidemiologiczne wykazuja jednak, ze wigk-
szo$¢ przypadkow kampylobakteriozy wywotywanych
jest spozyciem zainfekowanego paleczkami niedogoto-
wanego miesa drobiowego, co jest zgodne z obserwacja,
ze gtéwnym rezerwuarem pateczek Campylobacter jest
dréb hodowlany oraz dzikie ptactwo [19, 85]. W 20161,
wedlug raportu EFSA, 36,7% przebadanych tuszek broj-
ler6w dostepnych na rynku europejskim byto zanie-
czyszczonych Campylobacter w liczbie przekraczajacej
41og10 jtk/g miesa. Niska dawka infekcyjna dla ludzi
sprawia, ze do zakazen na tle Campylobacter dochodzi
tatwo i czesto. W ostatnich latach odsetek ten pozo-
staje na wzglednie stalym poziomie, cho¢ w roku 2015
dla EU wynosil 47%. Wystepuja tez znaczne rdéznice
miedzy poszczegolnymi panstwami cztonkowskimi
Unii Europejskiej, co jest m.in. wynikiem stosowania
roznych strategii pobierania probek i metod testowa-
nia [21, 23]. Na polskim rynku bakteriami rodzaju
Campylobacter zanieczyszczonych jest ponad 50% tusz
drobiowych [49].

Poziom kolonizacji jelita ptakéow przez Campylo-
bacter spp. osiaga nawet 10° jtk/gram zawartosci jelita.
Wigkszos$¢ przeprowadzonych dotychczas badan wska-
zuje, ze wysoki poziom kolonizacji jelit kurczat nie
powoduje objawow chorobowych u ptakéw, co unie-
mozliwia odizolowanie zainfekowanych osobnikéw od
stada [54, 93]. Hermans i wsp. sugerowali, Ze stan taki
jest wynikiem nieskutecznosci ukladu odpornosciowego
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kurczat potaczonej z mechanizmami, ktére przekiero-
wujg odpowiedz zwierzat na tolerowanie patogena [35].
Doniesienia z ostatnich lat opisuja jednak szkodliwe
skutki zdrowotne kolonizacji jelit kurczat przez Cam-
pylobacter [5, 40, 99]. W 2014 r. zaobserwowano np.,
ze uszkodzenia blony sluzowej jelit brojleréw wywolane
przez szczep C. jejuni M1, co umozliwilo translokacje
bakterii, takich jak np. E. coli, ze §wiatla jelita do glebiej
potozonych tkanek. W efekcie u ptakéw wystapit ostry
stan zapalny i biegunka [4, 5, 11, 40]. Uzyskane wyniki
nakazujg zatem zweryfikowanie przekonania, ze Cam-
pylobacter jest wylacznie komensalem ptakow.
Obecnos¢ Campylobacter jest wykrywana w prze-
wodzie pokarmowym ptakéw hodowlanych dopiero
po 2 tygodniu ich zycia [17, 67]. Sugeruje to istnienie
mechanizmu przeciwdzialajacego kolonizacji mlodych
ptakéw przez tego patogena. Spekulowano, ze za ten
stan odpowiada wysoki poziom swoistych przeciwcial
matczynych [12]. Obserwacje, ze kurczeta przebywa-
jace w stadach razem z doroslymi sg wolne od Cam-
pylobacter przez pierwsze kilka tygodni po wylegnie-
ciu, wydaja si¢ to potwierdzac [81]. Istniejg rowniez
doniesienia sugerujace, ze gléwna przyczyna, zaleznego
od wieku, zakazenia kurczat przez Campylobacter jest
zmiana skfadu mikrobiomu ptakéw [31]. Przeprowa-
dzone przez Jjaz i wsp. kompleksowe, codzienne bada-
nia mikrobiomu kurczat od 3 do 35 dnia zycia ptakow
wykazaty, ze Campylobacter pojawia si¢ w 16 dniu zycia,
tuz po zaobserwowaniu najbardziej znaczacych zmian
w profilach metabolicznych. Nie mozna wykluczy¢, ze
jest to wynik pojawienia si¢ srodowiskowych czynni-
kéw stymulujacych rozwdj tych drobnoustrojow [41].

3. Kampylobakterioza - profilaktyka

Duza liczba przypadkéw kampylobakteriozy, wyste-
powanie poinfekcyjnych powiklan, gtéwnie neurolo-
gicznych, jak réwniez rosnaca liczba szczepéw Campy-
lobacter opornych na antybiotyki stosowane w terapii
(makrolidy i fluorchinolony) powoduja, ze zakazenia
tym enteropatogenem stanowig powazny problem dla
stuzb medycznych. Mikroorganizm ten znalaz! si¢ na
opublikowanej w 2017 roku, przez Swiatowa Orga-
nizacje Zdrowia (World Health Organisation), licie
gatunkow bakterii bedacych, glownie ze wzgledu na
swa antybiotykoopornos¢, najwigkszym zagrozeniem
dla zdrowia ludzkiego [101]. W zwigzku z tym, w ostat-
nich latach wysitki badaczy skupiaja sie na opracowaniu
strategii zapobiegania infekcjom Campylobacter. Ponie-
waz do zanieczyszczenia tusz drobiowych paleczkami
Campylobacter dochodzi na etapie produkcji, kon-
trolowanie zakazen na tym poziomie (ubdj, sprzedaz
detaliczna i konsumpcja) powinno zmniejszy¢ liczbe
przypadkow kampylobakteriozy u ludzi. Strategie sto-
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sowane w ramach holenderskiego programu CARMA
(Campylobacter Risk Management and Assessment)
nie przyniosly jednak spodziewanych rezultatéw [33].
Szacuje si¢, Ze ograniczenie poziomu kolonizacji prze-
wodu pokarmowego kurczat przez patogenne szczepy
Campylobacter spp. doprowadziloby do znacznego
obnizenia poziomu zachorowan wéréd ludzi, a co za
tym idzie, znacznej redukcji kosztéw opieki zdrowotne;.
Spadek liczby komérek Campylobacter w jelitach kur-
czat zaledwie o 2 log powinien przelozy¢ si¢ na okolo
trzydziestokrotne obnizenie czgstosci wystepowania
ludzkich infekcji [79]. Z poczatkiem 2018 roku weszlo
w zycie Rozporzadzenie Komisji UE (nr2017/1495)
wprowadzajace kryterium higieny dotyczace bakterii
Campylobacter w tuszach brojleréw, co umozliwi kon-
trole zanieczyszczenia tusz podczas procesu uboju pta-
kow. Ustalono, ze dopuszczalna liczba jtk/gram migsa
drobiowego nie moze przekracza¢ 1000. W zwiazku
z powyzszym analizowane sa metody profilaktyki anty-
-Campylobacter na etapie hodowli drobiu, takie jak:
podniesienie higieny na fermach, stosowanie dodat-
kéw do pasz lub wody pitnej np. kwaséw organicz-
nych i kwaséw tluszczowych, produktéw pochodzenia
roslinnego, bakteriocyn, bakteriofagéw [61]. Wyniki
uzyskane przez rdzne grupy badawcze nie pozwalajg na
jednoznaczne wnioski. W zaleznosci od uzytej metody
obserwowano zaréwno zmniejszenie poziomu koloni-
zacji jelit drobiu, jak réwniez brak ochrony przed zasie-
dleniem jelita [13, 24, 61].

Interesujace badania przeprowadzili w 2015 roku
Johnson i wsp. Podczas poszukiwania inhibitoréw eks-
presji czynnika kolonizacji Campylobacter - flagelliny,
zidentyfikowali zwigzki, ktére silnie hamowaly wzrost
patogena in vitro [43]. Aktywnos¢ anty-Campylobacter
w modelu kurzym wykazywala jedynie Campynek-
syna A. U polowy kurczat, ktére otrzymaly ten zwiazek,
kolonizacja jelit §lepych przez tego patogena byla poni-
zej poziomu wykrywalnosci. Jednoczesnie u 4 na 9 prze-
badanych kurczat w ogéle nie zaobserwowano efektu
ochronnego. Rok pdzniej Kumar i wsp. [50] zidentyfiko-
wali 12 czgsteczek o wlasciwosciach anty-Campylobacter
nalezacych do jednej z pieciu klas chemicznych: arylo-
amin, piperazyn, pirydazynon, sulfonamidéw lub pipe-
rydyn. Dziesie¢ z nich wykazywalo aktywnos$¢ wobec
patogena zlokalizowanego w komoérkach Caco-2. Zaleta
tych czasteczek jest niska cytotoksyczno$¢ w stosunku
do komoérek Caco-2 i brak aktywnosci hemolitycznej
wobec owczych czerwonych krwinek [50].

Duze zainteresowanie zyskalo takze stosowanie
probiotykéw jako srodka zapobiegania lub zmniej-
szania czesto$ci wystepowania infekeji Campylobacter
u drobiu [82]. Obiecujace wyniki otrzymaly zespoly
Konkel i Jagusztyn-Krynickiej [47, 65]. Zaobserwo-
wali oni, Ze podanie kurczetom szczepéw z rodzaju
Lactobacillus, tj. L. crispatus, L. salivarius, L. helveticus
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i L. gallinarum prowadzi do obnizenia poziomu koloni-
zacji jelit §lepych ptakow przez Campylobacter [47, 65].
Pateczki kwasu mlekowego moga zmniejsza¢ poziom
kolonizacji patogenéw poprzez stymulacje odporno-
$ci adaptacyjnej, konkurowanie o nisze ekologiczng,
koagregacje oraz wytwarzanie hamujacych metabo-
litéw, takich jak kwasy organiczne czy bakteriocyny
[47, 65]. Wlasciwosci anty-Campylobacter wykazuje
réwniez Saccharomyces cerevisiae, ktéry po podaniu
broilerom per os, znaczaco obnizal liczbe komorek
patogena w jelicie §lepym, kale i na skorze. S. cerevisiae
promowal wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz
rywalizowal z Campylobacter o substancje odzywcze
i receptory umozliwiajgce adhezj¢ do nablonka jelit
[26]. Przyczyng tak odmiennych wynikéw moze by¢
uzycie linii kurzych o réznej wrazliwosci na Campylo-
bacter i probiotyki. Nie bez znaczenia jest rowniez to,
jaki szczep Campylobacter i jakiej wielkosci inokulum
zastosowano w eksperymencie kolonizacyjnym.

4. Immunizacja kurczat

Chow drobiu przeznaczonego na migso trwa okoto
42 dni. Z tego powodu kurczgta powinny by¢ zaszcze-
pione krétko po wykluciu, przed ich zetknieciem sie
z Campylobacter. Szczepionka powinna wywolywa¢
odporno$¢ krzyzowa przeciw C.jejuni i C. coli, by¢
tatwa w podaniu (per os lub in ovo), tania w produkcji
oraz bezpieczna dla zwierzat i ludzi. Znacznym utrud-
nieniem w osiggnieciu tego celu jest fragmentaryczna
wiedza o funkcjonowaniu ukladu odpornosciowego
kurczat oraz o wptywie humoralnej odpowiedzi na sku-
teczno$¢ immunizacji. Wyniki, nielicznych jak dotad,
doswiadczen sg kontrowersyjne.

C.jejuni to zewnatrzkomoérkowy patogen, cho¢
moze przezy¢ wewnatrz komorek nabtonka jelitowego,
jak rowniez w komorkach ukladu odpornosciowego,
takich jak monocyty i makrofagi [37, 98]. Umozliwia
to unikanie mechanizméw obronnych uktadu odpor-
no$ciowego. Skuteczne przetrwanie wewnatrz komorki
wigze si¢ rowniez z umiejetnoscia przezwyciezenia stre-
sow fizjologicznych, takich jak srodowisko oksydacyjne
generowane przez ludzkie jelito i przez nablonek gospo-
darza lub komérki odpornosciowe.

Poniewaz droga infekcji pateczkami Campylobacter,
niezaleznie od gatunku gospodarza, to droga doustna,
uwaza sie, ze gldwna role w procesie ochronnym
powinny odgrywa¢ przeciwciala IgA obecne w $lu-
zdwce jelit. Ich role, jak réwniez znaczenie limfocy-
tow B, w odpowiedzi adaptacyjnej kurczat przeciwko
Campylobacter badali w 2017 roku Lacharme-Lora
i wsp. [51]. Przeprowadzili oni bursektomie¢ kur-
czat (usunigcie torebki Fabrycjusza), w wyniku czego
ptaki zostaly pozbawione tej klasy limfocytow i, jak
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stwierdzono, nie produkowaly wydzielniczych prze-
ciwcial sIgA. Naukowcy wykazali, ze limfocyty B nie
odgrywaja istotnej roli w redukeji kolonizacji jelita
Slepego przez Campylobacter do 7 tygodnia ich zycia.
Natomiast badanie tresci jelitowej ptakéw po 9 tygo-
dniach od zakazenia wykazalo, ze kolonizacja jelita
Slepego u ptakéw posiadajacych torebke Fabrycjusza
byta mniejsza o ponad 2log w poréwnaniu do grupy
kurczat, u ktérych przeprowadzono bursektomie [51].
Wyniki powyzszych badan pokazuja, ze wytwarzanie
przeciwciat odgrywa role w ograniczaniu infekcji Cam-
pylobacter, jednak proces ten wymaga dluzszego czasu
anizeli czas zycia komercyjnego kurczecia (7 tygodni).

Jednoczesnie badania przeprowadzone przez Hum-
phreya i wsp. [40] wykazaly, ze znaczacy wplyw na
wynik zakazenia C.jejuni i odpowiedz immunolo-
giczng ma rasa kurczat. Cztery komercyjne rasy brojle-
row wykorzystane w eksperymencie roznily si¢ czasem
trwania i rozmiarem reakcji zapalnych, czego efektem
byta kolonizacja badz choroba z uszkodzeniem blony
sluzowej jelita [40]. Zaobserwowano réwniez, ze nie
wszystkie kurczeta tej samej rasy sg kolonizowane
przez pateczki eneteropatogena na zblizonym pozio-
mie, a opornos$¢ wydaje si¢ by¢ genetycznie zdetermi-
nowana. Connel i wsp. [18] przy wykorzystaniu wyso-
koprzepustowego sekwencjonowania ptasiego genomu
zidentyfikowali 219 genéw wykazujacych roézny poziom
ekspresji u kur opornych i u kur podatnych na kolo-
nizacje przewodu pokarmowego przez C. jejuni. Pro-
dukty tych genéw biorg udzial we wrodzonej odpowie-
dzi immunologicznej, przekazywaniu sygnaléw przez
cytokiny, aktywacji limfocytow B i komoérek T oraz
wytwarzaniu immunoglobulin [18].

Oproécz niklej wiedzy dotyczacej funkcjonowania
ukladu odpornosciowego kurczat przyczyng dotych-
czasowych niepowodzen w opracowaniu szczepionki
dla kurczat jest rowniez wspomniana wcze$niej rézno-
rodno$¢ genetyczna szczepdw Campylobacter.

4.1. Bierna immunizacja

Bierna immunizacja polega na podaniu do uodpar-
nianego organizmu surowicy odpornosciowej. Hermans
i wsp. [36] wykazali, Ze domig¢$niowa immunizacja
sze$ciodniowych kurczat przeciwciatami IgY otrzyma-
nymi z z6ltek jaj pochodzacych od kur szczepionych
lizatem C. jejuni prowadzi do obnizenia kolonizacji
o cztery rzedy wielkosci w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej [36]. Dodatkowo zaobserwowano zmniejszong
transmisj¢ Campylobacter do niezarazonych kurczat.
Natomiast w badaniach Paul i wsp. [71] immunizacja
dodziobowa ptakéw przeciwciatami IgY uzyskanymi
z 2z6Mtek jaj kur niosek immunizowanych mieszanka
7 antygenoéw Campylobacter, tj. adhezyng Peb1A, lipo-
proteing JIpA (Jejuni lipoprotein A), biatkiem CadF



POSTEPY W OPRACOWANIU SZCZEPIONKI ANTY-CAMPYLOBACTER PRZEZNACZONE] DLA DROBIU

wigzacym fibronektyne, podjednostky flageliny FlaA,
MOMP (Major Outer Membrane Protein), FlpA oraz
skladnikiem pompy wielolekowej CmeC nie wykazata
efektu ochronnego [71]. Rozbiezne wyniki potwierdzaja
obserwacje, ze efekt ochronny zalezy od wielu czynni-
kéw. W przytoczonych wyzej badaniach zastosowano
m.in. inny schemat immunizacji oraz model kurzy.

4.2. Szczepionki calokomorkowe

Jak dotad préby opracowania skutecznej szczepionki
powstalej w oparciu o zabite komdrki patogena, tzw.
CWG, nie powiodly sie. Jedna z przyczyn niepowodze-
nia jest wysoka zmienno$¢ genetyczna Campylobacter.
Dotyczy ona gléwnie genéw kodujacych biatka bio-
race udziat w syntezie LOS (lipooligosaccharide), CPS
(capsular polysaccharide), biogenezie rzesek czy apa-
ratu ruchu. Wystepowanie licznych wariantéw struk-
turalnych CPS oraz LOS pozwala na aktywne unika-
nie dzialania ukladu odpornosciowego gospodarza
[19, 25, 30, 100]. Sekwencjonowanie szczepow C. jejuni
NCTC11168, 33292 and 81-176 przed i po pasazu przez
przewdd pokarmowy broileréw wskazuje, ze Srodowi-
sko to sprzyja powstawaniu zmiennosci genetycznej
C. jejuni. Takiej prawidtowosci nie obserwowano po
pasazu przez przewdd zotadkowo-jelitowy myszy [100].
Rodzaj Campylobacter charakteryzuje ,,otwarty pange-
nom’. Oznacza to, ze w kazdym nowo zsekwencjono-
wanym genomie szczepow tego rodzaju identyfikowane
s3 unikatowe geny. Por6wnanie materialu genetycznego
7 szczepow C. jejuni i C. coli wykazalo, ze geny pod-
stawowe, a wiec wystepujace w genomach wszystkich
przedstawicieli rodzaju, stanowia jedynie 59% [60].
Konstrukeja szczepionki CWC dla drobiu wydaje si¢
by¢ duzym wyzwaniem réwniez dlatego, ze kurczeta
w trakcie swojego zycia wielokrotnie ulegaja kolonizacji
przez rézne szczepy Campylobacter spp. [86].

4.3. Szczepionki podjednostkowe

Inna strategia zaklada wykorzystanie do immuni-
zacji specyficznych oczyszczonych antygenow (z adiu-
wantem lub bez) lub dostarczanie ich do organizmu
immunizowanego za pomocg odpowiednich nosni-
kéw np. atenuowanego szczepu Salmonella enterica
(sv. Typhimurium lub sv. Enteritidis), E. coli, Eimeria
tenella lub nanoczastek. Szczepionki podjednostkowe
uwazane s3 za najbezpieczniejsze, lecz ich immuno-
gennos$¢ w poréwnaniu do szczepionek zawierajacych
cate komorki patogena, jest duzo nizsza. Kluczowa role
w skutecznosci szczepionki podjednostkowej odgrywa
wybor antygenu. Potencjalny antygen powinien by¢
rozpoznawany przez uktad odpornosciowy immuni-
zowanego organizmu. Cecha niezbedng jest jego pro-
dukgja in vivo, gdy patogen oddzialuje z komdrkami
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gospodarza. Poza tym antygen szczepionkowy powi-
nien by¢ silnie konserwowany w obrebie réznych sero-
typdw/genotypdw, co ma szczegdlnie duze znaczenie
w sytuacji, gdy patogenny organizm cechuje wysoki
poziom zmiennosci genetycznej.

Do tej pory do konstrukeji prototypéw szczepio-
nek anty-Campylobacter uzyto m.in. podjednostke
flageliny FlaA (flagellin subunit protein A), gléwne
biatko blony zewnetrznej (MOMP), skladnik pompy
wielolekowej CmeC, lipoproteiny CjaA i CjaC, biatko
zwigzane z peptydoglikanem CjaD, adhezyne PEBI,
zelazowy receptor enterobaktyny CfrA (Campylo-
bacter jejuni ferric-enterobactin receptor), dysmutaze
ponadtlenkowg SodB (Superoxide dismutase B) oraz
biatko wigzagce DNA Dps (DNA binding protein from
starved cells). Zastosowanie niezmodyfikowanego FlaA
jako antygenu nie chronito przed zakazaniem hetero-
logicznymi szczepami. W przypadku FlaA-LTB (heat-
-labile enterotoxin B subunit), rCmeC, Dps SodB oraz
FlaA w fuzji translacyjnej z domena flageliny S. enterica
aktywujaca TLR5 (Toll-like receptor 5), indukowana
odpowiedz immunologiczna (specyficzne wydzielnicze
przeciwciala klasy sIgA w $luzie jelitowym oraz IgG
w surowicy) zapewniala jedynie ograniczona ochrone.
Natomiast wyniki uzyskane po podaniu biatka CjaA
byty wysoce zmienne, zalezne od dawki preparatu,
drogi podawania oraz schematu jego aplikacji 10, 16,
53,92, 103] (Tab. I).

5. Strategie opracowania nowoczesnych
szczepionek podjednostkowych

5.1. Poszukiwanie antygenu

Tradycyjne techniki immunologii molekularnej do
identyfikacji szczepionek sa czaso- i pracochlonne. Sze-
roka gama technologii (m.in. STM - Signature-tagged
transposon mutagenesis, GSH - Genomic subtractive
hybridization, SCOTS - Selective capture of transcribed
sequences, sekwencjonowanie calego genomu, bada-
nia transkryptomiczne, proteomiczne) w polaczeniu
z metodami bioinformatycznymi zrewolucjonizowato
proces poszukiwania atrakcyjnych kandydatéw do kon-
strukcji szczepionek. Technika IVIAT (in vivo-induced
antigen technology) pozwala na przyktad na identyfika-
cje genow ulegajacych ekspresji in vivo, a wiec podczas
oddzialywania migdzy gospodarzem i drobnoustrojem
[77]. Kodowane przez nie biatka moga odgrywac wazna
role w patogenezie w okreslonym uktadzie gospodarz-
-patogen, a ich potencjalny udzial w wirulencji spra-
wia, ze brane sa réwniez pod uwage jako antygeny
do opracowania szczepionek podjednostkowych czy
jako markery diagnostyczne. Przeszukanie ekspre-
syjnej biblioteki genomowej (do stworzenia ktdrej
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wykorzystano DNA zsekwencjonowanego szczepu
C. jejuni NCTC11168) za pomoca ludzkiej surowicy
od rekonwalescentéw, wysyconej dodatkowo biatkami
szczepu Campylobacter hodowanego w warunkach
laboratoryjnych, doprowadzito do zidentyfikowania
24 genoéw. Ich produkty pelnig rézne funkcje metabo-
liczne (m.in. leuC, ptmB, eno i fcl), sa zaangazowane
w procesy biosyntezy (m.in. tufB) czy procesowanie
informacji genetycznej. Dwa geny wykryte w tym
eksperymencie (¢j1471c oraz cjl1587c) biorg udzial
w transporcie aminokwaséw [39]. Podobna analiza
zostala przeprowadzona z wykorzystaniem surowicy
od kurczat wysyconej biatkami szczepu Campylobacter
hodowanego in vitro [38]. Ten schemat postepowania
doprowadzit do identyfikacji 28 gendéw, z ktérych jedy-
nie pie¢ ulega ekspresji in vivo w obu gospodarzach, co
jest prawdopodobnie wynikiem zupelnie innego prze-
biegu infekeji u ludzi i kurczat. Zwraca uwage fakt, ze
wsérdd wyroznionej puli genéw nie ma tych kodujacych
biatka wykorzystane do konstrukcji prototypow szcze-
pionek podjednostkowych (cjaA, pebl, dps). Analiza ta
nie wykryla rowniez gendw takich jak cadF, ciaB, pldA,
ktérych unieczynnienie bezsprzecznie, jak wykazano
w innych laboratoriach, obniza zdolno$¢ mikroorga-
nizmu do kolonizacji.

Zastosowana po raz pierwszy w badaniach nad
szczepionka przeciwko menigokokom grupy B
»odwrotna wakcynologia” (reverse vaccinology) umoz-
liwia identyfikacje antygenow szczepionkowych in
silico. Strategie taka zastosowali Meunier i wsp. [62].
W genomie C. jejuni 81176 poszukiwali genéw kodu-
jacych biatka zlokalizowane na powierzchni komorki
o potencjalnych wlasciwosciach adhezyjnych. Nastep-
nie analizowali antygenowo$¢ wybranych w ten sposéb
22 biatek i obecno$¢ epitopdw w ich sekwencjach ami-
nokwasowych (VaxiJen, BCPreds). Zwraca uwage w tej
grupie znaczacy udzial biatek zwigzanych z aparatem
ruchu Campylobacter [62].

Sposéréd przetestowanych na brojlerach szesciu bia-
tek, cztery zmniejszyly liczbe Campylobacter w stolcu
nawet o cztery rzedy wielkosci z jednoczesnym rozwo-
jem humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Nato-
miast w drugim badaniu, pomimo zaindukowania sil-
nej odpowiedzi immunologicznej, nie zaobserwowano
protekcji u kurczat [63].

Trzeba jednak pamietad, ze nie zawsze geny wskazy-
wane metodami bioinformatycznymi/ mikromacierzy
koduja biatka istotne w indukcji ochronnej odpowiedzi
immunologiczne;j.

Ciekawy strategia majagcg na celu przezwyci¢zenie
problemu wysokiej réznorodnosci genetycznej szcze-
poéw Campylobacter, a takze zwigkszenie efektywnosci
immunizacji, bylo zastosowanie hybrydowych biatek
zawierajacych epitopy réznych antygenéw. Prowa-
dzone aktualnie poréwnawcze analizy genoméw oraz
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proteomow wielu szczepdw maja na celu poszukiwa-
nie nowych antygenéw Campylobacter przydatnych
do konstrukeji szczepionki lub biatek potencjalnie
z mozliwo$cig wykorzystania jako celow nowych lekow.
W ostatnich latach nastgpil znaczny rozwdj narzedzi
umozliwiajacych wydajng analize in silico. Badania
immunoinformatyczne proteomu Campylobacter prze-
prowadzone w 2017 roku doprowadzity do identyfikacji
kilku epitopdw, ktdre sa konserwowane, prezentowane
przez czasteczki MHC-I i potencjalnie mogg zosta¢
wykorzystane w opracowywaniu szczepionki chronia-
cej przed kampylobakteriozg [42, 59]. Ich uzyteczno$¢
musi zosta¢ jednak potwierdzona eksperymentalnie.

5.2. Wybdr noénika

Na skutecznos¢ szczepionki, oprocz wyboru antyge-
néw, ma wplyw takze wyboér nosnika. W tym charak-
terze stosowane s3 m.in. atenuowane szczepy réznych
mikroorganizméw patogennych, VLPs (Virus Like
Particles), wiruséw, bakterie komensalne z grupy LAB
(Lactic Acid Bacteria) lub tez liposomy. Szczepionki
podjednostkowe skonstruowane w oparciu o atenu-
owane szczepy patogendw maja wiele zalet: (1) silnie
stymuluja odpowiedz humoralng i/lub komodrkowa
nie tylko przeciwko homologicznym antygenom, ale
réwniez przenoszonym antygenom heterologicznym,
(2) mozliwe sg rozne drogi podania (droga wziewna,
donosowa, doustna, dooczna, dopochwowa, doodbyt-
nicza), (3) podane na jeden z wymienionych sposo-
béw indukujg mechanizmy odpornosciowe zwigzane
z blonami §luzowymi jak i ogélnoustrojowa odpowiedz
immunologiczng, (4) sa latwe i tanie w produkcji,
(5) istnieje mozliwo$¢ ich liofilizacji i przechowywania
w temperaturze pokojowej. Przede wszystkim jednak
atenuowane patogeny jelitowe przezywaja w $rodo-
wisku uktadu pokarmowego zawierajagcym m.in. rézne
proteazy, defensyny, lizozym, a zatem s3 zdolne do
ochrony przenoszonego heterologicznego antygenu.

Jako nosnik gendéw Campylobacter wykorzystywano
na przyklad zywe, atenuowane szczepy S. enterica sv.
Enteritidis lub Typhimurium [34]. W ostatnich latach
opracowano szereg ciekawych rozwigzan, m.in. regu-
lowana opdzniona atenuacja, opozniona synteza anty-
genu oraz regulowana opo6zniona liza, ktdre poprzez
zwiekszenie zdolnosci do przetrwania patogena w $ro-
dowisku gospodarza, umozliwiajg wywolanie opty-
malnej odpowiedzi immunologicznej. Atenuowane
szczepy Salmonella byly badane jako nosniki anty-
genow Campylobacter w immunoprofilaktyce kurczat
przez kilka grup badawczych [10, 53, 57, 103, 104].
W kilku eksperymentach stosowano wspomniane
wczesniej antygeny CjaA i CjaD. Pomimo uzycia tego
samego antygenu, poziomy redukcji kolonizacji w eks-
perymentach ochronnych prowadzonych przez rozne
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grupy badawcze, réznily si¢ diametralnie (od 6 log10
do braku ochrony przed zakazeniem). Trudno wska-
zaé przyczyne tak odmiennych wynikow, jako ze eks-
perymenty roznily si¢ m.in. schematem immunizacji,
uzytym do zakazenia szczepem Campylobacter, rasa
kurczat wykorzystanych w eksperymencie ochronnym,
serowarem i rodzajem atenuacji nosnikowego szczepu
Salmonella oraz obecnoscia adiuwantu. Antygen CjaA
stosowano takze w konstrukeji szczepionki z wykorzy-
staniem E. tenella jako nosnika. Szczepionka podana
dodziobowo skutkowata nieznacznie obnizonym pozio-
mem kolonizacji [16].

Do przenoszenia obcych antygendw w procesie
immunizacji wykorzystywane sg rowniez bakterie
kwasu mlekowego (LAB). Jest to sztucznie wyodreb-
niona grupa o olbrzymiej réznorodnosci genetycznej
oraz filogenetycznej, ktdrej cechg charakterystyczng jest
zdolnos¢ do produkcji kwasu mlekowego. Dotychczas
przeprowadzone badania wskazuja, ze podanie takich
szczepow prowadzi do indukeji odpowiedzi immuno-
logicznej zar6wno w blonach sluzowych (sIgA), jak
i ogdlnoustrojowej reakcji ukladu odpornosciowego
przeciwko eksprymowanym heterologicznym antyge-
nom, przy jednoczesnej niskiej odpowiedzi skierowanej
przeciwko antygenom szczepu nosnikowego. Jako wek-
tory szczepionkowe posiadajg takze inne zalety. Umoz-
liwiajagc immunizacje droga $luzéwkowa zapewniajg
wieksza skutecznos¢ walki z patogenami, dla ktérych
to wlasnie §luzéwka stanowi wrota infekeji. O atrakcyj-
nosci bakterii kwasu mlekowego w immunoprofilaktyce
lub terapii decyduje réwniez ich opornos¢ na dziatanie
niskiego pH soku zoladkowego oraz zdolno$¢ adhezji
do komdrek nablonka jelitowego. Kluczowa kwestia
jest tez bezpieczenstwo tych preparatow. Bakterie te
(m.in. gatunki nalezgce do rodzajéw Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc) posiadaja status GRAS,
a czes$¢ z nich zaliczamy do probiotykoéw, czyli organiz-
mow, ktoérych krotkotrwala obecno$¢ lub kolonizacja
wywiera pozytywny wplyw na wiele elementéw fizjo-
logii organizmu gospodarza. Niewatpliwg zaleta sg
réwniez niskie koszty produkeji tego typu szczepionek
oraz mozliwo$¢ liofilizacji i przechowywania preparatu
w temperaturze pokojowej [102].

Jak dotad, sposrdd przedstawicieli bakterii z grupy
LAB, jako no$nik antygenéw Campylobacter wykorzy-
stano szczep Lactococcus lactis. Szczep L. lactis pre-
zentujacy na powierzchni rCjaAD wykazywal wyzszy
efekt ochronny niz szczep L. lactis wytwarzajacy biatko
zlokalizowane w cytoplazmie oraz od szczepu L. lactis
prezentujacego na powierzchni CjaA, jednak réznice
te nie byly istotne statystycznie; poziom kolonizacji
obnizyl si¢ jedynie o 1 rzad wielkosci [46].

W roli no$nikéw antygenow Campylobacter testo-
wano takze czastki GEM (Gram-positive Enhancer
Matrix) uzyskane z komorek L. salivarius. Struktury te

AGNIESZKA WYSZYNSKA, PATRYCJA KOBIERECKA, KATARZYNA ELZBIETA JAGUSZTYN-KRYNICKA

zawierajg wzorce molekularne zwigzane z patogenami
(PAMP, Pathogen Associated Molecular Patterns),
przez co zdolne sg do indukowania proceséw proza-
palnych, a wiec moga wzmocni¢ dziatanie immuno-
terapeutyczne [3, 7]. Dodatkowo nie zawierajg one
rekombinowanego DNA. Cecha ta bywa wyraznie
podkreslana przez przeciwnikdéw stosowania, w roz-
nych dziedzinach zycia, GMO (Genetically Modified
Organism). Jednak czgstki GEM stosunkowo szybko
sg usuwane z organizmu gospodarza, przez co indukcja
odpowiedzi immunologicznej moze wymaga¢ skompli-
kowanych schematéw szczepien, kilkukrotnego poda-
wania preparatu [7].

Szczepionka skladajaca sie z czastek GEM L. sali-
varius prezentujacych na powierzchni CjaA i CjaD,
podana kurczetom podskdrnie lub per os, nie prowa-
dzita do obnizenia kolonizacji jelit kurczat. Natomiast
czastki GEM L. salivarius prezentujace rCjaAD podane
in ovo do zarodka kury w niewielkim stopniu obnizyty
poziom kolonizacji jelita ptakow przez pateczki Cam-
pylobacter w poréwnaniu do grupy kontrolnej [46].

Annamalai i wsp. jako no$nik antygenow Cam-
pylobacter uzyli biodegradowalnych i biokompatybil-
nych nanoczastek — kopolimeru laktydu z glikolidem.
Zaréwno biatka blony zewnetrznej zamkniete w nano-
czastkach jak i same biatka blony zewnetrznej podane
kurczetom podskornie znaczaco obnizaly poziom kolo-
nizacji jelit Slepych przez pateczki patogena [2].

Atrakcyjnymi no$nikami antygenow szczepionko-
wych sa liposomy. Ich przydatno$¢ do celéw immuni-
zacyjnych po raz pierwszy opisali Allison i Gregoriadis
w 1974 roku [97]. Zaleta liposoméw — dwuwarstwo-
wych pecherzykéw zlozonych z amfipatycznych fosfoli-
pidow, jest wydtuzenie czasu uwalniania antygenu z ich
wnetrza, ochrona antygenu przed nadmierng proteolizg
i ulatwienie wchlaniania przez komorki prezentujace
antygen (APC, Antigen-Presenting Cells) [96, 97], co
prowadzi do stymulacji odpowiedzi immunologicznej
nie tylko typu humoralnego, lecz takze typu komor-
kowego [84]. Poza tym moga by¢ one produkowane
na duza skale, przechowywane przez stosunkowo
dtugi czas i, co najwazniejsze, s3 uznane za bezpieczne
i dobrze tolerowane przez organizm [78, 97]. Jak dotad
przeprowadzone nieliczne badania wskazuja, ze lipo-
somy mogg by¢ z powodzeniem stosowane do stymu-
lacji uktadu odpornosciowego kurczat [15, 55, 105].

Obiecujace wyniki otrzymano w eksperymencie pro-
tekcyjnym, w ktérym wykorzystano liposomy wykorzy-
stane do przeniesienia hybrydowego bialka rCjaAD [46].
U ptakéw immunizowanych in ovo zaobserwowano
obnizenie kolonizacji o dwa rzedy wielkosci w stosunku
do grupy kontrolnej. Zwraca jednak uwage fakt, ze
w jelitach potowy kurczat kolonizacja byl na poziomie
niewykrywalnym zastosowang metoda, czyli ponizej
1000 jtk/g zawartosci jelita. Wyzszy poziom protekcji
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warunkowany przez liposomy moze sugerowac lepsza
ochrone antygenu przed degradacjg, jak rowniez wiek-
sz3 wydajnos¢ pobierania przez komorki prezentujace
antygen. Jednoczesnie moze by¢ to pozytywny efekt
weczesnej modulacji systemu immunologicznego, co ma
szczegdlne znaczenie w przypadku brojleréw, ktorych
dtugos¢ zycia nie przekracza 8 tygodni

Powierzchnia komdrek Campylobacter bogata jest
w glikozylowane biatka. Mikroorganizmy te przepro-
wadzaja dwa rodzaje procesu glikozylacji: N-glikozyla-
cje i O-glikozylacje [90]. Dotychczasowe szczegotowe
badania szlaku N-glikozylacji biatek w komoérkach
C. jejuni wskazuja, ze glikoproteiny sa silnie immuno-
gennym czynnikiem biorgcym udzial w kolonizacji jelit
kurczat oraz w procesach adhezji i inwazji do ludzkich
komorek nabfonka jelit [68]. N-glikan, konstytutywnie
produkowany heptasacharyd, obecny jest we wszyst-
kich izolatach C. jejuni i C. coli. Poznanie poszczegol-
nych etapéw syntezy glikanu, jego transportu oraz
przylaczania do biatek, umozliwia aktualnie jego zasto-
sowanie w procesach biotechnologicznych [90, 91, 95].
Geny C. jejuni warunkujace procesy N-glikozylacji (pgl,
protein glycosylation) sklonowane zostaly na plazmi-
dzie i wprowadzone do komorek E. coli, co nadalo im
zdolnos¢ glikozylowania biatek zawierajacych odpo-
wiednie motywy [68, 95]. Nothaft i wsp. skonstruowali
prototypy szczepionek w oparciu o glikoproteiny [68].
Zastosowali oni dwie strategie. W pierwszej z nich,
uzyli rekombinowanej, nieaktywnej toksyny ToxC Clo-
stridium diphtheriae zawierajacej dziewie¢ powtorzen
sekwencji aminokwasowej wigzacej glikan. Do ekspre-
sji rekombinowanej proteiny wykorzystali szczep E. coli
kodujacy bialka szlaku glikozylacji C. jejuni. N-gliko-
zylowana toksyna C zostala podana kurczetom na dro-
dze iniekeji. Skuteczno$¢ tego prototypu szczepionki
zalezna byta od zastosowanego schematu immunizacji.
W drugiej strategii naukowcy przylaczyli heptasacha-
ryd do zewnetrznego rdzenia lipopolisacharydu (LPS)
E. coli K12, szczepu niezdolnego do produkcji antygenu
O. Zywe badz inaktywowane komoérki E. coli prezentu-
jace na powierzchni N-glikan C. jejuni podawano pta-
kom dodziobowo. Obie szczepionki indukowaty pro-
dukcje przeciwcial typu IgY rozpoznajacych N-glikan,
a co najwazniejsze u immunizowanych ptakéw zaobser-
wowano obnizenie kolonizacji jelit przez Campylobac-
ter nawet o 8 rzedow wielkosci. Szczepionka bazujaca
na zywych komorkach E. coli byta bardziej skuteczna
a jej podanie nie wplywalo na zmiane skfadu kurzego
mikrobiomu. Podanie wraz ze szczepionka szczepu
probiotycznego (Anaerosporobacter mobilis lub L. reu-
teri) dodatkowo zwiekszalo jej skuteczno$¢ [69]. Nalezy
zaznaczyc¢, ze w wyzej wymienionych do$wiadczeniach
wykorzystano kurczeta SPF (Specific Pathogen Free),
pozbawione przeciwcial matczynych anty-Campylobac-
ter, dlatego tez powinny one zosta¢ powtdrzone z wyko-
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rzystaniem brojleréw. Jako no$nika N-glikanu uzyto
takze pecherzykéw blony zewnetrznej (OMYV, Outer
Membrane Vesicles). Prototyp szczepionki skladajacy
sie z tzw. geOMV (glycoengineered Outer Membrane
Vesicles), produkowanych w E. coli, podawany per os,
takze skutkowal wysokim obnizeniem poziomu koloni-
zacji jelit kurczat przez Campylobacter sp. [74].

6. Modulacja odpowiedzi immunologicznej

Szczepionki podjednostkowe, zaréwno zawierajace
oczyszczone bialka jak i te zawierajace polisacharydy
otoczkowe, dla zaindukowania wysokiego poziomu
odpowiedzi odpowiedniej gatezi ukladu odpornoscio-
wego wymagaja stosowania odpowiednich adiuwantow.
Elementem szczepionki, ktéry nie tylko dostarcza anty-
gen w odpowiednie miejsce, ale takze moze wzmocni¢/
ukierunkowa¢ odpowiedz immunologiczng organizmu,
sg no$niki. W immunoprofilaktyce kurczat najczesciej
stosowanymi immunostymulatorami sg sole glinu oraz
emulsje olejowe. W szczepionkach anty-Campylobacter
przeznaczonych dla drobiu jak dotad testowano tylko
kilka adiuwantéw: kompletny i niekompletny adiuwant
Freunda, Addavax™ (skwalen), modyfikowana toksyna
LT E. coli, Montanide ISA 70 VG (emulsja wodno-ole-
jowa) oraz TiterMax Gold (emulsja wodno-olejowa).
Poglebiajaca si¢ wiedza dotyczaca funkcjonowania
ukladu odpornosciowego, gléwnie aktywnosci recep-
torow TLR (Toll-like receptors) oraz mechanizmu
dziatania cytokin, pozwoli na wprowadzenie do prak-
tyki adiuwantow takich jak: CpG - ODN (CpG oligo-
deoxinucleotides), modyfikowane toksyny, cytokiny
czy nanoczastki. Rézne objawy infekcji Campylobacter
u ludzi i kurczat sugerujg koniecznos$¢ zastosowania
innych adiuwantéw w szczepionkach przeznaczonych
dla tych dwdch grup docelowych.

Receptory TLR to eukariotyczne biatka rozpozna-
jace tzw. wzorce molekularne komérek bakteryjnych
(MAMP, Microbe-Associated Molecular Patterns).
W wiekszosci sg to biatka transmembranowe, choc
niektére z nich zlokalizowane sa w bonach organelli
wewnatrz komoérek eukariotycznych. Ligandy rozpozna-
wane przez receptory TLR - lipopolisacharyd, flagelina,
lipoproteiny, DNA czy RNA, stanowig kryterium ich
podziatu. Stymulacja receptora skutkuje uruchomie-
niem, z wykorzystaniem biatek adaptorowych, szlakow
przekazywania sygnatéw. Skutkiem tych procesow jest
indukcja ekspresji genéw kodujacych czynniki trans-
krypcyjne a co za tym idzie indukcja ekspresji wielu
elementdw zardwno wrodzonej jak i nabytej odpowiedzi
immunologicznej, wytwarzania wielu cytokin oraz anty-
bakteryjnych peptydéw (AMP) [48]. Stymulacja aktyw-
nosci receptoréw TLR przez komponenty szczepionek
jest ostatnio obiektem wielu badan. Analizy genoméw
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ludzi i kur wykazaly wiele podobienstw ale i réznic
dotyczacych receptoréw TLR. U ludzi zidentyfikowano
10 rodzajow receptoréw (WTR1-hTLR10). W genomach
kur osiem z nich ma swoje homologi, brak jest TLR9,
TLR8 jest nieaktywny, zas TLR2 wystepuje w dwu izo-
formach. Dodatkowymi receptorami TLR, typowymi
dla ptakow, sa TLR15 oraz TLR21 [8, 27]. Kurzy recep-
tor TLR21 rozpoznajacy DNA jest odpowiednikiem
hTLR9. Stymulacja ptasich TLR21 za pomoca CpG
- ODN (CpG - oligodeoxynucleotide) stymuluje glow-
nie typ odpowiedzi Th-1. Cho¢ C.jejuni oddzialuje
z kilkoma ludzkimi receptorami TLR w podobny spo-
sob jak z kurzymi, to chromosomowy DNA Campylo-
bacter stymuluje jedynie chTLR21 a nie ludzki hTLRO.
Réznice w odpowiedzi ludzkich i kurzych receptorow
na kontakt z C. jejuni moga by¢ jednym z czynnikéw
odpowiedzialnych za rézny przebieg infekcji [9, 70].
Flagelina Campylobacter bedaca silnie immunogen-
nym biatkiem, czgsto badana jako sktadnik prototy-
péw podjednostkowych szczepionek, nie stymuluje
receptorow TLR5. W celu modulowania odpowiedzi
skonstruowano fuzyjne biatko, polaczenie flageliny
Campylobacter z fragmentem flageliny Salmonella Ente-
ritidis odpowiedzialnym za reakcje z receptorem TLR5.
Otrzymany konstrukt przebadano na modelu kurzym.
Uzyskano podwyzszony poziom specyficznych IgY
w surowicy, ale nie IgA w blonach §luzowych [75].
Coraz czgsciej stosowanymi adiuwantami w prototy-
pach szczepionek sg cytokiny o réznych aktywnos$ciach.
Ich uzycie nie tylko wzmacnia ale takze moze ukierun-
kowa¢ odpowiedz immunologiczng [83]. W ostatnich
latach badano mechanizm dziatania kilku ptasich
cytokin (chIL-2, chIL-6, chIL-10 czy chIL-12) oraz ich
efekt adiuwantowy w odniesieniu do kilku prototypow
szczepionek, gtéwnie przeciwko chorobom wirusowym.
Ze wzgledu na stosunkowo krotki czas przetrwania
cytokin w organizmie uodparnianym s3 one najczes-
ciej podawane w formie DNA (gen kodujacy cytokine
sklonowany na plazmidzie pod kontrola promotora
eukariotycznego [14, 20, 89]. Przypuszczalnie cytokiny,
dostarczane przy uzyciu réznych no$nikdéw np. atenu-
owananych mikroorganizméw, bakterii kwasu mleko-
wego — LAB, liposoméw czy nanoczastek) takze znajda
zastosowanie w szczepionkach anty-Campylobacter.

7. Droga podania antygenu

Droga podania preparatu szczepionkowego to
jeden z czynnikéw determinujacych poziom odpo-
wiedzi immunologicznej i skuteczno$¢ immunizacji.
Najczesciej badanymi drogami podania szczepionki
jest iniekcja oraz per os. Na drodze iniekcji podawane
s3 oczyszczone, natywne lub rekombinowane biatka
(SodB, Dps, CmeC, CjaA). Warto wspomnie¢, ze apli-
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kowane s3 one czesto w obecnosci adiuwantow, czyli
substancji wzmacniajgcych odpowiedz immunolo-
giczna tj. Montanid ISA 70VG, TiterMax Gold czy tez
kompletny adiuwant Freunda.

Podanie antygenu per os umozliwia indukeje $lu-
zéwkowego ukladu odpornosciowego przewodu pokar-
mowego, czyli drogi wnikania organizmu patogennego.
Dodatkowo immunizacja dodziobowa jest najkorzyst-
niejsza ekonomicznie forma aplikacji szczepionek
(podana w pozywieniu lub w wodzie do picia). Co wig-
cej, uzycie szczepdw kolonizujacych przewdd pokar-
mowy ptakow jako no$nikéw biatek immunogennych
Campylobacter wydtuza czas ekspozycji organizmu na
antygen, co zwigksza szans¢ wystapienia skutecznej
odpowiedzi immunologiczne;j.

W badaniach Nothaft i wsp. zaobserwowali zblizony
poziom protekeji u kurczat, ktore otrzymaty podskdr-
nie N-glikozylowang nieaktywna ToxC C. diptheria
lub dodziobowo zywe komorki E. coli prezentujace
na powierzchni N-glikan Campylobacter [68]. Wyniki
badan Annamalai i wsp. wskazaly natomiast na wyz-
szg skuteczno$¢ immunizacji podskornej w zwalczaniu
infekcji jelitowej Campylobacter. Szczepionka powstala
w oparciu o bialka blony zewnetrznej aplikowana na
drodze iniekcji skutkowala obnizonym poziomem kolo-
nizacji jelit Slepych przez pateczki patogena. Natomiast
u kurczat, ktére ten sam prototyp szczepionki otrzy-
maty dodziobowo nie zaobserwowano protekgji [2].

Obiecujacg drogg podania antygenu jest immu-
nizacja in ovo. Opracowana w latach 90. XX wieku
technologia in ovo polega na podaniu antygenéw do
plynu owodniowego lub bezposrednio do rozwijaja-
cego si¢ zarodka. Immunizacja kurczat in ovo od dawna
jest szeroko stosowana przez przemysl drobiarski w
zapobieganiu chorobom wirusowym [66]. Ten spo-
sob aplikacji wykorzystano m.in. w przypadku szcze-
pionki przeciwko chorobie Mareka, nowotworowej
chorobie ptakéw wywolywanej przez wirusy z rodziny
Herpesviridae. Okazalo sie, ze po podaniu szczepionki
in ovo znacznie szybciej dochodzi do wytworzenia
odpowiedzi immunologicznej chronigcej ptaki przed
zakazeniem [72].

Proces rearanzacji genéw immunoglobulin u ptakéw
wystepuje tylko raz podczas rozwoju embrionalnego
i jest znany jako somatyczna konwersja genéw. U kur-
czat prekursory limfocytow B wytwarzajacych przeciw-
ciala (Prebursal Stem Cells) sg syntetyzowane miedzy
8 a 14 dniem embriogenezy, a nastgpnie zasiedlaja
torebke Fabrycjusza, gdzie sa poddawane réznicowaniu
i klonowaniu. Dlatego podawanie szczepionki in ovo
w czasie, gdy nastepuje rozwdj komoérek prekursorowych
limfocytéw ma swoje uzasadnienie. Dodatkowe zalety
tej drogi immunizacji to zmniejszenie stresu w po-
réwnaniu z tradycyjnym szczepieniem oraz mozliwo$¢
automatyzacji procesu szczepienia [94]. Szczepienie
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in ovo moze by¢ dodatkowo potaczone z dawka przypo-
minajgcg podang dopiero po wykluciu kurczat

W badaniach Radomska i wsp. [75] u kurczat,
ktérym in ovo podano biatko NHC (biatko fuzyjne za-
wierajgce flageline C. jejuni i domene flageliny S. Typhi-
murium aktywujaca TLR) nie zaobserwowano efektu
ochronnego. Odmienne wyniki otrzymata grupa ba-
dawcza Jagusztyn-Krynickiej. Prototypy szczepionek
powstale w oparciu o liposomy zawierajace immuno-
genne biatko lub pecherzyki bfony zewnetrznej podane
in ovo znaczaco obnizaly poziom kolonizacji jelit sle-
pych przez pateczki Campylobacter [28, 47].

8. Podsumowanie

Wyniki otrzymane przez wiele grup badawczych
pracujacych nad konstrukcja szczepionek sg trudne
badz nawet niemozliwe do poréwnania w zwigzku
z wieloma zmiennymi tj. wybrany antygen, schemat
i droga immunizacji, zastosowanie adiuwantu czy
szczep C. jejuni oraz jego dawka uzyta w eksperymen-
cie protekcyjnym. Dodatkowo postep w technikach
sekwencjonowania kurzych genoméw zwrocil uwage
na istotne réznice genetyczne ras drobiu, ktére moga
mie¢ wplyw na funkcjonowanie ich uktadu odpornos-
ciowego oraz mechanizmy warunkujace kolonizacje
przewodu pokarmowego przez pateczki Campylobacter.

Réwniez rdéznorodnosé genetyczna szczepow Cam-
pylobacter hamuje rozwdj skutecznej szczepionki. Wy-
magania skutecznej immunizacji mogg spetni¢ jedy-
nie schematy szczepien uwzgledniajace te réznorod-
nos¢ i ztozonos$¢ antygenowa. Mozna to osiggnac albo
poprzez wieloantygenowy sktad szczepionki, albo przez
zastosowanie réznych antygenéw w kolejnych immu-
nizacjach. Jednoczesnie konieczne sg strategie majace
na celu wzmocnienie/modulacje odpowiedzi immuno-
logicznej kurczat.

Nie ma watpliwosci, ze antygen, obecno$¢ adiu-
wantu jak i wybdr nosnika i droga immunizacji muszg
by¢ brane pod uwage w procesie konstruowania sku-
tecznej szczepionki. Trudno jednak przewidzie¢, ktora
z zastosowanych strategii przyniesie najlepsze rezultaty.
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Streszczenie: Borelioza jest najczestsza choroba odkleszczowa dotykajaca mieszkancéw potkuli potnocnej. Chorobe t¢ wywoluja bakterie
zakwalifikowane do grupy Borrelia burgdorferi sensu lato. Wspolczesnie podstawa diagnostyki laboratoryjnej boreliozy jest dwustopniowe
badanie serologiczne. Pierwszym etapem jest test immunoenzymatyczny (ELISA), jezeli wynik badania jest dodatni lub watpliwy jako
test potwierdzajacy stosuje sie technike Western blot. W obu metodach jako gtéwne Zrédto antygenéw wykorzystuje si¢ catkowite lizaty
komoérkowe B. burgdorferi s.1. Jednak ogromna réznorodnos¢ gatunkéw w obrebie B. burgdorferi s.l. oraz niski stopient zakonserwowania
sekwencji ich bialek sprawia, ze wykorzystanie lizatow komdrkowych jednego z genogatunkéw nie jest wystarczajace do prawidtowego
rozpoznania boreliozy. Liczne doniesienia literaturowe wykazuja, ze wykorzystanie antygenéw rekombinantowych lub chimerycznych
B. burgdorferi s.1. moze by¢ potencjalnym rozwigzaniem problemdéw wystepujacych w immunodiagnostyce boreliozy. Jednak, aby testy
diagnostyczne oparte na bialkach rekombinantowych mialy jak najwigksza skutecznos¢ nalezy wykorzysta¢ w nich starannie wyselekcjo-
nowane antygeny lub ich fragmenty. Dzigki takiemu podejéciu mozna opracowa’ test, ktorego czuto$¢ pozostanie niezalezna od geno-
gatunku B. burgdorferi s.1., ktéry wywolal chorobe¢. Dodatkowo wykorzystanie jedynie fragmentdw bialek moze zdecydowanie ograniczy¢
czesto$¢ wystepowania reakgji krzyzowych.

1. Wprowadzenie. 2. Charakterystyka wybranych antygenéw B. burgdorferi s.1. 3. Diagnostyka boreliozy. 4. Problemy w serodiagnostyce
boreliozy. 5. Wykorzystanie biatek rekombinantowych i peptydéw syntetycznych w diagnostyce boreliozy. 6. Podsumowanie

RECOMBINANT ANTIGENS IN SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF LYME BORRELIOSIS

Abstract: Lyme borreliosis, an infectious disease caused by tick-borne spirochetes of the Borrelia burgdorferi sensu lato complex, is regarded
as the most commonly reported vector-borne infection in the Northern Hemisphere. Currently, the basis for laboratory diagnosis of Lyme
disease is a two-step serological examination. The first is an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). If the test result is positive or
questionable, a Western blot is used as the second phase test. In both methods, the total cell lysates of B. burgdorferis.l. are used as the main
source of antigens. However, the huge diversity of genospecies within B. burgdorferi s.1. and the low degree of preservation of the sequence
of their proteins means that using the cell lysates of one of the species is not sufficient to correctly diagnose Lyme disease. Numerous litera-
ture reports show that the use of B. burgdorferi s.l. recombinant or chimeric antigens may be a potential solution to problems occurring
in Lyme disease immunodiagnosis. However, for diagnostic tests based on recombinant proteins to be as effective as possible, carefully
selected antigens or fragments should be used. With this approach, a test can be developed with a sensitivity that remains independent
of the B. burgdorferi s.l. species which caused the disease. In addition, the exclusive use of protein fragments may definitely reduce the
frequency of cross-reactions.

1. Introduction. 2. Characterization of selected B. burgdorferi s.l. antigens. 3. Diagnosis of Lyme disease. 4. Problems in Lyme disease sero-
diagnosis. 5. Use of recombinant antigens and synthetic peptides in the diagnosis of Lyme disease. 6. Summary

Stowa kluczowe: antygeny rekombinantowe, borelioza, Borrelia burgdorferi sensu lato, immunodiagnostyka

Keywords:

recombinant antigens, Lyme borreliosis, Borrelia burgdorferi sensu lato, immunodiagnosis

1. Wprowadzenie

Borelioza jest chorobg odzwierzgca wywotywang
przez kretki nalezace do kompleksu Borrelia burgdorferi
sensu lato (s.1.). Schorzenie to zostalo opisane po raz
pierwszy u ludnosci zamieszkujacej miejscowos¢ Lyme
(stan Connecticut, USA), dlatego tez czesto okreslane
jest mianem choroby z Lyme (LD, Lyme Disease) [71].
Borelioza nalezy do najczestszych choréb odkleszczo-
wych (tj. przenoszonych na czlowieka w czasie ugry-

zienia zakazonego bakterig kleszcza z rodzaju Ixodes),
wystepujacych wérdéd mieszkancow poétkuli potnocne;j.
W wigkszoséci przypadkoéw, aby doszto do zakazenia
kretkiem potrzebny jest czas zerowania kleszcza wyno-
szacy okolo 36 godz. przy czym ryzyko to wzrasta do
100% po uptywie 72 godz. [40, 74].

Kompleks B. burgdorferi s.l. jest heterogenna grupa
bakterii z rodzaju Borrelia o globalnym zasiegu wyste-
powania. Obecnie, na podstawie filogenetycznego po-
dobienstwa, w obrebie kompleksu B. burgdorferi s.l.

* Autor korespondencyjny: dr hab. inz. Lucyna Holec-Gasior, Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii, Wydziat Che-
miczny, Politechnika Gdanska, Narutowicza 11/12, 80-233 Gdansk, e-mail: holec@pg.edu.pl
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wyrdznia sie okolo 20 genogatunkdw, jednakze z uwagi
na podejmowane proby zidentyfikowania oraz opisania
nowych szczepéw uwaza sig, iz liczba ta nie jest osta-
teczna (Tab.I) [45, 64, 69].

Kretki B. burgdorferi s.l. to mikroaerofilne, Gram-
-ujemne bakterie nalezace do typu Spirochaetes. W za-
leznosci od fazy cyklu rozwojowego mikroorganizmy
te zaliczane sg3 do pasozytow zewnatrz lub wewnatrz
komorkowych. Komorki bakterii majg dtugos¢ od 10 do
30um i od 0,2 do 0,5 um szerokosci [5]. W budowie
komorek B. burgdorferi s.l. wyrdznia si¢ nastepujace
elementy: zewnetrzna blone lipidowa z wieloma lipo-
proteinami powierzchniowymi, przestrzen perypla-
zmatyczng, rzeski oraz wewnetrzng blone cytoplazma-
tyczng tworzaca protoplazmatyczny cylinder. Pomiedzy
blong zewnetrzng i wewnetrzng znajduje sie przestrzen
peryplazmatyczna, w jej obrebie umieszczone sg rzg-
ski (od 7 do 11), ktére umozliwiaja komérkom kretka
aktywne poruszanie [7, 36]. Bakterie nalezace do kom-
pleksu B. burgdorferi s.l. charakteryzuje pleomorfizm,
oznacza to, ze s3 wstanie zmieni¢ swoja morfologie
w odpowiedzi na warunki $rodowiska [53]. Znane sg
4 formy pleomorficzne B. burgdorferi s.l.: (i) kretek
tj. wegetatywna forma spiralna; (ii) blebs czyli forma
pecherzykowa; (iii) ,,round bodies” (RBs) jako forma

WERONIKA GRAZLEWSKA, LUCYNA HOLEC-GASIOR

pozbawiona $ciany komoérkowej — nazywana réwniez
CWD (cell wall deficient), sferoplastem lub forma L;
(iiii) biofilm like (BFL), czyli kolonia ztozona z form
kretkowych, sferycznych oraz blebs [53, 54].
Sekwencja nukleotydowa genomu B. burgdorferi
sensu stricto B31 zostala okreslona w 1997 roku. Cal-
kowity genom tego szczepu obejmuje 1521419 par
zasad (pz), sklada sie na niego liniowy chromosom
(910725 pz), oraz 21 plazmiddéw (9 kolistych i 12 linio-
wych) o lacznym rozmiarze 610 694 pz [9, 19]. Wsréd
tak duzej liczby plazmidéw dwa z nich (Ip54 i cp26),
obecne sg u wszystkich genogatunkéw B. burgdorferi s.l.
[25]. W obrebie chromosomu zlokalizowane s gtéwnie
geny kodujace biatka odpowiedzialne za metabolizm
podstawowy, a jego sekwencja jest do$¢ silnie zakonser-
wowana wérod dotychczas przebadanych przedstawi-
cieli B. burgdorferi s.1. Analiza sekwencji chromosomu
wykazala, ze patogen nie posiada genéw kodujacych
enzymy konieczne do wielu podstawowych funkeji
zyciowych komorki m.in. syntezy aminokwasdw, kwa-
sow tluszczowych, kofaktoréw enzymoéw i nukleotydow
oraz zwigzkow bioracych udzial w transporcie elektro-
néw. Odkrycia, te wskazujg na silne przystosowanie
B. burgdorferi s.l. do pasozytniczego trybu zycia [9, 19].
Znaczna cze$¢ genow zlokalizowanych na plazmidach

Tabela I
Zasieg wystepowania dotychczas poznanych genogatunkéw nalezacych
do kompleksu B. burgdorferi s..

Genogatunek Pa:ﬁ)agi?;;éé Wystepowanie
B. burgdorferi sensu stricto Tak Ameryka PéInocna, Europa
B. garinii Tak Europa, Azja
B. bavariensis Tak Europa, Azja
B. afzelii Tak Europa, Azja
B. spielmanii Tak Europa
B. bissettii Podejrzewana | Europa, Ameryka Péinocna
B. mayonii Podejrzewana | Ameryka Pélnocna
B. lusitaniae Podejrzewana | Europa
B. valaisiana Podejrzewana | Europa, Japonia, Tajwan, Korea
B. lanei Nie Ameryka Péinocna
B. americana Nie Ameryka Pélnocna
B. andersonii Nie Ameryka Pélnocna
B. californiensis Nie Ameryka Péinocna
B. carolinensis Nie Ameryka Péilnocna
B. japonica Nie Japonia
B. kurtenbachii Nie Ameryka Péinocna
B. sinica Nie Chiny
B. tanukii Nie Japonia
B. turdi Nie Japonia
B. yangtze Nie Chiny

Na podstawie: [45, 48, 50, 61].
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(okoto 15%) koduje antygeny blony zewnetrznej. Biatka
te okreslajg zdolnos¢ kretka do transmisji pomie-
dzy zywicielami oraz szybkos¢ rozprzestrzeniania sig
zakazenia po wniknieciu do kolejnego z nich. Plazmidy
zawierajg, wiec glowng informacje genetyczng wply-
wajaca na wirulencje i patogennos¢ bakterii z rodzaju
Borrelia [9, 10]. Nie wszystkie szczepy B. burgdorferi
s.l. posiadaja peten komplet plazmidow, a zatem catko-
wity rozmiar genomu moze zmieniac si¢ wéréd réznych
izolatow B. burgdorferi s.l. [2, 49]. Wiele z plazmidow
jest fatwo traconych podczas hodowli in vitro co jest
zwigzane z utratg patogennosci. Zatem hodowla labo-
ratoryjna w pelni wirulentnych szczepow B. burgdorferi
s.l. jest wyjatkowo trudna [56, 62].

Borelioza to przewlekla, wieloukladowa choroba
o fazowym przebiegu. Jak dotad udowodniono, ze
u ludzi wywoluje ja 5 z dotychczas poznanych genoga-
tunkow B. burgdorferi s.l. tj. B. burgdorferi sensu stricto
(s.s.), Borrelia afzelii, Borrelia spielmanii, Borrelia garinii
i Borrelia bavariensis. W przeciwienstwie do Ameryki
Péinocnej, gdzie borelioze u ludzi wywoluje jedynie
B. burgdorferi s.s., w Europie wystepuja wszystkie geno-
gatunki ostatecznie potwierdzone jako patogenne dla
ludzi [45]. W przebiegu boreliozy lekarze najczesciej
rozrézniajg trzy fazy choroby: (i) wczesng — trwajaca
do 8 tygodni od momentu zakazenia; (ii) rozsiang
- pojawiajaca si¢ 6-26 tygodni od kontaktu z kleszczem
oraz (iii) pdzna — rozwijajaca si¢ po 6 miesigcach od
momentu przenikniecia kretka do organizmu czlowie-
ka [40, 59]. Najbardziej charakterystycznym objawem
wczesnej boreliozy jest rumien wedrujacy (EM, ery-
thema migrans), nie pojawia si¢ on jednak u wszystkich
zakazonych, a jedynie u 40-80% pacjentéw [2, 52, 59].
EM jest to zmiana skorna majaca poczatkowo postac
czerwonej plamy, ktdra rozszerza si¢, tworzac charak-
terystyczny wzor z centralnym przejasnieniem. W tej
fazie zakazenia pacjenci mogg nie doswiadcza¢ innych
dolegliwosci lub wykazywaé objawy grypopodobne.
Nieleczona choroba moze rozwina¢ sie¢ do wczesnej
fazy rozsianej w trakcie, ktorej mozliwe jest wysta-
pienie rumienia wedrujacego mnogiego. Dodatkowo
czesto obserwowane sg objawy neurologiczne (zesp6t
Bannwartha, zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych,
zapalenie korzeni nerwowych i nerwow czaszkowych)
lub rzadziej zapalenie serca oraz ostre nawracajace
zapalenie stawdw [2, 40, 59]. Przebieg pdoznego etapu
boreliozy jest w duzym stopniu uzalezniony od genoga-
tunku B. burgdorferi s.1., ktéry wywotat chorobe, dlatego
tez fatwo zauwazy¢ pewne rozbieznosci w pozniejszych
fazach choroby pomig¢dzy Europg a Ameryka Poinocng.
B. afzelii przypisuje si¢ w gléwnej mierze wywolywa-
nie zanikowego zapalenia skory (ACA, acrodermatitis
chronica atrophicans). Infekcje B. garinii i B. bavariensis
przewaznie prowadza do postaci neurologicznej cho-
roby (NB, neuroborelioza), natomiast B. burgdorferi s.s.
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wywoluje gtéwnie boreliozowe zapalenie stawow (LA,
Lyme arthritis). B. spielmanii do tej pory wyizolowano
jedynie ze zmian skérnych [12, 17, 69].

2. Charakterystyka wybranych antygenéw
B. burgdorferi s.l.

Najlepiej poznanymi antygenami B. burgdorferi s.l.
sa te znajdujace si¢ na powierzchni komorki oraz biatka
budujace wici. Bialka powierzchniowe B. burgdorferi s.l.
dzielg si¢ na dwie gléwne grupy: lipoproteiny, ktore sa
zakotwiczone w blonie zewnetrznej poprzez znajdu-
jace sie na N-terminalnym koncu ugrupowania lipi-
dowe oraz integralne biatka blony zewnetrznej (OMP,
integral outer membrane proteins) zakotwiczone za
pomocg domen transblonowych [38].

Kretki B. burgdorferi s.]. charakteryzuja si¢ bardzo
wysoka zmienno$cia sekwencji aminokwasowej anty-
genow powierzchniowych, wsrdd ktorych przewazaja
silnie immunogenne lipoproteiny. Wigkszos¢ z nich jest
kodowana przez liczne plazmidy. Budowa antygenowa
B. burgdorferi s.]. zmienia si¢ w zaleznosci od warunkéow
srodowiska. Dlatego tez inne biatka sg eksponowane na
powierzchni kretka podczas bytowania w organizmie
kleszcza, a inne we wnetrzu ssaczego zywiciela. Zmiana
ekspresji poszczegdlnych gendw zachodzi w zwiazku
ze zmiang temperatury oraz wartoéci pH otoczenia,
w ktérym znajduje si¢ kretek. Lipoproteiny powierzch-
niowe odgrywaja wazna role w wirulencji oraz w inter-
akcjach pomiedzy zywicielem a patogenem, s3 rowniez
zaangazowane w unikanie odpowiedzi immunolo-
gicznej zywiciela. Inna grupa dobrze poznanych anty-
genow to biatka budujace wici, ktdre s3 wytwarzane
przez kretki bez wzgledu na miejsce ich bytowania [38,
39, 62, 65]. Krotka charakterystyke wybranych anty-
genow B. burgdorferi sl. przedstawiono ponizej oraz
zebrano w tabeli II.

VISsE

Bialko VISE (variable major protein-like sequence
expressed) to lipoproteina kodowana przez liniowy pla-
zmid 1p28-1. Locus zajmowane przez ten gen sktada si¢
z miejsca ekspresyjnego vIsE oraz 15 kaset wyciszaja-
cych, w obrebie, ktorych znajduje si¢ po szes¢ regionow
zmiennych (VR1 do VR6) rozdzielonych przez regiony
niezmienne (IR). Szacuje si¢, iz masa czasteczkowa VISE
B. burgdorferi s.1. wynosi okoto 35 kDa [41, 82]. W trak-
cie trwania zakazenia biatko VISE podlega zmiennosci
antygenowej, definiowanej jako dziedziczna i odwra-
calna zmienno$¢ struktury antygenowej, ktora wyste-
puje podczas przebiegu infekcji w tempie wyzszym,
niz mozna si¢ bylo spodziewa¢ w przypadku standar-
dowych mechanizméw rekombinacji lub mutacji. Pod-
czas infekcji rearanzacje te prowadza do powstania
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Tabela II
Charakterystyka wybranych antygenow B. burgdorferi s.l.

Etap cyklu zyciowego
Bbsl

Anty-
gen

Umiejscowie-

. Masa
nie genu

Dodatkowe informacje Zrédlo

Bytowanie w organizmie 31 kDa

kleszcza

OspA | Plazmid Ip54

« Niezbedne dla przetrwania Bbsl w ciele kleszcza
« Skladnik jedynej szczepionki przeciwko boreliozie

OspB | Plazmid Ip54 34 kDa

[2, 19, 66]
« Niezbedne dla przetrwania Bbsl w organizmie

kleszcza

Transmisja z kleszcza 20-25 kDa

do organizmu ssaka

OspC | Plazmid cp26

« Niezbedne do transmisji Bbsl z organizmu
kleszcza do ssaka
o Zakonserwowane fragmenty na N i C-koncu

(3, 8, 66,
72]

Bytowanie w organizmie 20-21 kDa

ssaka

DbpA/B | Plazmid Ip54

» Odpowiada za adhezje¢ Bbsl do komoérek
gospodarza — wiaze dekoryne

« Bierze udzial w rozprzestrzenianiu si¢ i utrzyma-
niu kretka w organizmie ssaka

[18, 29, 57]

VIsE | Plazmid 1p28-1| 35kDa

« Locus zlozone z miejsca ekspresyjnego vIsE oraz
15 kaset wyciszajacych

o Bierze udzial w unikaniu odpowiedzi immunolo-
gicznej gospodarza (zmienno$¢ antygenowa)

« Posiada wysoko zakonserwowany region IR6
(pepC6)

[41, 82]

BmpA | Chromosom 36 kDa

» Odpowiada za adhezj¢ Bbsl do komoérek ssaka
- wigze lamine
» Wysoce zakonserwowane

(63, 68]

Bytowanie w organizmie | FlaA | Chromosom 37 kDa

« Buduje otoczke wici

kleszcza i ssaka FlaB Chromosom 41 kDa

« Buduje rdzen wici

o Sekwencja aa wysoko rozpowszechniona wsrod
szerokiej gamy mikroorganizméw - gtéwnie
skrajne fragmenty bialka

« Wewnetrzny fragment p41/i — unikalny dla Bbsl

(15, 35, 75]

Bbsl - Borrelia burgdorferi sensu lato

miliardow klonéw, z ktorych kazdy eksprymuje inny
wariant VISE, pozwala to na uniknigcie odpowiedzi
ukfadu immunologicznego [56, 82]. VISE to silny immu-
nogen indukujacy produkcje zaréwno przeciwcial klasy
IgM jak i IgG juz na wczesnych etapach infekcji. Gleb-
sze badania nad VISE wykazaly, Ze w jego obrebie znaj-
duje sie wysoko zakonserwowany 26-aminokwasowy
region (IR6). Dodatkowo wykazano, ze to wlasnie ten
fragment bialka VISE jest gtownym antygenem stymu-
lujacym produkcje przeciwcial klasy IgG [27, 44, 82].

DbpA i DbpB

Biatka DbpA oraz DbpB (decorin binding protein
A/B) kodowane s3 przez operon dbpB/A zlokalizowany
na plazmidzie Ip54 [29]. Ich produkcja w komorce
kretka wzrasta wraz z spadkiem pH oraz wzrostem
temperatury do 37°C, a wigc wraz z zmianami warun-
kéw jakie towarzyszg transmisji patogenu z kleszcza
do organizmu ssaka. Bialka te odpowiadaja za adhezje
bakterii do tkanek zywiciela poprzez wigzanie dekoryny
- proteoglikanu oddziatujacego z wtéknami kolageno-
wymi. Wykazano, ze DbpA i DbpB odgrywaja kluczowa
role w pozniejszych etapach infekcji: rozprzestrzenianiu
sie oraz utrzymaniu kretka w organizmie ssaka. O ich

ogromnej roli w rozwoju zakazenia moze $wiadczy¢
fakt, ze szczepy B. burgdorferi s.1. pozbawione plazmidu
Ip54 sg awirulentne [18, 57]. Dodatkowo biatko DbpA
jest silnym immunogenem, ktory indukuje wytwarzanie
przeciwcial klasy IgG [27].

BmpA

Gen bmpA zlokalizowany jest na chromosomie
B. burgdorferi s.l. w sasiedztwie trzech gendéw paralo-
gicznych o nazwach bmpB, bmpC i bmpD, ktére razem
tworza zlozony operon [68]. Bialko BmpA (basic mem-
brane protein A) znane réwniez jako P39 umiejsco-
wione jest w blonie komoérkowej bakterii, a jego masa
czasteczkowa wynosi okoto 36 kDa. Proteina ta cha-
rakteryzuje si¢ wysokim stopniem zakonserwowania
sekwencji aminokwasowej [63]. Wyniki badan wska-
zuja, ze bialko BmpA wigze sktadniki macierzy zewna-
trzkomorkowej, gtéwnie laminy, co umozliwia kretkom
adhezje do komorek ssaka. Wykryto, ze domena wig-
zaca obejmuje osiemdziesigt C-koncowych aminokwa-
sow biatka [73]. Uwaza sig, ze biatko to moze odgrywac
znaczgcg role w indukowaniu odpowiedzi immunolo-
gicznej w komorkach blony maziowej torebki stawowej,
co prowadzi do rozwoju LA [81].
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OspA i OspB

Biatka OspA i OspB sa eksponowanymi na po-
wierzchni komoérek B. burgdorferi s.1. lipoproteinami
odpowiednio o masie 31kDa i 34kDa. Transkrybo-
wane s3 z pojedynczego promotora umiejscowionego
na liniowym plazmidzie lp54 [19, 34, 38]. Produkcja
bialek OspA i OspB zachodzi gtéwnie, gdy bakteria
znajduje si¢ w jelitach kleszczy, poniewaz bialka te
s3 konieczne do przetrwania kretka w jego organi-
zmie. Ekspresja regionu promotora ospA/B zanika,
gdy kleszcz zaczyna zerowad, jednak OspA jest wcigz
obecne na powierzchni komorek znajdujacych sie
w organizmie ssaka. Swiadczg o tym przeciwciata skie-
rowane przeciwko temu antygenowi wykryte w suro-
wicy pacjentéw nawet podczas poznej fazy infekcji [66].
Bialko OspA, bylo skladnikiem jedynej szczepionki
przeciwko boreliozie stosowanej w Stanach Zjedno-
czonych do 2002 roku [2].

OspC

Lipoproteina OspC o masie czasteczkowej wyno-
szacej, w zaleznosci od genogatunku kretka, od 20 do
25kDa. Kodowana jest przez locus umiejscowione na
plazmidzie cp26. Biatko OspC jest niezbedne do trans-
misji B. burgdorferi s.l. z organizmu kleszcza do ssaka.
Jego produkcja nastepuje co najmniej po 24 godz. od
momentu rozpoczecia pobierania krwi przez kleszcza
(szczyt przypada po 48 godz.), co tlumaczy dlaczego
zakazenie ssaka przez kretki odbywa si¢ z opdznie-
niem. Po pobraniu krwi przez pajeczaka zastepuje ono
biatko OspA produkowane podczas bytowania kretka
wewnatrz organizmu kleszcza [8, 66, 72]. OspC charak-
teryzuje si¢ bardzo duzym zréznicowaniem sekwencji
aminokwasowej pomiedzy genogatunkami B. burg-
dorferi s.. Dotychczas, wérdd izolatéw pochodzacych
zaréwno z Europy jak i z Ameryki Péinocnej okreslono
16 serotypow biatka OspC, w zwigzku z tym OspC
jest czesto stosowany do typowania szczepow B. burg-
dorferis.]. [76,78]. W sekwencji aminokwasowej anty-
genu OspC zakonserwowane fragmenty zlokalizowano
jedynie na jego koncach (aminokwasy od 11 do 30 na
N-konicu, oraz 10 terminalnych reszt aminokwasowych
z C-konca) [3, 4, 51]. OspC jest jednym z najbardziej
immunogennych biatek we wczesnej fazie zakazenia
B. burgdorferi s.1. Swoiste wobec OspC przeciwciata IgM
pojawiaja si¢ wczesniej niz te skierowane przeciwko
antygenowi VISE [2, 51, 72]. Wiele badan wykazalo,
ze OspC (obok bialek wici) jest gtéwnym antygenem
wykorzystywanym do wykrywania swoistych przeciw-
ciat IgM [27, 77].

FlaA i FlaB

Rzeski B. burgdorferi s.l. zbudowane sg z dwdch ro-
dzajow bialtek (FlaA oraz FlaB) kodowanych przez geny
zlokalizowane na chromosomie. Biatko FlaB (41 kDa)
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buduje rdzen natomiast FlaA (37 kDa) stanowi otoczke
wici. W niektérych przypadkach powierzchnia rzeski
moze by¢ tylko w niewielkim stopniu pokryta biatkiem
FlaA, pozostawiajac odstonietym jej rdzen. Spowo-
dowane jest to faktem, iz gen flaA ulega ekspresji na
znacznie nizszym poziomie, niz ten kodujacy biatko
FlaB [15, 22]. Poréwnania sekwencji aminokwasowej
biatka FlaB wykazaly, ze jest ona wysoce rozpowszech-
niona wsrod szerokiej gamy mikroorganizméw (np.
Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium), w szczegol-
nosci dotyczy to skrajnych fragmentéw antygenu. Nato-
miast wewnetrzna czes¢ biatka FlaB (fragment p41/i
obejmujacy aminokwasy od 129 do 251), cechuje si¢
wieksza specyficznoscig dla B. burgdorferis.l. [35, 75].

3. Diagnostyka boreliozy

Rozpoznania choroby z Lyme dokonuje si¢ na pod-
stawie objawdw klinicznych, ktore sa nastepstwem
ugryzienia przez kleszcza. Najbardziej charaktery-
stycznym z nich jest rumien wedrujacy. Jego obecnosé¢
jest zwykle wystarczajagca do postawienia prawidlo-
wej diagnozy. Niestety EM, jak wspomniano wcze-
$niej, wystepuje jedynie u 40-80% pacjentoéw, wigc
nie zawsze istnieje mozliwo$¢ rozpoznania boreliozy
na tej podstawie. Dodatkowym utrudnieniem w roz-
poznaniu s3 alergeny obecne w $linie kleszcza, ktore
wprowadzane do organizmu zywiciela moga powodo-
waé miejscowy proces zapalny, przybierajacy postaé
roznej wielkosci zaczerwienienia, nie §wiadczacego
o przebiegu boreliozy. W zwigzku z tym konieczna jest
konsultacja z do§wiadczonym lekarzem, ktéry bedzie
w stanie odrézni¢ EM od zwykiego odczynu zapalnego.
Inne symptomy choroby z Lyme nie sg wystarczajaco
charakterystyczne aby umozliwi¢ na ich podstawie roz-
poznanie choroby, dlatego bardzo wazng rol¢ odgrywa
tutaj diagnostyka laboratoryjna. Dzieli si¢ ona na dwie
gléwne grupy: metody bezposrednie oraz posrednie.
Metody bezposrednie polegaja na identyfikacji calej
komorki patogenu, jego antygenéw lub materialu
genetycznego w probach biologicznych. Natomiast
metody posrednie polegaja na wykrywaniu swoistych
przeciwcial w surowicy pacjenta [2, 26, 40, 52, 59, 67].
W laboratoryjnej diagnostyce boreliozy materialem
badanym moze by¢ pobrana od pacjenta surowica krwi,
plyn mézgowo-rdzeniowy, ptyn maziowy lub wycinek
tkanki (np. skory) [45, 59].

Jedna z bezposrednich metod diagnostycznych jest
laboratoryjna hodowla kretkow, w ktorej material wyjs-
ciowy stanowig probki pobrane od pacjentéw (biop-
taty skory, plyn moézgowo-rdzeniowy, ptyn stawowy,
krew). Mimo 100% specyficznosci podejscie to nie jest
wykorzystywane w rutynowej diagnostyce boreliozy,
ze wzgledu na wysokie wymagania wzrostowe kretkow
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oraz dlugi czas potrzebny na przeprowadzenie testu
(jednoznacznie negatywny wynik mozna stwierdzi¢
dopiero po 5 tygodniach hodowli). Dodatkowo test ten
nie charakteryzuje sie wysoka czuloscig, ktora w zna-
czacym stopniu uzalezniona jest od rodzaju probki
stanowigcej material wyjsciowy. Skuteczno$¢ wyzej
wymienionej metody dla bioptatéw pobranych z miej-
sca wystepowania EM waha si¢ miedzy 40% a 90%
i miedzy 20% a 60% dla probek pobranych ze zmian
ACA [33, 45, 79]. Duzo nizsza czulos¢ (10-26%) otrzy-
muje si¢ dla ptynu moézgowo-rdzeniowego. W przy-
padku hodowli z krwi wskaznik ten wynosi zaledwie
9% dla pacjentéw z Europy i wzrasta nawet do 40%
przy uzyciu wiekszych objetosci krwi u pacjentéw z EM
w USA. Plyn maziowy stanowi material wyjsciowy, dla
ktorego skuteczno$¢ tego podejscia diagnostycznego
jest najnizsza — wynik testu w tym przypadku pra-
wie nigdy nie jest pozytywny. Z wyzej wymienionych
powoddéw metoda ta jest glownie wykorzystywana jako
narzedzie uzupelniajgce proces diagnostyczny u pacjen-
tow z dysfunkcjami ukladu immunologicznego [45, 79].

Detekcja DNA B. burgdorferi s.l. przy pomocy fan-
cuchowej reakcji polimerazy (PCR, polymerase chain
reaction) mozliwa jest w zréznicowanym materiale kli-
nicznym, takim jak wycinki skérne, plyn mézgowo-
-rdzeniowy oraz ptyn stawowy. Zastosowanie reakcji
PCR jest najbardziej wskazane we wczesnych etapach
choroby, gdy organizm nie wytworzyl jeszcze swo-
istych przeciwcial. Nalezy pamietaé, ze metoda ta nie
réznicuje materialu genetycznego pochodzacego od
zywych i martwych patogendéw, a wigc nie pozwala
na stwierdzenie czy ma miejsce aktywne zakazenie,
co jest jej znaczacg wadg. Czulos¢ metody PCR zalezy
od liczebnosci kretkow w organizmie zywiciela, sta-
dium choroby oraz od rodzaju materiatlu klinicznego.
Wykorzystanie reakcji PCR jest najbardziej skuteczne
w przypadku plynu stawowego (czulos¢ na poziomie
80%), natomiast dla materiatu pochodzacego ze zmian
skérnych czulos¢ jest nieco nizsza i wynosi 60-70%.
Dane dotyczace czutosci w wykrywaniu DNA B. burg-
dorferi s.l. w plynie mézgowo-rdzeniowym sg rozbiezne
i wahaja si¢ w granicach 10-30% [2, 70, 79].

Ze wzgledu na duze ograniczenia réznych metod
bezposrednich, w rutynowej laboratoryjnej diagnostyce
boreliozy najczesciej wykorzystywane sa testy posrednie
bazujace na wykrywaniu przeciwciat klasy IgM i IgG.
W obecnych badaniach serologicznych rekomendo-
wane jest dwuetapowe podejscie diagnostyczne, ktore
po raz pierwszy zostalo wprowadzone w 1993 roku
w USA przez kilka tamtejszych agencji ochrony zdro-
wia [11]. W Polsce ten sposob diagnostyki zalecany jest
przez Polskie Towarzystwo Epidemiologéw i Lekarzy
Chordb Zakaznych od 2007 roku. Pierwszym etapem
tego podejscia diagnostycznego jest czuly test immuno-
enzymatyczny (ELISA, enzyme-linked immunosorbent
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assay). Jezeli test ELISA da wynik dodatni lub watpliwy
jako test drugiego stopnia (potwierdzajacy) stosuje si¢
Western blot (WB) [2, 45].

Testy ELISA ze wzgledu na swoja wysoka czulos¢
petnig role testow przesiewowych. Oparte sg one gtow-
nie na calkowitych lizatach komoérkowych kretkow.
Niestety takie preparaty antygenowe nie maja wyso-
kiej specyficznosci ze wzgledu na obecno$¢ w lizacie
B. burgdorferi sl. antygenéw reagujacych krzyzowo,
wsrod ktorych wymienia si¢ np. biatka wstrzasu ter-
micznego czy biatka wici, ktére powszechnie wystepuja
w komoérkach innych mikroorganizméw. Ze wzgledu na
niezbyt wysoka specyficzno$¢ testy ELISA charaktery-
zujg si¢ nadrozpoznawalnoscig, dlatego dodatni wynik
nie pozwala na postawienie ostatecznej diagnozy [6,
42]. Z tego tez powodu konieczne jest wykonywanie
testu potwierdzajacego drugiego stopnia, ktorym jest
Western blot, charakteryzujacy sie duzo wigksza specy-
ficzno$cia. Zwigzane jest to z mozliwoscig rozroznienia
poszczegolnych pasm bialkowych. W celu osiagniecia
jak najlepszej uzytecznosci diagnostycznej w tescie WB
wytypowano najbardziej reaktywne i charakterystyczne
antygeny znajdujace si¢ w lizacie komdrkowym kret-
kéw. Ustalono, ze dla wykrywania przeciwcial klasy
IgM, najbardziej wiarygodne sg testy, w ktérych pod
uwage bierze si¢ trzy pasma antygenowe (p23 [OspC],
p39 [BmpA] i p41 [FlaB]). Taki test interpretowany
jest jako pozytywny, gdy zareaguja co najmniej dwa
z nich [16]. Natomiast do wykrywania przeciwcial IgG,
najlepsza specyficznos¢ i czutos¢ otrzymuje sie biorac
pod uwage 10 roznych antygenow (tj. p18 [DbpA],
p23[OspCl, p28, p30, p39 [BmpA], p41 [FlaB], p45, p58
[fragment biatka Hsp60], p66 i p93). Test jest okreslany
jako dodatni, gdy pojawi si¢ co najmniej 5 z 10 ocze-
kiwanych pasm [14, 55].

4. Problemy w serodiagnostyce boreliozy

Mimo, Ze to diagnostyka serologiczna stanowi pod-
stawe w rozpoznaniu boreliozy nie jest ona wolna od
problemow, z ktérymi codziennie boryka sie wiele labo-
ratoriow diagnostycznych. Czuto$¢ tej metody w duzym
stopniu zalezy od czasu trwania choroby. Jako pierwsze
w organizmie Zywiciela pojawiajg si¢ przeciwciat klasy
IgM, ma to miejsce po okolo 2 tygodniach od zakazenia,
natomiast produkcja przeciwcial klasy IgG rozpoczyna
sie zwykle po 3-6 tygodniach i w miare rozwoju cho-
roby zastepuja one przeciwciala klasy IgM. Jednak nie
u wszystkich pacjentéw swoiste immunoglobuliny IgM
zanikaja w ciggu kilku miesiecy od momentu infekcji.
W niektorych przypadkach utrzymuja si¢ one we krwi
nawet przez kilkanascie lat. Dodatkowo przeciwciala
IgM moga by¢ wykrywane zaréwno podczas reakty-
wacji choroby oraz w przypadku ponownego zakaze-
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nia B. burgdorferi s.l. Dlatego tez odréznienie $wiezej
infekcji od przewleklej jedynie w oparciu o stwierdzenie
obecnosci swoistych IgM jest niemozliwe [1, 21].

Z powodu czasu koniecznego na wytworzenie przez
organizm swoistych przeciwcial w pierwszym etapie
infekcji (tzw. okienko serologiczne) wyniki badan
serologicznych sg czesto negatywne [13, 37, 72]. Tylko
u 10-50% pacjentéw z wczesng borelioza (EM wyste-
pujacym krocej niz 7 dni) s3 wykrywalne przeciwciata
skierowane przeciwko B. burgdorferi s.l. W miare trwa-
nia infekcji odpowiedZz immunologiczna stopniowo
dojrzewa, w wyniku czego czulos¢ testéw serologicz-
nych podczas pdzniejszych stadiow choroby znaczaco
wzrasta. W przypadkach pdznej fazy choroby swoiste
przeciwciata IgG sa wykrywane niemal u wszystkich
badanych pacjentow [30, 31, 79].

Kolejnym z ograniczen jest rézny wzor ekspresji
genéw kretka w kleszczu i w organizmie ssaka [24].
Dodatkowo réznorodnos¢ bialek powierzchniowych
jest zwiekszana poprzez zjawisko zmiennosci antygeno-
wej, ktore jest jednym ze sposobéw unikania odpowie-
dzi immunologicznej przez B. burgdorferi s.l. Oznacza
to, ze przeciwciala swoiste dla jednej postaci antygenu
nie beda reagowac z innymi jego wariantami [56].

Innym problemem jest uzyskanie lizatéw komor-
kowych, zawierajacych wszystkie najbardziej immu-
nogenne antygeny, poniewaz geny kodujace niektore
z nich ulegaja ekspresji jedynie in vivo [24, 65]. Dodat-
kowo produkcja niektérych bialek zanika poprzez
utrate kodujacych je plazmidéw w wyniku wielokrot-
nego pasazowania. Sktad antygenowy lizatow komorko-
wych zalezy réwniez od fazy wzrostu kretkdw w jakim
zostaly one zebrane. Wyzej wymienione czynniki sa
powodem problemoéw zwiazanych ze standaryzacjg
natywnych preparatow antygenowych, co znaczaco
wplywa na powtarzalno$¢ wynikéw uzyskiwanych
z wykorzystaniem testow diagnostycznych na nich
opartych [13, 43, 56, 62].

Ogromna réznorodnos¢ genogatunkéw zaliczanych
do kompleksu B. burgdorferi s.1. rowniez nie pozostaje
bez wplywu na skuteczno$¢ obecnej diagnostyki bore-
liozy. Sekwencje aminokwasowe wiekszosci najbardziej
immunogennych biatek sg nisko zakonserwowane
wsrod B. burgdorferi s.l., a co za tym idzie wykorzysta-
nie w serodiagnostyce jako preparatéw antygenowych
lizatéw komoérkowych jednego genogatunku niesie ze
sobg ryzyko uzyskania wyniku falszywie ujemnego.
Problem ten w szczegélnosci dotyczy Europy, gdzie
wystepuje az 5 patogennych dla ludzi przedstawicieli
B. burgdorferi s.l. Jego rozwigzaniem mogloby by¢
wykorzystanie w pojedynczym tescie diagnostycznym
lizatow komdrkowych kilku genogatunkow. Zwiekszy-
toby to czuloé¢ stosowanych testow, jednakze spowo-
dowatoby réwniez znaczacy wzrost kosztow rutynowe;j
diagnostyki [45, 78].
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Komorki B. burgdorferis.]. wytwarzaja wiele biatek,
ktére sg homologiczne wsrdd drobnoustrojow, co jest
przyczyna wystepowania czestych reakcji krzyzowych.
Do antygendéw tych zaliczajg si¢ wszechobecne biatka
szoku termicznego oraz flagelina, ktdra jest biatkiem
budujacym wici. Falszywie dodatnie wyniki mozna
otrzymac w przypadku pacjentéw zakazonych takimi
patogenami jak: wirus Epsteina-Barr, Treponema palli-
dum, Borrelia hermsii, Borrelia recurrenitis, cytomega-
lowirus oraz cierpigcych na reumatoidalne zapalenie
stawdw [6, 30, 43].

5. Wykorzystanie bialek rekombinantowych
i peptydow syntetycznych w diagnostyce boreliozy

Intensywny rozwdj metod biologii molekularne;
i inzynierii genetycznej umozliwit otrzymywanie antyge-
néw rekombinantowych, ktére stanowia nowe narzedzia
diagnostyczne. Antygeny rekombinantowe sg to biatka
wytwarzane metodami biotechnologicznymi, ktore
moga zawiera¢ dodatkowe domeny fuzyjne wplywajace
na ich rozpuszczalno$¢ lub umozliwiajace ich tatwiejsze
oczyszczanie czy detekcje. Biatka takie stanowig alter-
natywne zrodlo antygendw, ktore mozna wykorzysta¢
do opracowania nowych testow serologicznych. Jed-
nakze, aby testy serodiagnostyczne oparte na biatkach
rekombinantowych mialy jak najwieksza skuteczno$¢
nalezy wykorzysta¢ w nich starannie wyselekcjonowane
antygeny lub ich fragmenty. Dostepne w bazach danych
sekwencje aminokwasowe bialek B. burgdorferis.l. oraz
narzedzia bioinformatyczne umozliwiaja wytypowanie
najbardziej immunogennych oraz zakonserwowanych
fragmentéw poszczegdlnych antygendw. Wykorzystanie
jedynie wyselekcjonowanych fragmentéw bialek moze
zdecydowanie ograniczy¢ czgsto$¢ wystepowania reakcji
krzyzowych, co znacznie ulatwi interpretacje wynikow
testow serologicznych, ponadto biotechnologiczna pro-
dukcja antygenéw moze pozwoli¢ na otrzymanie prepa-
ratow antygenowych zawierajacych biatka wytwarzane
przez kretki jedynie in vivo. Inng mozliwoscia jest wyko-
rzystanie w pojedynczym tescie diagnostycznym biatek
pochodzacych od kilku genogatunéw B. burgdorferi s.1.
Bardzo prawdopodobne jest, iz takie podej$cie umozliwi
prawidlowe rozpoznanie boreliozy, bez wzgledu na to
jakim genogatunkiem B. burgdorferi s.1. nastapilo zaka-
zenie. Latwiejszg standaryzacje oraz wigksza skutecz-
nos¢ testow mozna osiaggna¢ konstruujac antygeny chi-
meryczne, ktore powstaja na skutek potaczenia dwdch
lub wigkszej liczby genéw w jeden gen fuzyjny. Ekspresja
genu fuzyjnego prowadzi do powstania produktu chi-
merycznego, ktory faczy cechy biatek kodowanych przez
pojedyncze geny bedace czgscig takiego potaczenia.

W zwiazku z duzymi nadziejami jakie pokfada
sie w zastosowaniu antygenéw rekombinantowych
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i chimerycznych laboratoria na calym $wiecie prowadza
badania naukowe dotyczace oceny przydatnosci tych
bialek w rozpoznaniu réznych faz boreliozy (Tab. III).
Obecnie na rynku dostepne s testy ELISA III generacji
(zestawy diagnostyczne Borrelia IgM oraz Borrelia IgG
tirmy Biomedica, Borrelia burgdorferi IgG Recombinant
Antigens firmy GenWay Biotech) oraz testy Immuno-
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blot i Line Immunoblot (EUROLINE Borrelia firmy
Euroimmiun, recomLine Borrelia IgG i recomLine Bor-
relia IgM firmy Microgen Diagnostic) oparte na anty-
genach rekombinantowych [27, 45].

W licznych laboratoriach na calym $wiecie prowa-
dzone sg badania majace na celu stworzenia jednoeta-
powego testu diagnostycznego, opartego na tanszej

Tabela ITI
Uzyteczno$¢ biatek rekombinantowych w diagnostyce boreliozy
Nazwa Pochodzenie Test N .
) preparatu . Wyniki Zroédlo
biatka diagnostyczny
antygenowego
o Czulo$¢ niezaleznie od czasu trwania choroby: 66% (184/280)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej (EM): 44% (35/80)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej po leczeniu: 59% (63/106)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB): 100% (15/15)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wczesna NB) po leczeniu:
IgG ELISA 4
& 64% (7/11)* [4]
o Czulo$¢ w fazie péznej (LA): 97% (32/33)*
o Czulo$¢ w fazie péznej (LA) po leczeniu: 88% (21/24)*
Priokariotyczny « Czulo$¢ w fazie poznej (NB): 100% (11/11)*
VIsE system ekspresyjny « Specyficznos¢: 99% (6/553)*
(B. burgdorferi | Tabora-Studiera; o Czulos¢ niezaleznie od czasu trwania choroby: 36% (102/280)*
s.s. B31) komorki E. coli « Czulo$¢ w fazie wezesnej (EM): 19% (15/80)*
szczep BL21 o Czulo$¢ w fazie wezesnej po leczeniu: 43% (46/106)*
« Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB): 73% (11/15)*
TgM ELISA o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB) po leczeniu: [4]
55% (6/11)*
 Czulo$¢ w fazie pdznej (LA): 39% (13/33)*
« Czulo$¢ w fazie pdznej (LA) po leczeniu: 42% (10/24)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 9% (1/11)*
« Specyficzno$¢: 99% (6/553)*
« Czulo$¢ w fazie wezesnej zlokalizowanej: 74% (29/39)*
o Czuto$¢ po leczeniu: 90% (35/39)*
pepC6 Synteza chemiczna TeM/IeG ELISA | Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wczesna NB): 95% (19/20)* 4
3
gM/lg « Czulos¢ w fazie péznej (LA): 100% (49/49)* [43]
« Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 100% (10/10)*
« Specyficzno$é: 99% (2/176)*
o Czulo$¢ niezaleznie od czasu trwania choroby: 75% (426/569)*
« Czulo$¢ w fazie wezesnej (EM): 66,5% (268/403)*
pepC6 Synteza chemiczna | IgM/IgG ELISA | « Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB): 88,6% (39/44)* [80]
(test komercyjny)| « Czulo§¢ w fazie pdznej (NB): 100% (8/8)*
 Czulo$¢ w fazie poznej (LA): 98,2% (112/114)*
« Specyficznosé: 99,5% (2/366)*
DbpA Prokariotyczny
(B .b”)rgd"rf e flf/sbtem eslflzlr.esy’.ny WG ELISA | * Crulosé wazie poinej (NB): 43% (6/14)" (32]
s:s-1a abora-studiera; & « Czulo$¢ w fazie péznej (LA): 60% (9/15)*
komorki E. coli
szczep M15
Prokariotyczny
DbpA system ekspresyjny ” o
. Y o Czulo$¢ w fazie péznej (NB): 50% (7/14)* [32]
(B. afzelii A91) Tabo,ra-.Stud1er.a, IgG ELISA « Crultodé w fazie potnej (LA): 80% (12/15)*
komorki E. coli
szczep M15
Prokariotyczny
DbpA system ekspresyjny ” o
L )  Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 50% (7/14)* [32]
(B. garinii 40) Tabo,ra—.Studlerla, IgG ELISA « Czutodé w fazie poznej (LA): 20% (3/15)*
komorki E. coli
szczep M15
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Pochodzenie
Nazwa Test o 5
bialka preparatu diagnostyczny Wyniki Zroédlo
antygenowego
o Czulos¢ w fazie wezesnej (zlokalizowana i rozsiana):
53% (40/75)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej zlokalizowanej: 25% (4/16)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej: 61% (36/59)*
o Czulos¢ w fazie wezesnej (zlokalizowana i rozsiana)
IgM ELISA po leczeniu: 73% (55/75)* [20]
o Czulo$¢ w fazie pdznej (zapalenie opon mézgowych lub
porazenie twarzy): 72% (29/40)*
Prokariotyczny o Czulo$¢ w fazie pdznej (LA): 45% (22/49)*
system ekspresyjny o Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 20% (5/25)*
OspC Tabora-Studiera; « Specyficzno$é: 98% (2/106)*
(B. burgdorferi | komorki E. coli o Czulos¢ w fazie wezesnej (zlokalizowana i rozsiana): 33% (25/75)*
s.8. 297) szczep SR2 o Czulo$¢ w fazie wezesnej zlokalizowanej: 31% (5/16)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej: 34% (20/59)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej (zlokalizowana i rozsiana) po leczeniu:
IgG ELISA % (3,7/75)* o . . [20]
o Czulo$¢ w fazie pdznej (zapalenie opon mdzgowych lub
porazenie twarzy): 65% (26/40)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (LA): 84% (41/49)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 36% (9/25)*
« Specyficzno$é: 86% (15/106)*
Prokariotyczny IgM ELISA o Czulos¢ w fazie wezesnej: 65% (11/17)* [60]
OspC system ekspresyjny « Czulo$¢ po leczeniu: 65% (11/17)*
(B afzelii A91) Taborra—‘Studler.a; IgG ELISA o Czulo$¢ w fazie wezesnej: 53% (9/17)%
komérki E. coli o Czuto$¢ po leczeniu: 71% (12/17)* [60]
szczep M15
Prokariotyczny IgM ELISA o Czulo$¢ w fazie wezesnej: 41% (7/17)* [60]
OspC system ekspresyjny o Czulo$¢ po leczeniu: 47% (8/17)*
(B. garinii 40) Tabora—.Studler.a; o Czuto$¢ w fazie wezesnej: 18% (3/17)*
komérki E. colilgG ELISA o Czuto$¢ po leczeniu: 36% (6/17)* [60]
szczep M15
Prokariotyczny IgM ELISA o Czulos¢ w fazie wezesnej: 12% (2/17)* [60]
OspC system ekspresyjny o Czulo$¢ po leczeniu: 18% (3/17)*
(B. l.mrgdorf e Tabo(ra-studler.a; o Czulo$¢ w fazie wezesnej: 6% (1/17)*
s.s.ia) komorki E. coli IgG ELISA ., . [60]
o Czulos$¢ po leczeniu: 6% (1/17)*
szczep M15
o Czulos$¢ niezaleznie od czasu trwania choroby: 38% (107/280)*
o Czulos¢ w fazie wezesnej (EM): 40% (32/80)*
o Czulos¢ w fazie wezesnej rozsianej (wczesna NB): 53% (8/15)*
o Czulo$¢ w fazie wezesnej rozsianej (wezesna NB) po leczeniu:
pepC10 Synteza chemiczna IgM ELISA 36% (4/11)* [4]
o Czulo$¢ w fazie pdznej (LA): 9% (3/30)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (LA) po leczeniu: 10% (2/22)*
o Czulo$¢ w fazie pdznej (NB): 18% (2/9)*
« Specyficzno$é: 99% (6/553)*
TgM ELISA . gzuios:c: w iaz?e w,c?esr?.ej ((I)EM): 41,3 % (40/97)* ;3]
pepC10 Synteza chemiczna o Czulos¢ w fazie pdznej: 10% (2/20)
TG ELISA . Czulos,c, w faz?e w,c%esr.lej (EM): 16,3 % (16/97)* (3]
o Czulo$¢ w fazie pdznej: 10% (2/20)*
IgM ELISA . Czuios{c/ w iaz?e w(c%esr.lle] (OEM): 48,5% (47/97)* 3]
OspCl Synteza chemiczna « Czulo$¢ w fazie pdznej: 15% (3/20)
1¢G ELISA o Czulos¢ w fazie wezesnej (EM): 24,5% (24/97)* 3]

o Czulo$¢ w fazie poznej: 25% (5/20)*
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Pochodzenie
Nazwa Test o 5 .
) preparatu . Wyniki Zrédlo
biatka diagnostyczny
antygenowego
Prokariotyczny
system ekspresyjny
OspA-p93 Tabora-Studiera;
(62kDa) komorki E. coli IgM/IgG ELISA | « Czulo$¢ w fazie wezesnej: 10% (2/20)* [28]
(B. burgdorferi | szczep BL21(DE3) o Czulo$¢ w fazie pdznej: 56% (9/16)*
s.s. B31) pLysS lub B834
(DE3)
 Czulo$¢ w fazie wezesnej: 50% (49/99)*
Prokariotyczny o Czulo$¢ w fazie poznej: 89% (47/53)*
OspA-p93 system ekspresyjny « Specyficzno$¢ w przypadku choroby autoimmunologicznej
(97 kDa) Tabora-Studiera; (reumatoidalne zapalenie stawdw/toczen rumieniowaty
(B. burgdorferi | komorki E. coli IgM/IgG ELISA | ukladowy): 97% (1/40)* 28]
s.s. B31) szczep BL21(DE3) o Specyficznoé¢ w przypadku kily: 78% (6/27)*
pLysS lub B834 « Specyficzno$¢ w przypadku ludzi zdrowych z terendow
(DE3) endemicznych: 85% (3/20)*
« Specyficzno$¢ w przypadku ludzi zdrowych z terenéw
nieendemicznych: 100% (0/20)*
Prokariotyczny
OspB-Fla system ekspresyjny
(43 kDa) Tabora-Studiera; o Czulo$¢ w fazie wezesnej 28% (11/47)*
(B. burgdorferi | komorki E. coli 1gM/IgG ELISA o Czulo$¢ w fazie pdznej: 48% (10/21)* (28]
s.s. B31) szczep BL21(DE3)
pLysS lub B834
(DE3)
o Czulo$¢ fazie wezesnej: 62% (86/139)*
Prokariotyczny o Czulos¢ w fazie poznej: 87% (60/69)*
OspB-OspC- | system ekspresyjny « Specyficzno$¢ w przypadku choroby autoimmunologicznej
-Fla (64 kDa) | Tabora-Studiera; (reumatoidalne zapalenie stawow/toczen rumieniowaty
(B. burgdorferi | komorki E. coli IgM/IgG ELISA | ukladowy): 92% (4/50)* [28]
s.s. B31) szczep BL21 (DE3) « Specyficznos$¢ w przypadku kily: 93% (4/56)*
pLysS lub B834 « Specyficzno$¢ w przypadku ludzi zdrowych z terendéw
(DE3) endemicznych: 84% (5/30)*
« Specyficzno$¢ w przypadku ludzi zdrowych z terendéw
nieendemicznych: 100% (0/28)*

* (liczba surowic seropozytywnych / liczba surowic przebadanych)

i latwiejszej w interpretacji technice ELISA. Nowe
narzedzia diagnostyczne jakimi sg antygeny rekombi-
nantowe i bialka chimeryczne rozbudzajg nadziej¢ na
osiagniecie tego celu. Jednak aby takie testy wykazywaty
sie wysoka czuloscig i specyficznoscia nalezy wykorzy-
sta¢ w nich starannie wyselekcjonowane antygeny lub
ich fragmenty. W zwigzku z tym wielu naukowcéw pro-
wadzilo badania naukowe majace na celu przetestowa-
nie skutecznosci testow serodiagnostycznych opartych
na poszczegolnych antygenach B. burgdorferi s.1. lub ich
fragmentach.

Antygen VIsE ze wzgledu na swoja wyjatkowo silna
immunogennos¢ oraz obecno$¢ w sekwencji zakon-
serwowanego fragmentu, byt obiektem zainteresowa-
nia wielu naukowcéw. W badaniach przeprowadzo-
nych przez Bacon i wsp. ogdlna czulos¢ (niezaleznie
od czasu trwania infekcji) testow IgG ELISA opartych
wylacznie na antygenie VISE (ELISA VISE) wynosila

66%. Nie byl to wynik znacznie odbiegajacy od tego
uzyskanego przy pomocy standardowego testu dwueta-
powego (STD 68%). Gdy uwzgledniono podziat na fazy
choroby, wykazano, ze czulos¢ testu IgG ELISA VIsE
w przypadku pacjentéw, u ktérych EM wystepowat
od tygodnia, wynosifa zaledwie 16%, za to wzrastala
ona znaczgco pomiedzy 2 i 4 tygodniem od zakazenia
osiggajac w tym przedziale czasowym 61%. Podczas
poznej fazy choroby testy IgG ELISA VISE charakte-
ryzowaly sie niemalze 100% czuloscia, a specyficznos¢
utrzymywala si¢ na poziomie 98% (90-100% w zalez-
noséci od grupy kontrolnej pacjentéow). W przypadku
zastosowania testu ELISA VISE do wykrywania prze-
ciwcial klasy IgM uzyskano nizsza czulo$¢ oznaczenia
wynoszaca 36%, test ten byt rowniez mniej skuteczny
w przypadku wykrywania swoistych immunoglobulin
w surowicach pacjentéw z chorobg trwajaca od 2 do
4 tygodni (32%). Natomiast w przypadku wykrywania
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choroby u pacjentow z EM trwajacym od tygodnia, czu-
to$¢ tego testu byla skrajnie niska i wynosita zaledwie
3%. Specyficznos¢ testow IgM ELISA VISE wynosila
99%, a wiec byla nieznacznie wyzsza niz w przypadku
wykrywania swoistych przeciwcial IgG [4].

Skuteczno$¢ pojedynczych testow IgG i IgM ELISA
wykorzystujacych syntetyczny 26-aminokwasowy pep-
tyd, ktorego sekwencja oparta jest na regionie IR6
umiejscowionym w obrebie genu vIsE zostata oceniona
przez Liang i wsp. (1999). Zespot ten przebadal suro-
wice pobrane od pacjentéw we wczesnej fazie choroby,
po antybiotykoterapii oraz w fazie przewleklej. Czutos¢
testow IgM/IgG ELISA C6 we wczesnej fazie choroby
wynosita 74%, w fazie p6znej wzrastata do 100%, a dla
pacjentdw po antybiotykoterapii osiggata 90%. Aby oce-
ni¢ swoisto$¢ testu IgM/IgG ELISA C6 zbadano proby
surowicy pobrane od pacjentéw z innymi zakazeniami
wywolanymi przez kretki, przewleklymi chorobami
autoimmunologicznymi lub chorobami neurologicz-
nymi oraz od os6b hospitalizowanych z terenéw gdzie
choroba z Lyme nie jest endemiczna. Dla tych surowic
ogolna specyficznos¢ przeprowadzonych testow ELISA
wyniosla 99% [43]. Ponadto, w 2013 roku Wormser
i wsp. przeprowadzili badania poréwnawcze miedzy
dostepnym na rynku amerykanskim testem C6 Lyme
ELISA kit (Immunetics, Boston, MA, USA), a STD.
Wykazano, iz ogélna czuto$¢ testu komercyjnego (bez
wzgledu na podzial na fazy choroby) wynosita 75%, co
znacznie przewyzszalo czutos¢ STD (50,6%), wykona-
nego na puli tych samych surowic. Tak duza réznica
byla wynikiem znacznie wyzszej czulos$ci C6 Lyme
ELISA kit w przypadku badania surowic pobranych od
pacjentow z EM - test komercyjny osiagat skutecznosé¢
na poziomie 66,5%, podczas gdy czulos¢ STD wynosita
zaledwie 34,5%. W pdznej fazie boreliozy czulos¢ obu
testow wzrosta do niemal 100%, jednak test ELISA C6
wciaz wykazal sie nieznacznie wyzsza skutecznoscia.
Gdy dokonano poréwnania specyficzno$¢ obu testow,
wynosifa ona 99,5% dla testu komercyjnego oraz 98,9%
dla STD [80].

Kolejnym antygenem, silnie stymulujgcym produk-
cje przeciwcial IgG, jest biatko DbpA, ktére cechuje sie
wysokim zréznicowaniem sekwencji aminokwasowej
wsrod genogatunkow B. burgdorferi s1. W celu osza-
cowania wplywu niskiego stopnia zakonserwowania
sekwencji niniejszego biatka na wyniki otrzymywa-
nych badan serodiagnostycznych wyprodukowano trzy
warianty antygenu DbpA pochodzace od patogennych
dla ludzi genogatunkéw B. burgdorferi s.l. wystepuja-
cych powszechnie w Europie (DbpA,, - B. burgdorferi
s.s.ia, DbpA - B. afzelii A91, DbpA , - B. garinii 40)
[32]. Otrzymane preparaty bialek rekombinantowych
wykorzystane zostaly nastepnie jako podstawa testow
immunoenzymatycznych fazy stalej. Przeprowadzone
testy ELISA wykazaly, iz wszystkie surowice pobrane
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od pacjentdw cierpigcych na neuroborelioze zawie-
raly przeciwciala swoiste przynajmniej wobec jednego
wariantu antygenu DbpA (ogélna czulos¢ 100%).
Czulo$cig na poziomie 50% cechowaly si¢ testy ELISA
oparte na biatku DbpA , , taki sam wynik osiagnieto dla
testu ELISA wykorzystujacego antygen DbpA , . Naj-
nizsza czulo$cia, na poziomie 43%, w wykrywaniu NB
wykazywaly sie testy ELISA oparte na antygenie DbpA
pochodzacym z B. burgdorferi s.s. ia. Ogdlna skutecz-
no$¢ tych samych testow w przypadku pacjentéw z LA
byta nieco nizsza i wynosita 93%. Tutaj réwniez testy
ELISA wykorzystujace biatko DbpA ; cechowaly sig
najwyzszg czuloscia (80%), jednak w przeciwienstwie
do surowic pobranych od pacjentéw z NB w tym przy-
padku najmniej efektywnym testem byt ten oparty na
antygenie DbpA pochodzacym od B. garinii 40 (20%),
ktérego skutecznos¢ byla znacznie nizsza niz testu
ELISA wykorzysujagcym DbpA,. (60%). Immunoglo-
buliny zawarte w surowicach pobranych od chorych
w wiekszosci przypadkéw reagowaly tylko z jednym
z wariantdw DbpA, a reakcje krzyzowe pomiedzy bial-
kami byty bardzo rzadkie. U pacjentéw z wczesng faza
choroby (EM), czulos¢ testow IgG lub IgM ELISA wyko-
rzystujacych rézne warianty antygenu DbpA byla bar-
dzo niska, na poziomie kilku-kilkunastu procent [32].
Dane literaturowe dotyczace skutecznos$ci testow
opartych na antygenie OspC w diagnostyce wczesnej
boreliozy sg bardzo rozbiezne. Przeciwciala klasy IgM
przeciwko OspC obserwowano u 25-80% pacjentow
z EM (20, 23, 46, 47, 51, 58] oraz u 48-72% pacjentow
z NB [20, 51]. Badania wykonane przez Fung i wsp.
(1994) wykazuja, ze prawdopodobnie nawet do 50%
pacjentéw rozwija odpowiedz przeciwcial klasy IgM
skierowang przeciwko antygenowi OspC w pierwszym
tygodniu od zakazenia, a podczas fazy wczesnej roz-
sianej odsetek ten wzrasta do 60%. Po uptywie 2 mie-
siecy immunoglobuliny te mozna wykry¢ w surowicach
60-70% pacjentéw [20]. Naukowcy przypuszczaja, ze
rozbieznosci te wynikajg z wyjatkowo niskiego stopnia
zakonserwowania sekwencji antygenu OspC wérod
genogatunkow. Przeciwciala zawarte w surowicach
moga rozpoznawac epitopy biatka ze zréznicowang sku-
teczno$cia w zaleznosci od uzytego w tescie wariantu
antygenu. W celu zweryfikowania tej hipotezy Panelius
i wsp. (2002) wykonali testy IgM i IgG ELISA, gdzie
kazdy z nich oparty byt na biatku OspC pochodza-
cym z innego genogatunku B. burgdorferi s.l. (B. afzelii
A91, B. garinii 40, B. burgdorferi s.s. ia). Jak si¢ spodzie-
wano otrzymano znaczace roznice w czulosci testow,
w ktérych do wykrywania swoistych przeciwcial zasto-
sowano rozne biatka OspC. Najwigksza skutecznoscia
wykazywal si¢ test ELISA wykorzystujacy biatko OspC
pochodzace z B. afzelii A91. Testy te mialy znaczng
przewage bez wzgledu na to jaka klas¢ przeciwcial
wykrywano oraz czy badano surowice pochodzace od
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pacjentow we wczesnej fazie choroby czy od tych beda-
cych po antybiotykoterapii. Drugim co do skutecznosci
testem byt ten wykorzystujacy biatko OspC pochodzace
od B. garinii 40. Najmniej obiecujace wyniki uzyskano
dla testu ELISA opartego na biatku OspC pochodzacym
z B. burgdorferi s.s. ia, co jest zrozumiale poniewaz ten
genogatunek jest najmniej rozpowszechniony w Euro-
pie [60]. W celu rozwigzania problemdéw zwigzanych
z wysokim zréznicowaniem antygenu OspC wéréd
genogatunkow B. burgdorferi s.l., naukowcy przepro-
wadzili poréwnanie sekwencji aminokwasowych wyzej
wspomnianego biatka. W wyniku tej analizy wyodreb-
niono dwa zakonserwowane fragmenty antygenu OspC,
zlokalizowane na jego koncach. Badania Bacon i wsp.
(2003) wykazaty, ze testy IgM ELISA oparte na peptydzie
C10 (pepC10, obejmuje 10 aminokwasow z C-konca
biatka) sg skuteczniejsze w wykrywaniu wczesnej fazy
choroby niz STD. Czulos¢ testow IgM ELISA pepC10
u pacjentéw z EM trwajacym nie dluzej niz tydzien
byta na poziomie 27%. Wzrastala ona w miare doj-
rzewania odpowiedzi immunologicznej osiagajac 55%
w przypadku surowic pobranych od pacjentéw w ciaggu
2-4 tygodni od wystapienia EM [4]. Natomiast Arna-
boldi i wsp. (2013) wykazali, ze testy IgM ELISA oparte
na peptydzie OspCl1 (20 N-koncowych aminokwasow)
wykrywaly wczesna borelioze z czuto$cia 48,5% i specy-
ticzno$cia na poziomie 100%. Zaréwno testy IgG ELISA
wykorzystujace pepC10 jak i OspCl wykazywaly sie
znacznie nizszg czulo$¢ niz te bazujgce na wykrywa-
niu przeciwcial klasy IgM. Czutos¢ testow IgG ELISA
OspC1 wynosila okoto 25%, natomiast dla testow IgG
ELISA pepC10 spadta ona do zaledwie 15%. Uzyskane
wyniki pozwolily na wysnucie wniosku, iz to peptyd
OspCl1 charakteryzuje sie wyzsza skutecznoscig w sero-
diagnostyce wczesnej boreliozy [3].

Wiele wynikéw wskazuje na to, iz cigzko otrzymac
czuly i specyficzny test immunodiagnostyczny wyko-
rzystujacy jedynie pojedynczy antygen. Dlatego tez
naukowcy probowali udoskonali¢ testy diagnostyczne
konstruujac tzw. bialka chimeryczne. W 2000 roku
Gomes-Solecki i wsp. skonstruowali 17 biatek chime-
rycznych zlozonych z fragmentéw antygenéw po-
wierzchniowych takich jak: OspA, OspB, OspC, fla-
geliny (FlaB) i biatka 93 kDa (p93). Do konstrukcji
chimer wykorzystano gléwnie fragmenty antygenéw
pochodzace od B. burgdorferis.s. B31, jednak niektére
z nich zawieraly sekwencje uzyskane od B. afzelii Pko
oraz B. garinii K48. Po wstepnej selekcji, za pomoca
testow WB z wszystkich wyprodukowanych antyge-
néw chimerycznych wytypowano cztery najbardziej
obiecujace do dalszych testow serologicznych. Byly to
bialka chimeryczne: OspB-Fla (43 kDa), OspB-OspC-
-Fla (64 kDa), OspA-p93 (62 kDa) i OspA-p93 (97 kDa).
Przydatnos¢ skonstruowanych biatek chimerycznych
oceniono wykonujac testy IgM/IgG ELISA. Najbar-
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dziej skuteczny w wykrywaniu wczesnej boreliozy byt
test ELISA wykorzystujacy antygen OspB-OspC-Fla
(62%). Charakteryzowal sie on réwniez wysoka czu-
toscia w wykrywaniu péznej boreliozy (87%), jednak
w tej fazie choroby najskuteczniejszym okazat sie test
ELISA oparty o biatko OspA-p93 (97 kDa) (89%).
Badania te wykazaly jak ogromny wplyw na skutecz-
no$¢ w wykrywaniu swoistych przeciwcial ma doboér
odpowiednich fragmentéw bialek do tworzenia chimer.
Doskonale pokazuje to przyklad testéw ELISA opartych
na biatkach chimerycznych OspA-p93 (62 kDa) i OspA-
-p93 (97 kDa) (réznigcych si¢ wielkoscig fragmentu
antygenu p93), ktore charakteryzowaly si¢ odmienng
czuloscig w wykrywaniu wezesnej jak i pdznej choroby
z Lyme. W celu okreslenia specyficznosci testow ELISA
opartych na wyzej wymienionych biatkach chimerycz-
nych wykorzystano surowice pacjentéw cierpiacych na
kite i choroby autoimmunologiczne (reumatoidalne
zapalenie stawow lub ukladowy toczen rumienio-
waty), a takze surowice zdrowych ludzi z obszaréw, na
ktorych choroba ta jest endemiczna oraz z terenéw
gdzie B.burgdorferi s.l. nie wystepuje. Wspomniane
antygeny nie dawaly reakcji krzyzowych z probami
surowic pacjentéw zamieszkujacych obszar, na ktérych
borelioza nie wystepuje endemicznie. Niestety uzyski-
wano wyniki falszywie dodatnie w przypadku surowic
pacjentéw cierpigcych na kile, choroby autoimmuno-
logiczne oraz zamieszkujacych tereny wystepowania
B. burgdorferi s.l. [28].

6. Podsumowanie

Rozpoznanie boreliozy jedynie na podstawie obrazu
klinicznego, ze wzgledu na jej zréznicowana postac, jest
niezmiernie trudne, badZz czgsto nawet niemozliwe.
Z tego powodu gtéwng role w diagnostyce choroby
z Lyme odgrywaja badania laboratoryjne. W ich zakre-
sie w ciggu ostatnich lat nastapit ogromny postep. Doty-
czy to w szczegdlnosci metod serologicznych, w ktorych
do wykrywania swoistych przeciwcial w surowicach
pacjentow wykorzystuje si¢ biotechnologicznie pro-
dukowane antygeny rekombinantowe. Ten intensywny
rozwdj zawdzieczamy nowym rozwigzaniom wyko-
rzystywanym w inzynierii genetycznej, dzieki, ktorym
udalo si¢ stworzy¢ wydajne eukariotyczne i prokario-
tyczne systemy ekspresji genow. Umozliwito to tatwe
otrzymywanie biatek rekombinantowych i chime-
rycznych stanowigcych nowe, obiecujgce narzedzia
diagnostyczne, bedace podstawg do opracowania lep-
szych testow. Z racji tego, iz czulo$¢ dostepnych testow
serologicznych w wykrywaniu pdznej boreliozy (LA,
ACA, NB) jest zadowalajaca, glownym celem naukow-
cow jest poprawa skutecznosci metod serodiagnostycz-
nych wykorzystywanych w rozpoznawaniu wczesnego
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etapu choroby z Lyme. By¢ moze pozwoli na to wyko-
rzystanie w testach immunodiagnostycznych starannie
wyselekcjonowanych antygendéw lub ich fragmentéw.
Dzigki opracowaniu nowych testéw, ktdre umozliwiag
wczesng i prawidlows identyfikacje zakazenia kret-
kiem, pacjenci szybko zostang poddani odpowiedniej
terapii, co znacznie moze ograniczy¢ rozwdj pdznych
postaci boreliozy. ROwniez wazne jest zwigkszenie spe-
cyficznosci przesiewowych testow ELISA, ktére obec-
nie czesto daja wyniki watpliwe lub falszywie dodatnie.
Dodatkowo ograniczenie liczby wykonywanych testéw
potwierdzajagcych WB, znacznie obnizytoby koszty
diagnostyki boreliozy. Wiele czynnikéw wskazuje, ze
najlepszym rozwigzaniem w rutynowej diagnostyce
choroby z Lyme bytoby opracowanie jednoetapowego
testu ELISA. Ma on znaczaca przewage nad WB ze
wzgledu na latwiejszg standaryzacje, nizszy koszt oraz
zdolnos¢ ilosciowego wykrywania swoistych przeciw-
cial w prébach pobranych od pacjenta. Niestety wiele
doniesien literaturowych wskazuje, iz aby osiaggnac ten
cel nie beda wystarczajace testy diagnostyczne oparte
jedynie na pojedynczych antygenach rekombinanto-
wych, poniewaz ich czuloé¢ i specyficznosé ze wzgledu
na niski stopien zakonserwowania sekwencji wéréd
genogatunkow B. burgdorferi s.1. nie jest zadowalajaca.
Rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie mieszanek
odpowiednich bialek rekombinantowych pochodza-
cych od kilku genogatunkéw kretka lub opracowanie
preparatéw antygenowych nowej generacji tj. bialek
chimerycznych zlozonych z dobrze wyselekcjonowa-
nych fragmentéw roznych antygendw. Liczne prace
w tej tematyce dajg nadzieje, na opracowanie skutecz-
niejszych testow diagnostycznych opartych na antyge-
nach otrzymywanych metodami biotechnologicznymi.
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Streszczenie: Zelazo jest jednym z istotniejszych mikroelementéw wykorzystywanych przez bakterie, niezbednym dla metabolizmu pod-
stawowego komorki. Ponad 70% biodostepnego zelaza w organizmach ssakéw znajduje si¢ w czasteczce hemu. Gram-ujemne bakterie
patogenne podczas kolonizacji organizmu gospodarza wykorzystuja hem jako gtéwne zrodlo zelaza. Bakterie wyksztalcity dwa typy recep-
toréw/transporteréw blony zewnetrznej zaangazowanych w pobieranie czgsteczki hemu. Pierwszy z nich skupia receptory rozpoznajace
hem wolny lub zwigzany w hemoproteinach i transportujace ligand przez blong zewnetrzna. Drugi typ receptoréw rozpoznaje i transpor-
tuje hem w kompleksie z hemoforem, niskoczasteczkowym biatkiem uwalnianym z komoérki bakteryjnej. Mikroorganizmy wyksztalcity
transkrypcyjne i potranskrypcyjne mechanizmy kontrolujace proces transportu zelaza/hemu, chroniace przed ich toksycznym nadmia-
rem. Jeden z wazniejszych mechanizméw regulujacych opiera si¢ na funkcjonowaniu biatka Fur, represora transkrypcji gendéw. Coraz
wigcej wiadomo o roli niekodujacych RNA w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw regulonu Fur.

1. Wprowadzenie. 2. Hem i zwigzki hemu w organizmie gospodarza. 3. Wigzanie i transport hemu przez ostony bakteryjne. 3.1. Aktywny
transport hemu przez blone zewnetrzng bakterii Gram-ujemnych. 3.2. Transport przez blon¢ cytoplazmatyczng zalezny od ATP.
4. Regulacja ekspresji genow systemow transportu i pozyskiwania hemu. 4.1. Charakterystyka biatka Fur. 4.2. Oddziatywanie Fur-DNA.
4.3. Regulacja ekspresji fur u E. coli. 4.4. Fur jako globalny regulator ekspresji genéw u E. coli. 4.5. Inne mechanizmy kontroli ekspresji
systemow transportu i pozyskiwania hemu. 5. Podsumowanie

MECHANISMS OF FUNCTIONING AND CONTROL
OF HEME UPTAKE IN GRAM-NEGATIVE PATHOGENIC BACTERIA

Abstract: Iron is one of the most important micronutrients used by bacteria, essential for their basic metabolism. Over 70% of bioavail-
able iron in mammals is in the heme molecule. Gram-negative pathogenic bacteria during colonization and infection of the host organ-
ism use heme as the main source of iron. Bacteria have developed two types of outer membrane receptors/transporters involved in the
heme uptake. The first one focuses on the receptors recognizing heme or hemoproteins and transporting the ligand through the outer
membrane. The second type of receptor recognizes and takes up heme in a complex with a hemophore, a small protein released from
a bacterial cell. Microorganisms have developed appropriate transcriptional and post-transcriptional mechanisms that control the iron/
heme uptake, protecting against their toxic excess. One of the most important regulatory systems is based on the functioning of the Fur
protein, a repressor of gene transcription. More and more is known about the role of non-coding RNAs in post-transcriptional regulation
of Fur regulon gene expression.

1. Introduction. 2. Hem and heme compounds in the host organism. 3. Binding and transport of heme through bacterial wall and mem-
branes. 3.1. Active transport of heme through the outer membrane of Gram-negative bacteria. 3.2. ATP-dependent transport across the
cytoplasmic membrane. 4. Regulation of gene expression of heme uptake. 4.1. Characteristics of Fur protein. 4.2. Fur-DNA interaction.
4.3. Regulation of fur gene expression in E. coli. 4.4. Fur as a global regulator of gene expression in E. coli. 4.5. Other mechanisms for con-
trolling the expression of heme uptake genes. 5. Summary

Stowa kluczowe: hem/hemoproteiny, system transportu hemu, Gram-ujemne patogenne bakterie, regulacja ekspresji genow, represor Fur
Key words: heme/hemoproteins, heme transport system, Gram-negative pathogenic bacteria, regulation of gene expression,
Fur repressor

1. Wstep

Zelazo to jeden z najobficiej wystepujacych pier-
wiastkéw na Ziemi, ktéry w historii naszej planety
podlegat skomplikowanym procesom geochemicznym.
Waznym wydarzeniem w historii Ziemi byta zmiana
2,5 miliarda lat temu pierwotnej atmosfery ziemskiej,
pozbawionej tlenu, na atmosfere tlenowa, co sprawilo, ze

tatwo dostepne jony zelaza Fe (II) staly si¢ niedostepne.
Przybraly forme nierozpuszczalnych tlenkéw zelaza
(II/III), hematytéw (Fe,O,) czy magnetytéw (Fe,O,).
Obecnos¢ tlenu w atmosferze miata kolosalny wplyw
na powstanie tlenowych form zycia. Zelazo jest mikro-
elementem niezbednym do Zzycia prawie wszystkich
mikroorganizméw, gdyz pelni role kofaktora w wielu
procesach metabolicznych, takich jak metabolizm

* Autor korespondencyjny: Karolina Jaworska, Zaktad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet
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cukréw i biatek, pozyskiwanie energii czy synteza DNA
i RNA. Pierwiastek ten stanowi istotny czynnik w pro-
cesie wzrostu i proliferacji komoérek. Dodatkowo wplywa
na odpowiedz mikroorganizméw na stres oksydacyjny
oraz na ekspresje gendéw kodujacych bakteryjne czyn-
niki wirulencji podczas infekcji organizmu gospodarza
[1]. Z kolei nadmiar Zelaza bywa toksyczny, a zreduko-
wana forma Fe (II), cho¢ rozpuszczalna, to w reakcji
Fentona, generuje toksyczne rodniki hydroksylowe.
Reaktywne formy tlenu (ROS, reactive oxygen species)
moga wywiera¢ szkodliwe dzialanie na komérki uszka-
dzajac ich DNA, oraz budujace je, lipidy czy biatka [2].
Bakterie z rodzaju Lactobacillus to pierwsze orga-
nizmy, u ktérych zaobserwowano wzgledna niezalez-
nos¢ zycia od tego mikroelementu. W przypadku bak-
terii L. plantarum rosnacych w podtozu hodowlanym
o niskiej zawartosci zelaza (0,6 pM Fe) szacowana ilos¢
tego pierwiastka wynosita srednio 3,6+ 1,5 atomu tego
metalu na komorke. Natomiast komérki Escherichia
coli, hodowane w tych samych warunkach, zawieraly
$rednio 1,2£0,2 x 10° atomow zelaza na komorke [3].
Uniezaleznienie od zelaza prawdopodobnie wyjasnia
zdolno$¢ tych bakterii do wzrostu w mleku, w ktorym
dostepnos¢ tego mikroelementu jest bardzo ograni-
czona ze wzgledu na wystepowanie laktoferyny [3].
Innym przykladem jest Borrelia burgdorferi, czynnik
etiologiczny boreliozy, ktérej analiza sekwencji genomu
wykazata brak genéw kodujacych biatka zwiazane z asy-
milacja zelaza. W dodatku znaczne ograniczenie zelaza
w hodowli (<0,1 uM Fe) nie mialo wplywu na wzrost
bakterii, a wyznaczona przy zastosowaniu spektro-
metrii mas sprzezonej z plazma wzbudzang indukcyj-
nie (ICP-MS) zawartos¢ tego pierwiastka w komorce
byla nizsza niz 10 atomoéw [4]. Rowniez Treponema
pallidum, czynnik etiologiczny syfilisu, wydaje si¢ nie
wymagac zelaza do sprawnego funkcjonowania. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze zarowno B. burgdorferi, jak i T. pal-
lidum sg obligatoryjnymi pasozytami wewnatrzkomor-
kowymi o zredukowanej wielkoéci genomu i chociaz
nie wymagaja zelaza, to ich funkcjonowanie opiera
sie na metabolizmie gospodarza zaleznym od Zelaza.
Scislej méwige, zycie obu tych patogenéw zalezy od
tego pierwiastka, cho¢ w minimalnym stopniu [5].
Bakterie chorobotworcze zasiedlajace komorki i/lub
tkanki zwierzgce musza korzystac z zelaza dostepnego
w organizmie gospodarza, ktdrego stezenie jest bardzo
niskie, gdyz prawie cala jego pula wystepuje w postaci
zwigzanej. Ponadto patogeny napotykaja jeszcze wigk-
sze trudnosci w zdobyciu zelaza w wyniku indukcji nie-
swoistej odpowiedzi immunologicznej gospodarza [1].
Ta odpowiedz to przede wszystkim polaczone dzialanie
kluczowych regulatoréw homeostazy zelazowej, hepcy-
dyny i ferroportyny. Hepcydyna, peptyd syntetyzowany
w watrobie ssakow, pelni podwdjna funkgje, jest chela-
torem jondw zelaza oraz induktorem hypoferremii (nie-
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doboru zelaza), w wyniku ktérej nastepuje zmniejszenie
zdolno$ci wiazania zelaza przez surowice, a zwieksze-
nie poziomu ferrytyny w tkankach. Ponadto aktywnos¢
innych biatek gospodarza indukowanych w odpowiedzi
na infekcje bakteryjng obniza poziom zelaza. Lipoka-
lina-2, wydzielana przez neutrofile i makrofagi, zdolna
jest do wychwytu bakteryjnych sideroforéw, np. entero-
baktyny. Laktoferyna, glikoproteina podobna do trans-
feryny, wiaze kazde wolne zelazo. Wszystko to skutkuje
ostabieniem zdolnosci patogenéw do przezwyci¢zania
odpowiedzi immunologicznej gospodarza [6, 7].
Niskie stezenie wolnego zelaza w srodowisku spra-
wia, ze bakterie korzystajg z réznych strategii/mechaniz-
mow pozyskiwania tego pierwiastka. Co wiecej, lokali-
zacja bakterii w organizmie gospodarza (wewnatrz- czy
zewnatrzkomorkowa) wplywa na strukture chemiczng
zelaza dostepnego dla bakterii. Gléwnym jego zrodtem
dla bakteryjnych patogenodw, ale takze dla niepatogen-
nych symbiontéw, jest wolny hem i hemoproteiny [1, 8].

2. Hem i zwigzki hemu w organizmie gospodarza

Ponad 70% biodostepnego zelaza w organizmach
ssakow znajduje si¢ w czasteczce hemu. Hem jest
grupa prostetyczna zawierajaca zelazo, wchodzaca
w skiad wielu biatek. U zwierzat synteza hemu zacho-
dzi w konserwowanym ewolucyjnie o§mioetapowym
szlaku biosyntezy [9]. Hem jest syntetyzowany w pra-
wie wszystkich typach komoérek ludzkich, cho¢ zdecy-
dowanie najwiecej hemu produkujg komorki erytro-
idalne, w dalszej kolejnosci hepatocyty. Hem moze by¢
takze dostarczany z pozywieniem. Czasteczka hemu
jest biologicznie aktywnym chelatorem zelaza, wolny
hem (niezwigzany z biatkiem) moze generowa¢ ROS,
a ze wzgledu na swoje wlasciwosci hydrofobowe moze
interkalowa¢ do blony lipidowej niszczac jej strukture.
Dlatego tez biosynteza hemu jak i jego degradacja sa
w komorce $cidle regulowane. Ponad 95% hemu jest
zwigzana w organizmie cztowieka z bialkami (hemo-
proteiny). Wiekszo$¢ hemoprotein zlokalizowana jest
wewnatrzkomdrkowo, a okoto 67% hemu w organizmie
cztowieka jest zwigzana w hemoglobinie obecnej w ery-
trocytach. Inne gléwne hemoproteiny to mioglobina
wystepujaca w komoérkach migsniowych, a takze cyto-
chromy, cytoglobina i neuroglobina [6, 7].

Pula zewnatrzkomorkowego hemu to okoto 0,1 uM,
co stanowi mniej niz 0,1% calego hemu komoérkowego.
Ograniczona ilo$¢ sprawia, ze hem jest trudno dostepny
dla patogendéw zewnatrzkomoérkowych. Gtéwnym jego
zrédlem jest hemoglobina obecna w osoczu krwi (okoto
80-800 nM w surowicy). Hemoglobina pochodzjca ze
zlizowanych erytrocytow jest wigzana przez haptoglo-
bine, natomiast wolny hem, pochodzacy z uszkodzonej
hemoglobiny, jest wiazany przez hemopeksyny suro-
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wicy i w mniejszym stopniu przez albuminy surowicy.
W ukladzie pokarmowym hem dostarczany z pozywie-
niem moze by¢ biodostepny jako czasteczka wolna lub
zwigzana z hemopeksyng. W organizmie gospodarza,
gdzie stezenie hemu jest niskie, hem i hemoproteiny
moga by¢ dostepne w wyniku uszkodzenia komoérek
podczas infekcji bakteryjnej. W tym celu bakterie pro-
dukujg egzotoksyny, ktore uwalniajg hem z hemopro-
tein, sg to hemolizyny, cytolizyny czy proteazy bakte-
ryjne. Wsrod tych ostatnich dobrze scharakteryzowane
zostaly proteazy cysteinowe Porphyromonas gingivalis,
gingipainy, jak réwniez autotransportujace biatko Hbp
(hemoglobin-binding protein) o aktywnosci proteazy
wystepujace u patogennych szczepdw E. coli [1, 6, 10].

Hem jest doskonalym zrédlem zelaza dla bakterii.
Patogeny pozyskuja zelazo z hemu dzieki aktywnosci
oksygenazy hemowej (HO) katalizujacej konwersje
hemu do biliwerdyny z uwolnieniem zelaza i dwutlenku
wegla. Ponadto czasteczka hemu po pobraniu przez
komorke bakteryjng moze by¢ wlaczona do czasteczki
biatka i jako kofaktor w hemoproteinach pelni¢ wazng
role w procesie: oddychania (transport tlenu, transport
elektronéw), fotosyntezy, transdukcji sygnatu, detoksy-
kacji ksenobiotykéw, odpowiedzi na stres oksydacyjny
czy produkgji i unieszkodliwiania toksycznych nad-
tlenkéw. Hem jest grupg prostetyczng takze katalazy,
peroksydazy oraz enzymoéw z grupy cytochromu P450.
Hem moze réwniez pelni¢ role regulatorowa w proce-
sie transkrypcji DNA, translacji, stabilno$ci biatek oraz
réznicowania komorek [8, 10, 11].
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Jak juz wspomniano, nadmiar wolnego hemu jest
toksyczny dla komorek dlatego bakterie wyksztalcily
kilka mechanizméw pozwalajacych na niwelowanie
jego szkodliwego dziatania przez wyrzut na zewnatrz
komorki (pompy typu efflux), sekwestracje, konwersje
hemu w nietoksyczne zwiazki czy degradacj¢ (miedzy
innymi przy uzyciu oksygenazy hemowej) [1].

3. Wigzanie i transport hemu przez ostony bakteryjne

Bakterie, w celu pozyskania zelaza/hemu wyksztat-
cily specyficzne transportery blonowe pozwalajace na
transport hemu przez blone zewnetrzng (OM) i cyto-
plazmatyczng (bakterie Gram-ujemne) oraz przez
grubg warstwe mureiny $ciany komorkowej (bakterie
Gram-dodatnie). Dodatkowo bakterie moga wydziela¢
krotkie peptydy zwane hemoforami, ktére wigza wolny
hem, a nastepnie dostarczaja go do komorek [1, 8].

3.1. Aktywny transport hemu przez blone
zewnetrzng bakterii Gram-ujemnych

Mechanizm wychwytu hemu jest bardzo podobny
dla wiekszosci Gram-ujemnych bakterii. Ogélny pro-
ces pobierania hemu przedstawiono na przyktadzie sys-
temu transportu hemu u Yersinia enterocolitica, ludz-
kiego enteropatogenu (Ryc. 1).

Zidentyfikowano i dobrze scharakteryzowano ponad
30 réznych transporteréow hemu, ktére funkcjonuja
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Ryc. 1. Schemat transportu hemu u Y. enterocolitica
W pierwszym etapie tego procesu nastepuje rozpoznanie hemu, w postaci wolnej lub zwigzanej w hemoproteinach, przez
specyficzny receptor blony zewnetrznej, bialko HemR. Czasteczka hemu, w tym takze ta uwolniona z hemoprotein, po prze-
dostaniu si¢ do peryplazmy ulega zwigzaniu przez bialko HemT, a nastepnie jest transportowana przez bfone wewnetrzna
poprzez kompleks transporterow ABC (HemU/HemV). Energie do transportu przez blone dostarcza kompleks biatkowy
TonB/ExbB/ExbD. Po przedostaniu si¢ do cytoplazmy, hem moze by¢ degradowany w wyniku aktywnosci bialka HemS,
badz przechowywany w komorce patogenu.
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w blonie zewnetrznej patogenéw Gram-ujemnych.
Transportery hemu mozna podzieli¢ na dwie klasy.
Do pierwszej nalezg te, ktore rozpoznajg hem i spe-
cyficzne kompleksy biatkowe zawierajace hem, np.
hemoglobine. Niektore gatunki bakterii posiadaja wiele
réznych receptoréw tej klasy dla odmiennych hemo-
protein. Receptory te moga by¢ syntetyzowane w $cisle
okreslonych warunkach $rodowiskowych/niszach eko-
logicznych organizmu gospodarza (np. u Haemophilus
influenzae). Inne gatunki bakterii posiadaja jeden typ
receptora OM charakteryzujacy si¢ zdolnoscig do wig-
zania wielu hemoprotein, co $wiadczy o tym, ze roz-
poznanie substratu ma miejsce na poziomie czasteczki
hemu. Dobrym przykladem takiego receptora jest
HemR u Y. enterocolitica, ktory jest zdolny do wigzania
hemu, hemoglobiny, mioglobiny, kompleksu hemoglo-
bina-haptoglobina, hem-hemopeksyny, hem-albuminy
[12, 13]. W ostatnim czasie wykazano, iz Y. enterocoli-
tica koduje dwa receptory hemu, ktére nazwano HemR1
oraz HemR2. Obydwa geny zlokalizowane sg w réznych
miejscach w genomie i wchodzg w skltad dwoéch ope-
rondéw, hemPRSTUV-1 oraz hemPRST-2. Z prowadzo-
nych badan wynika, iz obydwa receptory sg funkcjo-
nalne, chociaz HemR2 wydaje si¢ by¢ mniej efektywny
niz HemR1, co moze wynika¢ z nizszej ekspresji hem-
PRST-2 w poréwnaniu do hemPRSTUV-1 [14].
Wszystkie czasteczki transporteréw hemu bakterii
Gram-ujemnych tworza w blonie zewnetrznej strukture
B-barylki zbudowanej z 22 taicuchéw aminokwaso-
wych przyjmujacych forme antyréwnolegtych B-kartek.
Dodatkowo posiadaja domeng globularng, ktéra moze
blokowa¢ por transportera. Lancuchy p-kartek tworzg
w peryplazmie krotkie petle, natomiast na powierzchni
komorki dlugie hydrofilowe petle stuzace do oddzia-
tywan biatko-biatko i wigzania hemu badz hemopro-
tein. Niezaleznie od strukturalnego podobienstwa oraz
sekwencji aminokwasowej, wszystkie znane receptory
hemu posiadaja dwie konserwowane reszty histydyny
(np. His128 oraz His461 u HemR Y. enterocolitica), ktore
koordynujg hem i sg zlokalizowane w konserwowanych
domenach niezbednych dla funkcjonowania receptora,
np. w domenie FRAP/NPNL [1, 10]. Proponowany
model dziatania HemR postuluje istnienie TonB-zalez-
nego transferu hemu z His461 do His128, co pozwala na
przejscie hemu przez kanal w blonie zewnetrznej [12].
Wiele receptoréw hemowych wigze wolny hem lub
hem zwigzany z kompleksem biatkowym, takim jak
hemoglobina lub hemopeksyna. Przykladem sg biatka
FrpB1 Helicobacter pylori i ChuA Campylobacter jejuni,
ktére jak wykazano za pomoca spektrofotometrii UV-
-VIS, wiazg si¢ z hemem i/lub hemoglobing [15, 16].
Szczegolnym przypadkiem wsrod znanych receptorow
hemowych jest receptor HpuAB wystepujacy u bak-
terii z rodzaju Neisseria dla haptoglobiny-hemoglo-
biny i hemoglobiny [17]. Sktada si¢ on z dwdch biatek
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o wielkosci 42 kDa (HpuA) i 89 kDa (HpuB). HpuB jest
biatkiem zaleznym od TonB. HpuA jest zewnetrzna
lipoproteing blonowa. Oba biatka sa wymagane do
wigzania hemoprotein [18].

Do drugiej klasy transporteréw nalezg te bialka,
ktore rozpoznaja i pobieraja hem w kompleksie z hemo-
forem. Hemofory to niskoczasteczkowe biatka bakte-
ryjne wydzielane z komoérki do $rodowiska. Ich rola
jest wigzanie hemu i dostarczanie go do specyficznych
receptoréw w blonie zewnetrznej. Gléwna klasg hemo-
forow sg biatka HasA, ktére zidentyfikowano u wielu
patogenow bakteryjnych, w tym Serratia marcescens
i Pseudomonas aeruginosa [19-21]. Badania struktury
HasA [22, 23], wykazaly, ze bialko to wystepuje jako
monomer o wielkosci 19 kDa [22]. Po zwigzaniu hemu
hemofor HasA wigze si¢ z receptorem blony zewnetrz-
nej HasR, co skutkuje przeniesieniem hemu na HasR
[19, 24]. Nie do konca wiadomo jakie zmiany struk-
turalne wystepuja podczas przenoszenia kompleksu
HasA/hem na receptor HasR. Wiadomo jedynie, ze
proces zachodzi nawet w nieobecnosci ATP, co suge-
ruje, ze transfer ten nie wymaga energii [24].

Jak wspomniano wczesniej, do transportu czasteczki
hemu przez ostony komérkowe, potrzebna jest energia.
W procesie tym bierze udzial system transportu TonB/
ExbB/ExbD. Chociaz nie okreslono calkowitego zapo-
trzebowania na energie potrzebng do transportu, to
ustalono, ze podczas transportu protondw przez blone
wewnetrzng, z peryplazmy do cytoplazmy, tworzona
jest sifa protonomotoryczna. W procesie tym bierze
udzial bialko ExbB, ktorego helisy tworza w blonie
wewnetrznej strukture poru. Por ma strukture penta-
meru utworzonego z helis biatka ExbB oraz jednej helisy
bialka ExbD. Pozostate hydrofobowe helisy ExbD praw-
dopodobnie znajduja si¢ w blonie wewnetrznej, poza
strukturg utworzonego pentameru [25]. Nie wiadomo,
w jaki sposob sita protonomotoryczna jest przeksztal-
cana w energie¢ potrzebna do transportu hemu przez
blone, ale zaproponowano dwa mechanizmy. Wediug
jednej hipotezy moze to by¢ ruch rotujacy biatka ExbD,
albo dziatanie biatka ExbD jako ttok, wzdtuz centralnej
osi ExbB. Ten mechaniczny ruch odbierany jest przez
biatko TonB, wywolujac jego interakcje z receptorem
blony zewnetrznej [25]. C-koncowa domena TonB
oddzialuje z ,TonB box”, tj. z N-konicowym regionem
receptora blony zewnetrznej, skierowanym do pery-
plazmy, ktéry moze by¢ odpowiedzialny za transfer
energii z kompleksu TonB do receptora hemowego [26].

Czesto bywa tak, iz w komorce bakteryjnej funk-
cjonuje kilka réznych systeméw wychwytu hemu [10,
27]. Przyktadem jest P. aeruginosa, ktéry posiada recep-
tor hemu w blonie zewnetrznej (PhuR), system trans-
porteréw ABC (PhuTUYV), jak i hemofor HasA wraz
z receptorem HasR rozpoznajacym kompleks hemofor/
hem [1]. System transportu warunkujagcy pobieranie
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hemu zwigzanego w Zzelazoproteinach u P, aeruginosa
jest kodowany przez geny operonu phu (Pseudomo-
nas heme uptake). Gen phuR koduje receptor PhuR,
ktorego funkeja zalezy od aktywnosci TonB. Geny phu-
TUV koduja system transportujacy zalezny od pery-
plazmatycznego biatka wigzacego hem, niezbedny do
transportu przez blone cytoplazmatyczng. System trans-
portu P. aeruginosa kodowany przez operon phuSTUV
jest homologiczny do systemu obecnego u Y. enteroco-
litica, Y. pseudotuberculosis i Y. pestis [28, 29].

3.2. Transport przez blone cytoplazmatyczna
zalezny od ATP

Kluczowa role w przenoszeniu hemu przez pery-
plazme do blony cytopazmatycznej pelni rozpuszczalne
peryplazmatyczne biatko wigzace substrat (PBP, peri-
plasmic binding protein). Mechanizm uwalniania hemu
z receptora blony zewnetrznej do PBP jest nieznany.
Mozliwe, ze powinowactwo hemu do receptora maleje
w wyniku oddzialywania z PBP. Biatka PBP zostaly
podzielone na trzy klasy w zaleznosci od liczby pola-
czen migdzydomenowych. Wszystkie trzy klasy biatek
charakteryzuja si¢ obecnoscig N-koncowych i C-kon-
cowych globularnych domen, ktére tworzg szczeline
pomiedzy domenami odpowiedzialng za wigzanie
ligandu. Biatka nalezace do klasy I i IT maja dwa z trzech
polaczen miedzydomenowych. Do klasy I nalezy mie-
dzy innymi bialko PBP wigzace maltoze, a do klasy II
reduktaza rybonukleotydowa. Oba te biatka podle-
gaja duzym zmianom strukturalnym niezbednym do
zwigzania i uwolnienia substratu. Bialka klasy IIT maja
jedno polaczenie miedzydomenowe, ktére ulega matym
zmianom konformacyjnym. Do tej klasy nalezy mie-
dzy innymi biatko wigzace witaming B, (BtuF). Biatko
PhuT P, aeruginosa ma podobng budowe do BtuF, gdzie
domeny C- i N-koncowe zawierajg pigcioniciowe
B-kartki oflankowane a-helisami. Hem jest zwigzany
przez tyrozyne w N-koncowej domenie znajdujacej sie
w szczelinie wigzgcej hem [1]. Podczas gdy wigkszos¢
odkrytych PBP wiaze si¢ z hemem w stosunku 1:1
HmuT Y. pestis wigze dwie czasteczki hemu jednocze-
$nie [30]. Bialko to posiada dwie {3-kartki potaczone
a-helisg, jednakze odleglos¢ pomiedzy resztami Tyr70
i Argl67 jest wigksza w poréwnaniu z innymi PBP.
Moze to wyjasnia¢ zdolnos¢ HmuT do wigzania wigcej
niz jednej czasteczki hemu [30].

Transportery ABC blony cytoplazmatycznej sta-
nowig jedna z wiekszych biatkowych superrodzin i sg
odpowiedzialne za transport substratow przez blone
zalezny od ATP. Biatka s zbudowane z dwoch transbto-
nowych domen tworzacych kanat translokacyjny oraz
dwdch domen cytoplazmatycznych odpowiedzialnych
za wigzanie i hydrolize ATP. Domena transblonowa
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transporteréw rozni sie dltugoscia i sekwencja amino-
kwasowg, co zapewnia specyficzno$¢ substratows.
Domena wigzaca ATP jest silnie konserwowana. Trans-
port ten przebiega wedlug modelu ,, ATP-switching”
[1]. W tym modelu peryplazmatyczne biatko wiazace
hem oddzialuje z domeng transblonowg transportera
ABC indukujac zmiane jego konformacji. Zmiana ta
prowadzi do obnizenia energii aktywacji wymaganej do
wigzania ATP z domeng cytoplazmatyczng. Wigzanie
ATP indukuje tworzenie zamknietej formy dimerycznej
domeny transbtonowej i skutkuje uwolnieniem hemu
do kanalu transportowego. Dzigki hydrolizie ATP,
nastepuje translokacja hemu do cytoplazmatycznego
biatka wigzacego hem. Przyréwnanie sekwencji ami-
nokwasowej transporteréw ABC wykazalo, ze wszystkie
posiadaja dwie konserwowane reszty histydyny zloka-
lizowane w domenie tworzacej kanat [1].

Czasteczka hemu obecna w cytoplazmie moze
powodowac¢ efekt cytotoksyczny, dlatego w komorce
uruchamiany jest mechanizm katabolizmu czasteczki.
Polega on na degradacji pierscienia protoporfiryno-
wego hemu za pomocg oksygenazy hemowej, co pro-
wadzi do otrzymania labilnego Zelaza, biliwerdyny oraz
dwutlenku wegla. Bakteryjne oksygenazy sa funkcjo-
nalnymi i strukturalnymi homologami eukariotycznych
oksygenaz [7, 11, 31].

4. Regulacja ekspresji genow systemow transportu
i pozyskiwania hemu

Bakterie patogenne podczas kolonizacji i infek-
cji organizmu gospodarza wykorzystuja hem/hemo-
proteiny jako zrodlo zelaza, jednakze w nadmiarze
pierwiastek ten jest wysoce toksyczny, dlatego tez
mikroorganizmy wyksztalcily odpowiednie mecha-
nizmy kontrolujace importowanie hemu lub bialek
zawierajagcych zelazo do wnetrza komorek [8]. Jeden
z wazniejszych systemoéw regulacyjnych wystepujacy
powszechnie u bakterii Gram-ujemnych opiera sie
na funkcjonowaniu globalnego regulatora transkryp-
cji genow, biatka Fur. Chociaz regulator ten zidenty-
fikowano i najlepiej zbadano u E. coli, jego homologi
odnaleziono u innych Gram-ujemnych patogendw,
w tym H. pylori, C. jejuni, P. aeruginosa, Y. pestis oraz
Y. pseudotuberculosis [29, 32-35].

4.1. Charakterystyka biatka Fur

Biatko cytoplazmatyczne Fur u E. coli jest zbudo-
wane z 148 reszt aminokwasowych o lacznej masie
16,8 kDa. W strukturze Fur wyrdznia si¢ dwie domeny:
N-terminalng domene¢ wigzaca DNA (2-84aa) oraz
C-terminalng domene dimeryzacyjng (85-148 aa).
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Domena wiazaca zbudowana jest z czterech a-helis
(al, a2, a3, a4), ktore tworza motyw uskrzydlonej
helisy (motyw WH, winged helix) oraz z dwdch anty-
réwnoleglych B-kartek (B1, B2). Za wigzanie DNA
odpowiedzialne sg glicyna w pozycji 50 oraz alanina w
pozycji 64, bedace aminokwasami helisy a4. C-termi-
nalna domena dimeryzacyjna zbudowana jest z trzech
ulozonych antyréwnolegle B-kartek (B3, p4, p5), oto-
czonych pojedyncza a-helisa (a5). Za dimeryzacje
odpowiedzialne sa P-kartki, ktére facza monomery.
Co ciekawe, miedzy helisami a5 monomero6w, tworza
sie liczne oddzialywania hydrofobowe i hydrofilowe.
Umozliwiaja one uformowanie konserwowanych most-
kéw solnych miedzy asparaging w pozycji 103 i argi-
ning w pozycji 109 helisy a5 jednego monomeru, a tymi
samymi aminokwasami helisy a5 drugiego monomeru.
Wszystkie pozostale aminokwasy helis a5 odpowie-
dzialne sg za wigzanie si¢ z f-kartkami domeny dime-
ryzacyjnej drugiego monomeru [36, 37].

W budowie biatka Fur wyrdznia si¢ dwa miejsca,
ktore charakteryzujg si¢ zdolnoscig do wigzania dwu-
warto$ciowych jonéw metali, takich jak cynk, mangan,
zelazo czy kobalt [38]. W przypadku duzej dostepnosci
jonow Fe?* w srodowisku, oba monomery biatka wiaza
po jednym jonie. Taka sytuacja prowadzi do zmiany
pozycji domen wigzacych DNA w biatku, co zwigksza
jego powinowactwo do DNA nawet 1000-krotnie. Kom-
pleks Fe**-Fur wigze si¢ do regionéw promotorowych
genow zwigzanych z asymilacja zelaza, uniemozliwiajac
tym samym przylaczenie si¢ polimerazy RNA i hamu-
jac transkrypcje. Mozna zatem stwierdzi¢, iz zelazo jest
niezbedne do hamowania ekspresji genéw znajdujgcych
sie pod kontrolg Fur [5]. Co ciekawe, biatko Fur zawiera
przynajmniej jedno miejsce w dimerze, ktére moze
wigza¢ wylacznie dwuwartos$ciowe jony cynku [39].
W 1998 roku Jacquamet i wsp., postugujac sie metoda
spektroskopii fotoelektronéw w zakresie promieniowa-
nia X, wykazali obecno$¢ takiego miejsca w biatku Fur
E. coli, zlokalizowanego w obrebie cystein w pozycji 92
195 na C-koncu [40]. Miejsce to nie jest konserwowane
i nie wystepuje u wszystkich bakterii. Cynk wigzany
w tych miejscach odpowiedzialny jest za utrzymanie
integralnosci dimeru, nie pelni on natomiast funkeji
regulatorowej [36].

4.2. Oddzialywanie Fur-DNA

Do represji genéw, zwigzanych z asymilacja jonow
zelaza, dochodzi w przypadku duzego stezenia tego
mikroelementu w $rodowisku. To wlasnie wtedy biatko
Fur wiaze jony Fe**, co powoduje zmiane jego konfor-
magcji i umozliwia przytaczenie do regionéw promo-
torowych genéw, hamujac ich ekspresje. W odwrotnej
sytuacji, kiedy stezenie jonow zelaza w srodowisku jest
zbyt niskie, aby bakterie mogly sie namnaza¢ dochodzi
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do odblokowania ekspresji genow, ktorych produkty sa
odpowiedzialne za ich asymilacje. Ze wzgledu na zbyt
malj ilos¢ zelaza nie powstaje kompleks Fe?*-Fur i nie
dochodzi do zahamowania transkrypcji regulowanych
genow [41] (Ryc. 2).

Kompleks Fe**-Fur przyltacza si¢ zazwyczaj miedzy
sekwencjami -35 i -10 w obszarze promotoréw regu-
lowanych genéw. U Y. enterocolitica miejsce wigzania
dla tego represora pokrywa sie z sekwencja —10 promo-
tora operonu hemPRSTUV-1, jak réwniez hemPRST-2.
Wykazano, iz Fur kontroluje w sposéb negatywny
aktywnos¢ obydwu operonéw w warunkach nadmiaru
zelaza w $rodowisku [14]. Dodatkowy, wewnetrzny
promotor przed genami hemSTUV zidentyfikowano
u Y. enterocolitica, Y. pestis oraz Y. pseudotuberculosis,
ale transkrypcja tego operonu pozostaje niezalezna od
Fur [13, 28, 29].

Pierwotnie twierdzono, iz miejsce wigzania Fur do
DNA to palindromiczna sekwencja konsensus o diu-
gosci 19 pz, zwana ,,Fur box” lub ,,Iron box” (5’-GATA-
ATGAT(A/T)ATCATTATC-3’). Jednakze, w 2000 roku,
dzigki analizom footprinting, Escolar i wsp. wykazali,
ze biatko Fur moze wigza¢ fragment DNA wiekszy niz
19 pz [42]. Dzieje si¢ tak, poniewaz czesto dochodzi
do sytuacji, kiedy dwie lub wigcej sekwencji typu ,, Iron
box” sasiaduje ze sobg lub zachodzi na siebie, co suge-
ruje wigzanie DNA przez wiele kompleksow Fe**-Fur
jednoczes$nie. W rzeczywistoséci, do promotoréw nie-
ktorych genow potrafi przytaczy¢ sie kilka kompleksow,
ktore Iacznie obejmujag obszar o dlugosci nawet 100 pz.
Takie sytuacje doprowadzity do reinterpretacji miejsca
»Fur box’, jako sekwencji trzech powtdrzen, sklada-
jacych si¢ z motywow o dlugosci 6 pz (5°-NAT(A/T)
AT-3’);NAT(A/T)AT; N;AT(A/T)ATN-3’). Powtorzone
motywy zwiekszajg sile wigzania biatka Fur do DNA
[5]. Jednakze wspomniane badania nie wyjasniaja
dokladnie jak poszczegélne dimery Fur sg rozmiesz-
czone wzdluz podwdjnej helisy DNA oraz ile sze$cionu-
kleotydowych powtérzen jest wymaganych do zwigza-
nia pojedynczego dimeru. Z kolei Lavrrar i wsp. (2002)
sugerowali, iz biatko Fur wiaze si¢ z 13 pz motywem
typu 6-1-6 [43]. Taki uklad pozwala obu dimerom
biatka Fur wiaza¢ sie do miejsc ,,Fur box”, znajduja-
cych sie¢ po przeciwnych stronach podwdjnej nici DNA
i przesunietych o okolo pot skretu helisy. Zgodnie z tym
modelem, kazdy kolejny 6 pz motyw pozwala na przy-
faczenie kolejnego dimeru biatka Fur. Dodatkowo, taki
uklad potwierdza stusznos¢ badan, ktére wskazuja, ze
dimery Fur owijaja sie¢ wokdt podwdjnej helisy [44].

Klasyczny model regulacji z udzialem biatka Fur
opiera si¢ na wigzaniu z DNA dimeréw tego bialka
w kompleksach z zelazem (Fe?) jako kofaktorem
(holo-Fur). Udowodniono réwniez, ze aktywacja jak
i represja genéw jest mozliwa z udziatem dimeru apo-
-Fur (bez udzialu Fe**) [45]. U H.pylori Fur moze
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Ryc. 2. Schemat regulacji ekspresji genéw z udzialem represora Fur
(A) Przy niskim stezeniu jonow zelaza, nie powstaje kompleks Fe**-Fur (holo-Fur) w komdrce bakteryjne;.
Dimery apo-Fur nie oddziatuja z DNA, co umozliwia wigzanie polimerazy RNA i transkrypcje gendw
kodujacych biatka odpowiedzialne za transport i asymilacje zelaza. (B) W warunkach wysokiego stezenia
jonow zelaza, kofaktor (Fe**) wigze si¢ z apo-Fur, co prowadzi do wigzania dimeréw holo-Fur w obszarze
promotorowym regulowanych genéw. Przylaczenie represora do DNA uniemozliwia wigzanie polimerazy
RNA, blokujac transkrypcje gendw. x, y, z — geny, ktorych ekspresja jest zalezna od Fur.

hamowac ekspresje gendéw zaréwno indukowanych
obecnoscig zelaza (FeON), jak i tych, ktérych eks-
presja jest hamowana nadmiarem tego pierwiastka
(FeOFF). Wykazano, ze Fur w zaleznosci od tego czy
jest zwiazany z zelazem czy nie, preferencyjnie wigze sie
z konkretnymi motywami operatoréw, i tak odwrécone
powtorzenia TAA s3 istotne dla wigzania holo-Fur, pod-
czas gdy motyw TCATT | TT jest rozpoznawany przez
apo-Fur [46]. Co ciekawe obydwa typy sekwencji moga
wystepowac jednoczes$nie w tych samych operatorach,
a przyktadem promotora zawierajacego taka sekwen-
cje jest promotor genu fur, ktory wiagze zardwno apo-
jak i holo-Fur z takim samym powinowactwem [47].
Eksperyment przeprowadzony metoda chromatografii

wykluczania (Size Exclusion Chromatography — SEC)
pokazal, ze w zalezno$ci od stezenia zelaza w srodowi-
sku Fur moze tworzy¢ réwniez formy multimeryczne.
W roztworze Fur wystepuje jako dimer, a w obecno-
$ci Fe**/Mn?** wigze sie z DNA jako dimer, tetramer,
a nawet jako podwdjny tetramer. Preferencyjnie apo-
-Fur wiaze si¢ z DNA jako dimer, a holo-Fur jako tetra-
mer [46]. Fur po przybraniu odpowiedniej konformacji
wigze sie z DNA dzigki domenie wigzacej. Wykazano,
ze helisy H4 i H4’ oddzialujg z duzym rowkiem DNA
[36]. Badania z wykorzystaniem dystamycyny A, anty-
biotyku wigzacego si¢ w matym rowku DNA w regio-
nach bogatych w pary AT, wykazaly wplyw tego leku
na wigzanie holo-Fur juz w matych ilosciach. Duze
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stezenia dystamycyny A powodowalo catkowite zaha-
mowanie wigzania tej formy biatka. Takiego efektu nie
zaobserwowano dla apo-Fur. Regulacja typu FeOFE,
ale nie FeON, jest podporzadkowana wigzaniu do
matego rowka DNA, co nie wyklucza mozliwosci wig-
zania Fur réwniez w duzym rowku DNA. Wigzanie
dwoch form biatka Fur (apo- i holo-Fur), do réznych
motywow w operatorach, w zaleznosci od struktury
przestrzennej DNA, moze wyjasnia¢ udzial Fur w regu-
lacji ekspresji wielu gendéw zaréwno w sposob nega-
tywny jak i pozytywny [46].

4.3. Regulacja ekspresji genu fur u E. coli

Ilos¢ biatka Fur w komorce E. coli jest zaskaku-
jaco wysoka. Liczba czasteczek bialka siega bowiem
5000 w fazie logarytmicznego wzrostu i dochodzi do
az 10000 w fazie stacjonarnej. Tak duze stezenie Fur
jest prawdopodobnie zwigzane z ilo$cig genéw (ponad
90 u E. coli), ktérych ekspresja znajduje si¢ pod jego
kontrola. W genomie E.coli gen fur zlokalizowany
jest w obrebie bicistronowego operonu fldA-fur. Taki
uklad obecny jest rowniez u innych patogendéw, np.
Klebsiella pneumoniae, H. influenzae czy Y. pestis. Gen
fldA jest bardzo istotny dla Zycia bakterii, koduje on
bowiem flawodoksyne - biatko zawierajace flawiny,
ktére zaangazowane sg w reakcje typu redoks. Istnieje
duze prawdopodobienstwo, iz flawodoksyny odgrywaja
znaczaca role w utrzymywaniu odpowiedniego stezenia
zredukowanych jonéw zelazowych w cytoplazmie, co
ulatwia tworzenie kompleksow Fe**-Fur [5]. Ekspresja
genow operonu fldA-fur jest indukowana poprzez sys-
tem SoxRS w odpowiedzi na stres, wynikajacy z pod-
wyzszonego stezenia nadtlenkow, powstatych w wyniku
reakcji redoks [48]. Dodatkowo, gen fur posiada wia-
sny promotor, z ktérego zachodzi indukcja ekspresji
w obecnosci regulatora OxyR, w odpowiedzi na zwigk-
szone stezenie nadtlenku wodoru, co rowniez zwigzane
jest z zachodzeniem reakcji utleniania i redukcji [49].
Okazuje si¢ jednak, iz pomimo tak wyraznej regula-
¢ji reakcje redoks zwigkszaja poziom ekspresji genu
fur tylko dwukrotnie. Taki wynik ukazuje ciekawa
zalezno$¢ miedzy reakcjami redoks a homeostazg
zelazowa. Zwigkszenie liczby kopii biatka Fur podczas
zachodzenia tego rodzaju reakeji skutkuje wigzaniem
wiekszej ilosci jondw Fe**, zmniejszeniem wydajnosci
transportu zelaza oraz indukcja systemdéw zwigza-
nych z jego magazynowaniem. W efekcie dochodzi
do znacznego zmniejszenia st¢zenia wolnego zelaza
w komdrce wywotanego zachodzeniem reakeji redoks
[48]. Okazalo si¢ réwniez, ze gen fur podlega réwniez
stabej autoregulacji, a miejscem oddzialywania jest ,,Fur
box” zlokalizowany w regionie miedzygenowym ope-
ronu fldA-fur. Dodatkowo, wykazano udziat kompleksu
cAMP/CRP w regulacji ekspres;ji fur [44].
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4.5. Inne regulatory kontrolujace proces
transkrypcji genow systemow transportu
i pozyskiwania hemu

Proces adaptacji bakterii do zmieniajgcych si¢ para-
metréw fizykochemicznych srodowiska mozliwy jest
dzieki funkcjonowaniu réznorodnych mechanizmoéow
regulacyjnych. U E. coli oraz innych bakterii Gram-
-ujemnych, w efektywnym odbiorze, przekazywaniu
i przetwarzaniu sygnatéw biorg udziat dwusktadnikowe
systemy transdukcji sygnatu, w tym szlak sygnalowy
EnvZ/OmpR. EnvZ jest biatkiem o aktywnosci kinazy
i fosfatazy, zlokalizowanym w blonie cytoplazmatycz-
nej i pelnigcym funkcje sensora odbierajgcego sygnaty
srodowiskowe. OmpR to cytoplazmatyczny regulator
odpowiedzi, ktéry w wyniku fosforylacji przez part-
nerska kinaze EnvZ, a co za tym idzie zmian konfor-
macyjnych w biatku, nabiera zdolnosci do przylaczania
sie do sekwencji regulatorowych w genach kontrolujac
pozytywnie lub negatywnie ich transkrypcje. U E. coli
wykazano, iz bialko OmpR pelni funkcje¢ globalnego
regulatora, ktéry kontroluje rézne procesy zyciowe tej
bakterii [50]. Analizy ekspresji promotoréw dwdch
operonéw hemPRSTUV-1 i hemPRST-2 kodujacych
skltadowe systemu transportu hemu u Y. enterocolitica
wykazaly, iz OmpR, obok Fur, hamuje transkrypcje
obu operondéw poprzez bezposrednie oddziatywanie
z DNA w obrebie motywu -35 sekwencji promotoro-
wej. Ponadto, wplyw OmpR na aktywno$¢ promotora
hemPRSTUV-1 obserwowano zaréwno w warunkach
niedoboru, jak i nadmiaru zelaza [14].

Przeprowadzono szereg badan dotyczacych regu-
lacji systeméw pozyskiwania zelaza/hemu in vitro
oraz in vivo, tj. w zaleznosci od lokalizacji patogenu
w organizmie gospodarza i dostepnosci do réznych
zrodet zelaza. U Y. enterocolitica wykazano, iz ekspresja
genu kodujacego receptor hemu HemR jest specyficzna
tkankowo. Ekspresja hemR jest wyzsza w §ledzionie
i otrzewnej, a nizsza w watrobie i jelitach. Ponadto eks-
presja hemR in vivo, w otrzewnej jest wyzsza niz eks-
presja w warunkach in vitro, w podlozu pozbawionym
zelaza. Badania te sugeruja, iz moga istnie¢ dodatkowe
specyficzne sygnaly, poza spadkiem stezenia jonow
zelaza, pochodzace z organizmu gospodarza, ktdre
reguluja transkrypcje hemR [10, 51].

W przypadku Y. pseudotuberculosis w kontroli eks-
presji hmuRSTUV biorg udzial co najmniej dwa glo-
balne regulatory, Fur i IscR. U E. coli biatko IscR (iron-
sulphur cluster regulator), bezposrednio lub posrednio
kontroluje ekspresje ~40 genéw [52, 53]. U Y. pseudo-
tuberculosis IscR, kontroluje ekspresje systemu sekrecji
III typu (T3SS) zwigzanego z wirulencja, a takze bierze
udzial w pozytywnej regulacji ekspresji hmuRSTUV
[29, 54]. Poniewaz u E. coli stres oksydacyjny, a takze
ograniczenie dostepnosci tlenu i zelaza regulujg aktyw-
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no$¢ IscR, to wydaje sig, iz zaréwno tlen jak i zelazo
moga stanowi¢ wazne czynniki regulujace wychwyt
hemu/hemoprotein ze $srodowiska, réwniez u gatun-
kéw z rodzaju Yersinia [52, 55, 56]. U Vibrio vulnificus
zaobserwowano natomiast wspdtzawodnictwo miedzy
represorem Fur a pozytywnym regulatorem HupR.
W srodowisku o niskiej zawartosci zelaza, gdy obecny
jest hem, HupR moze wigzac si¢ z promotorem genu
hupA, kodujacym receptor hemowy blony zewnetrznej,
aby indukowac jego ekspresje. W warunkach wysokiego
stezenia zelaza Fe*?-Fur wigze sie z promotorem hupA,
hamujac jego ekspresje, tym samym zapobiegajac wig-
zaniu HupR [57].

4.6. Potranskrypcyjna regulacja ekspresji
genow zwiazanych z pobieraniem hemu

Indukowane termicznie zmiany strukturalne
w mRNA pelnig fundamentalng rol¢ w termoregulacji
ekspresji czynnikow zjadliwosci u wielu bakterii choro-
botworczych [58-60]. Jak sugeruja badania, pobieranie
hemu przez bakterie moze by¢ regulowane w odpowie-
dzi na zmiane temperatury otoczenia. Termoregulacje
ekspresji genow transportu hemu opisano u niektérych
bakterii chorobotwdrczych, ktére sa zdolne do prze-
zycia wewnatrz organizmu gospodarza (~37°C) jak
i na zewnatrz, tj. w temp. ok. 25°C. Poniewaz orga-
nizm gospodarza jest srodowiskiem bogatym w hem,
w 37°C u bakterii zachodzi ekspresja gendéw niezbed-
nych do wychwytu hemu, natomiast w 25°C, w §rodo-
wisku pozbawionym tego zwigzku, ekspresja gendw jest
wyciszona, gdyz bylaby zbednym wydatkiem energe-
tycznym. Potranskrypcyjny mechanizm termoregulacji
dotyczy m. in. ekspresji genu shuA, kodujacego recep-
tor hemu zlokalizowany w blonie zewnetrznej Shigella
dysenteriae. Za proces ten odpowiada fragment regionu
5'UTR mRNA shuA pelniacy funkcje swoistego termo-
metru [61]. Termosensory w komorkach bakteryjnych,
poprzez tworzenie wigzan pomigdzy zasadami mRNA
(model zamka blyskawicznego), reguluja ekspresje
genow wirulencji i szoku cieplnego w odpowiedzi na
zmiany temperatury w srodowisku [62]. W niskiej tem-
peraturze obecnos¢ struktury II-rzedowej w mRNA,
w miejscu wigzania rybosomu, hamuje proces trans-
lacji. Z chwilg wzrostu temperatury, dochodzi do roz-
winiecia struktury II-rzedowej, co prowadzi do uru-
chomienia translacji. Dane literaturowe wskazuja, iz
w wyniku funkcjonowania opisanego mechanizmu
potranskrypcyjnej regulacji u S. dysenteriae w 37°C
obserwuje sie zwiekszong ekspresje genu shuA, a co za
tym idzie zwigkszony poziom syntezy receptora ShuA.
Za te regulacje jest odpowiedzialny fragment 5’UTR
mRNA shuA ztozony z ciggu czterech uracyli (FourU).
Taki typ termosensora zidentyfikowano takze w genie
chuA receptora hemu E. coli UPEC oraz udowodniono
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termoregulacje syntezy receptora ChuA, co sugeruje
iz ten mechanizm potranskrypcyjnej regulacji moze
wystepowac takze w innych gatunkach bakterii [61].
Chociaz w 5UTR mRNA hemR Y. enterocolitica ziden-
tyfikowano cigg FourU to poziom HemR w komorce
tego patogenu nie podlega termoregulacji [14].

Inny mechanizm potranskrypcyjnej regulacji eks-
presji gendéw wiaze si¢ z obecnos$cig/aktywnos$cig ma-
tych regulatorowych RNA (sRNA), ktdre pelnig istotna
funkcje w szybkiej odpowiedzi komoérek na zmiany
zachodzgce w srodowisku. W ciggu ostatniej dekady
wiele sSRNA zostato zidentyfikowanych jako regulatory
réznych proceséw komorkowych, takich jak synteza
bialek blony zewnetrznej [63], metabolizm [64], patoge-
neza [65-67], ruchliwos$¢/produkeja biofilmu [68, 69].
W regulacji ekspresji genow zwiazanych z transportem
zelaza u E.coli zidentyfikowano maly regulatorowy
sRNA RyhB. Udowodniono, ze RyhB pelni kluczowa
role w homeostazie zelaza regulujac ekspresje co naj-
mniej 50 réznych gendéw kodujgcych biatka zaangazo-
wane w transport i wykorzystanie tego pierwiastka [70].
RyhB moze dziala¢ na dwa sposoby, przede wszystkim
wyciszajac ekspresje gendw poprzez hamowanie trans-
lacji i destabilizacje/degradacje docelowego mRNA,
oraz rzadziej promujac ekspresj¢ gendéw [71]. Regula-
cja negatywna z udzialem RyhB polega na parowaniu
sRNA/mRNA, ktére zazwyczaj zachodzi w miejscu
inicjacji translacji (na odcinku ok. 50 nt, zawierajacym
RBS oraz kodon start translacji regulowanego genu).
Przylaczenie tego SRNA prowadzi do zahamowania ini-
cjacji translacji i degradacji duplekséw sRNA/mRNA
przez RNaze¢ E [72, 73]. Aby zaszlo parowanie RyhB
z mRNA wymagane jest biatko chaperonowe Hfq [74].
Homologi RyhB zostaly opisane u wielu gatunkéw bak-
terii, gldwnie w rodzinie Enterobacteriaceae [66, 70, 75,
76]. Co ciekawe niektore gatunki bakterii koduja dwa
sRNA RyhB w swoim genomie, a rola kazdego z nich
moze by¢ podobna badz zupelnie rézna. Do takich
gatunkow naleza Salmonella sp. [77, 78], Y. pestis [79]
i K. pneumoniae [80]. RyhB-zalezna regulacja ekspresji
gendw odpowiedzialnych za transport zelaza wynika
gléwnie z oddzialywania dwodch regulatoréw, RyhB
i Fur, na zasadzie negatywnego sprzezenia zwrotnego,
gdzie (i) ekspresja ryhB jest hamowana przez Fur [81],
(ii) ekspresja fur jest hamowana przez RyhB [82]. Poza
tym, ze RyhB uczestniczy w kontroli ekspresji gendw
poprzez modulowanie transkrypcji represora Fur,
ma réwniez wiele bezposrednich celéw wérdd genow
kodujacych biatka odpowiedzialne za transport i pozy-
skiwanie zelaza, tj. (i) shiA - gen transportera kwasu
szikimowego [83], (ii) cirA - gen receptora w blonie
zewnetrznej [84], (iii) bfr — gen bakterioferrytyny [81],
(iv) febB - gen bialka wigzacego enterobaktyne [84],
(v) hemH, hemB, hemN - geny bialek zaangazowanych
w biosynteze¢ hemu [85].
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5. Podsumowanie

Od czasu odkrycia systeméw transportu i pobie-
rania zelaza w postaci hemu u bakterii poczyniono
ogromne postepy w identyfikowaniu kluczowych kom-
ponentéw zaangazowanych w wychwyt tego zwiazku,
jak rowniez charakteryzowaniu struktur bialek zaanga-
zowanych w procesy przenoszenia hemu ze srodowiska
zewnetrznego do wnetrza komorki bakteryjnej. Szcze-
golnie wazne jest poznawanie tych systemow w réznych
mikroorganizmach, ze wzgledu na koniecznosé¢ zrozu-
mienia ich funkcjonowania, aby w przyszlosci staly sie
celem dziatania nowych terapii antybakteryjnych.
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Streszczenie: Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organization) powszechny problem nadwagi i oty-
tosci jest pigtym co do istotnoéci czynnikiem ryzyka zgonéw na $wiecie. Najczesciej wymienia si¢ czynniki genetyczne i srodowiskowe,
ktére prowadza do pobierania nadmiernej ilosci energii z pozywienia oraz gromadzenia jej w postaci zapasowej tkanki thuszczowej. Zwraca
sie rowniez uwage na fakt, ze nawet stosowanie diety niskoenergetycznej niewystarczajaco wspomaga skuteczng redukcje nadmiernej
masy ciala. Okazuje sig, ze przyczyna moze by¢ mikrobiota jelit, ktorej sktad zmienia si¢ u 0s6b z nadwagga i otytoscig. Dysbioza mikro-
bioty jelit jest dodatkowo przez wielu badaczy postrzegana jako przyczyna rozwoju choréb metabolicznych, w tym otylosci czy cukrzycy
typu 2. Z drugiej strony bakterie Gram-ujemne stanowigce sktadowa ekosystemu jelit sg zrodlem lipopolisacharydu (LPS) odpowiedzial-
nego za rozwdj ogolnoustrojowego stanu zapalnego i endotoksemii. Na podstawie przegladu literatury mozna stwierdzi¢, ze zaburzenia
mikrobioty jelit, uszkodzenie bariery jelitowej oraz zwigkszone stezenie LPS we krwi wplywaja niekorzystnie na otylos¢ i sktadowe zespotu
metabolicznego oraz utrudniaja leczenie tych schorzen.

1. Wprowadzenie. 2. Budowa bariery jelitowej. 3. Zaburzenia bariery jelitowej i endotoksemia. 4. Podsumowanie

ENDOTOXEMIA AND INTESTINAL BARRIER DISORDERS ASSOCIATED
WITH OVERWEIGHT AND OBESITY

Abstract: According to the World Health Organization (WHO), the widespread problem of overweight and obesity is the fifth most
important risk factor for deaths in the world. The most frequently mentioned are the genetic and environmental factors that lead to the
absorption of excess energy from food and to accumulate it in the form of spare adipose tissue. Another important fact is that even the
use of a low-energy diet does not support the effective reduction of excessive body weight. It turns out that the cause may be intestinal
microbiota, the composition of which changes in people with overweight and obesity. The intestinal microbiota dysbiosis is additionally
perceived by many researchers as the cause of the development of metabolic diseases, including obesity or type 2 diabetes. On the other
hand, Gram-negative bacteria constituting a component of the intestinal ecosystem are the source of lipopolysaccharide (LPS), responsible
for the development of systemic inflammation and endotoxemia. Based on a literature review related to the subject, it can be concluded
that intestinal microbiota disorders, intestinal barrier damage and increased LPS levels in patients adversely affect the obesity and compo-
nents of the metabolic syndrome and hinder the treatment of these diseases.

1. Introduction. 2. Intestinal barrier function. 3. Intestinal barrier disorders and endotoxemia. 4. Summary

Slowa kluczowe: bariera jelitowa, endotoksemia, LPS, otylo$¢, stan zapalny

Key words:

intestinal barrier, endotoxemia, LPS, obesity, inflammation

1. Wstep

Coraz czedciej wystepujace nadwaga i otylos¢ sta-
nowiag w ostatnich latach istotny problem spoteczny,
ktéry dotyka nie tylko mieszkancow krajow rozwinig-
tych, ale réwniez krajow rozwijajacych sie. Za gléwna
przyczyne tego zjawiska uwaza si¢ niekorzystne zmiany
stylu zycia, szczegdlnie zmniejszenie aktywnosci
fizycznej i zle nawyki zywieniowe — przede wszystkim
zwigkszong konsumpcje produktéw przetworzonych
i wysokoenergetycznych [16].

Dane Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World
Health Organization) wskazuja, ze w 2016 roku wéréd

0sob powyzej 18 roku zycia nadwaga wystepowala
u 39% 0s6b (39% mezczyzn i 40% kobiet), natomiast
otylos¢ u 13% (11% mezczyzn i 15% kobiet) [33]. Glo-
balnie problem nadwagi dotyka ponad 1,9 miliarda
ludzi, a okolo 650 miliondéw cierpi z powodu oty-
tosci. Nadmiar masy ciata uznano za piaty co do istot-
nosci czynnik ryzyka zgondéw - z powodu nadwagi
lub otytosci umiera rocznie blisko 2,8 miliona oséb
dorostych [33].

W patogenezie nadwagi i otylosci, oprocz predys-
pozycji genetycznych i wplywu czynnikéw srodowi-
skowych, zwraca si¢ ostatnio uwage na trzeci wazny
element, tj. zwigkszona przepuszczalnos¢ jelit, ktorej

* Autor korespondencyjny: Agata Janczy, Zaklad Biochemii Zywienia, Wydzial Nauk o Zdrowiu, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
ul. Debinki 7, 80-211 Gdansk; tel. 58 349 27 23; e-mail: agata.janczy@gumed.edu.pl
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moze dodatkowo towarzyszy¢ zaburzenie homeostazy
mikrobioty jelitowej [9]. Czynniki jelitowe wplywajace
na biologiczne i immunologiczne funkcje blony sluzo-
wej jelit, w tym zmiany w skladzie mikrobioty i funkcji
barierowej, zdajg si¢ odgrywac istotng role w powsta-
waniu nadwagi i otylodci, a takze zwiazanych z nimi
powiklan metabolicznych [28].

2. Budowa bariery jelitowej

Blona $luzowa przewodu pokarmowego czlowieka
stanowi duza powierzchnie narazona na ciagly kon-
takt z toksynami, w tym bakteryjnymi, pochodzacymi
ze $rodowiska zewnetrznego. Blisko$¢ organizmu
i drobnoustrojow stanowigcych naturalng mikrobiote
jelit wptynela na wyksztalcenie mechanizméw ogra-
niczajacych kontakt mikroorganizméw z nablonkiem
jelita oraz powigzanym z nim ukladem odpornoscio-
wym. Mialo to ograniczy¢ ryzyko zainicjowania odpo-
wiedzi zapalnej [26]. W przewodzie pokarmowym zlo-
kalizowany jest swoisty system odpornosciowy — tkanka
limfatyczna zwigzana z blonami $§luzowymi (MALT,
mucosa-associated lymphoid tissue), ktdrej czes¢ sta-
nowi tkanka limfatyczna zwigzana z jelitem (GALT,
gut-associated lymphoid tissue) [30].

Tkanka GALT petni istotng role zaréwno w odpor-
nosci miejscowej, jak i uogdlnionej organizmu, a jej
komorki rozproszone sa w nabtonku jelita (IEC, inte-
stinal epithelial cells), gdzie tworzg limfocyty $rod-
nablonkowe (IEL, intraepithelial lymphocytes) lub
w obrebie blaszki wlasciwej Sluzéwki (LP, lamina pro-
pria), w postaci grudek chtonnych, kepek Peyera czy
weztéw chionnych krezkowych [22]. Na stabilnos¢
bariery jelitowej wplywajg rowniez takie czynniki jak:
niskie pH soku zotadkowego, enzymy proteolityczne
obecne w soku jelitowym oraz lizozym i substancje
antybakteryjne — defensyny, laktoferyna, a takze sktad
naturalnej mikrobioty jelit. Nablonek cylindryczny
z enterocytami, komoérki kubkowe, $rédnablonkowe
leukocyty i komorki Panetha, znajdujace si¢ na dnie
gruczolow jelitowych, w tzw. kryptach Lieberkiihna,
sg istotnym elementem budowy GALT. W kontakcie
z bakteriami uwalniajg one przeciwbakteryjne biatka
o szerokim zakresie dzialania, co warunkuje ich funk-
cje ochronng. Ponadto polaczenia komoérek nabtonko-
wych blony Sluzowej typu zwierajacego (adherentes)
i zamykajacego (occludentes) stanowig element bariery
odpornosciowej ukladu GALT [8].

Czes¢ bakterii tworzacych fizjologiczny ekosystem
przewodu pokarmowego uwalnia substancje o charak-
terze przeciwdrobnoustrojowym: bakteriocyny, kwasy
organiczne czy nadtlenek wodoru. Dla wsparcia prawi-
dfowego funkcjonowania organizmu istotne sg bakte-
rie biorgce udzial w wytwarzaniu krétkotancuchowych
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kwasow ttuszczowych (SCFA, short-chain fatty acids)

oraz poliamin dostarczajgcych niezbednych substratow

odzywczych dla komoérek nabtonka jelita i pobudzaja-
cych sekrecje mucyny, substancji bedacej skladowa
$luzu jelitowego uszczelniajgcego nabtonek. Synteza

SCFA, przede wszystkim kwasu mastowego, zwigzana

jest z zachodzaca w jelicie cienkim fermentacja weglo-

wodandéw zlozonych. Za wytwarzanie kwasu masto-
wego odpowiada gléwnie Faecalibacterium prausnitzii,
bakteria nalezaca do beztlenowcéw z typu Firmicutes

- gatunek ten stanowi 5-10% mikrobioty jelit. Wydajna

synteza maslanu przez te bakterie pozwala zaliczy¢ je do

drobnoustrojow jelitowych o wlasciwosciach przeciw-
zapalnych. Wspélnie z E prausnitzii w utrzymywaniu
stabilnosci bariery jelitowej uczestniczy Akkermansia

municiphila, zaliczana do typu Verrucomicrobia [12].

Kompletna bariere jelitowg tworzg zatem takie ele-
menty jak: mikroorganizmy jelitowe, warstwa $luzu,
nabtonek jelitowy oraz komérki uktadu odpornoscio-
wego zlokalizowane w jelicie, m.in. GALT. Pierwsza
lini¢ obrony przed przyleganiem i wnikaniem patoge-
now w glab Sciany jelita stanowi warstwa §luzu, w ktorej
mozna wyrdzni¢ dwie charakterystyczne czesci:

- warstwa zewnetrzna, bogata w przeciwbakteryjne
peptydy, uwalniane przez komoérki Panetha oraz
immunoglobuliny A, powstajace w komoérkach plaz-
matycznych; w tej czesci bariery jelitowej znajduja sie
takze liczne mikroorganizmy jelitowe, nalezace do
najbardziej aktywnych elementow bariery;

- czeg$¢ wewnetrzna warstwy $luzu, ktdra jest znacznie
grubsza i przylega bezposrednio do komoérek nabton-
kowych; jej rolg jest gtéwnie nawadnianie, regenera-
cja oraz ochrona nablonka przed dzialaniem enzy-
mow trawiennych. Przede wszystkim znajduje si¢ tu
glikokaliks syntetyzowany przez komorki kubkowe,
ktorego funkcja jest ograniczanie przenikania antyge-
néw do blaszki wlasciwej blony sluzowej [7]. Wyniki
badan przeprowadzonych dotychczas na modelach
zwierzecych potwierdzajg, ze razem z utratg warstwy
$luzu zmniejsza sie szczelno$¢ bariery jelitowej, co
powoduje przenikanie bakterii w glab $wiatla jelita
i zapoczatkowuje reakcje zapalng [15]. Szczelna bfona
sluzowa jelit umozliwia selektywny kontakt pomie-
dzy $wiattem jelita a komdrkami ukladu odpornos-
ciowego, jest to szczegdlnie istotne w indukowaniu
odpornosci na bakterie komensalne i antygeny
pochodzace z zywnosci [26].

Kolejnym elementem bariery jelitowej jest poje-
dyncza warstwa komorek nabtonka, tworzona w blisko
80% przez enterocyty, ktore biorg udzial we wchiania-
niu substancji odzywczych oraz wplywaja na rozwdj
aktywnosci immunologicznej dzigki posredniczeniu
w uwalnianiu cytokin i ekspresji receptoréw uczest-
niczacych w generowaniu odpowiedzi immunologicz-
nej [32]. W gornej czesci blony komdrkowej zlokali-
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zowane s3 tzw. polaczenia $ciste (TJ, tight junction),
zapewniajace integralnos¢ nabtonka. Sg to najwazniej-
sze elementy odpowiedzialne za kontrole selektywnej
przepuszczalnodci jelit, warunkujace transport bierny
czasteczek rozpuszczalnych w wodzie [19]. Polgczenia
$ciste zbudowane sg z wielobiatkowych komplekséw,
utworzonych z bialek przezbtonowych: okludyn, klau-
dyn, biatek adhezyjnych (JAM, junctional adhesion
molecules) oraz triceluliny. Na skutek interakcji miedzy
wewnatrzkomoérkowymi domenami biatek przezbtono-
wych z biatkami obwddki zamykajacej (ZO-1, ZO-2,
Z0-3, zonula occludens), tzn. biatkami cytozolu pola-
czonymi z wiéknami aktynowymi cytoszkieletu entero-
cytdw, zaburzona zostaje integralno$¢ bariery jelitowej.
Jesli dochodzi do rozluznienia struktury T] na skutek
procesu fosforylacji fancuchéw lekkich miozyny, to
umozliwiony jest parakomorkowy transport substancji.
Zonulina stanowi zatem fizjologiczny modulator pola-
czen $cistych w jelitach. Odpowiada za przeznabton-
kowy transport substancji pomiedzy $wiattem jelita
a krwiobiegiem, a ponadto reguluje przepuszczalno$¢
bariery jelitowej. Zaobserwowano, ze w komorkach
pozbawionych ZO-1 nie dochodzi do utraty zdolnosci
tworzenia $cistych potaczen, a to zapewnia prawidlowa
szczelnos¢ bariery jelitowej [29, 34].

Potaczenia komorek nabtonka tworzg rowniez z1g-
cza mechaniczne (adherens junctions) oraz polaczenia
szczelinowe (GAP junctions). Pierwsze zbudowane sa
z desmosomow i kadheryn polgczonych z cytoszkiele-
tem, co gwarantuje duza wytrzymato$¢ mechaniczna
tych zlaczy. Polaczenia GAP z kolei tworzy 6 biafek trans-
blonowych tzw. koneksyn, uczestniczacych w dojrze-
waniu oraz réznicowaniu komorek nabtonka, zapewnia-
jac prawidtowe funkcjonowanie bariery jelitowej [17].

3. Zaburzenia bariery jelitowej i endotoksemia

Na skutek zaburzen w skladzie mikrobioty jelit
— dysbiozy, dochodzi do osfabienia integralnosci $ciany
jelita. Dysbioza moze by¢ efektem réznych czynnikdow,
w tym diety bogatottuszczowej, wysokobiatkowej oraz
ubogiej w blonnik [23, 25, 27].

Zmniejszenie syntezy bialek zonuliny-1 i oklu-
dyny, stanowiacych istotny element strukturalny TJ,
prowadzi do zaburzenia integralnosci blony sluzowej
przewodu pokarmowego [32]. Nieszczelna bariera
jelitowa sprzyja przenikaniu przez nig wielu substan-
cji toksycznych, z ktorych szczegdlnie niebezpieczny
jest lipopolisacharyd (LPS, lipopolysaccharide). LPS to
heteropolimer zbudowany z hydrofobowego lipidu A
oraz hydrofilowego tanicucha cukrowego. Dzieki temu,
ze lipid A gczy sig cidle z innymi skladnikami dwu-
warstwy lipidowej, lipopolisacharyd stanowi integralng
cze$¢ zewnetrznej blony komoérkowej bakterii Gram-
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-ujemnych i cyjanobakterii, ktére bytuja w przewo-
dzie pokarmowym, stanowigc do 70% mikrobioty jelit
czlowieka [24]. W budowie tego zwigzku wyrdznia si¢
trzy zasadnicze czesci: lipid A, region korowy oraz tzw.
fancuch O-specyficzny (antygen-O) [31]. Lipid A to
wysoce konserwatywna czes¢ LPS, ktéra zakotwicza te
czasteczke w blonie zewnetrznej $ciany komorkowej,
a specyticzna struktura tego fragmentu odgrywa wazna
role w aktywnosci biologicznej czasteczki LPS, dlatego
nazywa sie¢ go centrum toksycznosci. Rdzeniowy frag-
ment LPS dzieli sie na cze$¢ wewnetrzng i zewnetrzng
(region heksozowy), a kompletny oligosacharyd rdze-
niowy prawdopodobnie wplywa na modulacje wlas-
ciwosci lipidowej czesci LPS, uwazanej za jego cen-
trum aktywne. Zewnetrzna cze$¢ regionu korowego
lipopolisacharydu faczy sie z jego czescig O-swoista,
ktérg stanowiag heteropolisacharydy zlozone z pod-
jednostek cukrowych, tzw. jednostek powtarzajacych
sie. Ten fragment LPS charakteryzuje si¢ duza zmien-
noécig sktadu, co sprawia ze jest specyficzny dla danego
szczepu bakterii [31]. Czasteczki lipopolisacharydu,
ktore tworzg ostone na powierzchni wytwarzajacych je
bakterii, stanowig barier¢ ochronng dla btony cytoplaz-
matycznej przed dzialaniem aktywnego dopelniacza
ukladu odpornosciowego oraz utrudniaja przenika-
nie antybiotykéw do wnetrza komorek bakteryjnych
[24]. Uwolnienie LPS ze $ciany komoérkowej bakterii,
nastepujace w skutek $mierci lub lizy komoérki bakte-
ryjnej, wzmacnia toksyczne dzialanie lipopolisacharydu
[31]. Endotoksyny moga przedostac si¢ do krwiobiegu
przez miejscowe lub ogoélnoustrojowe zakazenie spo-
wodowane przez egzogenne bakterie Gram-ujemne,
absorpcje parakomodrkowa w jelitach oraz na drodze
transportu miedzykomorkowego - jako sktadnik chylo-
mikronéw [13]. LPS zawiera lipid A, ktory wigzac sie
z receptorem TLR4 (Toll-like receptor) i odpowiada za
inicjacje kaskady sygnalizacyjnej powodujacej aktywa-
cje roznych szlakéw prozapalnych, przeciwzapalnych
czy zwigkszenie stresu oksydacyjnego. Receptor TLR4
zlokalizowany jest na powierzchni monocytéw i innych
komorek odpornosciowych, a takze komorek w migs-
niach szkieletowych i tkance tluszczowej [20].

W badaniach na myszach wykazano, ze stosowa-
nie diety wysokottuszczowej wigze si¢ ze znacznym
wzrostem stezenia LPS w osoczu, co okreslono jako
»endotoksemi¢ metaboliczng” [6]. Jednym ze skutkow
toksycznego dzialania LPS na organizm jest indukcja
przewleklego stanu zapalnego oraz nasilenie sekrecji
cytokin prozapalnych. Zapalenie nablonka jelitowego,
do ktérego dochodzi w konsekwencji stosowania diety
wysokotluszczowej, moze powodowaé zaburzenia
w procesie trawienia pokarmu i prawdopodobnie wply-
wacé na rozwdj otylosci. Taka zaleznos$¢ potwierdzono
w badaniu na myszach, u ktérych indukowano endo-
toksemi¢ metaboliczng poprzez wlew podskérny LPS,
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pochodzacego od bakterii Escherichia coli 055:B5. Poda-
wanie LPS przez 4 tygodnie spowodowalo, obok stanu
zapalnego, wzrost ogdlnej masy ciala i masy watroby,
wzrost stezenia glukozy i trigliceryddw oraz pojawienie
sie insulinoopornosci [5]. Po 4 tygodniach zwierzeta
w grupie ze sztucznie wywolang endotoksemia miaty
ten sam fenotyp, co zwierzeta, ktérym podawano diete
wysokotluszczows, a mianowicie otylos¢, insulinoopor-
nos¢, cukrzyce oraz stluszczenie watroby [5].

Uwaza sig, ze hipertriglicerydemia zwigzana ze
stosowaniem diety o duzej zawartosci ttuszczu i jed-
noczesny wzrost stezenia endotoksyn w osoczu moga
by¢ spowodowane wtdrnym zwigkszeniem przepusz-
czalnosci jelit, czemu towarzyszy zwigkszona syn-
teza dwoch bialek scistego polaczenia nablonkowego:
okludyny i zonuliny. Dysbioza mikrobioty jelit moze
wzmaga¢ uwalnianie zonuliny oraz modulacje miedzy-
komoérkowych potaczen TJ, prowadzac do nasilenia
endotoksemii [10].

Opublikowane niedawno wyniki badania przepro-
wadzonego na modelach zwierzecych pozwolily na
zaproponowanie mechanizmu laczacego rozwdj oty-
tosci z mikrobioty jelit oraz wspdlistniejacym stanem
zapalnym - zaklada on, ze LPS bakteryjny moze by¢
czynnikiem wyzwalajacym stan zapalny na skutek sto-
sowania diety wysokotluszczowej [4]. U myszy otrzy-
mujacych diete z wysoka zawartoscig tluszczu (72%)
zaobserwowano, ze ten sposdb zywienia zwigksza
endotoksemie, m.in. przez wywolywanie zmian skladu
mikobioty jelit [4]. Dieta bogata w tluszcz wptywa na
zwigkszenie stosunku liczby bakterii Gram-ujemnych
do Gram-dodatnich, co w efekcie powoduje zwieksze-
nie stezenia krazacego w organizmie LPS, a to z kolei
indukuje otylos¢ (Ryc. 1).

[ Dieta bogata w ttuszcze

|

[t Bakterie G- / Bakterie G+

l
[t LPS we krwi

Ryc. 1. Prawdopodobny wplyw diety wysokotluszczowej
na zmiany mikrobioty jelit powodujace rozwoj endotoksemii
i zwiazanej z tym otylosci

AGATA JANCZY, ZDZISLAW KOCHAN, SYLWIA MALGORZEWICZ

Na wystepowanie wzajemnej zalezno$ci miedzy
otyloscig a integralnoscig $luzowki jelit i zwigzanej
z tym endotoksemig wskazuja wyniki badan pro-
wadzonych na myszach genetycznie otylych ob/ob,
u ktérych zaobserwowano wigkszg przepuszczalnosé
bariery jelita, zwiekszona dystrybucje okludyny i ZO-1
na blonie $luzowej jelit oraz wyzsze stezenia kraza-
cych cytokin prozapalnych w poréwnaniu z myszami
szczuplymi z grupy kontrolnej [3]. Znaczenie szczel-
nosci bariery jelitowej w rozwoju otylosci dowie-
dziono w badaniu przekrojowym z udzialem kobiet
o réznych poziomach aktywnosci fizycznej i wskaz-
niku masy ciala (BMI, body mass index), w ktérym
oceniano stan bariery jelitowej, sposdb Zywienia oraz
zrdznicowanie mikrobioty jelitowej [21]. Grupe 102 pa-
cjentek stanowito 17 pan z niedoborem masy ciata
(BMI <18,5kg/m?), 25 z BMI prawidlowym (BMI
18,5-24,9 kg/m?®), 21 z nadwaga (BMI 25-29,9 kg/m?),
19 otytych (BMI =30 kg/m?) oraz 20 wyczynowo upra-
wiajgcych sport (BMI 18,5-24,9 kg/m?). Wykazano
dodatnig korelacje migdzy poziomem zonuliny w suro-
wicy (stanowigcej marker szczelno$ci bariery jelitowej)
a BMI, obwodem talii i bioder oraz masg tkanki thusz-
czowej. Wyzsze stezenia zonuliny byly skorelowane
réwniez z wigkszym spozyciem biatka, ttuszczu oraz
catkowitej energii w diecie. Dodatkowo u pacjen-
tek z niskim poziomem zonuliny (ponizej 54 ng/ml),
wskazujacym na prawidlowa szczelno$¢ bariery jelito-
wej, notowano wiekszg liczebno$¢ bakterii nalezacych
do rodzaju Faecalibacterium, czyli drobnoustrojow
wytwarzajacych SCFA i charakteryzujacych sie wlas-
ciwosciami przeciwzapalnymi. Ich wyjatkowo mala
liczebnos¢ notuje si¢ natomiast w chorobach przebie-
gajacych ze stanem zapalnym jelit, dlatego przypuszcza
sie, ze mata liczebno$¢ Faecalibacterium moze by¢ przy-
czyng oslabienia bariery jelitowej i w efekcie przyczyna
reakcji zapalnych [21].

Uwaza sie, ze LPS uruchamia wiele proceséw
wplywajacych negatywnie na metabolizm gospodarza,
z ktorych najwazniejsze to:

- aktywacja swoistych receptordéw sprzezonych z bial-
kami G (GPCR, G protein-coupled receptor), co
wywoluje zwigkszone wydzielanie peptydu YY, a to
z kolei spowalnia pasaz tresci jelitowej i ulatwia
pobieranie energii;

- stymulacja aktywnosci lipazy lipoproteinowej (LPL,
lipoprotein lipase), co prowadzi do zmniejszenia
syntezy czynnika tkankowego indukowanego gto-
dzeniem (FIAE fasting-induced adipocyte factor),
a to sprzyja zwigkszonemu magazynowaniu lipidow;

- supresja kinazy bialkowej aktywowanej przez AMP
(AMPK, AMP-activated protein kinase), uczestni-
czacej w regulacji utleniania kwasow tluszczowych
w watrobie i migé$niach, co prowadzi do odktadania
sie tkanki ttuszczowej;
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- aktywacja ukladu endokannabinoidowego odpowie-
dzialnego za rozwdj ogdlnoustrojowego stanu zapal-
nego.

Wszystkie wymienione procesy wplywaja na regu-
lacje masy ciala [1, 2, 5, 11]. Dodatkowa przyczyna
endotoksemii moze by¢ miejscowe zapalenie tkanki
tluszczowej i wydzielanie prozapalnych adipokin
z trzewnej tkanki tluszczowej - wskazywane jako
przyczyna rozwoju zaburzen sercowo-metabolicz-
nych towarzyszacych otylosci. Ostatnie wyniki badan
Klinicznych pozwolily na sformutowanie hipotezy, ze
endotoksemia metaboliczna moze réwniez uczestniczy¢
w rozwoju zapalenia o niskim stopniu nasilenia oraz
rozwoju zaburzen sercowo-naczyniowych i zespolu
metabolicznego w otylosci [14, 18].

4. Podsumowanie

W ostatnim czasie duze zainteresowanie wzbudza
rola mikrobioty jelit w patogenezie otylosci i towa-
rzyszacych jej choréb. Bakterie zasiedlajace jelito sa
zrédlem LPS, ktory indukuje przewlekly stan zapalny.
Zwickszone stezenie LPS w jelitach i osoczu obserwuje
sie u 0sob otylych, z cukrzycg czy spozywajacych diete
bogatg w ttuszcze.

Bioragc pod uwage role stanu zapalnego i stresu
oksydacyjnego w etiologii choréb sercowo-naczynio-
wych oraz innych zaburzen metabolicznych zwigzanych
z nadwagg i otyloscia, sugeruje sie, ze endotoksemia
moze by¢ istotnym mediatorem zaburzen metabolicz-
nych obserwowanych w nadwadze i otytosci. Zaburze-
nia bariery jelitowej i wspotwystepujaca endotoksemia
u 0s6b z nadwagg czy otyloscig moga by¢ skutkiem dlu-
gotrwalych nieodpowiednich nawykdéw zywieniowych.
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Streszczenie: Szczepy bakterii wieloopornych to obecnie najwigkszy problem zdrowotny na $wiecie. Liczne §wiatowe organizacje zajmujace
sie zdrowiem publicznym apelujg o konieczno$ci ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoopornosci z wszelkich mozliwych Zrodet.
Z danych literaturowych wiadomo, Ze takimi srodowiskami Zrédtowymi moga by¢ obszary uzytkowane rolniczo, gdzie powszechnie sto-
sowano antybiotyki i sole metali cigzkich do promocji wzrostu roslin i zwierzat. Dodatkowo, wérdd zrodet izolacji bakterii wieloopornych
znalazly sie rdwniez naturalne zbiorniki wodne, czy gleby nie uzytkowane rolniczo. W ostatnich latach, bakterie oporne na antybiotyki
i jednoczesnie metale ciezkie, zaczeto pozyskiwac z gleb zanieczyszczonych metalami oraz z roslin zasiedlajacych takie gleby. Wydaje sie
zatem, ze metale ciezkie, stanowigce zanieczyszczenie srodowiska, moga by¢ czynnikiem selekcyjnym promujgcym rozprzestrzenianie si¢
opornosci na antybiotyki. Zjawisko koselekeji bakteryjnych genéw opornosci dotyczy najczesciej braku wrazliwosci bakterii na antybio-
tyki oraz metale ciezkie. O zjawisku koselekcji mowimy, gdy rozne geny warunkujace opornos¢ na rézne czynniki stresowe wystepuja na
tym samym ruchomym elemencie genetycznym lub, gdy te same geny warunkuja opornos¢ na rézne czynniki stresowe. Niniejszy artykut
przedstawia aktualny stan wiedzy na temat tego zjawiska obserwowanego u bakterii izolowanych ze srodowisk pozaklinicznych.

1. Wprowadzenie. 2. Mechanizmy koselekgji. 2.1. Mechanizm opornosci krzyzowej. 2.2. Wspotopornosé. 2.3. Wspoélregulacja. 3. Czynniki
promujace rozprzestrzenianie si¢ zjawiska koselekeji. 4. Wystepowanie zjawiska koselekeji w srodowiskach pozaklinicznych. 4.1. Obszary
uzytkowane rolniczo. 4.2. Tereny nieuzytkowane rolniczo. 4.3. Naturalne zbiorniki wodne. 4.4 Endosfera rodlinna. 5. Wspdtwystepowanie
gendw opornosci w réznych genomach srodowiskowych. 6. Podsumowanie

OCCURRENCE OF THE CO-SELECTION PHENOMENON IN NON-CLINICAL ENVIRONMENTS

Abstract: Multi-resistant bacterial strains currently present the main health problem worldwide. Numerous public health organizations
call for the prevention, and control the spread, of antibiotic resistance from any sources. From the literature data, it is well known that
agricultural areas are a source of antibiotic resistance because of the use of antibiotics and heavy metals to promote plant and animal
growth. Moreover, natural water reservoirs and soil not used for agriculture are also sources of multi-drug resistant bacteria. In recent
years bacteria resistant to antibiotics and heavy metals have been isolated from heavy-metal contaminated soils and from metallophytes.
Therefore, it seems that heavy metals, an environmental pollutant, may also be a selection factor that promotes the spread of antibiotic
resistance. The co-selection phenomenon of resistant genes is most often connected with the lack of bacterial susceptibility to antibiotics
and heavy metals. Co-selection occurs when different resistant genes that enable resistance to different stress conditions are located on the
same mobile genetic elements, or when the same genes determine resistance to different stress conditions. This article presents the current
state of knowledge about the co-selection phenomenon observed in bacteria isolated from nonclinical environments.

1. Introduction. 2. Co-selection mechanisms. 2.1. Cross-resistance. 2.2. Co-resistance. 2.3. Co-regulation. 3. Factors promoting spread of
co-selection. 4. Occurrence of co-selection in non-clinical environments. 4.1. Areas used for agriculture. 4.2. Areas not used agriculturally.
4.3. Natural water reservoirs. 4.4. Plant endosphere. 5. Co-occurence of resistant genes in different environmental genomes. 6. Summary
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1. Wprowadzenie

Od wielu lat, na calym $wiecie obserwowany jest
bardzo intensywny rozwdj gospodarki, w tym sektora
przemystowego i rolniczego. Wraz z postepujacym roz-
wojem dochodzi jednak do zanieczyszczania srodowisk
takich jak gleba, wody gruntowe i powierzchniowe oraz
powietrze. Generowane odpady i $cieki charakteryzuja
sie wysoka zawarto$cig metali ciezkich. Wsrdd najbar-
dziej istotnych zrdédel zanieczyszczania $rodowiska

wymienia sie: przemyst metalurgiczny i chemiczny,
sktadowanie odpaddw, stosowanie nawozow sztucz-
nych i osadéw Sciekowych w rolnictwie, a takze rozwdj
transportu [72]. Liczne badania wskazaly, iz skazenie
srodowiska metalami ciezkimi istotnie wptywa na roz-
przestrzenianie sie zjawiska antybiotykoopornosci [4,
6, 90]. Jest to szczegdlnie wazne, biorac pod uwage,
ze antropogeniczne skazenia metalami cigzkimi jest
obecnie kilkukrotnie wyzszy niz poziom antybiotykow
w srodowisku. Metale cigzkie nie ulegaja rozktadowi,

* Autor korespondencyjny: dr Agata Goryluk-Salmonowicz, Katedra Biochemii i Mikrobiologii, Instytut Biologii, Szkota Gtéwna
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przez co wywierajg dlugotrwala presje selekcyjna, a tym
samym przyczyniajg si¢ do nabywania i rozprzestrze-
niania wéréd mikroorganizméw mechanizméw opor-
nosci na metale ciezkie wystepujace w wysokich steze-
niach [4, 93]. Najczesciej izolowanymi i opisywanymi
w literaturze naukowej drobnoustrojami opornymi na
metale cigzkie i antybiotyki, sa bakterie zasiedlajace
gleby [19]. Rozpoczgcie badan metagenomicznych
ujawnilo, ze pula znanych genéw niosacych opornos¢
na antybiotyki, stanowi znikomy procent w stosunku
do gendw antybiotykoopornosci znajdujgcych sie w gle-
bie [2]. Zbiér wszystkich genéw opornosci na anty-
biotyki wystepujacych w danym $rodowisku nazwano
rezystomem (resistome) [21, 101]. W sklad rezystomu
mogg wchodzi¢ zaréwno geny wystepujace w genomach
bakterii patogennych, niepatogennych, jak i prekursory
genow opornosci czy geny kryptyczne. W roku 2009
opracowano baze danych zawierajaca sekwencje genow
opornosci na antybiotyki, w ktérej zdeponowano
20000 gendw [50].

Intensywnie prowadzone od ponad 20 lat badania
genetycznych determinant opornosci na metale ciezkie
ujawnily pewng zalezno$¢. Geny opornosci na metale
cigzkie, wykrywane u mikroorganizméw $rodowisko-
wych, bardzo czesto wystepuja razem z genami anty-
biotykoopornosci i lokalizowane sg na tych samych
mobilnych elementach genetycznych (MGE, Mobile
genetic elements). Zjawisko to nazwano koselekcja
gendw [4]. Zjawisko koselekeji zaobserwowano réwniez
u bakterii patogennych izolowanych od ludzi i zwie-
rzat. W grupie bakterii chorobotworczych majacych
plazmidy niosace geny opornosci na antybiotyki oraz
metale ciezkie, znalazly si¢ takie rodzaje jak: Enterococ-
cus, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella,
Shigella, Staphylococcus oraz Yersinia [75]. To niepoko-
jace zjawisko sklonilo naukowcéw do dalszych badan.
Wykazano, ze ekspresja réznych gendéw opornosci jest
czesto zalezna od tego samego czynnika. Jak dotad,
nie jest jednak znana rola koselekcji genéw dla danej
wspolnoty mikroorganizméw zasiedlajacej srodowi-
ska pozakliniczne. W 2016 roku, Andrea Di Cesare na
tamach czasopisma Journal of Limnology, podkrelil, ze
niezbedne sa badania podstawowe wyjasniajace znacze-
nie zjawiska koselekcji genow opornosci w srodowisku
naturalnym [23]. W 2013 roku, Steve Bernier zasugero-
wal, ze antybiotyki najprawdopodobniej dzialaja jako
regulatorowe czgstki sygnatowe [6]. Zrozumienie pro-
blemu od strony genetycznej wymaga jednak dalszych
badan. Naukowcy podejrzewaja, ze wystepowaniu
antybiotykoopornoséci sprzyjaja determinanty opor-
nosci na jony metali cigzkich, ktdre dzialaja prawdopo-
dobnie jako czynnik promujacy antybiotykoopornos¢.
Zapewne wspOlwystepowanie gendéw opornosci na
jony metali cigzkich i antybiotyki na MGE sprzyja roz-
powszechnianiu opornosci na antybiotyki oraz metale
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cigzkie, nawet w przypadku wystepowania tylko jed-
nego czynnika selekcyjnego: jonu metalu ci¢zkiego albo
antybiotyku.

O istotnosci problemu rozprzestrzeniania sie opor-
noéci na antybiotyki alarmuje Swiatowa Organizacja
Zdrowia [100]. W raporcie opublikowanym w kwietniu
2014 roku ogtoszono, iz ze wzgledu na problem utraty
skuteczno$ci terapii antybiotykowych, najwazniejszym
zadaniem jest poznanie i zredukowanie wszelkich nie-
kontrolowanych zrédel rozprzestrzeniania sie anty-
biotykoopornosci [100]. Badania ostatnich kilku lat
ujawniaja nowe srodowiska wystepowania bakterii nio-
sacych jednoczesnie opornos¢ na antybiotyki i metale
cigzkie. Wérdd nich sg zaréwno tereny uzytkowane rol-
niczo, jak i miejsca nieuzytkowane, naturalne zbiorniki
wodne oraz, jak ostatnio wykazano, komoérki roslinne
[22,25-27, 38, 43, 45, 64, 65, 68, 98].

2. Mechanizmy koselekcji

Koselekcja (co-selection) to zjawisko zaobserwo-
wane wérdéd mikroorganizmoéw, polegajace na jedno-
czesnej selekeji genetycznych determinant opornosci
na antybiotyki, w obecnosci gendéw warunkujacych
oporno$¢ na metale cigzkie czy biocydy [4, 96, 81].
Mechanizm koselekcji polega na wystepowaniu roz-
nych genéw opornosci w obrebie tego samego rucho-
mego elementu genetycznego, lub na wystepowaniu
genetycznych determinant opornosci warunkujacych
jednoczesna opornos¢ na antybiotyki oraz metale ciez-
kie czy biocydy [4, 23]. MGE sg przekazywane innym
komoérkom bakterii na drodze horyzontalnego trans-
feru genow (HGT, horizontal gene transfer) z wyko-
rzystaniem procesow takich jak koniugacja, transfor-
macja czy transdukcja [8, 61]. To, czy nowa informacja
genetyczna zostanie wyrazona a tym samym utrzymana
w komorce bakteryjnej, zalezy od obecnosci presji
selekcyjnej w srodowisku zycia bakterii [48]. Mecha-
nizmy opornosci bakterii na metale ci¢zkie sg znane.
Zostaly podzielone na pie¢ rodzajow [42]. Pierwszy
mechanizm polega na niespecyficznym wigzaniu
metalu przez rézne metabolity bakteryjne jak na przy-
kiad egzopolisacharydy, wystepujace na powierzchni
komorki i niedopuszczeniu ich do wnikniecia do wne-
trza komorki. Drugi mechanizm opiera si¢ na wpro-
wadzaniu zmian w strukturze $ciany i btony komorko-
wej bakterii w obecnosci metali cigzkich, co réwniez
uniemozliwia ich wnikni¢cie do wnetrza komorki.
Trzeci mechanizm polega na usuwaniu metalu z wne-
trza komorki dzigki aktywnym pompom, a caly system
nazwano systemem Efflux (efflux system). Uczestnicza
tu ATP-zalezne ATP-azy typu P oraz bialkowe trans-
portery dzialajace na zasadzie wymiany jonéw na dro-
dze gradientu chemiosmotycznego [42]. U licznych
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mikroorganizméw wystepuja réwniez mechanizmy
oparte na enzymatycznej detoksyfikacji jonéw metali.
Ostatni znany u bakterii mechanizm opornosci na
jony metali cigzkich polega na wewnatrzkomdrkowym
wigzaniu jonu przy udziale niskoczgsteczkowych pep-
tydow, takich jak na przyklad metalotioneiny (7, 73].
Mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki, réw-
niez sg dobrze znane. Nalezg do nich: enzymatyczna
inaktywacja antybiotyku, strukturalne zmiany miejsca
dzialania antybiotyku, zmniejszenie przepuszczalnosci
bakteryjnych oston komdrkowych i niedopuszczenie
antybiotyku do wnikniecia wewnatrz komorki, aktywne
usuwanie antybiotyku z komorki bakteryjnej oraz omi-
niecie zablokowanego szlaku metabolicznego [69, 71].
Na poczatku XXI wieku zaczgto opisywac bakterie,
u ktorych stwierdzano oporno$¢ zaréwno na antybio-
tyk, jak i metal ciezki. Jeden z pierwszych przykladow
koselekeji opisano w 2003 roku [28]. Wyizolowano
wowczas bakterie, u ktérych geny opornosci na rte¢,
spektynomycyne i streptomycyne, byty zlokalizowane na
wspolnym elemencie genetycznym. Z badanych bakterii
wyizolowano transpozony Tn21 i Tn21I-like niosgce geny
opornosci. Bakterie pochodzity zaréwno ze $rodowi-
ska szpitalnego jak i naturalnego, byly reprezentowane
przez Gram-dodatnie i Gram-ujemne bakterie pato-
genne i niepatogenne [28, 4]. Dalsze badania pozwolity
na wstepna charakterystyke mechanizméw koselekeji
spotykanych u bakterii zasiedlajacych rézne srodowiska.
Wyrdzniono trzy gléwne mechanizmy koselekeji: opor-
nos¢ krzyzowa, wspotopornos¢ oraz wspolregulacje.

2.1. Mechanizm opornosci krzyzowej

Mechanizm opornosci krzyzowej (cross-resistance)
wystepuje wowczas, gdy geny warunkujace opornosé
na jeden antybiotyk, jednoczesnie warunkuja opornos¢
na inny antybiotyk lub metal ciezki [4]. Mechanizm
taki zaobserwowano na przykladzie Listeria mono-
cytogenes. U bakterii tego gatunku gen mdrL koduje
pompe MdrL (Multidrug efflux transporter of Listeria)
odpowiadajaca za opornos¢ na metale, takie jak cynk,
kobalt i chrom, biocydy, takie jak czwartorzedowe
zwigzki amoniowe i bromek etydyny oraz antybiotyki,
takie jak erytromycyna, josamycyna i klindamycyna
[63]. W innych badaniach zlokalizowano system DsbA-
-DsbB (Disulfide Bond formation system) wystepujacy
u Burkholderia cepacia. Badania fenotypowe wykazaty,
ze DsbA-DsbB uczestniczy w systemie efluksyjnym
eksportu m.in. metali ci¢zkich. Mutanty bez funk-
cjonalnego ukladu DsbA-DsbB byly bardziej wraz-
liwe na dzialanie wielu antybiotykéw i metali, w tym
B-laktamoéw, kanamycyny, erytromycyny, nowobiocyny,
ofloksacyny, laurylosiarczanu sodu (SDS), kadmu oraz
cynku [39]. Z kolei Conroy i wsp. [16] zbadali system
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GesABC wystepujacy u bakterii z rodzaju Salmonella.
Wykazano, Ze system jest odpowiedzialny nie tylko za
wypompowywanie zwigzkéw zlota z komorki ale row-
niez odpowiada za ochrone bakterii przed fluorochino-
lonami, chloramfenikolem i biocydami.

2.2. Wspdlopornosc¢

Wspdlopornos$¢ (co-resistance) definiowana jest
jako wystepowanie dwoch lub wigkszej liczby gendw
potozonych na tym samym MGE, nadajgcych bakte-
rii oporno$¢ na co najmniej dwa rézne czynniki stre-
sogenne [14]. Zjawisko wspoélopornosci pozwala na
rozprzestrzenianie si¢ genéw pomiedzy bakteriami.
W ostatnich latach pojawily si¢ liczne prace opisujace
wystepowanie zjawiska wspotopornosci u bakterii,
a geny nadajgce fenotyp opornosci zlokalizowano na
MGE. Zjawisko wspotopornosci bardzo czesto opisy-
wane jest w przypadku integronéw klasy 1, niosacych
zardwno geny opornosci na antybiotyki, jak i gen opor-
no$ci na czwartorzedowe sole amoniowe [12, 23, 30].
Plazmidy niosace jednoczesnie rézne geny opornosci
réwniez sg czesto izolowane. W 2010 roku Osman
i wsp. [74] pozyskali bakterie z naturalnych zbiorni-
kow wodnych, ktore wykazaly opornos¢ na antybio-
tyki oraz metale ciezkie, takie jak chrom i kobalt. Geny
odpowiedzialne za fenotyp opornosci zlokalizowano na
dwdch plazmidach o wielkosci 11 kb i 5kb. Plazmidy
zsekwencjonowano i zlokalizowano na nich transpor-
tery jonow metali ciezkich. Z kolei w roku 2016 portu-
galscy naukowcy pozyskali szczepy Salmonella zawiera-
jace plazmidy IncX4/IncHI2 niosgce geny opornosci na
kolistyne oraz na miedz [10]. W tym samym roku zse-
kwencjonowano plazmid IncH12 Klebsiella pneumoniae
H11 i zlokalizowano w nim geny odpowiedzialne za
oporno$¢ na metale cigzkie: cynk, kadm, kobalt, miedz,
nikiel, oféw, rte¢, tellur; biocydy oraz antybiotyki:
chloramfenikol, erytromycyne, kanamycyne, B-laktamy,
sulfonamidy i streptomycyne [108]. W celu potwierdze-
nia obecnosci roznych gendéw warunkujacych opornosé
bakterii, na tym samym plazmidzie, badacze czesto
wykorzystujg technike leczenia z plazmidu badanego
szczepu (plasmid curing). Na przykiad, Das i wsp. [19]
pozyskali szczepy E. coli oraz P. aeruginosa oporne na
szereg antybiotykéw i metali cigzkich. Z badanych
szczepow wyizolowali plazmidy. Po inkubacji bakterii
w warunkach stresowych w obecnosci SDS szczepy utra-
cily fenotyp opornosci, co potwierdzito obecnos¢ genéw
opornosci na plazmidzie. W przypadku szczepu E. coli
potwierdzono plazmidowg lokalizacje gendéw warunku-
jacych opornos¢ na chloramfenikol, trimetoprym, kadm
i rte¢. Natomiast dla szczepow P, aeruginosa potwier-
dzono wystepowanie na plazmidzie genéw warunku-
jacych oporno$¢ na ampicyline, chloramfenikol, trime-
toprym, cefpodoksym, cefoksytyne, kadm i rtec¢ [20].
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2.3. Wspdélregulacja

Wspotregulacja (co-regulation/co-expression) wyste-
puje u bakterii wtedy, gdy ekspresja genéw koduja-
cych opornos¢ na antybiotyk ulega zmianie po eks-
pozycji bakterii na metal ciezki. Mechanizm tej opor-
nosci polega na skoordynowanej odpowiedzi na stres,
poprzez powigzanie transkrypcyjne lub translacyjne
obu opornosci [4]. W 2007 roku opisano dwukom-
ponentowy system regulacyjny kodowany przez cscRS
wykryty u szczepéw P aeruginosa. Badania wyka-
zaly, ze w obecnosci cynku dochodzi do transkrypcji
operonu czcCBA, ktéry koduje pompe typu RND, co
zapewnia oporno$¢ na cynk, kadm i kobalt, a jedno-
cze$nie zmniejsza ekspresje poryny OprD, przez ktora
imipenem wnika do bakterii [9]. Z kolei w 2009 roku
opisano zjawisko wspdtregulacji u E. coli. Wykazano, iz
obecno$¢ miedzi oraz chromu wplywa na biatko regula-
cyjne SoxS aktywujac dodatkowo system Efflux AcrAB,
co z kolei powoduje dodatkowg tolerancje¢ bakterii
na antybiotyki takie jak chloramfenikol, tetracyklina,
nowobiocyna, nafcylina i oksacylina [37].

3. Czynniki promujjce rozprzestrzenianie si¢
zjawiska koselekcji

Gléwnym srodowiskiem wystepowania bakterii
wielolekoopornych (MDR, Multi-Drug Resistant) sa
szpitale, co jest nastgpstwem stosowania w lecznictwie
antybiotykéw oraz soli metali cigzkich. Obecnos¢ bak-
terii opornych na antybiotyki i metale ciezkie notowana
jest réwniez na obszarach uzytkowanych rolniczo.
Zwiazane jest to ze stosowaniem antybiotykéw i soli
metali cigzkich jako czynnikéw promujacych wzrost
rodlin i zwierzat hodowlanych [13, 41, 55].

Gleby rolne sg czesto nawozone osadami $cieko-
wymi, w skltadzie ktorych wykryto czynniki promujgce
rozprzestrzenianie si¢ determinant opornosci. Malik
i wsp. [53] badal probki takich gleb pobranych w Pot-
nocnych Indiach. Wyizolowal szczepy bakterii z rodzaju
Pseudomonas, ktore oprocz szerokiego spektrum opor-
nosci na metale ci¢zkie, wykazaly réwniez niewraz-
liwo$¢ na ampicyling, erytromycyne¢ i sulfadiazyne
(Tab.I). W wielu krajach do nawadniania pdl stosuje si¢
$cieki oczyszczone, ktdre sg zrodtem zaréwno bakterii
opornych na antybiotyki (ARB, Antibiotic Resistant
Bacteria), w tym patogennych, jak i genéw opornosci
na antybiotyki (ARG, Antibiotic Resistance Genes).
Badania réznego rodzaju $ciekow (Scieki surowe, biore-
aktor biologiczny, $cieki oczyszczone) przeprowadzone
w Polsce wykazaly niecatkowitg eliminacje ARB oraz
ARG w procesie oczyszczania biologicznego sciekow
oraz obecnos¢ w $ciekach oczyszczonych wielu bakterii
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MDR, w tym patogenéw wykazujacych opornos¢ na
B-laktamy [77, 78, 80]. Badania prowadzone w innych
krajach réwniez potwierdzaja obecno$¢ bakterii MDR
w $ciekach oczyszczonych [54, 56, 86, 89].

Gospodarstwa rolne sg rezerwuarem bakterii opor-
nych na antybiotyki i metale ciezkie. Stosowanie anty-
biotykéw w hodowli zwierzat sprzyja pojawianiu si¢
opornosci w srodowiskach rolniczych [11, 82, 84, 85].
Obornik stal si¢ rezerwuarem bakterii MDR i zwigz-
kéw antybiotycznych, a jego zastosowanie w nawozeniu
gleb uprawnych znaczaco zwiekszyto liczebnos¢ ARG
i promuje utrzymywanie si¢ populacji bakterii MDR
w glebie [3]. Lokalizacja genéw opornosci na MGE, do
ktérych nalezg m.in. plazmidy i elementy transpozy-
cyjne, sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ genéw opornosci
niezaleznie od pierwotnego gospodarza [29, 83].

Od ponad dziesieciu lat stosowanie antybiotykdw
jako dodatkéw do pasz dla zwierzat hodowlanych
zostalo znacznie ograniczone, a w niektorych sektorach
zupelnie zakazane [88]. Jednakze stosowanie innych
zwigzkéw o podobnym dziataniu nie zostalo objete
surowymi ograniczeniami. Wérdéd nich znajdujg sie
sole metali ciezkich, gléwnie cynku, miedzi oraz srebra.

Stosowanie soli metali ciezkich w rolnictwie jest zja-
wiskiem powszechnym. Dodawane do pasz, wykazuja
dziatanie bakteriobojcze, grzybobdjcze i wzmacniaja
odporno$¢ zwierzat. Tlenek cynku ZnO byt niegdys
stosowany profilaktycznie w hodowli prosiagt jako
alternatywa dla antybiotykéw i w celu uzyskania szyb-
kiego przyrostu masy migéniowej oraz prawidlowego
rozwoju ukladu nerwowego [70]. Dodatkowo, cynk
wykazywal dzialanie przeciwbiegunkowe. W nastep-
stwie wieloletniego, regularnego stosowania cynku
soli cynku w wysokich dawkach w paszach dla zwie-
rzat coraz czesciej w gospodarstwach zaczely pojawiaé
sie zakazenia powodowane przez bakterie oporne na
komercyjnie stosowane antybiotyki. Badania ostatnich
kilku lat wyjasnily to zjawisko, zwigzane z koselekcja
genow opornosci na antybiotyki u bakterii towarzysza-
cych zwierzetom hodowlanym [1, 13, 55].

Od okoto 2004 roku zaczeto regulowaé poziom
cynku i innych metali cigzkich w paszach dla zwie-
rzat, a mieszanki paszowe podlegaja cyklicznym kon-
trolom [70]. Siarczan miedzi (CuSO,) dzigki wiasci-
wosciom bakteriobdjczym i grzybobdjczym réwniez
byl stosowany na szeroka skale w hodowli zwierzat
[95]. Obecnie, stosowany jest gtéwnie do kapieli racic
w mleczarniach oraz jako czynnik promujacy wzrost
w hodowlach trzody chlewnej i drobiu. W klatkowe;
hodowli kur jest dodawany do paszy w celu obnize-
nia zawartosci cholesterolu w jajach [95, 109]. Z kolei
srebro koloidalne jest wykorzystywane jako s$rodek
dezynfekcyjny o dziataniu przeciwbakteryjnym i prze-
ciwgrzybiczym przede wszystkim w uprawie roslin [46].
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4. Wystepowanie zjawiska koselekcji
w $rodowiskach pozaklinicznych

4.1. Obszary uzytkowane rolniczo

Liczne badania potwierdzajg, iz stosowanie soli
metali ciezkich w hodowli zwierzat sprzyja pojawianiu
sie szczepow bakterii opornych na antybiotyki. Przy-
ktady badan potwierdzajacych obecnos¢ bakterii MDR
w gospodarstwach rolnych przedstawiono w Tabelil.
Na poczatku XXIwieku ukazala si¢ praca Hasman
i wsp. [38], ktérzy badali mikrobiote zwierzat hodow-
lanych. Pozyskane szczepy MDR wyizolowano wow-
czas m.in. z trzody chlewnej. Bakterie zaklasyfikowano
do gatunku E. faecium. Wykazywaly one opornoé¢ na
miedz oraz niewrazliwo$¢ na erytromycyne i wankomy-
cyne. Co wiecej, badacze potwierdzili eksperymental-
nie obecnos¢ wszystkich determinant opornosci na tym
samym plazmidzie koniugacyjnym. Zasugerowano, iz
obecno$¢ bakterii opornych na miedz byta nastepstwem
stosowanych w chlewni dodatkéw do paszy zawieraja-
cych siarczan miedzi [38].

Oproécz zwierzat hodowlanych, kolejnym powszech-
nym rezerwuarem bakterii MDR okazaly si¢ nawozy
zwierzgce. Do gleb uzytkowanych rolniczo nawozo-
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nych nawozami zwierzecymi, licznie przedostajg sie
pozostalosci metali cigzkich oraz antybiotykdw, co
negatywnie wplywa na jakos¢ i bezpieczenstwo zyw-
nosci. W ostatnich latach prowadzone s3 badania
dotyczace charakterystyki szczepéw $rodowiskowych
wyizolowanych z takich gleb. W Turcji, w miejsco-
wosci Kirsehir, prowadzono badania gleby ogrodowej
nawozonej obornikiem [27] (Tab.I). Pozyskano wow-
czas bakterie zaklasyfikowane do gatunkéw: B. subtilis,
B. cereus, E. coli oraz P. aeruginosa. Wszystkie szczepy
wykazaly opornos¢ na sole metali cigzkich, takich jak
otéw, kobalt, cynk i miedz. Ponadto, wigkszos¢ szcze-
pow byla niewrazliwa na antybiotyki - aztreonam,
klindamycyne oraz wankomycyne. Co wigcej, szczepy
zidentyfikowane jako P. aeruginosa wykazaly opornos¢
na amikacyne, ceftazydym i cyprofloksacyne, natomiast
szczepy E. coli byly oporne na ceftazydym i cefuroksym.

Podobne zjawisko zaobserwowano w akwakultu-
rze. Bakteriami MDR powszechnie izolowanymi z ryb
s3 patogenne szczepy z rodzaju Aeromonas [78, 79].
Bakterie z tego rodzaju zostaly migdzy innymi wyizo-
lowane z siedmiu réznych hodowli pstraga teczowego
w Australii [1]. Pozyskane szczepy byly oporne na
metale cigzkie oraz badane antybiotyki (Tab. I). Wszyst-
kie szczepy byly oporne na amoksycyling i cefalotin,

Tabela I
Profil opornosci bakterii izolowanych z obszaréw uzytkowanych rolniczo
Rodzaj/ gat.llmek Zrédio 1z<%ac]1 Opornosé bakterii na antybiotyki Opornoéé b'ak.te.rn Pls.mlen—
bakterii bakterii na metale ciezkie nictwo
Aeromonas sp. | Hodowla pstraga amoksycylina, cefalotin, ceftiofur, florfenikol, | chrom, cynk, kadm, kobalt, [1]
teczowego (Australia) streptomycyna, tetracyklina, sulfametoksazol, | mangan, miedz, otéw
tykarcylina
A. aquariorum, | Hodowla wegorza, amikacin, amoksycylina, kwas klawulanowy;, kadm [107]
A. hydrophila, | hodowla karpia (Korea) |ampicylina, cefpodoksym, ceftiofur, chloram-
A. veronii, fenikol, enrofloksacyna, imipenem, gentamy-
A. caviae, cyna, piperacylina, marbofloksacyn, tobramy-
A. jandami cyna, nitrofurantoina, trimetoprim,
sulfametoksazol tetracyklina
A. salmonicida | Hodowla lososia florfenikol, spektynomycyna, streptomycyna, | rte¢ [66]
atlantyckiego (Kanada) | sulfonamidy, tetracyklina
B. cereus, Gleba ogrodowa (Turcja) | aztreonam, ceftazydym, cefuroksym, cynk, kobalt, miedz, otéw [27]
B. subtilis klindamycyna, wankomycyna
Enterococcus Hodowla trzody erytromycyna, wankomycyna miedz [38]
faecium chlewnej (Dania)
E. coli Gleba ogrodowa (Turcja) | aztreonam, ceftazydym, cefuroksym, cynk, kobalt, miedz, otéw [27]
klindamycyna, wankomycyna
P aeruginosa Gleba ogrodowa (Turcja) | amikacyna, aztreonam, ceftazydym, cefuro- cynk, kobalt, miedz, otéw (27]
ksym, cyprofloksacyna, klindamycyna,
wankomycyna
Pseudomonas sp.| Hodowla pstraga amoksycylina, cefalotin, ceftiofur, chloramfe- | chrom, cynk, kadm, mangan
teczowego (Australia) nikol, florfenikol, streptomycyna, nitrofuran- | miedz, oléw
toina, trimetoprym [1]
Pseudomonas sp.| Gleba uprawna ampicylina, erytromycyna, sulfadiazyna chrom, cynk, miedz, nikiel, (53]
(Pbétnocne Indie) otow, rte¢
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wiegkszo$¢ szczepdw na tykarcyling, tetracykling oraz
streptomycyne, podczas gdy tylko niektore szczepy na
ceftiofur, florfenikol i sulfametoksazol. We wzmianko-
wanych badaniach wyizolowano tez bakterie z rodzaju
Pseudomonas, u ktérych réwniez powszechnie wyste-
powata oporno$¢ na amoksycyling, cefalotyne, ceftiofur,
chloramfenikol, florfenikol, streptomycyne, nitrofuran-
toing oraz trimetoprym. Podobne badania prowadzit
McIntosh i wsp. [66], ktéry z hodowli tososia atlan-
tyckiego w Kanadzie wyizolowal szczepy A. salmoni-
cida oporne na florfenikol, tetracykline, sulfonamidy,
spektynomycyne i streptomycyne oraz na rte¢ (Tab. I).
Obecnos¢ determinant warunkujacych taki fenotyp
bakterii zlokalizowano na plazmidach nazwanych
PRAS3 o wielkosci ok. 11 800 pz. W 2014 roku Yi i wsp.
[107] réwniez wyizolowali szczepy bakterii rodzaju
Aeromonas wykazujace oporno$¢ na szereg antybioty-
kéw, w tym amoksycyling z kwasem klawulanowym,
ajednoczes$nie opornos¢ na kadm. Badacze sugerowali
wystepowanie koselekcji genéw antybiotykoopornosci
i opornosci na metal, a kadm uznano za czynnik pro-
mujacy to zjawisko. Wsréd badanych ryb, z ktérych
izolowano szczepy, znalazly sie m.in. karpie i wegorze.
Pozyskano nastepujace gatunki: A. veronii, A. aquarium,
A. hydrophila, A.caviae, A.jandami i A.allosaccha-
rophila (Tab.I). Szczepy tych bakterii wykazaly brak
wrazliwosci na szereg antybiotykéw, w tym ampicy-
line (99% szczepow), piperacyling (84%), tetracykline
(83%), enrofloksacyne (80%), amoksycyline z kwasem
klawulanowym (59%), sulfametoksazol z trimetopri-
mem (54%), ceftiofur (54%), imipenem (44%), mar-
bofloksacyn (43%), nitrofurantoine (40%), chloramfe-
nikol (34%) cefpodoksym (26%), tobramycyne (24%),
gentamycyne (15%), amikacin (4%). Wéréd bakterii
wyizolowanych z karpia i wegorza, najpowszechniej
wystepowaly szczepy niewrazliwe na amoksycyling
z kwasem klawulanowym oraz chloramfenikol.

4.2. Tereny nieuzytkowane rolniczo

W $rodowisku naturalnym, na terenach nie uzyt-
kowanych przez cztowieka, réwniez wystepuja mikro-
organizmy oporne na antybiotyki oraz metale cigzkie.
Przyktadem takiego miejsca sa polozone powyzej
4000 m n.p.m. podmokle tereny Andéw. Panujg tam
ekstremalne warunki, takie jak silne promieniowa-
nie UV, wysoka zawartos¢ metali ciezkich (glownie
arsenu) oraz wysokie zasolenie. W roku 2008 z probek
gleb pobranych w Andach pozyskano kolekeje szcze-
poéw wykazujgcych silng antybiotykoopornos¢ oraz
niewrazliwo$¢ na promieniowanie UV-B [22]. Wirdd
nich zidentyfikowano S. saprophyticus i Micrococcus
sp. Wiekszo$¢ szczepow wykazala opornosé na arsen
(IIT) w stezeniu 10 mM. Ponadto, stwierdzono oporno$¢
bakterii na antybiotyki: azytromycyne, erytromycyne,
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klarytromycyne, roksytromycyne, streptomycyne, chlo-
ramfenikol, gentamycyne, kanamycyne, tetracykline
i ampicyling oraz wysokie minimalne st¢zenie hamu-
jace wzrost bakterii (2 ug/ml) w przypadku makroli-
déw. Wyniki przeprowadzonych badan wskazaly, ze
w ekstremalnych $rodowiskach antybiotykoopornosé
jest rowniez powszechna pomimo braku presji selek-
cyjnej zwigzanej z obecnoscig antybiotykow. Kolej-
nym przykladem terenéw nieuzytkowanych rolniczo,
z ktérych wyizolowano bakterie MDR, sg torfowiska
w USA. W roku 2009 grupa naukowcdw badata probki
gleb (o przekroju 2m) pochodzacych z dwdch torfo-
wisk w Hrabstwie Kennebec w stanie Maine, USA [98].
Z réznych glebokosci warstwy korowej wyizolowano
bakterie i badano je pod katem opornosci na antybio-
tyki i rte¢ oraz obecnosci genu merA, ktéry odpowiada
za wystepowanie reduktazy rteciowej, redukujacej
toksyczne jony Hg** do postaci pierwiastkowej Hg’.
Mechanizm ten jest najczgstszym bakteryjnym syste-
mem opornosci na rte¢. Gen merA lokalizowany jest
w obrebie operonu mer, ktdry czesto wystepuje na
MGE, takich jak transpozony i plazmidy, dzigki czemu
jest tatwo przenoszony miedzy réznymi gatunkami
bakterii [98]. Co wigcej, jak juz wezesniej wykazano,
razem z operonem mer przenoszone sa tez geny opor-
noéci na antybiotyki [99]. Wérdd izolatow pozyskanych
z torfowisk najczesciej wystepowaly bakterie z rodzaju
Pseudomonas, Rahnella i Paenibacillus. Obecno$¢ genu
merA stwierdzono u 73% izolatéw ze stanowiska pierw-
szego i 67% izolatow z drugiego torfowiska. Oprocz
opornoéci na rte¢ u wielu izolatéw stwierdzono réw-
niez tolerancj¢ na antybiotyki B-laktamowe, amino-
glikozydy i cefemy. Z kolei w roku 2014 prowadzone
byty badania gleb pochodzacych z miasta Juja w Kenii
[65]. Z gleb wyizolowano bakterie i charakteryzowano
je pod katem wrazliwo$ci na antybiotyki i metale ciez-
kie. Wszystkie pozyskane izolaty wykazaly opornos¢ na
augmentin i cefuroksym, natomiast wigkszo$¢ izolatow
byta oporna na ampicyline oraz kotrimoksazol. Wiek-
sz0$¢ izolatow byla rowniez niewrazliwa na co najmniej
trzy antybiotyki. Co wiecej, bakterie wykazaly opornos¢
na metale cigzkie, takie jak cynk, kadm i rte¢. Wérod
identyfikowanych szczep6w, znalazly sie gatunki E. coli,
P aeruginosa i S. aureus.

Pewna grupa naukowcéw postawila pytanie, czy
antybiotykoopornos¢ byla réwniez zjawiskiem pow-
szechnym we wcze$niejszych latach, kiedy antybiotyki
nie byly stosowane na skale masowa. Knapp i wsp. [47]
badali wystgpowanie genéw niosacych opornos¢ na
antybiotyki w glebach zarchiwizowanych w Instytucie
Jamesa Huttona w Aberdeen w Szkocji. Pierwsza seria
gleb sktadala sie z 46 losowo wybranych probek zbie-
ranych w Szkocji od 1940 roku do wczesnych lat 70.
Druga seria gleb skladala si¢ z probek zebranych
w 2008 roku, z dzialek eksperymentalnych w Hartwood,
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North Lanarkshire i Auchincruive w South Ayrshire. Na
dziatki te, w latach 1994-98, rozprowadzano osady $cie-
kowe zawierajace miedz w ilosci do 200 mg/kg. Wyniki
badan wykazaly obecno$¢ we wszystkich badanych
probach genow kodujacych oporno$¢ na antybiotyki,
takie jak erytromycyna, karbapenemy i tetracyklina
oraz na metale ciezkie, takie jak chrom, miedz i nikiel.
Co wigcej, wykazano wspolne wystepowanie nastepu-
jacych determinant opornosci: tetracykliny, erytromy-
cyny i miedzi; tetracykliny, karbapeneméw i chromu
oraz tetracykliny i niklu. Podczas badan préobek gleb
pobranych w 2008 roku zanieczyszczonych osadami
$ciekowymi, wykryto wieksza czesto§¢ wystepowania
genow antybiotykoopornosci, w poréwnaniu z glebami
pobieranymi w latach 1940-1970. Badacze sugeruja, iz
zjawisko to moze by¢ zwigzane ze wzrostem konsump-
¢ji antybiotykow obserwowanym od konca XX wieku,
co w nastepstwie doprowadzito do wzrostu ilosci deter-
minant warunkujacych wielolekooporno$¢ w osadach
$ciekowych rozprowadzanych na badanym terenie [47].

4.3. Naturalne zbiorniki wodne

Presja selekcyjna wywierana przez zanieczyszcze-
nia wod powierzchniowych, w tym jonami metali cigz-
kich czy antybiotykami, sprzyja HGT i przekazywaniu
gendw opornosci, réwniez bakteriom patogennym. Sta-
nowi to duze zagrozenie dla zdrowia publicznego [43].
O koselekeji genéw opornosci w wodach rzecznych
donosi wiele zrodet. Na przykiad, z wod powierzchnio-
wych rzeki Mololoa w Tepic w Meksyku wyizolowano
szczepy E. faecalis oporne na metale ciezkie i antybio-
tyki [68]. Wszystkie izolaty wykazywala opornos¢ na
rte¢. W przypadku pozostalych metali 86% szczepow
wykazalo opornos¢ na chrom, a 42% na kadm. Ogélny
model wrazliwosci na antybiotyki byl nastepujacy:
cyprofloksacyna (100,0% szczepow opornych), kana-
mycyna (84,2%), wankomycyna (15,7%), gentamycyna
(13,15%) i ampicylina (7,8%) [68]. Obecnos$¢ bakterii
MDR wykryto réwniez w rzece Jamuna (Indie) [53].
Z wody pozyskano szczepy rodzaju Pseudomonas
oporne na caly szereg metali cigzkich oraz niewrazliwe
na polimyksyne B oraz tetracykling. Badacze potwier-
dzili obecnos¢ gendéw warunkujacych wielolekoopor-
nos¢ na plazmidach koniugacyjnych.

W 2014 roku pobrano prébki wody z rzeki Kizilir-
mak-Kirikkale w Turcji, aby zbada¢ wspotwystepowanie
bakteryjnej opornosci na metale ciezkie i antybiotyki
[43]. Profile opornosci okreslono stosujac 26 anty-
biotykéw i 17 metali ciezkich. Sposrdd 290 szczepow,
24 wykazywalo oporno$¢ na metale cigzkie i antybio-
tyki. Opornos¢ na otéw, cyne, nikiel, bar, glin, stront,
srebro i lit wahala si¢ miedzy 50 a 92%. Ponad 50%
izolatow wykazywalo opornos¢ na cefalosporyny, chi-
nolony, sulfonamidy i aminoglikozydy. W tym samym
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roku zbadano réwniez probki wody z Blekitnego Nilu
na terenie Etiopii [45]. Metalooporne izolaty nalezaly
do rodzajow Bacillus, Corynebacterium, Micrococ-
cus, Neisseria, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus. Minimalne stezenie metali cigzkich
(kadm, chrom, nikiel, cynk, oléw, rte¢ i miedz) hamu-
jace wzrost szczepow wynosito od 200 do 2300 pug/ml.
Izolaty byly oporne na wiele antybiotykow, takich
jak: chloramfenikol, cefoksytyna, kotrimoksazol, ery-
tromycyna, cyprofloksacyna, gentamycyna, kwas nali-
dyksowy, tetracyklina i wankomycyna. Obserwowano
statystycznie istotng korelacje miedzy opornoscia
na metal i opornos$cia na antybiotyk wsrdd szczepow
bakteryjnych [45].

Bardzo bogatym rezerwuarem szczepow bakterii
MDR okazaty sie rowniez wody morskie. W roku 2010
tureccy naukowcy zbadali wode pobrang z Zatoki
Iskenderun (Morze Srodziemne, Turcja) [64]. Pozy-
skali szczepy bakterii rodzaju Aeromonas i Pseudomo-
nas, ktore wykazaly opornos¢ na antybiotyki i metale
cigzkie. Wysoki odsetek izolatéw Aeromonas wykazy-
wal brak wrazliwosci na cefazolin i sulfametoksazol
z trimetoprimem. W$rdd izolatéw Pseudomonas czg¢sto
wystepowala oporno$¢ na nitrofurantoine (86,2% izo-
latow), cefazolin (84,8% izolatow) i cefuroksym (71,7%
izolatéw). Dodatkowo, wiekszos¢ izolatow wykazywala
tolerancje na rézne stezenia metali ciezkich, a mini-
malne stezenia hamujace wahaty si¢ od 25 do powyzej
3200 pg/ml. Aeromonas sp. i Pseudomonas sp. wyka-
zaly réwniez wysokg oporno$¢ na miedz, odpowied-
nio 98,3% i 75,4% oraz niskg opornoé¢ na otéw, odpo-
wiednio 1,7% i 7,2%. W 2012 roku Matyar [63] badat
takze izolaty pobrane ze wschodniego wybrzeza Morza
Srédziemnego. Zbadano wrazliwo$¢ 255 Gram-ujem-
nych izolatéw bakteryjnych na 16 réznych antybioty-
kow i pie¢ metali ciezkich. Najczestszymi gatunkami
izolowanymi ze wszystkich probek byly Citrobacter
koseri (9,0%), E.coli (8,2%) i Pantoea agglomerans
(8,2%). Wyniki wykazaty wysoka czesto$¢ wystepowa-
nia opornos$ci na ampicyline (74,0%), streptomycyne
(70,0%) i cefazoline (48,3%). Badane szczepy wykazaly
réwniez tolerancje na metale cigzkie, takie jak chrom
(3,0%), kadm (78,0%), mangan (3,5%), miedz (68,9%)
oraz otow (1,9%) [64].

4.4. Endosfera roslinna

Mikroorganizmy zasiedlajagce wewnetrzne tkanki
oraz przestrzenie miedzykomodrkowe roslin, nie wywo-
tujace oznak patogenezy, nazwano endofitami [36].
Endofity izolowane s3 powszechnie z roélin zielnych
[31-33, 87]. Pierwsze prace dotyczace izolacji mikro-
organizmoéw endofitycznych niosgcych opornosé¢ na
metale ciezkie zaczely pojawia¢ si¢ okoto roku 2004.
Wtedy to swoje badania opublikowal Idris i wsp. [44],
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ktéry wyizolowal bakterie endofityczne z wnetrza
roéliny bedacej hiperakumulatorem niklu - Thla-
spi goesingense Halacsy. Badania prowadzono na tere-
nach wschodniej Austrii, gdzie ogélna zawarto$¢ niklu
w kilogramie gleby wynosita 2,5 mg. W jednym gramie
nadziemnych czesci roslinnych oznaczono od 2,2 x 10°
do 5,6 x10%jtk bakterii opornych na nikiel. Badacze
zaklasyfikowali izolaty do klasy Alfaproteobacteria oraz
do bakterii Gram-dodatnich. 42% izolatéw wykazato
wysoki stopien podobienstwa do gatunku Methylobac-
terium mesophilicum, a 37% do Sphingomonas sp. Pozo-
state izolaty wykazaly podobienstwo do rodzajow: Rho-
dococcus, Curtobacterium i Plantibacter. El-Deeb i wsp.
[25, 26] wyizolowali endofityczne bakterie zaklasyfiko-
wane do rodzaju Enterobacter z rosliny wodnej Eich-
hornia crassipes wystepujacej powszechnie w Egipcie.
Badane szczepy bakterii wykazaly oporno$¢ na metale
cigzkie (cynk, kadm i ol6w) oraz byly zdolne do wzro-
stu w obecno$ci ampicyliny (100 ug/ml), kanamycyny
(100 pg/ml) oraz tetracykliny (20 pg/ml). Co ciekawe,
z uzyskanych bakterii udalo si¢ wyizolowa¢ plazmidy
i w wyniku dalszych badan potwierdzono, ze plazmid
o wielkosci 98 kb determinowal oporno$¢ bakterii na
cynk, kadm oraz ampicyline i kanamycyne. Z kolei
w roku 2008 opublikowano badania dotyczace izola-
¢ji bakterii endofitycznych z roslin rzepaku (Brassica
napus) rosnacych na przedmiesciach Nanjing w Chi-
nach [91]. Na terenach, z ktorych pobierano rosliny,
0znaczono najwyzsza zawarto$¢ otowiu (216,5 mg/kg)
oraz cynku ( 204,5 mg/kg). Z roélin rzepaku pozyskano
bakterie oporne m.in. na oléw, wéréd ktérych domi-
nowaly szczepy oznaczone jako Microbacterium sp.
oraz P fluorescens. Dalsza charakterystyka wykazala,
ze bakterie moga promowac wzrost roélin, poniewaz
produkuja hormony roélinne, prowadza do rozpusz-
czania olowiu, produkuja siderofory oraz produkuja
deaminaz¢ kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylo-
wego. Co wigcej, wykazano, ze bakterie nie sg wrazliwe
na badane antybiotyki, takie jak ampicylina, kanamy-
cyna, spektynomycyna oraz streptomycyna. Szczepy
endofityczne rosty w obecnosci takich czynnikow
stresowych, jak: ampicylina (100 pg/ml), kanamycyna
(20 pug/ml) i spektynomycyna (20 ug/ml). Dodatkowo,
szczep P, fluorescens rést w obecnosci streptomycyny
(20 pug/ml). Kolejna praca w ktdrej eksperymentalnie
potwierdzono brak wrazliwosci endofitéw na antybio-
tyki ukazala si¢ w 2015 roku [52]. Badaniom poddano
rodling bedaca hiperakumulatorem cynku i kadmu,
Sedum plumbizincicola. Wér6d wyizolowanych bak-
terii zidentyfikowano Achromobacter sp., Bacillus sp.,
B. pumilus oraz Stenotrophomonas sp. Endofity wyka-
zaly opornos¢ na cynk, kadm i otéw oraz brak wrazli-
wosci na antybiotyki.

W latach 2009-2018 opublikowano kolejne prace
badawcze dotyczace izolacji bakterii endofitycznych
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z endosfery roélin rosngcych na terenach skazonych
metalami ciezkimi (Tab.II). Wsréd przebadanych
metalofitow znalazly si¢ takie gatunki jak: olsza twarda
(Alnus firma), smagliczka (Alyssum serpyllifolium),
komelina pospolita (Commelina communis), elszol-
cja (Elsholtzia splendens), tyton szlachetny (Nicotiana
tabaccum L.), rdest (Polygonum pubescens), orliczka
(Pteris vittata), psianka czarna (Solanum nigrum L.)
oraz kukurydza zwyczajna (Zea mays). Z roslin izolo-
wano najczesciej bakterie klasyfikowane jako Acineto-
bacter sp., Bacillus sp., Enterobacter sp., Microbacterium
sp., Pseudomonas sp., Rahnella sp., Serratia sp., Steno-
trophomonas sp. (Tab. II) [25, 26, 40, 44, 51, 52, 62, 91,
92,94, 97, 109].

5. Wspolwystepowanie genow opornosci
w roznych genomach srodowiskowych

Technika analizy DNA izolowanego bezposrednio
z badanego $rodowiska, rozwéj metod sekwencjono-
wania nowej generacji (NGS, Next Generation Sequ-
encing) oraz rozwoj narzedzi bioinformatycznych
stuzacych do analizy danych umozliwit poznanie nie-
zbadanych dotad $rodowisk. Badania metagenomiczne
dowiodly wystepowania gendéw opornosci na anty-
biotyki i metale cigzkie lub biocydy m.in. w takich $ro-
dowiskach jak naturalne zbiorniki wodne oraz $cieki
[5, 15, 17, 18, 24, 35, 102-106]. Ponadto, stosujac
zaawansowane narzedzia bioinformatyczne, potwier-
dzono wspoélwystepowanie genéw ARG oraz MRG
(metal resistance genes) w réznych genomach srodo-
wiskowych [103, 104].

Zespol naukowcow pod kierunkiem Yuyi Yang opu-
blikowal niedawno wyniki analizy metagenomiczna
jezior i wod morskich [105, 106]. Badacze pracowali na
122 metagenomach pochodzacych z jezior (92 genomy)
oraz wod morskich (30 genoméw). Dane pozyskano
z bazy SRA (Sequence Read Archive). Pozyskane
sekwencje nastepnie analizowano w bazach danych
SARG (Structured Antibiotic Resistance Database)
oraz BacMet (Antibacterial Biocide & Metal Resistance
Genes Database) [75, 76]. Celem badan byta analiza
wspotwystepowania ARG i MRG w morzach i jezio-
rach oraz okreslenie wptywu stratyfikacji termiczne;j
wody w jeziorach i polozenia geograficznego jezior na
liczbe i sktad ARG i MRG. Co wiecej, badano rozmiesz-
czenie ARG i MRG w morzach w strefie przybrzez-
nej, w strefie wod glebokich i w wodach Antarktydy.
Badane genomy pochodzily z nastepujgcych regiondw:
Antarktyki, Brazylii, Finlandii, Kanady, Malawi, Rosji,
Rwandy, Szwecji i USA. W prébach pochodzacych ze
wszystkich badanych srodowisk dominowaly sekwen-
cje gendéw opornosci wielolekowej oraz genéw opor-
nosci na bacytracyne (warianty genu bacA). W przy-
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Tabela II
Profil opornosci bakterii endofitycznych

bakI::r(iiiZ:Jr: gztfliltr;ril;nej Zrédlo izolacji bakterii Oporno$¢ bakterii na antybiotyki ?15 ?;2?:12 E?é(itliir: Prllslrcr:isg
Achromobacter sp. Sedum plumbizincicola nb cynk, kadm, oléw [52]
Acinetobacter sp. Elsholtzia splendens nb miedz [94]
Bacillus sp. Alnus firma Sedum plumbizincicola nb cynk, kadm, oléow | [52, 92]
B. pumilus Sedum plumbizincicola nb cynk, kadm, olow [52]
Curtobacterium sp. | Thlaspi goesingense Halacsy nb nikiel [44]
Enterobacter sp. Eichhornia crassipes ampicylina, kanamycyna, tetracyklina | cynk, kadm, otéw | [25, 26]
Methylobacterium Thlaspi goesingense Halacsy nb nikiel [44]
mesophilicum

Microbacterium sp. | Brassica napus ampicylina, kanamycyna, cynk, kadm, miedz,| [91]

spektynomycyna nikiel, otéw
Plantibacter sp. Thlaspi goesingense Haldcsy nb nikiel [44]
Pseudomonas sp. Alyssum serpyllifolium nb nikiel [52]
P fluorescens Brassica napus ampicylina, kanamycyna, cynk, kadm, otéw [91]
spektynomycyna, streptomycyna
Rahnella sp. Polygonum pubescens Zea mays nb cynk, kadm, oléw [40]
Rhodococcus sp. Thlaspi goesingense Halacsy nb nikiel [44]
Serratia marcescens | Pteris vittata nb wanad [97]
Sphingomonas sp. Thlaspi goesingense Haldcsy nb nikiel [44]
Stenotrophomonas sp. | Sedum plumbizincicola ampicylina, chloramfenikol, kanamycyna, | cynk, kadm, otéw (52]
streptomycyna, tetracyklina

nb - nie badano

padku MRG, dominowaly geny opornosci na arsen,
rte¢ oraz miedz. W genomach pochodzacych z jezior
wykryto wieksza liczbe ARG w pordéwnaniu z geno-
mami pochodzacymi z moérz. Analizy wykazaly, iz przy-
brzezna woda morska wykazuje wiekszg biordznorod-
no$¢ oraz liczbe ARG i MRG w pordéwnaniu z woda
glebokich oceandw, czy antarktyczng woda morska.
Z kolei stratyfikacja termiczna nie wplyneta na liczbe
ARG. Jednakze w epilimnionie zaobserwowano wigksza
roznorodnos¢ ARG oraz wigcej MRG niz w glebszych
strefach jezior. Wykazano réwniez, iz polozenie geo-
graficzne ma istotny wplyw na réznorodnos¢ genow
opornosci, natomiast nie wplywa na ich ilo$¢. Analiza
korelacji Spearmana pozwolita oszacowaé prawdopo-
dobienstwo wspotwystepowania genéw ARG i MRG
w badanych genomach $rodowiskowych. W przypadku
jezior wyodrebniono 14 grup gendw wspdlnie wyste-
pujacych, natomiast dla wody morskiej wyodrebniono
2 grupy. W obrebie 14 grup wyznaczono m.in. wspol-
nie wystgpujace warianty genu bla . (opornos¢ na
B-laktamy), warianty genu mer (opornos¢ na rte¢), geny
cusR (opornos¢ na miedz) i silR (opornos¢ na srebro)
oraz wspotwystepowanie gendw warunkujacych wie-
lolekooporno$¢ i opornosé na metale ciezkie. Z kolei
w przypadku analizy genoméw morskich, wspotwyste-
powanie wykryto m.in. w przypadku wariantéw genow
nadajacych opornos¢ na bacytracyne, chloramfenikol,

polimyksyne, sulfonamidy i tetracykling [105, 106].

Po roku 2013 pojawily si¢ liczne prace potwier-
dzajace wystegpowanie ARG oraz MRG w $ciekach
[17, 34, 49, 67]. Co wiecej, zidentyfikowano w $ciekach
ruchome elementy genetyczne, ktére moga promo-
wac rozprzestrzenianie determinant opornosci wérod
bakterii [67].

W 2013 roku w Hongkongu prowadzono badania
na terenie dwoch oczyszczalniach $ciekéw bytowo-
-gospodarczych, w ktorych dziennie oczyszczanych
jest 230000 m® $ciekéw - oczyszczalnia Shatin oraz
93000m* $ciekdw - oczyszczalnia Shek Wu Hui
[49]. Z pobranych préb izolowano DNA plazmidowe
i wykonano sekwencjonowanie z wykorzystaniem
sekwenatora HiSeq2000 (Illumina). Uzyskane odczyty
sekwencjonowania filtrowano i analizowano in silico
z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych oraz
ogdlnie dostepnych baz danych, takich jak ARDB
(Antibiotic Resistance Genes Database), BacMet [50,
76]. Badacze uzyskali 6 metagenoméw plazmidowych,
w ktorych zlokalizowali 48 989 odczytéw pasujacych do
ARG oraz 16435 odczytow MRG. Wykryto 18 typow
ARG, z czego najbardziej powszechnym typem byty
geny opornosci na tetracykling (29% odczytow),
nastepnie geny opornosci na chinolony (17% odczy-
tow), B-laktamy (12% odczytéw), aminoglikozydy (10%
odczytéw) i makrolidy-linkozamidy-streptograminy
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(10% odczytow). W przypadkéw MRG, najpowszech-
niej zidentyfikowanymi typami genéw byly geny opor-
nosci na cynk (22% odczytéw) i miedz (20% odczytow),
a rzadziej wystepujacymi geny opornosci na kobalt
(11% odczytow) oraz arsen (11% odczytow).

6. Podsumowanie

Wrhasciwosci antybiotykow oraz metali cigzkich spo-
wodowaly wlaczenie ich do réznych obszaréw dziatal-
nosci ludzkiej, takich jak medycyna, weterynaria, czy
rolnictwo. Nastepstwem wieloletniego stosowania na
szeroka skale tych zwigzkéw byl wzrost ich stezenia
w $rodowisku i tym samym, wywieranie stalej presji
selekcyjnej wobec poszczegolnych mikroorganizmow
wchodzacych w sktad mikrobiomoéw wystepujacych
w danym $rodowisku. Dane literaturowe wskazuja, ze
warunki stresowe panujace na terenach zanieczysz-
czonych, moga promowaé rekombinacje genetyczne
i HGT, co sprzyja powstawaniu nowych mechanizmoéw
opornosci i rozprzestrzenianiu sie¢ ARG [57, 59]. Plaz-
midy moga zawiera¢ takze geny, zapewniajace zdol-
nos¢ do przezycia w obecnosci zwigzkow toksycznych
takich jak np. substancje ropopochodne, detergenty,
metale cigzkie i pestycydy, co ze wzgledu na rosnace
wciaz zanieczyszczenie Srodowiska faworyzuje prze-
zycie bakterii niosgcych takie plazmidy [57, 58, 60,
61, 83]. Dowiedziono, Ze zanieczyszczenie metalami
ciezkim sprzyja selekcji szczepéw opornych [4, 57].
Wykazano réwniez, ze opornos¢ krzyzowa na metale
ciezkie i antybiotyki zwigzana z koselekcja genow czyli
obecnoscia na plazmidzie genéw opornosci na anty-
biotyki i metale, powoduje utrzymanie si¢ opornosci
na antybiotyki, nawet w przypadku ich nieobecnosci
w $rodowisku skazonym metalami [57]. Jak si¢ oka-
zalo zjawisko to niesie ze sobg zagrozenia dla zdrowia
a nawet zycia ludzkiego. Powszechne stosowanie anty-
biotykéw oraz soli metali ciezkich w medycynie spowo-
dowato pojawienie si¢ szczepdw bakterii MDR, co jest
obecnie jednym z najwigkszych problemdéw zdrowot-
nych na $wiecie. Z kolei stosowanie antybiotykéw i soli
metali ciezkich w rolnictwie spowodowalo pojawienie
sie i wlaczenie bakterii MDR do taicucha pokarmo-
wego. Wystepowanie szczepdw MDR w réznych srodo-
wiskach pozaklinicznych to problem z jakim aktualnie
sie spotykamy. Tereny zanieczyszczone metalami ci¢z-
kimi oraz przede wszystkim rosliny zasiedlajace takie
tereny, tzw. metalofity, to nowe zrédto izolacji szczepow
bakterii opornych na antybiotyki i metale ciezkie. Je
réwniez nalezy rozpatrywa¢ jako potencjalne zagro-
zenie dla czlowieka poniewaz moga stanowi¢ zrédlo
szczepdw MDR. Metalofity wykorzystywane w pro-
cesach fitoekstrakcji powinny by¢ traktowane jako
material toksyczny. Powinny zatem zosta¢ poddane
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suszeniu i spaleniu w specjalnych miejscach przezna-
czonych na utylizacje odpaddéw toksycznych. Jedynie
takie postepowanie nie dopusci do wygenerowania
przez czlowieka kolejnego niekontrolowanego zrédta
antybiotykoopornosci. Co wiecej, odkrycie endofitow
metalofilnych zwrdcito uwage na ich ogromny poten-
cjal aplikacyjny i mozliwos¢ wykorzystania do inten-
syfikacji procesdéw fitoekstrakeji. Rozpatrywana jest
mozliwos¢ przenoszenia genéw opornosci na metale
cigzkie pozyskiwanych z endofitow metalofilnych do
roélin-hiperakumulatoréw. W przypadku wdrozenie na
skale swiatowa takich rozwigzan i nieodpowiedniego
sposobu utylizacji materialu roslinnego, moze dojs¢ do
wzbogacenia srodowiska w kolejng pule gendéw deter-
minujacych antybiotykoopornosc¢.

O problemie bakteryjnej opornosci na srodki prze-
ciwdrobnoustrojowe (AMR, antimicrobial resistance)
dyskutowata Organizacja Narodéw Zjednoczonych
ONZ, ktéra w pazdzierniku 2016 roku zatwierdzila
uchwale dotyczaca konieczno$ci zredukowania spo-
zycia antybiotykéw i ograniczenia czynnikéw sprzyja-
jacych rozprzestrzenianiu si¢ AMR. Zwalczanie anty-
biotykoopornosci to jedno z gltéwnych zatozen tzw.
strategii ,One Health” (One Health approach). Strategia
One Health zaleca do monitorowania $rodowiska i pro-
wadzenia wspdlnych badan przez specjalistow z wielu
dziedzin, takich jak zdrowie publiczne, weterynaria czy
ochrona $rodowiska. Przykladem programéw miedzy-
narodowych, w ramach ktérych prowadzone sg badania
dotyczace antybiotykoopornosci sa: program JPTAMR
(Joint Programming Initiative on Microbial Resistance)
i tu np. INART (Intervention of antimicrobial resi-
stance transfer into the food chain), czy BiodivERsA
(Biodiversity and its influence on animal, human and
plant health). Wspdlnym celem ma by¢ projektowanie
i wdrazanie programéw informacyjnych, badawczych
oraz ustawodawstwo stuzgce poprawie zdrowia publicz-
nego. Jako priorytetowe dzialania, obok zwalczanie
antybiotykoopornosci ustalono wzrost bezpieczenstwa
zywnosci oraz kontrole chorob odzwierzecych.
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Streszczenie: Wirusy ekstremofilne zasiedlaja nawet najbardziej nietypowe srodowiska, takie jak szyby hydrotermalne zaréwno podwodne
jak i naziemne, pustynie, tereny subpolarne, osady denne oraz srodowiska o wysokim stopniu zasolenia. Sg to gtéwnie wirusy, zakazajace
bakterie (nalezace do rodzin Myoviridae oraz Siphoviridae) i archeony (zaklasyfikowane do rodzin Lipothrixviridae, Rudiviridae, Yuevi-
ridae, Ampullaviridae, Globuloviridae, Sphaerolipoviridae, Bicaudaviridae, Fuselloviridae, Guttaviridae, Clavaviridae oraz Turriviridae),
z ktérych czes¢ nie zostata w pelni sklasyfikowana. Ekstremowirusy posiadajg material genetyczny gléwnie w postaci dsDNA, zaréwno
kolistego jak i liniowego, ktérego $rednia dtugos¢ waha sie pomiedzy 14 do 80 kpz i jest optymalna, poniewaz nie ulega rozlozeniu przez
wysoka lub niska temperature, roztwory soli czy podwyzszone ci$nienie i koduje wszystkie cechy niezbedne do funkcjonowania w ekstre-
malnych warunkach. Potwierdza to takze o wiele wyzsza oporno$¢ DNA na czynniki zewnetrzne w poréwnaniu z delikatnym RNA. Dalsze
badania nad wirusami ekstremofilowymi moga doprowadzi¢ do petnego zsekwencjonowania ich genoméw, poznania genéw warunku-
jacych cechy opornosci na niekorzystne warunki srodowiskowe oraz przyblizy¢ poznanie pelnej historii ewolucji organizméw na Ziemi.

1. Wprowadzenie. 2. Wirusy ekstremalnie wysokich temperatur. 2.1. Wirusy z goracych zrédel naziemnych. 2.2. Wirusy z podwodnych
szybow hydrotermalnych. 3. Wirusy terendéw pustynnych. 4. Wirusy terenéw subpolarnych. 5. Wirusy osadéw dennych. 6. Wirusy terenéw
o wysokim stopniu zasolenia. 6.1. Wirusy w jeziorach stodkowodnych. 6.2. Wirusy w jeziorach alkalicznych. 7. Podsumowanie

VIRUSES OF EXTREME ENVIRONMENTS

Abstract: Extremophilic viruses inhabit even the most extreme environments, such as underwater and terrestrial hydrothermal vents,
deserts, subpolar areas, deep subsurface sediments, hypersaline environments, and alkaline lakes. These are mainly viruses that infect
bacteria (belonging to the Myoviridae and Siphoviridae families) and archaea (classified to the families Lipothrixviridae, Rudiviridae,
Yueviridae, Ampullaviridae, Globuloviridae, Sphaerolipoviridae, Bicaudaviridae, Fuselloviridae, Guttaviridae, Clavaviridae, and Turriviri-
dae), some of which have not been fully classified. Extremoviruses have genetic material mainly in the form of dsDNA, both circular
and linear, whose average length varies between 14 and 80kbp and is optimal because it is not degraded by high or low temperature, salt
solutions or elevated pressure, and encodes all features necessary to function in extreme conditions. This also confirms the much higher
resistance of DNA to external factors compared to delicate RNA. Further studies on extremophilic viruses can lead to full sequencing of
their genomes, recognition of genes determining resistance traits to unfavorable environmental conditions, and a closer understanding
of the full history of the evolution of organisms on Earth.

1. Introduction. 2. Viruses of extremely high temperatures. 2.1. Viruses of hot terrestrial springs. 2.2. Viruses of deep-sea hydrothermal
vents. 3. Viruses of deserts. 4. Viruses of subpolar areas. 5. Viruses of subsurface sediments. 6. Viruses of hypersaline areas. 6.1. Viruses of
freshwater lakes. 6.2 Viruses of alkaline lakes. 7. Conclusions

Stowa kluczowe: Archeony, dsDNA, ekstremofile, wirusy ekstremofilne

Key words: Archaea, dsDNA, extremophile, extremoviruses

1. Wprowadzenie

Do ekstremofili zalicza si¢ organizmy klasyfiko-
wane do trzech réznych domen: Archaea, Eubacteria
oraz Eukarya (Ryc. 1). Sg to organizmy, ktorych wlasci-
wosci fizykochemiczne umozliwiaja zycie oraz rozwoj
w warunkach granicznych dla wystepowania organiz-
moéw na Ziemi. Wykazano [21], ze limit tolerancji eks-
tremofili na rézne warunki srodowiskowe, takie jak
temperatura, pH, zasolenie, susza, ci$nienie hydrosta-

tyczne, promieniowanie oraz niedobdr tlenu, znacznie
przekracza zdolnosci przezycia innych osobnikow.
Organizmy te pozostaja w szczeg6lnym zainteresowa-
niu naukowcdw, stuzac jako modele w badaniu i zrozu-
mieniu budowy biochemicznej i molekularnej niezbed-
nej do przezycia w takich warunkach [8].
Powszechnie wiadomo, ze organizmom ze wspo-
mnianych trzech domen, zawsze towarzysza wirusy,
stad nie jest zaskakujacym, ze znajduja si¢ one takze
w $rodowiskach ekstremalnych, bedac gospodarzami

* Autor korespondencyjny: dr hab. Paulina Niedzwiedzka-Rystwej, prof. US, Instytut Biologii, Uniwersytet Szczecinski, Felczaka 3c,
71-412 Szczecin; tel. 91 444 15 93; e-mail: paulina.niedzwiedzka-rystwej@usz.edu.pl
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Ryc. 1. Drzewo filogenetyczne trzech domen: Bacteria, Archeae, Eukarya

przedstawicieli zaréwno domeny Eubacteria jak
i Archea [26, 49].

Archaea s3 obecne na planecie od ponad 3,5 mld
lat [49]. Dzieli sie je na 2 grupy: Crenarchaeota oraz
Euryarchaeota. Do pierwszej zalicza si¢ rodzaje takie
jak: Pyrodictium oraz Thermoproteus. Ponadto, wsrod
Euryarcheota wyrdzni¢ mozemy nastepujace rzedy:
Thermococcales, Methanococcales, Methanobacteriales
oraz Methanomicrobiales. Dodatkowo do tego typu zali-
cza sie rowniez blizej niesprecyzowane halofile (Ryc. 2).

Ich ewolucja caly czas postepuje i pomimo, iz wyste-
puja takze w srodowiskach umiarkowanych, to nadal sg
uwazane glownie za ekstremofile zasiedlajace terytoria,
ktérych warunki fizyczne znacznie przekraczajg limity
przezywalnosci innych organizmoéw [41]. Sa to strefy
obejmujace gejzery, bogate w siarke zrédta goracego
kwasu, dna moérz i oceanéw oraz podwodne kominy
hydrotermalne, wody o wysokim stopniu zasolenia,
jeziora alkaliczne, a takze ekosystemy $cisle beztle-
nowe [41]. Zasiedlenie tak nieprzystepnych miejsc
jest mozliwe dzigki ich niezwyklym wlasciwosciom,
specyficznej budowie oraz odporno$ci na czynniki
$rodowiskowe. Mikroorganizmy te sa zdolne do zycia

Methanococcales

L Thermoproteus
Pyrodictium

Crenarchaeota

Methanobacteriales

Thermococcales

zar6wno w temperaturach przewyzszajacych 100°C, jak
i tych ponizej 0°C. Wytrzymujg réwniez bardzo wysokie
wartosci ci$nienia hydrostatycznego na gleboko$ciach
nawet 1000 metréow pod poziomem morza, w $cile
beztlenowych warunkach. Udowodniono, ze funkcjo-
nuja one takze w warunkach ograniczonego dostepu
do wody, takich jak pustynie; acydofile i alkalofile zasie-
dlaja tereny, ktérych pH osigga wartosci odpowiednio
ponizej 2 lub ponad 10, w tym takze srodowiska wodne
[17, 32]. Ze wzgledu na zlozono$¢ warunkow $rodo-
wiskowych, w ktorych organizmy te wystepuja, mozna
rozpatrywac je najczesciej w kontekscie poliekstremo-
fili, j. jednoczesnej opornosci na kilka niesprzyjajacych
czynnikow [21].

Jak wiele innych organizmoéw zyjacych na Ziemi,
ekstremofile sa gospodarzami wielu wiruséw. Wirusy
cechuje brak autonomicznosci, czyli niezbedno$¢ koe-
gzystowania z zywicielem umozliwiajacym im repli-
kacje. Z tego powodu nie sg one rozpatrywane jako
elementy Zywe przez bardzo dlugi czas. Istniejg jednak
dowody pozwalajace twierdzi¢, ze wirusy nie powinny
by¢ traktowane jedynie jako czasteczki zakazne, lecz
takze jako jeden z gtéwnych skladnikow biosfery. Suge-

Methanomicrobiales

halofile

Euryachaeota

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne Archeae, na podstawie Woese i wsp. [49]
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ruje sig, ze ze wzgledu na plastycznos¢ genomu oraz
adaptacje biochemiczne umozliwiajgce im zycie w eks-
tremalnych warunkach odegraty kluczowa role we wcze-
snej fazie ewolucji Zycia komorkowego na Ziemi [41].
Pomimo ze wirusy sa obecne wszedzie tam, gdzie
odkrywana jest Zywa materia organiczna oraz sa czyn-
nikiem spajajacym trzy domeny zycia, to stopien ich
obecnosci i réznorodnosci nadal nie zostat do konca
poznany. Aktualna wiedza o ilo$ci wiruséw pozwala
twierdzi¢, ze zasiedlaja one wszystkie formy zycia
w obrebie naszej planety i stanowig rozlegly rezerwuar
bior6znorodnosci [5, 9, 12, 25, 40, 44, 48, 50].

2. Wirusy ekstremalnie wysokich temperatur

Biorac pod uwage trzy domeny to wlasnie przedsta-
wiciele Archaea s najliczniejsza grupa, ktéra mozna
zaobserwowa¢ w warunkach ekstremalnie wysokich
temperatur. Wérdd bakterii bedacych gospodarzami
dla wiruséw spotka¢ mozna przedstawicieli termofili,
natomiast wérod archeonéw wystepuja réwniez tzw.
hiperekstremofile [14]. Materialy zebrane w goracych
zrodlach termalnych zaréwno naziemnych, jak i pod-
ziemnych pozwolily zaobserwowa¢ ogromny rezerwuar
roznorodnych form morfologicznych oraz genomo-
wych wiruséw.

2.1. Wirusy z goracych Zrodel naziemnych

Pierwsze badania i obserwacje form zyjacych w go-
racych zrodtach przeprowadzil Wolfram Zillig w roku
1980 [21]. Material zebrany w Japonii, Wloszech,
Nowej Zelandii, Islandii, Rosji i Stanach Zjednoczo-
nych doprowadzil do znacznego poszerzenia wiedzy
o formach i réznorodnosci wiruséw, a takze postuzyt
do odkrycia nowych [31, 37, 38]. Stwierdzono [31],
ze szerokie spektrum hipertermofilowych wiruséw
wyizolowanych ze zrédet kwasowych oraz neutralnych
z temperatur >80°C, infekuje wielu ekstremalnie ter-
mofilowych przedstawicieli gromady Crenarchaeaota,
w tym przedstawicieli z rodzajéw Sulfolobus, Thermo-
proteus, Acidianus oraz Pyrobaculum. Na podstawie
wyjatkowej budowy i wlasciwosci genomowych wyod-
rebnione wirusy hipertermofilne zostaty sklasyfiko-
wane w 7 nowych rodzin, wérdd ktérych wyrézniamy:
Fuselloviridae, Lipothrixvidae, Rudiviridae, Guttaviri-
dae, Globuloviridae, Bicaudaviridae oraz Ampullavi-
ridae (Tab.I). Wirusy zakazajace archeony z gromady
Crenarchaeaota nie wykazuja wyraznego podobienstwa
morfologicznego oraz genomowego zaréwno do wiru-
sow bakteryjnych, jak i eukariotycznych [31].

Wizystkie wyizolowane dotychczas hipertermofilne
wirusy zawieraja liniowy lub kolisty dwuniciowy DNA,
zbudowany z 15 do 75 kpz [32]. Wiekszo$¢ tych geno-
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mow zostala zsekwencjonowana, co w konsekwencji
umozliwilo wykazanie zaskakujacego zrdznicowania
na poziomie genetycznym. Ustalono zaledwie kilka
sekwencji komplementarnych z tymi wystepujacymi
u wirusow eukariotycznych i prokariotycznych [32].
Jedynie dla niewielu produktéw bialkowych kodo-
wanych przez te sekwencje zidentyfikowano funkgje.
Istnieja dowody na to, ze bialko plaszczowe 37-kDa
wirusa STIV (Sulfolobus turreted icosahedral virus)
z rodziny Turriviridae (Tab. I), moze wytwarza¢ struk-
tury trzecio- i czwartorzedowe podobne do biatek kap-
sydowych wiruséw zwierzecych i bakteryjnych. Suge-
ruje to, ze przed podziatem form Zycia na trzy domeny,
istnial jeden wspdlny przodek wszystkich wiruséow [19,
39]. Brak podobienstwa morfologicznego i genetycz-
nego w bazach danych pozwala twierdzi¢, ze wszystkie
nowo odkryte wirusy wyksztalcily specyficzne dla sie-
bie mechanizmy biochemiczne umozliwiajace im zycie
w ekstremalnych warunkach temperaturowych [32].

Wszystkie hipertermofilne wirusy, poza TTV1
(Thermoproteus tenax virus 1) z rodziny Lipothrixvi-
ridae oraz ATV (Acidianus two-tailed virus) z rodziny
Bicaudaviridae (Tab.I), moga przezy¢ w organizmie
zywiciela réwniez w warunkach fizjologicznych. Posta-
wiono hipoteze, ze taka strategia przetrwania byla dla
wiruséw korzystna i pomogta im unikng¢ bezposred-
niej ekspozycji na cigzkie warunki [30]. Wirusy te moga
osiggac liczebno$¢ milionéw czastek na milimetr kwa-
dratowy [21]. Dodatkowo poprzez zbadanie ich opor-
nosci na obnizenie temperatury w naturalnych eko-
systemach, wykazano [5], Ze ponad 75% wirusow, ktére
zostaly zebrane z gorgcych zrodel, nie ulegto uszkodze-
niu podczas inkubacji na lodzie, a nadto namnazaly sie,
gdzie czas wymiany pokolen wynosit 1-2 dni.

2.2. Wirusy z podwodnych kominéw hydrotermalnych

Zlokalizowane gteboko pod woda kominy hydro-
termalne charakteryzuja si¢ najtrudniejszymi warun-
kami do Zycia na Ziemi. Temperatury w tych miejscach
siegaja nawet 400°C, a plyny hydrotermalne maja
odczyn kwasowy oraz zawieraja zwiazki chemiczne,
takie jak metan, metale ci¢zkie oraz siarkowodor [13,
34]. W badaniach dotyczacych podwodnych kominéw
hydrotermalnych zebrano prébki z odlegtych od sie-
bie miejsc i stwierdzono nieoczekiwanie duzg liczbe
(1,45x10°-9,9x 10’ ml™!) oraz réznorodno$¢ wiru-
séw. Fakt ten wskazuje na namnazanie si¢ wirusow
wewnatrz tych komindw, a co za tym idzie - eliminacje
za ich sprawg populacji drobnoustrojow [27].

Jednymi z zaobserwowanych wiruséw w tym srodo-
wisku sa niesklasyfikowane PAV1 (Pyrococcus abyssi
virus 1) oraz TPV1 (Thermococcus prieurii virus 1)
(Tab.I). PAV1 ma wymiary wynoszace 120 x 80 nm i jest
zakonczony krotkim wtoknistym ogonem. Infekuje on



450

MIKOLA] WOLACEWICZ, DOMINIKA BEBNOWSKA, RAFAL HRYNKIEWICZ, PAULINA NIEDZWIEDZKA-RYSTWE]

Tabela I

Wirusy dsDNA infekujace bakterie i archeony srodowisk ekstremalnych

30

Betaguttavirus

Aeropyrumpernix ovoid virus 1 - APOV1

Rzad Rodzina Rodzaj Typowy gatunek Ob. ostonki
Caudovirales | Myoviridae Myohalovirus Halobacterium virus — phiH
Rodzaj niesklasyfikowany | HFI
HF2
phiChl
Siphoviridae Psimunavirus Methanobacteriumvirus — psiM1 -
Ligamenvirales | Lipothrixviridae | Alphalipothrixvirus Thermoproteus tenaxvirus I - TTV1
Betalipothrixvirus Sulfolobus islandicus filamentous virus - SIFV
] Acidianus filamentous virus 3 — SIFV3
Acidianus filamentous virus 6 - SIFV6
Acidianus filamentous virus 7 - SIFV7
Acidianus filamentous virus 8 — SIFV8 +
Acidianus filamentousvirus 9 - SIFV9
Deltalipothrixvirus Acidianus filamentousvirus 2 - SIFV2
Gammalipothrixvirus Acidianus filamentousvirus 1 - SIFV1
Rudiviridae Rudivirus Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 1 - SIRV1
] Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 - SIRV2 -
Acidianus rod-shaped virus 1
Yueviridae o Salterprovirus Haloarculahispanicavirus 1 - His 1 virus
" ! Haloarculahisianicavirus 2 - His 2 virus "
Ampullaviridae {_:;, Ampullavirus Acidianus bottle-shaped virus - ABV
Globuloviridae © Globulovirus Pyrobaculum sphericalvirus — PSV +
Thermoproteus tenax spherical virus 1 - TTSV1
Sphaerolipoviridae Alphasphaerolipovirus HaloarculahispanicaSH1 virus - SHI1 B
g Betashaerolipovirus Natrinemavirus — SNJ1
Bicaudaviridae (____,&x Bicaudavirus Acidianus two-tailed virus - ATV
Fuselloviridae Alphafusellovirus Sulfolobus spindle-shaped virus 1 - SSVI1
Sulfolobus spindle-shaped virus 2 - SSV2
Sulfolobus spindle-shaped virus 4 — SSV4
$O Sulfolobus spindle-shaped virus 5 - SSV5
Sulfolobus spindle-shaped virus 7 - SSV7
Sulfolobus spindle-shaped virus 8 - SSV8 +
Sulfolobus spindle-shaped virus 9 — SSV9
Betafusellovirus Sulfolobus spindle-shaped virus 6 - SSV6
Acidianus spindle-shaped virus 1
Rodzina niesklasyfikowana Rodzaj niesklasyfikowany | Pyrococcusabyssi virus 1 - PAV1
Thermococcus prieurii virus 1 - TPV
Guttaviridae Alphaguttavirus Sulfolobus newzealandicus droplet-shaped virus - SNDV .

& >

Clavaviridae

Clavavirus

Aeropyrum pernix bacilliform virus 1 - APBV1

Turriviridae

@

Alphaturrivirus

Sulfolobus turreted icosahedral virus 1 - STIV

Na podstawie: [2, 33].
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hipertermofilny typ Euryarcheota z rodziny Thermo-
coccaceae — Pyrococcus abyssi. Genom PAV1 sklada si¢
z dwuniciowego kolistego DNA o dtugosci 18 kpz, ktory
jest obecny w duzej liczbie kopii w cytoplazmie gospo-
darza. Pordwnanie jego genomu z innymi wirusami
archeondw, bakterii oraz eukariontéw nie wykazato
znaczacych podobienstw [14, 22]. Niezmiernie intere-
sujacy jest fakt, ze wszystkie do tej pory wyizolowane
wirusy o ksztalcie cytrynowatym infekuja archeony
zamieszkujace tereny silnie zasolone (Salterprovirus)
oraz naziemne gorace zrddla (Fuselloviridae) [22, 36].

3. Wirusy terenow pustynnych

Zycie na pustyniach réwniez jest mocno utrud-
nione, nie tylko dla organizméw wielokomoérkowych,
ale takze dla bakterii i archeonéw. Niedobér wody nie
jest jedyna przeszkoda, ktéra utrudnia w tych rejonach
rozwdj zycia. Obszary te przyjmuja bowiem ogromne
ilosci promieniowania UV. Problematyczne jest takze
to, ze dobowe wahania temperatur siegaja tam nawet
30-40°C. Mimo to wiele gatunkdéw prokariontdw,
jak i eukariontéw przystosowalo si¢ do przetrwa-
nia w tych ekstremalnych warunkach. Organizmy te
zostaly odkryte na wielu goracych pustyniach, m.in.
na Pustyni Atakama w Chile [1, 9]. Przeprowadzono
badania na powierzchniowych warstwach piasku na
Pustyni Sahara na terenach Maroko i Tunezji, w ktérych
odkryto bakteriofagi z rodziny Myoviridae, Siphoviri-
dae oraz Podoviridae. Wyizolowane czasteczki dwuni-
ciowego DNA poddano elektroforezie zelowej w polu
pulsacyjnym, w efekcie czego w prébach wykryto co
najmniej 4 potencjalnie nienaruszone genomy wiru-
sowe o dlugosci od 45 do 270 kpz [10, 35].

4. Wirusy terenow subpolarnych

Zycie mikrobiologiczne jest takze obecne w $ro-
dowiskach ekstremalnie zimnych, do ktorych zaliczy¢
mozna lodowce, polarne wieczne zmarzliny czy Suche
Doliny McMurdo (McMurdo Dry Valleys, Dry Valleys
of Antarctica), ktére tworzg najzimniejszg i najbar-
dziej suchg pustyni¢ na Ziemi [43]. Na Antarktydzie
zaréwno drobnoustroje prokariotyczne, jak i mikro-
eukarioty rozwijaja si¢ w lodzie morskim czy w lodo-
watej wodzie [47]. Dostepne s badania wykazujace
obecno$¢ wirusow w tym $rodowisku, a takze zwigzek
miedzy namnazaniem wirusoéw i bakterii w Arktycz-
nym i Antarktycznym lodzie morskim oraz w wiecz-
nie oblodzonych jeziorach w Dolinie Taylora (Taylor
Valley) na Antarktydzie. Ilos¢ wiruséw odkrytych
w Arktycznym lodzie morskim jest zaskakujaco wysoka,
a takze od 10 do 100 razy wigksza od ich koncentracji
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w toni wodnej [47]. Rdznica ta zwigzana jest z wysoka
obfitoscig bakterii w lodzie w poréwnaniu do ich ilosci
w wodzie. Ponadto stosunek ilo$ci wiruséw do bakterii
byt najwyzszym odnotowanym w srodowiskach natu-
ralnych i dostarczyt informacji o wplywie wiruséw na
dynamike rozwoju kultur bakterii [24].

Z préobek pobranych z lodu morskiego w pétnocno-
-zachodniej czg$ci archipelagu Svalbard, wyizolowano
i scharakteryzowano 3 wirusy, dla ktérych gospoda-
rzami s3 bakterie kriofilne, najblizej spokrewnione
z Shewanella frigidimarina (rodzina - Schwanellaceae),
Flavobacterium hibernum (rodzina — Flavobacteriaceae)
oraz Colwellia psycherythrae (rodzina — Colwelliaceae).
Zauwazono, ze odkryte 3 gatunki fagéw wykazywaly
jeszcze wigkszga tolerancje na niska temperature, niz
ich gospodarze. Co wiecej, ich rozwéj byt ograniczony
maksymalng tolerancja na zimno gospodarzy. Ponadto,
obserwacja pod mikroskopem elektronowym owych
wiruséw pozwolila na scharakteryzowanie ich genomu
jako dwuniciowego DNA i wykazano podobienstwo
do dsDNA wiruséw z rodzin Siphoviridae oraz Myovi-
ridae (Tab.I) [4].

Analiza probek lodu z morza Rossa wykazala
podobna koncentracje wirusow do tej, ktora okreslono
w Arktycznym lodzie morskim [15, 16]. Obserwacje
pod TEM (Transmission Electron Microscope) wyka-
zaly, ze czasteczki znajdujace si¢ w badanym materiale
byty stosunkowo duze i ztozone w wiekszosci z form
o symetrii ikosaedalnej i najprawdopodobniej zakazaty
mikroeukarioty [15, 16].

W wiecznie pokrytych lodem jeziorach Antark-
tycznych, ktdre sa najbardziej zdominowanymi przez
mikroorganizmy ekosystemami, zaggszczenie wirusow
byto nizsze [47], a mimo to ich liczba byta wyzsza, niz
na innych obszarach stodko- i stonowodnych. Zaobser-
wowano, ze populacje te wykazywaly wysoka aktyw-
nos¢. Stwierdzono takze, ze wigkszos¢ z odkrytych
wiruséw miafa material genetyczny w postaci dsDNA
i symetrie ikosaedralng, i byty one podobne do wiru-
séw powszechnie wystepujacych w warunkach umiar-
kowanych infekujacych fotosyntezujace i niefotosyn-
tezujace wiciowce [18].

5. Wirusy osadoéw dennych

Ze wzgledu na ograniczone mozliwosci badania,
gleboka podpowierzchniowa biosfera jest najmniej
zbadanym i poznanym siedliskiem na Ziemi. Przypusz-
cza si¢ jednak, ze ogromna mikrobiologiczna biomasa
zgromadzona na tych obszarach wplywa znaczaco na
cykle biogeochemiczne na planecie [6]. Program ODP
(Ocean Drilling Programe) ujawnil, ze beztlenowe tere-
ny podwodne (>1000 m p.p.m.), gdzie panuje wysokie
ci$nienie hydrostatyczne, warunki niemalze catkowicie
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beztlenowe oraz bardzo niska zawarto$¢ materii orga-
nicznej, zasiedlone sg przez chemolitotrofy. Stwier-
dzono, ze ilos¢ bakterii na glebokosciach ok. 1000 m
p-p-m. przekracza 10° komorek w 1 cm? [28, 29]. Nato-
miast obecno$¢ wirusdw w odmetach wodnych zo-
stala zbadana po wykonaniu odwiertéw na gtebokosci
105,11 118,2 m p.p.m. w poblizu zachodniego wybrzeza
Kanady [3]. Dzigki temu ujawniono w tym obszarze
istnienie duzej liczby wiruséw, a ponadto zaobserwo-
wano, ze zageszczenie czgsteczek wirusowych zdawalo
sie i$¢ w parze z liczebno$cig populacji drobnoustrojow.

Wykazano, ze z powodu braku na tak duzej glebo-
kosci zagrozen dla bakterii w postaci organizméw euka-
riotycznych, jedynym zrédlem $miertelnosci komorek
bakteryjnych sa bakteriofagi. Z tego powodu, biorac
pod uwage wysoka korelacje w liczebnosci drobno-
ustrojéw i wiruséw, mozna stwierdzié, ze te drugie
wywierajg szczegdlny wplyw na podwodne procesy bio-
geochemiczne [3].

6. Wirusy terenow wysokim stopniu zasolenia

Woda jest nadrzednym czynnikiem warunkujgcym
mozliwo$ci wzrostu, rozwoju i zachodzenia wszelkich
procesow metabolicznych w komoérkach. Wysoka kon-
centracja jondw w wodzie wplywa na jej potencjal
osmotyczny, przez co na terenach o wysokim stopniu
zasolenia plynna woda nie jest w pelni dostepna dla
mikroorganizméw. Tereny te sa powszechne w gora-
cych i suchych obszarach na calym $wiecie i rdznia si¢
od siebie skfadem jonowym. Pomimo trudnych warun-
kéw tam panujacych, wody o wysokim stopniu zasolenia
moga by¢ doskonalym ekosystemem dla wielu gatunkéw
halofili (archeonéw, zielonych alg, cyjanobakterii oraz
innych mikroorganizméw). Organizmy te doskonale
radza sobie ze stresem osmotycznym, a nawet wytrzy-
mujg w nasyconych roztworach NaCl [23]. Zarejestro-
wano takze obecno$¢ wiruséw Morzu Martwym, gdzie
wystepuje wysokie stezenie soli wapnia i magnezu [26].

6.1. Wirusy w jeziorach stonowodnych

Wody stone stanowig wazny rezerwuar wirusow,
ktére wykazujg ogromne zréznicowanie pod katem gene-
tycznym. Podczas badania Morza Martwego, w ktérym
stezenie magnezu przekracza 50%, odkryto zaskakujgco
duza koncentracje wiruséw osiagajaca nawet 107 czaste-
czek w 1 ml [26]. Wielkosci ich genomdw wahaja sie od
10kpz do 533 kpz [42]. Analiza elektroforetyczna w polu
pulsacyjnym wykazata, ze struktury populacji wiruséw
zmieniajg sie w zaleznosci od zasolenia wody, poczawszy
od stonej wody morskiej (40%o) do nasyconej solanki
chlorku sodu (370%o). W gradiencie zasolenia od 40%o
do 220%o wielkosci genoméw wirusowych zawieraty sie
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w przedziale od 32 do 340 kpz. Przy zasoleniu wyzszym
niz 220%o zakres ten wahat si¢ od 10 do 189 kpz. Pod-
czas badan zauwazono réwniez zmiany w populacjach
organizmow prokariotycznych w zaleznosci od stopnia
zasolenia §rodowiska. Moze to oznaczaé, ze struktura
spolecznosci wirusow jest w duzym stopniu uzalezniona
od rozwoju kultur bakterii [42].

Bezposrednie obserwacje pod mikroskopem elek-
tronowym pozwolity zaobserwowa¢ zréznicowanie
populacji wirusow, wérdd ktérych dominowaly wirusy
z rodziny Fuselloviridae [26]. Wszystkie wirusy wyizo-
lowane z tego typu siedlisk zakazajg archeony, a wiek-
szo$¢ z nich ma morfologi¢ gtowa-ogon, przypomi-
najaca bakteriofagi nalezace do 3 gltéwnych rodzin:
Myoviridae, Siphoviridae oraz Podoviridae, co pod-
kresla tym samym niezwykle podobienstwo wiruséw
archeonow i bakterii.

Scharakteryzowano takze 3 wirusy, ktére wykazy-
waly morfotypy blizej spokrewnione z hipertermofi-
lowymi archeowirusami. Odkryte wirusy to Hisl oraz
His2 nalezace do rodziny Yueviridae oraz SH1 z rodziny
Sphaerolipoviridae (Tab.I). Takie réznice w bezposred-
nich obserwacjach w warunkach in vitro sugeruja, ze
opisane wirusy z tego $rodowiska nie odzwierciedlaja
rzeczywistej réznorodnosci morfologicznej in situ.
Moze to by¢ spowodowane faktem, ze komorki gospo-
darzy fatwo izolowane i hodowane w laboratoriach, nie
sa dominujacymi gatunkami wystepujacymi naturalnie
w srodowiskach o wysokim zasoleniu [7].

Wszystkie opisane dotychczas wirusy posiadaja
genomy zbudowane z liniowego dsDNA. Poprzez
przeprowadzenie sekwencjonowania materialu gene-
tycznego wykazano istnienie jedynie niewielkich podo-
bienstw (mniej niz 10%) z sekwencjami pochodzacymi
od bakterii, bakteriofagéw i wiruséw eukariotycznych.
Zjawisko to moze by¢ wynikiem zastosowanej metody
izolacji uwarunkowanej tym konkretnym ekosystemem
[7]. Jak wykazano na przykladzie wiruséw ¢pChl oraz
&H z rodziny Myoviridae (Tab. I), istniejg silne zwiazki
genetyczne miedzy réznymi halowirusami. Wymie-
nione wirusy maja do 97% identyczno$ci nukleotydéw,
podczas gdy ich gospodarze wyizolowani z odrgbnych
i odlegtych geograficznie miejsc zdecydowanie roz-
nig sie od siebie [20, 45]. Halowirusy HF1 oraz HF2
nalezace do rodziny Myoviridae (Tab.I) maja genomy,
ktorych podobienstwo w pierwszych 60% sekwencji
wynosi do 99%. Pozostala cze$¢ genomu wykazuje
rozbieznos¢ (87% identycznosci) spowodowang zmia-
nami bazowymi i zdarzeniami wstawiania lub usuwania
nukleotydéw. Ta znaczaca wariacja w podobienstwie
sekwencji moze by¢ spowodowana niedawnymi rekom-
binacjami miedzy tymi dwoma wirusami lub innym
halowirusem, podobnym do HE. Zjawisko rekombinacji
genetycznej zdaje si¢ by¢ powszechne wsrod wirusow
wod o wysokim stopniu zasolenia [1, 46].
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6.2. Wirusy w jeziorach alkalicznych

Jeziora sodowe wykazuja podobienstwo sktadu che-
micznego do wod stonowodnych, jednak réznig si¢ one
wysokim poziomem mineraléw weglanowych w skatach
je otaczajacych, ktore utrzymuja pH w jeziorach alka-
licznych na poziomie 10-12. Ponadto jony Ca** oraz
Mg** sg praktycznie nieobecne, poniewaz wytracajg sie
jako osad przy wysokim pH i stezeniu weglanow [23].

W przesztoéci odnotowano w tych ekstremalnych
$rodowiskach obecnos¢ licznych populacji bakteryj-
nych, a takze zaobserwowano ich zmiany sezonowe.
Nalezy jednak wspomnie¢, ze przed 2004 r. nie poja-
wily sie wzmianki o wystepowaniu na tych terenach
wiruséw, natomiast pierwsze badania ich populacji
przeprowadzono w jeziorze Mono [17]. Jest to wysoko
alkaliczne (pH~10) stonowodne jezioro znajdujace
sie w USA w stanie Kalifornia, na wschod od Parku
Narodowego Yosemite. W tym konkretnym srodowisku
okreslona ilo$¢ wirusow przekracza ich liczbe wyste-
pujaca we wszystkich zbadanych dotychczas natural-
nych ekosystemach wodnych. Elektroforeza w polu
pulsacyjnym wykazala dtugo$¢ genomoéw wirusowych
dsDNA zawartych w zakresie od 14 do 400 kpz, przy
czym wigkszo$¢ z badanych wiruséw posiadala genom
o dlugosci 30-60 kpz [17]. Jak dotychczas, jedynie jeden
z tej populacji wirusowej, lityczny fag Monol z rodziny
Siphoviridae (Tab.I), zostal wyizolowany i cze$ciowo
scharakteryzowany. Odkryto, ze szczep ten infekuje
bakterie blisko spokrewniong z Idiomarina baltica,
wyizolowang z wod powierzchniowych srodkowego
Baltyku. Uzycie genomu dsDNA wirusa Monol jako
sondy w procesie hybrydyzacji, wykazalo réwniez sezo-
nowe zmiany w wystepowaniu tego wirusa [21].

7. Podsumowanie

Przez lata stan wiedzy na temat wiruséw zasiedla-
jacych ekstremalne $rodowiska byt znikomy. Powody
takiego stanu rzeczy byly rézne, a zdecydowanie istotna
kwestig okazala si¢ by¢ niedostepnos¢ i nieprzystep-
no$¢ samych srodowisk. Jednak ostatnio wraz z roz-
wojem technologicznym wiedza o ekstremofilach stale
sie poszerza.

Wszystkie wirusy odkryte i wyizolowane ze $ro-
dowisk ekstremalnych posiadajg material genetyczny
w formie dwuniciowej spirali DNA o $rednim stopniu
ztfozonosci i dlugosci. Mozna wigc wnioskowac, ze
wystepowanie materialu genetycznego w takiej for-
mie jest konieczne do przezycia wiruséw w tak suro-
wych warunkach. Nie ulega watpliwosci, Zze dsDNA
jest najstabilniejszg i najbardziej odporng na dziatanie
czynnikéw zewnetrznych forma kwasu nukleinowego.
Réwniez diugos¢ genomu wydaje sie by¢ idealnie
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dostosowana do tego, zeby mdc unikaé zniszczenia.
Tlumaczy to rowniez dlaczego nie wyizolowano dotad
zadnego RNA wirusa, bowiem kluczowy pozostaje fakt,
ze zaréwno jedno- jak i dwuniciowy RNA jest struk-
turg bardzo delikatng. Nalezy wspomnie¢, ze jedynie
niecate 15% sekwencji wyodrebnionych wsrod ekstre-
mofilnych wiruséw odpowiada tym wczeéniej znanym.
Ilo$¢ poznanych biatek wytwarzanych przez ekstremo-
file jest niewielka, co oznacza, ze potencjalnie istnieja
setki peptydéow o nieznanych dotychczas funkcjach,
a cze$¢ z nich moze by¢ réwniez analogami biatek juz
znanych. Potwierdza to teze, ze wirusy stanowig jeden
z najwigkszych rezerwuaréw roznorodnosci genetycz-
nej na naszej planecie, co moze wptywa¢ na to, w jakim
srodowisku rozwijaja si¢ konkretne typy fagéow. Nie-
stety, obecny stan wiedzy nie odpowiada na pytania, jak
te organizmy powstaly, jaki jest kierunek ich ewolucji
oraz jak wyglada dynamika ich populacji. Do tego nie-
zbedne beda dalsze odkrycia oraz badania prowadzone
na wirusach siedlisk ekstremalnych.

Majac na uwadze znang histori¢ ewolucji Ziemi
mozna przypuszczaé, ze ekstremofile byly jednymi
z pierwszych form zycia komdrkowego. Dlatego bada-
nie tych organizmoéw jest niezwykle wazne i moze rzu-
ci¢ nowe $wiatto na ewolucje zaréwno komoérkowych
form zycia, jak i na historie ewolucji czasteczek ,nie-
ozywionych’, takich jak kwasy nukleinowe. Dlatego,
biorac pod uwage hipoteze [11], wedlug ktdrej wirusy
odgrywaja kluczowa role zaréwno w ewolucji RNA
do DNA, jak i genezie trzech obecnie znanych domen
zycia, badania nad wirusami wydaja si¢ by¢ nie tylko
ciekawe, ale réwniez niezbedne do poznania i zrozu-
mienia narodzin zycia na Ziemi, czy analizy pierwot-
nych proceséw biologicznych. Réwnie istotnym zna-
czeniem tych rozwazan moze okazac si¢ ich kluczowy
udzial w opisaniu procesu ewolucji samych wiruséw.
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Streszczenie: Fenotyp killerowy, zwigzany z produkcja oraz wydzielaniem toksyn killerowych, jest szeroko rozpowszechniony wéréd droz-
dzy i w warunkach konkurencyjnych daje przewage szczepom drozdzy killerowych w stosunku do innych, wrazliwych na te toksyny
mikroorganizméw zasiedlajacych t¢ sama nisze ekologiczng. Toksyny killerowe to biatka, zwykle glikoproteiny, dzialajace bdjczo w sto-
sunku do drozdzy wrazliwych. Kazda toksyna killerowa ma unikatowe wiasciwosci, ktére roznig sie w zaleznosci od produkujacego ja
szczepu drozdzy. Roznice te dotycza lokalizacji gendw, ktore koduja toksyny, masy czasteczkowej, jak rowniez mechanizméw dzialania.
Niektore szczepy drozdzy killerowych charakteryzuja si¢ szerokim zakresem aktywnoéci antagonistycznej, hamuja rozwoéj szeregu szcze-
poéw drozdzy, a takze grzybow strzgpkowych, i od lat badane sa pod katem ich potencjatu biotechnologicznego. Drozdze killerowe i ich
toksyny moga znalez¢ potencjalne zastosowanie w wielu dziedzinach: w produkeji Zywnosci i napojow, szczegélnie podczas fermentacji
wina i jego dojrzewania, w biologicznej ochronie roslin, w biotypowaniu drozdzy i jako nowe $rodki przeciwgrzybicze.

1. Wprowadzenie. 2. Biosynteza i budowa toksyn killerowych. 3. Wlasciwosci bialek killerowych. 4. Mechanizm dziatania toksyn killero-
wych. 5. Zastosowanie drozdzy killerowych i ich toksyn. 5.1. Wykorzystanie w winiarstwie. 5.2. Potencjalne zastosowanie w medycynie.
5.3. Zwalczanie choréb grzybowych roélin. 5.4. Transgeniczne rosliny wytwarzajace toksyny killerowe. 5.5. Zastosowanie drozdzy killero-
wych w §rodowisku morskim. 6. Podsumowanie

KILLER YEASTS AND THEIR APPLICATION

Abstract: A killer phenotype, associated with the production and secretion of killer toxins, is widespread among yeasts and in competitive
conditions gives an advantage to killer yeast strains in relation to other, sensitive microorganisms colonizing the same ecological niche.
Killer toxins are proteins, usually glycoproteins, that are able to kill strains of susceptible yeasts. Each killer toxin has unique properties
that vary depending on the strain of yeast that produces it. These differences concern the location of genes that encode toxins, molecular
weight, as well as mechanisms of action. Some strains of killer yeast are characterized by a wide range of antagonistic activity, inhibit the
development of a number of yeast strains, as well as molds, and have been studied for many years in terms of their biotechnological poten-
tial. Killer yeast and its toxins can find potential application in many fields: in the production of food and beverages, especially during wine
fermentation and maturation, in biological control of plant pathogens, in yeast biotyping and as new antifungal agents.

1. Introduction. 2. Biosynthesis and structure of killer toxins. 3. Properties of killer proteins. 4. The mechanism of action of killer toxins.
5. Use of killer yeasts and their toxins. 5.1. Application in viticulture. 5.2. Potential application in medicine. 5.3. Combating fungal diseases
of plants. 5.4. Transgenic plants producing killer toxins. 5.5. Use of killer yeasts in the marine environment. 6. Summary

Stowa kluczowe: antagonizm, drozdze killerowe, toksyna killerowa

Key words: antagonism, killer yeasts, killer toxin

1. Wprowadzenie

Intensywne badania nad zjawiskiem antagonistycz-
nego oddzialywania pomiedzy populacjami mikro-
organizméw doprowadzity do opisania szeregu sub-
stancji przeciwdrobnoustrojowych. W latach dwudzie-
stych ubieglego wieku odkryto pierwszy antybiotyk
i pierwsza bakteriocyng, toksyny produkowane przez
drozdze opisano prawie 40 lat pdzniej [80]. Fenotyp kil-
lerowy po raz pierwszy zostal scharakteryzowany przez
Bevana i Makowera w 1963 roku w odniesieniu do
szczepu drozdzy Saccharomyces cerevisiae, wyizolowa-

nego jako zanieczyszczenie mikrobiologiczne w browa-
rze [9]. Intensywne badania nad zjawiskiem killerowym
potwierdzily jego wystepowanie wéréd drobnoustrojow
pochodzacych z réznych naturalnych siedlisk, w tym
wsrod szczepow drozdzy wyizolowanych z winogron
i innych owocéw, szczepdw winiarskich, ale i mikro-
organizméw pochodzacych z laboratoryjnych kolek-
¢ji kultur. Obecnie wiadomo, ze fenotyp Kkillerowy
wystepuje wsrod drozdzy z rodzajoéw: Pichia, Wicker-
hamomyces, Saccharomyces, Debaryomyces, Williopsis,
Kluyveromyces, Mrakia, Zygosaccharomyces, Torulopsis,
Metschnikowia, Cryptococcus, Candida, co wskazuje na
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znaczng czgstotliwosc jego wystepowania [80, 46]. Zja-
wisko killerowe moze stanowi¢ model biologicznego
wspodlzawodnictwa w pewnym stopniu analogiczny do
syntezy bakteriocyn przez bakterie.

Toksyny killerowe to cytotoksyczne biatka, zwykle
glikoproteiny, produkowane przez niektére drozdze,
dziatajace bdjczo w stosunku do komoérek drozdzy
wrazliwych. Poczatkowo przewazal poglad, ze toksyny
sa aktywne jedynie wobec drozdzy nalezacych do tego
samego co producent lub spokrewnionego gatunku.
Obecnie wiadomo, ze niektore szczepy drozdzy wydzie-
laja biatka killerowe, ktére zabijaja réwniez komorki
drozdzy, nalezace do innych rodzajow, a nawet wyka-
zujg aktywno$¢ killerowa wobec grzybow strzepkowych.

Najlepiej opisane toksyny killerowe: K1, K2 i K28,
produkowane przez szczepy nalezace do gatunku S. cere-
visiae, wykazuja do$¢ waskie spektrum dzialania, ogra-
niczone do drozdzy z rodzaju Saccharomyces, natomiast
szeroki zakres aktywnosci killerowej rowniez w sto-
sunku do mikroorganizmdéw niespokrewnionych z pro-
ducentem toksyny, obserwowano u drozdzy z rodzajow:
Pichia, Wicerhamomyces, Williopsis czy Kluyveromyces
[17]. Do$¢ szerokie spektrum aktywnosci bojczej prze-
jawia réwniez najpdzniej opisana toksyna killerowa
S. cerevisiae — Klus, ktora dziala letalnie nie tylko na
drozdze Saccharomyces, ale takze na Candida albicans
i Kluyveromyces lactis [68].

Drozdze killerowe s3 oporne na wlasne toksyny, ale
pozostaja wrazliwe na toksyny wydzielane przez inne
gatunki [80]. W zaleznosci od zdolnosci do syntezy
biafek killerowych oraz wrazliwosci na nie wyréznia
sie trzy fenotypy: killerowy (K), wrazliwy (S) oraz
neutralny (N) [55]. W literaturze mozna znalez¢ takze
odniesienie do dwoch innych fenotypéw: ,superkil-
lerowego”, zwiazanego z nadprodukcja toksyny, oraz
»samobdjczego’, w ktorym obserwuje si¢ uwrazliwienie
na wlasne biatko killerowe [98].

2. Biosynteza i budowa toksyn killerowych

Geny kodujace toksyny, ktérych producentami sa
gatunki: S. cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii oraz
Ustilago maydis, zlokalizowane s3 w dwuniciowym
RNA (dsRNA). Geny toksyn killerowych, wydzielanych
przez gatunki: K. lactis, Pichia acaciae, P inositovora oraz
Debaryomyces robertsiae, znajduja si¢ w liniowym,
plazmidowym dsDNA. Natomiast informacja gene-
tyczna dotyczaca kodowania bialek killerowych przez
gatunki takie jak: Pichia farinosa, P. membranifaciens,
P. kluyveri, Wickerhamomyces anomalus oraz Williopsis
saturnus zapisana jest w genomie jagdrowym [7, 8].

Najlepiej poznanymi i scharakteryzowanymi tok-
synami killerowymi sg te produkowane przez drozdze
S. cerevisiae (K1, K2, K28). W przypadku wspomnia-
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nego gatunku drozdzy, jak réwniez Z. bailii i U. may-
dis, fenotyp killerowy jest determinowany obecnoscia
w cytoplazmie czastek VLP (Virus Like Particles), cze-
sto okreslanych jako czastki wirusopodobne. Wirusy
te stracily zdolnos¢ pozakomorkowej transmisji i ich
rozprzestrzenianie zachodzi jedynie na skutek wege-
tatywnego lub plciowego rozmnazania si¢ drozdzy
[80, 98]. Produkgcja toksyn K1, K2, K28 oraz najpoz-
niej opisanej toksyny Klus jest zwigzana z obecnoscia
w cytoplazmie satelitarnego M-dsRNA (M1, M2, M28,
Mlus), zamknietego w czastkach wirusopodobnych
(VLP). M-dsRNA (1,5-1,9 kpz) odpowiedzialny jest za
synteze bialek killerowych oraz za oporno$¢ komorki
na wilasne toksyny [51]. Natomiast replikacja i funkcjo-
nowanie zainfekowanych komorek zalezne s3 od obec-
nosci innych wiruséw, okreslanych pomocniczymi L-A,
ktére nalezg do rodziny Totiviridae [80, 81]. Wirusy
pomocnicze s3 zdolne do samodzielnego powielania si¢
w komorkach gospodarza, bez obecnosci satelitarnego
M-dsRNA. Dojrzala czgstka wirusa L-A zawiera dsSRNA
o wielkosci 4,6 kpz, ktéry powigzany jest z aktywnoscia
odwrotnej transkryptazy. Ni¢ RNA o dodatniej polary-
zacji (L-A(+) ssRNA), stuzaca jako mRNA dla syntezy
biatek wirusowych, zawiera dwie otwarte ramki odczytu
(ORF), ktdre naktadajq si¢ na siebie fragmentem o dtu-
gosci 130 nukleotydow. Pierwsza z nich koduje biatko
kapsydu - Gag (76 kDa), natomiast druga fuzyjne bialko
Gag-Pol (180kDa), niezbedne do replikacji zaréwno
L-A-dsRNA, jak i M-dsRNA. W odréznieniu od L-A,
kazdy z trzech genoméw M-dsRNA zawiera pojedyncza
ramke odczytu kodujaca preprotoksyne (pptox) — pre-
kursor biatka killerowego [7].

Najlepiej poznana preprotoksyna K1, kodowana
przez M1-dsRNA, jest polipeptydem o masie czastecz-
kowej 35 kDa, ztozonym z 316 reszt aminokwasowych.
Zbudowana jest z N-koncowej sekwencji liderowej, zto-
zonej z 44 reszt aminokwasowych i zawierajacej pep-
tyd sygnatowy. W dalszej kolejnosci mozna wyrdzni¢
sekwencje podjednostki a, zbudowang z 103 reszt ami-
nokwasowych (pozycje 45 do 147) oraz podjednostki 3,
zlozonej z 83 reszt aminokwasowych (pozycje 234
do 316), ktére s3 oddzielone od siebie fragmentem y
(pozycje 148 do 233). Region y zawiera trzy potencjalne
miejsca N-glikozylacji [51]. Po wniknieciu preproto-
ksyny do retikulum endoplazmatycznego, dochodzi
do rozszczepienia tancucha polipeptydowego i usu-
niecia peptydu sygnatowego. Nastepuje glikozylacja
fragmentu y oraz powstaja mostki disiarczkowe [65].
Protoksyna jest nastepnie transportowana do aparatu
Golgiego i ulega przeksztalcaniu w dojrzalg toksyne
K1. Wspomniana transformacja odbywa si¢ poprzez
hydrolize co najmniej trzech wigzan peptydowych [51].
Endopeptydaza Kex2p kodowana przez gen KEX2 jest
odpowiedzialna za fragmentacje¢ protoksyny, oddzie-
lenie regionu pro, poprzedzajacego podjednostke a
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i usuniecie fragmentu y. Karboksypeptydaza Kexl1p,
kodowana przez gen KEXI, hydrolizuje C-koncowy
dipeptyd [51]. Opisane powyzej modyfikacje prowa-
dza do wydzielenia dojrzatej toksyny K1 - heterodi-
meru, polaczonego trzema mostkami disiarczkowymi.
Podjednostka a jest odpowiedzialna za cytotoksyczne
dzialanie toksyny, natomiast podjednostce  przypisuje
sie istotng role podczas wigzania do $ciany komdrkowej
drozdzy wrazliwych [7].

W przypadku toksyny K2 prekursor biatka ma mase
czasteczkowg 38,7 kDa i jest ztozony z 362 reszt ami-
nokwasowych. Podczas procesu dojrzewania, peptyd
sygnalny zostaje usuniety, istotng role odgrywaja réw-
niez endopeptydaza Kex2p, hydrolizujaca wigzania
pomiedzy podjednostkami a i . Najprawdopodob-
niej w preprotoksynie K2 nie jest obecna domena v,
atancuch a (170 reszt aminokwasowych) i p (140 reszt
aminokwasowych) sa nieco wigksze niz w toksynie K1.
Podjednostka o jest N-glikozylowana w pozycjach 177
i214 [51].

Prekursor toksyny killerowej K28 (preprotoksyna
K28) ma mase czasteczkowg 37,6 kDa i jest polipepty-
dem zbudowanym z 345 aminokwasdw. Zawiera N-kon-
cowa sekwencje¢ sygnalows, niezbedng do transportu
do retikulum endoplazmatycznego, ktéra poprzedza
sekwencje podjednostek a i B (w dojrzalej toksynie maja
masy czasteczkowe odpowiednio 10,5 oraz 11kDa).
Wspomniane podjednostki oddzielone sg od siebie frag-
mentem Y, ktorego glikozylacja nastepuje w retikulum
endoplazmatycznym. W aparacie Golgiego nastepuje
usuniecie N-glikozylowanej sekwencji y przez endo-
peptydaze Kex2p, natomiast karboksypeptydaza Kex1p
usuwa C-koncowy dipeptyd, co prowadzi do wydziele-
nia heterodimerycznej, dojrzalej toksyny K28, zbudowa-
nej z podjednostek a i B, polaczonych jednym mostkiem
disiarczkowym pomiedzy a-Cys* i f-Cys* [80, 81].

Biosynteza toksyn killerowych w komérkach K. lac-
tis stanowi przykltad najlepiej opisanego systemu kil-
lerowego opartego na plazmidowym DNA. Fenotyp
killerowy drozdzy K. lactis zwigzany jest z obecnoscia
dwoch liniowych, cytoplazmatycznie dziedziczonych
plazmidéw DNA - pGKLI (8,9 kpz) i pGKL2 (13,5 kpz).
W mniejszym plazmidzie zlokalizowane s3 4 otwarte
ramki odczytu (ORF). ORF 2 (3,4 kpz) i ORF 4 (4,8 kpz)
koduja prekursory podjednostek toksyny killerowej,
ORF 3 (1,3 kpz) nadaje oporno$¢ komorce gospoda-
rza, podczas gdy ORF 1 (1,3 kpz) koduje polimeraze
DNA [51]. Natomiast wigkszy z plazmidéw (pGKL2)
zawiera 10 gendw i jest niezbedny do replikacji pGKLI.
Toksyna killerowa K. lactis, zwana zymocyng, zbudo-
wana jest z trzech podjednostek: a (99 kDa), B (30 kDa)
iy (27,5kDa). ORF 2 koduje prekursor podjednostek a
i B, o masie czasteczkowej 128 kDa, zawierajacy N-kon-
cowy peptyd sygnatowy. Prekursor kierowany jest do
retikulum endoplazmatycznego, gdzie podlega glikozy-
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lacji, a nastepnie jest transportowany do aparatu Gol-
giego i modyfikowany z udzialem peptydazy. N-kon-
cowy peptyd sygnatowy podlega hydrolizie po stronie
karboksylowej Arg®. Oddzielnie kodowany jest prekur-
sor podjednostki y (ORF 4), zawierajacy N-koncowy
peptyd sygnatowy, odcinany przez peptydaze podczas
procesu dojrzewania toksyny [51].

Drozdze nalezace do gatunku Williopsis mrakii sa
przykladem mikroorganizméw, u ktérych informacja
genetyczna niezbedna do ujawnienia fenotypu kille-
rowego zapisana jest w genomie jadrowym. Drozdze
W. mrakii wytwarzaja toksyne HM-1 (oznaczang réw-
niez jako HMK). Gen chromosomalny hmk koduje
prekursor, zbudowany z 125 reszt aminokwasowych,
zawierajacy 37-aminokwasowa, N-koncowa sekwen-
cja sygnatowa, hydrolizowana przez endopeptydaze
Kex2. Dojrzala toksyna jest nieglikozylowanym biat-
kiem o masie czasteczkowej 10,7 kDa, zbudowanym
z 88 reszt aminokwasowych [49].

Mechanizm odpornosci drozdzy na produkowane
przez siebie bialko killerowe jak dotad zostal poznany
jedynie dla szczepow drozdzy S. cerevisiae, wytwarzaja-
cych toksyne K28. Po internalizacji dojrzalej, aktywnej
toksyny do cytozolu tworzy ona kompleks z nieprze-
tworzonym prekursorem K28, zanim zostanie skiero-
wany do retikulum endoplazmatycznego. W obrebie
kompleksu, podjednostka  dojrzalej toksyny oraz ta
sama podjednostka jej prekursora podlegaja poliubi-
kwitynacji (procesowi przylaczenia czgsteczek ubikwi-
tyny w celu oznaczenia biatka, ktore bedzie podlegac
proteolizie), po ktorej nastepuje degradacja przez pro-
teasom. Proteasomy to wielkoczgsteczkowe kompleksy
enzymatyczne, odpowiedzialne za proteolityczng degra-
dacje niefunkcjonalnych, nieprawidlowo zbudowanych
lub uszkodzonych bialek komérkowych.

Preprotoksyny K28, ktére pozostaly w cytozolu nie-
zwigzane i nie ulegly ubikwitynacji, sa kierowane do
szlaku wydzielniczego w celu dalszej obrobki enzyma-
tycznej, prowadzacej do powstania dojrzatych, biolo-
gicznie aktywnych toksyn [7].

3. Wlasciwosci bialek killerowych

Wystepowanie zjawiska killerowego wéréd drozdzy
ma istotny zwigzek z konkurencjg szczepéw o substan-
cje odzywcze. Toksyny killerowe produkowane sg przez
rosnace komorki, a takze wykazuja najwigksza aktyw-
nos¢ wobec komorek w tej samej fazie rozwoju, gdy
ilos¢ dostepnych sktadnikéw pokarmowych jest wystar-
czajaca, a pH niskie. Uwaza sie, ze owoce s szczegol-
nie waznym siedliskiem drozdzy killerowych, poniewaz
charakteryzuja si¢ one niskim pH i wysoka zawartos$ciag
cukréw. Jedna czwarta szczepéw drozdzy izolowanych
z owocodw ma fenotyp killerowy [51].



458

Kazda toksyna killerowa ma unikatowe wlasciwosci,
ktére réznig si¢ w zaleznosci od wytwarzajacego ja
rodzaju i gatunku drozdzy. Rdznice te dotyczg lokali-
zacji genow, ktdre kodujg toksyny, mechanizmoéw dzia-
lania, jak réwniez masy czasteczkowej, ktéra w przy-
padku bialek killerowych miesci si¢ w przedziale od
kilku do ponad 100 kDa [55].

W wiekszosci, toksyny killerowe sg stabilne i ak-
tywne jedynie w niskim pH (4-4,6) i w niskich tem-
peraturach. Takie warunki srodowiska wystepuja pod-
czas fermentacji winiarskiej. Comitini i wsp. [20] badali
zastosowanie dwdch toksyn — Kwkt z Kluyveromyces
wickerhamii DBVPG 6077 oraz Pikt, wydzielanej przez
W. anomalus DBVPG 3003, do hamowania wzrostu
niepozadanych mikroorganizméw podczas dojrze-
wania i przechowywania wina. Analizowane toksyny
wykazywaly maksymalng aktywnos¢ przy pH réwnym
4,4, przy czym biatko Pikt bylto nieco bardziej odporne
na podwyzszong temperature niz Kwkt. Ograniczenie
rozwoju drozdzy Dekkera bruxellensis w winie po zasto-
sowaniu toksyn Pikt i Kwkt, obserwowano przez okres
10 dni, co wskazuje na utrzymanie aktywnosci killero-
wej toksyn w tym przedziale czasowym [20].

Nawet toksyny killerowe produkowane przez droz-
dze izolowane ze srodowiska morskiego dzialaja naj-
lepiej w $rodowisku kwasnym. Aktywno$¢ bdjcza
oczyszczonej toksyny produkowanej przez K. siamensis
HN12-1, przeciwko patogennym drozdzom Metschni-
kowia bicuspidata WCY, byla najwyzsza w pH 4 [12].
Podobny efekt stwierdzono w przypadku bialka kille-
rowego wytwarzanego przez Mrakia frigida 2E00797,
gdzie antagonizm wobec M. bicuspidata WCY byt
najbardziej wyrazny przy pH 4,5 [35]. Zblizone rezul-
taty otrzymano takze drozdzy killerowych W. saturnus
WC9I1-2 izolowanych ze srodowiska morskiego; opty-
malne warunki dziatania oczyszczonej toksyny prze-
ciwko patogennym drozdzom M. bicuspidata WCY to
pH 3-3,5 i temperatura 16°C [96].

Niektére z toksyn killerowych o wlasciwosciach
wyjatkowych jak na tego typu biatka, pozostajg aktywne
réwniez w §rodowisku zasadowym. Jedna z najbar-
dziej stabilnych toksyn killerowych — HM-1, produ-
kowana przez W.mrakii (Hansenula mrakii), zacho-
wuje aktywno$¢ biologiczng ogrzewana przez 10 min
w temperaturze 100°C i jest stabilna w zakresie pH
2-11 [49]. Wyjatkowa stabilno$§¢ HM-1 mozna wyjas-
ni¢ obecnoscig w jej strukturze 10 reszt cysteinowych,
ktére tworza mostki disiarczkowe [49]. Do grupy
toksyn o wyjatkowych wlasciwosciach zalicza si¢ row-
niez biatko killerowe wydzielane przez W.saturnus,
stabilne w szerokim zakresie pH, wynoszacym 3-11
i aktywne po godzinnej inkubacji w temperaturze 80°C
[55]. Znaczng stabilnoscia, wykraczajacg poza typowy
dla toksyn killerowych zakres pH, charakteryzuje si¢
réwniez biatko killerowe produkowane przez Tilletiopsis
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albescens, ktore zachowuje aktywno$¢ biologiczng przy
pH 3,5-8 [55].

Poza kwestig kwasowosci srodowiska i temperatury,
kolejnym istotnym czynnikiem wplywajacym na aktyw-
no$¢ niektorych toksyn jest obecno$¢ NaCl. Aktyw-
nos¢ killerowa drozdzy halofilnych i halotolerancyj-
nych moze by¢ warunkowana zasoleniem $rodowiska,
w ktérym te drozdze bytuja. U drozdzy izolowanych
z produktéw o wysokim zasoleniu, aktywnos¢ killerowa
zwykle wzrasta wraz ze zwigkszeniem stezenia chlorku
sodu w podtozu, a niekiedy obecno$¢ NaCl jest czyn-
nikiem niezbednym do ujawnienia sie ich aktywnosci
bdjczej [98]. W badaniach szczepéw drozdzy killero-
wych, wyizolowanych z solanki po fermentacji oliwek,
wykazano, ze ich aktywno$¢ byla wyzsza w obecnosci
soli, a spektrum bdjczego dzialania wobec wrazliwych
szczepOw rosto wraz ze wzrostem stezenia soli [48].
Odnotowano, ze dodatek NaCl zwiekszal wrazliwos¢
testowanych szczepéw na dzialanie toksyn, nie stwier-
dzono jednak znaczacego wplywu soli na produkcje
toksyn [48]. Fenotyp silnie stymulowany obecnoscig
NaCl opisano takze u halotolerancyjnych drozdzy kil-
lerowych Candida nodaensis [26]. Autorzy wysuneli
hipotezg, ze NaCl zwigksza aktywnos¢ toksyny CnKT,
produkowanej przez C.nodaensis, prawdopodobnie
poprzez stabilizacje jej struktury. Podobng zaleznos¢
pomiedzy aktywnoscig killerowa a obecnoscia NaCl
obserwowano dla szczepu halotolerancyjnych drozdzy
P, farinosa KK1, ktore produkuja toksyne SMK, wyka-
zujaca maksymalng aktywno$¢ przy stezeniu NaCl
wynoszacym 2 M [87]. Toksyna ta, zbudowana z dwéch
podjednostek (a i B), jest stabilna jedynie w $rodowi-
sku kwasnym. W $rodowisku o odczynie obojetnym
i zasadowym lancuch a ulega precypitacji, dochodzi
do dysocjacji podjednostek, co skutkuje utratg aktyw-
nodci killerowej [87]. Zalezno$¢ aktywnosci killero-
wej od obecnos$ci NaCl jest takze wyraznie widoczna
u drozdzy killerowych izolowanych ze $rodowiska
morskiego. Aktywno$¢ toksyny produkowanej przez
szczep M. frigida 2E00797 wobec patogennych drozdzy
M. bicuspidata WCY byla najwyzsza w obecnosci NaCl
w stezeniu 3% [35, 47]. Podobne rezultaty otrzymano
w przypadku toksyny wytwarzanej przez szczep kil-
lerowy W. saturnus WC91-2, ktdrej aktywnos$¢ wobec
M. bicuspidata WCY byla najwyzsza w $rodowisku
zawierajacym 10% NaCl [96].

4. Mechanizm dzialania toksyn killerowych

Toksyny dziataja dwuetapowo, pierwszy etap obej-
muje szybkie wigzanie biatka killerowego z recepto-
rem zlokalizowanym w $cianie komorkowej drozdzy
wrazliwych, nie wymaga nakladu energii i jest zalezny
od pH. Dla toksyn wytwarzanych przez S. cerevisiae
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(K1, K2), Hanseniaspora uvarum oraz P. membranifa-
ciens receptorem pierwszego rzedu jest p-1,6-D-glukan,
dla toksyny K2, produkowanej przez S. cerevisiae,
a takze toksyny wydzielanej przez Z. bailii - 1,3-manno-
proteina. Receptorem moze by¢ rowniez chityna, ktora
wigze toksyny wytwarzane przez P. acaciae oraz K. lactis
[72]. Drugi etap dzialania toksyn jest nieodwracalny
i zalezny od energii i, przebiega w r6zny sposob w zalez-
nosci od rodzaju toksyny killerowej i jej stezenia.

W przypadku toksyny K1, dochodzi do jej trans-
lokacji do btony cytoplazmatycznej, a nastgpnie inter-
akgji z receptorem drugiego rzedu, ktérym jest gliko-
proteina Krelp [11, 29]. Powstajg kanaly jonowe, blona
komorkowa staje sie przepuszczalna dla jondw i czaste-
czek ATP, a to prowadzi do $mierci wrazliwej komorki.
Badania Bartunek i wsp. [6] wykazaly, ze efekt cyto-
toksyczny wywotany dzialaniem toksyny K1 zalezy od
tazy cyklu komoérkowego, w ktdrej znajduja si¢ komorki
drozdzy wrazliwych. Najwieksza opornosciag cechuja
sie komodrki w fazie M (podzialu komodrkowego),
natomiast najbardziej wrazliwe s te w fazie S (syntezy
DNA), cechujace si¢ malymi paczkami [6]. W zbli-
zony sposob do toksyny K1, dziata zygocyna - toksyna
wytwarzana przez osmotolerancyjne drozdze Z. bailii.
Struktura i mechanizm biologicznej aktywnosci zygo-
cyny przypominajg wlasciwosci strukturalne i funk-
cjonalne peptydéw przeciwdrobnoustrojowych wyz-
szych eukariontéw [97]. Bialko killerowe lgczy sie
z receptorem znajdujacym sie¢ z blonie cytoplazma-
tycznej, co prowadzi do powstania kanatéw oraz zwiek-
szonej przepuszczalnosci metabolitow [97]. Podobng
sekwencje zdarzen opisano réowniez dla toksyny pro-
dukowanej przez drozdze P kluyveri [55, 61] oraz
toksyny kFC-1, wytwarzanej przez drozdze Filobasi-
dium capsuligenum [40].

Zblizony mechanizm dziatania ma toksyna PMKT,
wydzielana przez drozdze P.membranifaciens CYC
1106. Toksyna ta oddziatuje z blona cytoplazmatyczng
komorki wrazliwej poprzez interakcje z receptorem
drugiego rzedu - biatkiem Cwp2p [75], co prowadzi to
do zaburzenia gradientu elektrochemicznego i home-
ostazy komorki wrazliwej. Powstajg kanaly, przez ktore
wyplywaja jony takie jak: K*, Na*, protony oraz meta-
bolity o niskiej masie czasteczkowej (np. glicerol). Te
zmiany pH i stezen jondéw generuja odpowiedz trans-
krypcyjna przez aktywacje $ciezki HOG (High Osmo-
larity Glicerol), co w konsekwencji powoduje $mieré
komorek wrazliwych [70, 71, 73].

Kolejnym czesto opisywanym mechanizmem dzia-
tania toksyn killerowych jest blokowanie cyklu komor-
kowego. W ten sposob toksyna killerowa K28 wywiera
efekt cytotoksyczny. Po zwiazaniu si¢ z receptorem
drugiego rzedu, toksyna K28 podlega translokacji
do retikulum endoplazmatycznego. Podjednostka {3
ulega ubikwitynacji, a nastepnie zostaje skierowana
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do proteasomu i ulega degradacji, natomiast podjed-
nostka a, przedostaje sie do cytozolu, gdzie wystany
zostaje sygnal do jadra komoérkowego komorki wraz-
liwej, w wyniku czego nastepuje zahamowanie syntezy
DNA oraz zatrzymanie cyklu komoérkowego we wcze-
snej fazie S [46, 55, 81].

Zblizony mechanizm dzialania opisano réwniez
dla zymocyny, produkowanej przez drozdze K. lactis.
Biatko to zbudowane jest z trzech podjednostek. Pod-
jednostka a ma aktywnos¢ chitynazy, funkcja kolejnej,
hydrofobowej podjednostki P jest ulatwienie transportu
podjednostki y, ktéra z kolei wywiera efekt cytotok-
syczny na komorki docelowe. Polega on na rozszcze-
pianiu transportujacego RNA. Podjednostka y hydroli-
zuje antykodon UUC tRNA, w wyniku czego nastepuje
zahamowanie modyfikacji posttranslacyjnych oraz
zatrzymanie cyklu komdrkowego u drozdzy wrazliwych
w fazie G1 [38, 50, 55].

Klassen i Meinhardt [42] przeprowadzili badania
dotyczace mechanizmu dzialania toksyny killerowej
PaT, wytwarzanej przez P. acaciae, na drozdze wrazliwe
nalezace do gatunku S. cerevisiae. Po okoto 4-godzin-
nej inkubacji obserwowano zmniejszong zywotnosé
komorek drozdzy wrazliwych oraz zatrzymanie cyklu
komorkowego we wczesnej fazie S. Kolejny, wyrazny
spadek zywotnosci komdrek wrazliwych nastapil po
okoto 10 h. Obserwowano znaczne zmiany morfolo-
giczne komorek wrazliwych, w tym fragmentacje DNA,
prowadzace do apoptozy komorek drozdzy S. cerevisiae
[42]. Do zablokowania cyklu komoérkowego w fazie
syntezy DNA dochodzi réwniez w przypadku aktyw-
nosci toksyny PMKT?2, wydzielanej przez P. membrani-
faciens CYC 1086 [70].

Kolejnym czesto opisywanym mechanizmem dziata-
nia toksyn killerowych jest hydroliza p-1,3-D-glukanow.
Izgii i Altinbay [36] wykazali, ze toksyna (pana-
mykocyna) produkowana przez W.anomalus (Pichia
anomala), charakteryzuje si¢ aktywnoscig egzo-p-1,3-
glukanazy. Mechanizm cytotoksycznego dzialania tego
biatka prawdopodobnie polega na hydrolizie -1,3-D-
glukanu - podstawowego skladnika $ciany komorkowe;j
drozdzy. Prowadzi to do wycieku cytoplazmy i $mierci
komorki wrazliwej. Panamykocyna wykazuje aktyw-
no$¢ bodjcza szczegolnie wobec tych drozdzy, ktérych
$ciany komorkowe charakteryzujg sie duza zawartoscia
B-1,3-D-glukanu, tj. C. albicans, Torulaspora delbrueckii
oraz Kluyveromyces marxianus [36].

Podobny mechanizm dzialania, wigzany z aktyw-
noscig hydrolityczng wobec gtéwnego sktadnika sciany
komorkowej drozdzy wrazliwych, opisali Guyard i wsp.
[33] dla toksyny WmKT, produkowanej przez W. satur-
nus ser. mrakii MUCL 41968. Poniewaz sekwencja
aminokwasowa toksyny WmKT wykazywata znaczne
podobienstwo do sekwencji glukanaz, badano wptyw
kastanosperminy (inhibitora glikozydaz) na aktywnos¢
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tej toksyny. Kastanospermina catkowicie hamowata
aktywno$¢ toksyny WmKT. Przy zastosowaniu skanin-
gowej mikroskopii elektronowej zobrazowano zmiany
morfologiczne komoérek wrazliwych po dziataniu tok-
syny, $wiadczace o cze¢$ciowej degradacji $ciany komor-
kowej. Podobny efekt stwierdzono stosujac zymoliaze
- enzym hydrolizujacy glukany [33].

Analogiczny sposéb dzialania opisano dla toksyny
killerowej KpKt, wydzielanej przez Tetrapisispora phaf-
fii (Kluyveromyces phaffii). Toksyna ta dziala na $ciang
komoérkowa drozdzy wrazliwych, powodujac zmiany
morfologii komoérek. Zastosowanie kastanosperminy
doprowadzito do zahamowania aktywnosci biologicz-
nej toksyny KpKt. Na tej podstawie wysunieto hipoteze,
ze KpKt wykazuje aktywnos¢ hydrolityczng w stosunku
do B-glukanéw, znajdujacych sie w $cianie komorek
docelowych. Koncepcje te potwierdza brak wigzania
i interakcji toksyny ze sferoplastami [21].

Selektywne blokowanie syntezy -1,3-glukanu przy-
pisuje si¢ toksynie HM-1, produkowanej przez szczep
drozdzy Williopsis saturnus ser. mrakii IFO 0895. Inne
polisacharydy wchodzace w sktad $ciany komorkowej,
takie jak mannan i chityna, powstaja w niezmieniony
sposob [88]”

Odmienny mechanizm dzialania zaproponowano
dla toksyny KP4, produkowanej przez U. maydis. Wysu-
nieto hipotezg, ze ta toksyna hamuje wzrost i podzial
komorki poprzez blokowanie szlakéw transdukeji syg-
naléw, regulowanych jonami wapnia [28, 46].

Mechanizm dzialania toksyn jest zalezny nie tylko
od rodzaju toksyny killerowej, ale i jej stezenia. Reiter
i wsp. [67] udowodnili, ze w przypadku trzech toksyn
- K1, K28 i zygocyny, kodowanych przez geny zlokali-
zowane w cytoplazmatycznym dsRNA, biatko killerowe
w niskim i umiarkowanym stezeniu (< 1 pM) indukuje
apoptoze komorki wrazliwej za posrednictwem kaspazy
drozdzowej Ycalp i reaktywnych form tlenu (ROS).
Procesowi towarzyszy fragmentacja DNA, kondensa-
cja chromatyny oraz translokacja fosfatydyloseryny na
zewnatrz blony cytoplazmatycznej [82]. Bialko kille-
rowe w wysokim stezeniu (> 10 pM) powoduje nekroze
komorki wrazliwej na drodze typowej dla danej toksyny
[82], poprzez przerwanie integralnosci blony komoérko-
wej albo oddziatywanie z biatkami komorki gospodarza
zaangazowanymi w cykl komorkowy i/lub synteze chro-
mosomalnego DNA. Dwoisto$¢ mechanizmu dzialania,
w tym programowana $mier¢ komorki wrazliwej przy
niskich stezeniach toksyny, obserwowano réwniez dla
biatek killerowych PMKT i PMKT2 kodowanych chro-
mosomalnie, bez obecnosci czastek wirusopodobnych
[8]. Wydaje sie, ze w naturalnym $rodowisku, toksyny
killerowe wystepuja w niskich stezeniach i wlasnie
indukcja apoptozy moze odgrywac kluczowa role w sku-
tecznej eliminacji drozdzy wrazliwych za posrednictwem
wydzielanych przez drozdze killerowe toksyn [67, 82].
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5. Zastosowanie drozdzy killerowych i ich toksyn

W tabeli 1 przedstawione zostaly podstawowe infor-
macje dotyczace wybranych szczepdw drozdzy killero-
wych, produkowanych przez nie toksyn oraz zakresu
ich aktywnosci, a takze przykltady ich potencjalnego
zastosowania.

5.1. Wykorzystanie w winiarstwie

Jednym z obszaréw przemystu spozywczego, w ktd-
rym drozdze killerowe i produkowane przez nie toksyny
moga znalez¢ potencjalne zastosowanie jest przemyst
fermentacyjny. Rozwoj drozdzy dzikich w moszczu
gronowym oraz winie jest powaznym problemem dla
producentdw, gdyz moze skutkowac zaburzeniem pro-
cesu fermentacji. Drozdze killerowe sg obiektem badan
pod katem zastosowania ich do ograniczenia roz-
woju niepozadanych mikroorganizméw i poprawy cech
jakosciowych produktu.

Drozdze killerowe nalezgce do gatunku S. cerevisiae,
zastosowane jako kultury starterowe podczas fermen-
tacji moszczow gronowych, moga korzystnie wplynaé
na proces produkeji wina i jego jako$¢. Ograniczeniem
stosowania toksyn K1, K2 i K28, produkowanych przez
S. cerevisiae, jest waskie spektrum aktywnosci antagoni-
stycznej do wrazliwych szczepow Saccharomyces [17].
Jedynie szczepy drozdzy S. cerevisiae, produkujace tok-
syne Klus, moga takze eliminowa¢ drozdze nalezace
do innych gatunkéw niz producent toksyny, takie jak
C. albicans oraz K. lactis [68]. Drozdze Hanseniaspora/
Kloeckera dominujg na powierzchni winogron oraz
w $wiezo wytloczonym soku. Wzrost tych drozdzy
ogranicza si¢ w niesterylnym srodowisku, np. w mosz-
czu gronowym, przez stosowanie ditlenku siarki. Jedna
z alternatyw dla chemicznych $rodkéw moze by¢ uzy-
cie toksyn killerowych wykazujacych aktywnos¢ wobec
Hanseniaspora/Kloeckera [17]. Toksyna potencjalnie
uzyteczng w kontrolowaniu wzrostu Hanseniaspora/
Kloeckera w $wiezym moszczu i podczas pierwszego
etapu fermentacji jest toksyna Kpkt, wytwarzana przez
T. phaffii DBVPG 6076. Wyniki badan Ciani i Fati-
chenti [17] wskazaly, ze efekt bojczy lub mykostatyczny
toksyny Kpkt wzgledem niepozadanych drozdzy uza-
lezniony byt od jej stezenia. Dzialanie toksyny Kpkt
w moszczu gronowym bylo poréwnywalne do skutecz-
nosci dziatania SO, [17].

Powaznym problemem w winiarstwie sg zanieczysz-
czenia drozdzami z rodzaju Brettanomyces/Dekkera,
ktore przeksztalcaja hydrokwasy do lotnych fenoli,
takich jak: 4-etylofenol, 4-etylogwajakol i 4-etylokate-
chol. Prowadzi to do pojawienia si¢ w winie niepozada-
nych aromatow (okreslanych jako ,,apteczne’, ziemiste,
kojarzone ze stajnia, konska derka), zaréwno pod koniec
fermentacji, jak i podczas pdzniejszego dojrzewania.
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Tabela I
Wybrane szczepy drozdzy killerowych i ich potencjalne zastosowanie

461

Producent toksyny killerowej Nazwa toksyny/ Zakres aktywno$ci Potenc;alnfe Plgmlen—
Masa czgsteczkowa toksyny (pH, temp.) zastosowanie nictwo
Candida nodaensis PYCC 3198 CnKT pH 3-7,5; <40-50°C  |konserwowanie Zywnosci [26]
Candida pyralidae CpKT1iCpKT2/ >50kDa pH 3,5-4,5; 15-25°C | winiarstwo [56, 57]
IWBT Y1140 i IWBT Y1057
Kluyveromyces lactis IFO1267 zymocyna/ 157 kDa pH 4,4-5,8; <40°C konserwowanie zywnosci [8,38]
(a97kDa, B 31kDa i y 28 kDa)
Kluyveromyces wickerhamii KwKt/ 72 kDa pH 3,8-4,6; <25°C winiarstwo [19,20]
DBVPG 6077
Mrakia frigida 2E00797 55,6 kDa optymalne pH 4,5; zwalczanie choréb [35,47]
<25°C, 3% NaCl zwierzat morskich
Pichia kluyveri DBVPG 5826 Pkkp/ 54 kDa $rodowisko kwasne winiarstwo [44]
Pichia kudriavzevii RY55 39,8 kDa $rodowisko kwasne $rodki terapeutyczne (4]
Pichia membranifaciens CYC 1086 |PMKT2/ 30kDa pH 2,5-4,8; <20°C winiarstwo (8,70, 76]
Pichia membranifaciens CYC 1106 |PMKT/ 18 kDa pH 3-4,8; <20°C winiarstwo, biologiczna [71, 72,73,
chrona roélin 74,75,77]
Saccharomyces cerevisiae AWRI796 |K2/21,5kDa optymalne pH 4,2-4,4; | winiarstwo (8]
<30°C
Saccharomyces cerevisiae CBS 8112 | K28/ 21 kDa) optymalne pH 5 model biologiczny [7]
(a10,5kDai11kDa w badaniach endocytozy
Saccharomyces cerevisiae Klus Klus pH 3,5-5,5; <30°C winiarstwo [68]
Tetrapisispora phaffii Kpkt/ 33kDa pH 3-5; <40°C winiarstwo [17, 20,
DBVPG 6706 21, 22]
Torulospora delbrueckii NPCC 1033 | TdKT/ 30kDa pH 4,2-4,8; <40°C winiarstwo [91]
Torulospora delbrueckii Kbarr-1 Kbarr-1 $rodowisko kwasne winiarstwo [66, 90]
Ustilago maydis P4 KP4/13,6 kDa $rodowisko kwasne  |roéliny transgeniczne [1,59]
Ustilago maydis P6 KP6/a 8,6kDaif 9,1 kDa $rodowisko kwasne  |roéliny transgeniczne [41]
Wickerhamomyces anomalus Pikt/~8kDa optymalne pH 4,4; winiarstwo [20]
DBVPG 3003 25-35°C
Wickerhamomyces anomalus PaKT $rodowisko kwasne  |konstrukeja przeciwciat [16, 52, 83]
ATCC 96603
Wickerhamomyces anomalus panamykocyna/ 49 kDa pH 3-5,5; <37°C biologiczna ochrona roélin | [36, 37]
NCYC 434
Wickerhamomyces anomalus YEO7b |47kDa; 67 kDa pH 3-5; <40°C zwalczanie chordob [32,93,
zwierzat morskich 94, 95]
Williopsis saturnus DBVPG 4561 KT4561/ 62 kDa pH 4,5-8; <45°C konserwowanie zywnosci, [13]
$rodki terapeutyczne
Williopsis saturnus WC91-2 11,6 kDa pH 3-4; <35°C; zwalczanie chorob [96]
8% NaCl zwierzat morskich
Williopsis saturnus ser. mrakii HM-1 (HMK)/ 10,7 kDa pH 2-11; pozostaje $rodki terapeutyczne, [49]
NCYC 2251 aktywna po 10 min konserowanie zywno$ci
w 100°C
Williopsis saturnus ser. mrakii WmKT/ 85kDa optymalne pH 4,5; $rodki terapeutyczne [33]
MUCL 41968 26-28°C
Zygosaccharomyces bailii DSM 12864 | KT412 (zygocyna)/ 10 kDa srodowisko kwasne  |$rodki terapeutyczne [97]

Drozdze z rodzaju Brettanomyces/Dekkera dobrze
adaptuja si¢ do warunkow panujgcych w srodowisku,
jakim jest wino, charakteryzujacym sie wysokim steze-
niem etanolu, wysoka kwasowoscig, niskim st¢zeniem
cukrow oraz duzg zawarto$cig zwigzkéw polifenolo-
wych. Wcigz poszukiwane sa skuteczne sposoby zapo-
biegania rozwojowi Brettanomyces/ Dekkera (w szczegol-

noéci D. bruxellensis) w winie. Zastosowanie zwigzkow
chemicznych (kwasu benzoesowego lub sorbowego),
jak réwniez metod fizycznych (np. filtracji) okazuje sie
niewystarczajaco efektywne. Dodatek SO, niekorzyst-
nie wplywa na organizm czlowieka, dlatego Swiatowa
Organizacja Zdrowia podkresla koniecznos¢ ogranicze-
nia stosowania tego $rodka przeciwdrobnoustrojowego
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w produktach spozywczych [17, 20]. Jednym ze spo-
sobow eliminowania zanieczyszczen Brettanomyces/
Dekkera moze by¢ uzycie toksyny killerowej KwKt,
produkowanej przez K. wickerhamii DBVPG 6077.
Dodatek oczyszczonej toksyny w stezeniu 40 1 80 mg-1™
skuteczne przeciwdziatal wzrostowi niepozadanych
drozdzy. W winie nie stwierdzono etylofenoli, pro-
dukowanych przez Brettanomyces/Dekkera. Dodatek
toksyny Kwkt moze by¢ skuteczng biologiczng metoda
zwalczania drozdzy Brettanomyces/Dekkera podczas
fermentacji, dojrzewania i przechowywania wina [19].

Labbani i wsp. [44] wyizolowali biatko killerowe
Pkkp, wydzielane przez P. kluyveri DBVPG 5826, ktore
wykazywalo aktywnos$¢ wobec wielu mikroorganizméw
skazajacych zywnos¢ i napoje. Aktywno$¢ bdjcza tok-
syny Pkkp wzgledem D. bruxellensis byta wielokrotnie
wyzsza niz powszechnie stosowanego w winiarstwie
pirosiarczynu potasu. Nie odnotowano synergizmu
dziatania Pkkp w polaczeniu z pirosiarczynem potasu,
sorbinianem potasu lub etanolem [44]. Skutecznos¢
dziatania innego biatka, toksyny PMK2, wzgledem
D. bruxellensis zostala udokumentowana w badaniach
Santosa i wsp. [76]. Obiecujace wyniki otrzymano takze
w badaniach toksyn CpKT1 oraz CpKT2, wytwarza-
nych przez Candida pyralidae. Bialka te wykazywaly
aktywnos¢ killerowa wobec D. bruxellensis w warun-
kach fermentacji winiarskiej. Aktywnos¢ toksyn CpKT1
oraz CpKT2 nie malala w obecnosci etanolu i cukru
(glukozy i fruktozy w stosunku 1:1), w zakresie stezen
typowych dla wina oraz moszczu gronowego. Ponadto
toksyny te nie wplywaly negatywnie na rozwoj droz-
dzy S. cerevisiae oraz bakterii kwasu mlekowego [57].
Antagonistyczne dziatanie tych toksyn wobec D. bru-
xellensis polega na uszkodzeniu $ciany komdrkowej
wrazliwych drozdzy [56].

Szczep killerowy T. delbrueckii NPCC 1033, pro-
dukujacy toksyne TdKT, jest kolejnym przykladem
drozdzy dziatajacych antagonistycznie w stosunku
do mikroorganizméw niepozadanych w winiarstwie.
Szczep ten i syntetyzowana toksyna wykazujg aktyw-
nos$¢ killerowg wobec D. bruxellensis i H. uvarum oraz
niektorych szczepoéw M. guilliermondi i P. membrani-
faciens, jednocze$nie nie hamujg rozwoju drozdzy
szlachetnych S. cerevisiae. Badania prowadzone przez
Villalba i wsp. [91] dowiodly, ze w obecnosci tok-
syny TdKT, po trzygodzinnej inkubacji dochodzi do
nekrozy, a po dluzszej, trwajacej 24h, do apoptozy
komorek wrazliwych [91]. Drozdze T.delbrueckii
moga by¢ wprowadzane do fermentacji winiarskiej
w celu poprawy niektorych specyficznych cech wina.
W badaniach Velazquezai wsp. [90] do produkc;ji bia-
tych win stolowych uzyto nowch szczepéw killerowych
T. delbrueckii Kbarr [66], ktére wykazuja aktywnos¢
antagonistyczng réwniez wobec S. cerevisiae. Sekwen-
cyjna inokulacja niejalowego moszczu, najpierw kulturg
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T. delbrueckii, a nastepnie S. cerevisiae, nie zapewnita
dominacji szczepdw T. delbrueckii ani poprawy jakosci
wina. Tylko w przypadku moszczu, ktéry inokulowano
réwnoczesnie T. delbrueckii i S. cerevisiae, w proporcji
9:1, szczepy killerowe T. delbrueckii zdominowaly $ro-
dowisko fermentacyjne i uzyskano produkt o zawar-
todci etanolu ponad 11%.

Nie stwierdzono istotnych réznic w koncowym
wyniku oceny sensorycznej otrzymanych win. Jednak
wina, gdzie szczepy S. cerevisiae dominowaly byly pre-
ferowane w poréwnaniu z winami, gdzie dominowaty
drozdze T.delbrueckii, poniewaz te pierwsze mialy
intensywniejsze aromaty $wiezych owocéw, podczas
gdy te drugie charakteryzowaly si¢ mniej intensyw-
nymi, ale réwniez ocenianymi jako przyjemne aroma-
tami suszonych owocow [90].

Toksyna PMKT, wytwarzana przez P. membranifa-
ciens i aktywna jak wigkszos¢ bialek killerowych w $ro-
dowisku o niskim pH oraz w niskiej temperaturze,
moze znalez¢ potencjalne zastosowanie w winiarstwie
do zwalczaniu drozdzy z rodzaju Zygosaccharomyces,
ktore sa odporne nie tylko na wysokie stezenia cukru,
ale takze na dodatek sorbinianu potasu. Drozdze Zygo-
sacchromyces stanowia zagrozenie szczegoélnie w pro-
dukcji win stodkich, gdzie powoduja wtérng fermen-
tacje. Z przeprowadzonych badan przez Alonso i wsp.
[2] wynika, ze toksyna PMKT dziata synergistycznie
z pirosiarczynem potasu, umozliwiajac skuteczne
hamowanie rozwoju drozdzy Zygosaccharomyces [2].

Badano réwniez wplyw obecnosci drozdzy W. ano-
malus CBS 1982 i W.anomalus CBS 5759 na skfad
chemiczny i cechy sensoryczne win jabtkowych. Niepa-
steryzowane i pasteryzowane moszcze jabtkowe inoku-
lowano kulturg mieszang tych drozdzy i S. cerevisiae.
Dodatek szczepow killerowych do niepasteryzowa-
nych moszczéw znaczaco zmienit kinetyke fermenta-
cji i korzystnie wplynatl na sklad chemiczny win jabt-
kowych. W pasteryzowanych moszczach jabtkowych
obecnos$¢ szczepow killerowych skutkowata wzrostem
wydajnosci fermentacji oraz zwigkszeniem poziomu
polifenoli. Zastosowanie szczepéw W. anomalus wraz
z drozdzami S. cerevisiae w formie kultury mieszanej
poprawilo sktad chemiczny i cechy sensoryczne win
jabtkowych [78]. Otrzymane wina charakteryzowaly si¢
wyzej oceniang barwg, tagodniejszym smakiem i przy-
jemniejszym aromatem.

Sprawdzono réwniez czy dodatek bialek killerowych
nie zaburzy fermentacji, prowadzonej przez S. cerevi-
siae i nie wptynie niekorzystnie na skfad chemiczny
wina. W tym celu badano wptyw preparatow czgsciowo
oczyszczonych toksyn typu K8, K4 i K7 (wydzielanych
przez szczepy drozdzy W. anomalus CBS 1981, W. ano-
malus CBS 5759 oraz P. membranifaciens CBS 7373) na
przebieg procesu fermentacji i sklad chemiczny win
jabtkowych. Dodatek toksyn do moszczéw jabtkowych,
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uprzednio inokulowanych kulturami starterowymi
drozdzy Saccharomyces, nie zmienil w znaczgcy spo-
sob kinetyki fermentacji, w wigkszosci otrzymane wina
jablkowe charakteryzowaly sie nieco wyzsza zawarto-
$cig alkoholu etylowego. Dodatek toksyn w niewielkim
stopniu wplynatl na profil zwigzkow lotnych [10].

5.2. Potencjalne zastosowanie w medycynie

W probach praktycznego zastosowania toksyn
killerowych nalezy bra¢ pod uwage, ze ich dzialanie
w znacznym stopniu ograniczone jest do srodowiska
o stosunkowo niskim pH oraz niskiej temperaturze.
Udowodniono, ze wiele toksyn, m.in. HM-1, PaKT,
zygocyna, w badaniach in vitro wykazuje aktywnos$¢
przeciwmikrobiologiczna wzgledem patogennych droz-
dzy, takich jak C.albicans oraz Cryptococcus neofor-
mans [8, 51, 92, 97]. Toksyny te mogltyby by¢ uzyteczne
w zwalczaniu infekcji wywolanych przez chorobotwor-
cze grzyby, jednak ich zastosowanie jest ograniczone ze
wzgledu na niestabilnos$¢ w fizjologicznym pH i tem-
peraturze panujacej w organizmie ludzkim [8]. Jedy-
nie niektdre toksyny killerowe, np. wytwarzane przez
Williopsis, charakteryzujace si¢ znaczna jak na tego
typu biatka stabilnoscig, moga by¢ wykorzystane do
celoéw terapeutycznych [13]. Proby uzycia preparatow
zawierajacych stabilne toksyny na zainfekowana skore,
powierzchnie bton sluzowych lub jako dodatek do roz-
twordw buforowych wydaja si¢ by¢ obiecujace [8].

Drozdze z rodzaju Candida licznie wystepuja
w mikrobiomie jelita czlowieka, ale réwniez zasiedlaja
jame ustng i ptuca [53]. Rodzaj Candida obejmuje okolo
150 gatunkow, ale tylko 9 z nich uznaje si¢ za patogenne
dla czlowieka [69]. Banjara i wsp. [5] przeprowadzili
badania nad redukcja liczby patogennych drozdzy Can-
dida przez zastosowanie drozdzy killerowych D. han-
senii. 42 szczepy D. hansenii, wyizolowane z 22 prébek
réznych rodzajow seréw dojrzewajacych, oceniono pod
katem aktywno$ci wobec drozdzy Candida sp. Dwa-
dziedcia trzy szczepy wykazywaly aktywnos¢ killerowa
w stosunku do C. albicans i C. tropicalis w srodowisku o
pH <6,5 i w temperaturze < 35°C. Preparat nieoczysz-
czonej toksyny, wytwarzanej przez szczep D. hansenii
Dh-237, redukowal wzrost C. albicans w temperatu-
rze 35°C przez okres 24 h. Natomiast szczep killerowy
zawarty w probce sera Romano zachowywat aktyw-
no$¢ killerows, zaréwno przeciwko C.albicans, jak
i C. tropicalis, przez okres 10 dni w temperaturze 37°C.
Na podstawie tych obserwacji autorzy pracy wysnuli
przypuszczenie, ze szczepy Kkillerowe D. hansenii
zawarte w serze moga wplywac na populacje¢ drozdzy
Candida w jelitach [5].

Obiecujace wyniki uzyskano w przypadku szczepu
drozdzy W. anomalus WalF1 wyizolowanego z muchy
piaskowej Phlebotomus perniciosus. Toksyna killerowa
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produkowana przez ten szczep zostala oczyszczona
i scharakteryzowana, a jej aktywnos¢ przeciwdrobno-
ustrojowa byla testowana in vitro przeciwko zaréwno
wrazliwym, jak i opornym na flukonazol, izolatom
klinicznym i szczepom laboratoryjnym C. albicans
i C. glabrata oraz ich mutantom. W temperaturze 25°C
toksyna nie wykazywala aktywnosci killerowej wobec
referencyjnego szczepu C. albicans SC5314, wrazliwych
na flukonazol izolatéw klinicznych (C. albicans DSY347
i DSY544) oraz mutanta DSY775 opornego na fluko-
nazol, pochodzacego od szczepu C. albicans DSY544.
Toksyna byta aktywna w stosunku do mutanta DSY289
opornego na flukonazol, wywodzacego si¢ od szczepu
C. albicans SY347, a takze wobec wszystkich uzytych
w badaniu, wrazliwych i opornych na flukonazol, izo-
latéw klinicznych C. glabrata i ich mutanéw [30].

Jedne z badan prowadzonych w ostatnich latach
wskazuja, ze toksyny killerowe réwniez moga znalez¢
zastosowanie w walce z malaria. Malaria jest choroba
tropikalna, wywolywana przez pierwotniaki z rodzaju
Plasmodium i przenoszong przez samice komardw
z rodzaju Anopheles. Programy zwalczania malarii
obejmuja leczenie farmakologiczne, ktore jednak moze
powodowac skutki uboczne, nie zawsze jest skuteczne,
a takze kosztowne. Przy braku skutecznych szczepio-
nek, stosuje si¢ srodki owadobdjcze w celu zmniejszenia
liczebnosci populacji owadéw stanowiacych wektory
przenoszace pierwotniaki. Cappelli i wsp. [15] wyka-
zali, ze szczep W.anomalus WaF17.12 znajdowany
w gonadach oraz w jelitach samic komaréw Anopheles
stephensi produkuje toksyne killerowg WaKT. Toksyna
ta dziala antagonistycznie wobec zarodzca Plasmodium
berghei w warunkach in vitro. Obserwowano zahamo-
wanie wzrostu pierwotniakéw poddanych dzialaniu
toksyny WaKT siegajace nawet 90% [15, 89].

Nieliczne badania sugeruja, ze toksyny killerowe
moga réowniez wykazywaé dzialanie przeciwbakte-
ryjne. Szczepem drozdzy, ktéremu przypisuje si¢ taki
potencjal jest Pichia kudriavzevii RY55. Bajaj i wsp. [4]
odnotowali, ze produkuje on toksyne killerowa, ktdora
wykazuje aktywno$¢ bdjcza w stosunku do bakterii:
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp.,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Pseu-
domonas alcaligenes. Wedlug autoréw, toksyna produ-
kowana przez P. kudriavzevii RY55 moze zosta¢ uzyta
podczas opracowywania nowych srodkéw przeciwbak-
teryjnych , takze do konserwowania zywnosci oraz jako
skladnik kultur starterowych dla przemystu fermenta-
cyjnego [4]. W innych badaniach wykazano natomiast,
ze wyizolowany z owocow cytrusowych szczep Kkille-
rowy Kazachstania exigua 120 hamuje rozwoj bakterii
P aeruginosa, E. coli i Klebsiella pneumoniae [60].

Hu i wsp. [34] wskazujg, ze drozdze killerowe moga
réwniez hamowa¢ rozw6j komoérek nowotworowych
w warunkach in vitro. Autorzy badali wplyw filtratow
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pohodowlanych drozdzy killerowych z rodzaju Barnet-
tozyma oraz Pseudozyma na linie komérek nowotworo-
wych HepG2. Stwierdzono, ze filtraty zawieraja zwigzki,
ktore indukuja apoptoze komorek nowotworowych,
bez uszkadzania komdrek zdrowych [34]. Poniewaz
w badaniu nie zostaly uzyte oczyszczone biatka kille-
rowe, nie mozna jednoznacznie stwierdzic, ze za obser-
wowany efekt cytotoksyczny odpowiadajg toksyny kil-
lerowe, a nie inne zwiazki wchodzace w sktad filtratow.
Nadal istnieje potrzeba opracowania nowych, pro-
filaktycznych oraz terapeutycznych strategii przeciw-
zakaznych. Przeciwciata nasladujace aktywnos$¢ bio-
logiczng toksyn (KTAbs), ktére w swej strukturze
zawierajg wewnetrzny obraz centrum aktywnego tok-
syny, hamujg funkgje, ktére sg krytyczne dla przezycia
mikroorganizmoéw, wywierajac w ten sposob dziala-
nie przeciwmikrobiologiczne [52]. Toksyna killerowa
PaKT, produkowana przez drozdze W. anomalus ATCC
96603, charakteryzuje si¢ szerokim spektrum aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej i moze takze znalez¢
zastosowanie w zwalczaniu pneumocystozy — choroby
pluc, wywolywanej przez grzyby Pneumocystis jiroveci
(Pneumocystis carinii). Choroba ta dotyka gléwnie
pacjentéw z obnizong odpornoscia, np. zakazonych
wirusem HIV, chorujacych na bialaczki, chtoniaki,
jak réwniez leczonych immunosupresyjne. Stwier-
dzono, ze toksyna PaKT w badaniach in vitro skutecz-
nie ogranicza rozwdj P, jiroveci. Poniewaz ta toksyna
killerowa nie moze by¢ stosowana bezposrednio jako
$rodek leczniczy, dlatego tez opracowano podstawy
nowej strategii terapeutycznej z zastosowaniem anty-
idiotypowych przeciwcial przypominajacych toksyne
PaKT oraz nadladujacych jej aktywno$¢ przeciwgrzy-
bicza [83, 84]. Konstruujac przeciwciala opierano si¢
na zalozeniu, ze interakcja pomiedzy toksyng killerowa
(KT) a specyficznymi przeciwciatami zdolnymi do
neutralizacji jej aktywnosci moze odzwierciedla¢ od-
dzialywanie toksyny ze specyficznymi receptorami
$ciany komorki wrazliwej. Przeciwcialo monoklonalne
anty-PaKT (mAbKT4) wytworzone zostalo metoda
fuzji splenocytow myszy, ktore uprzednio immunizo-
wano PaKT, z komoérkami szpiczaka. Otrzymane prze-
ciwcialo mAb KT4 neutralizowalo aktywno$¢ bojcza
PaKT przeciwko referencyjnemu szczepowi C. albi-
cans [52]. Kiedy mAb KT4 zastosowano do immuni-
zacji krélikow przez szczepienie idiotypowe, uzyskano
antyidiotypowe KAbs, ktére byly w stanie konkurowaé
z PaKT o wigzanie z mAb KT4 i, co istotne, hamowa¢
wzrost referencyjnego szczepu wrazliwego C. albicans,
tym samym nasladujac aktywnos¢ PaKT [52].
Skonstruowano poliklonalne, monoklonalne i re-
kombinowane przeciwciata antyidiotypowe nasladujace
aktywnos¢ biologiczng toksyn, ktére w badaniach in
vitro wykazaly szerokie spektrum dzialania bojczego
przeciwko C. albicans [63] oraz innym gatunkom
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drozdzy z rodzaju Candida [54], P.jiroveci [83, 84],
Aspergillus fumigatus [16], jak rdwniez wobec bakte-
rii patogennych, w tym Mpycobacterium tuberculosis
o opornosci wielolekowej [23], opornych na antybio-
tyki Gram-dodatnich ziarniakéw [24], paciorkowcodw
izolowanych z jamy ustnej [25] oraz pierwotniakow:
Leishmania major, Leishmania infantum [79] i Acan-
thamoeba castellanii [27].

Podjeto réwniez proby zastosowania drozdzy kille-
rowych do szybkiej identyfikacji patogennych szczepow
Nocardia asteroides [64]. W oparciu o 4 szczepy drozdzy
killerowych (Candida maltoza G7A, D. hansenii P41,
W. saturnus DBVPG 3127 i W. saturnus DBVPG 3671)
opracowano procedure pozwalajagcg na odrdznienie
C. albicans od innych gatunkow z rodzaju Candida [14].

5.3. Zwalczanie choréb grzybowych roslin

Owoce i warzywa podczas wzrostu i przechowywa-
nia s3 narazone na choroby wywolywane przez ples-
nie. Konsekwencja wystepowania choréb grzybowych
jest zmniejszenie zbioréow i pogorszenie ich jakosci.
Straty owocdw, np. jabtek, podczas przechowywania,
wywolane przez grzyby fitopatogenne si¢gaja nawet
25% poczatkowej ilosci [39]. Oprocz strat ekonomicz-
nych, wzrost plesni w artykulach spozywczych, moze
mie¢ niebezpieczne konsekwencje dla zdrowia ludzi
w zwigzku z produkcja mikotoksyn oraz wytwarzaniem
konidiéw, ktére moga powodowal alergie [18]. Aby
zapobiec chorobom grzybowym stosuje sie fungicydy,
ktérych zaletami sg wysoka skuteczno$¢ i fatwos¢ sto-
sowania. Jednak zwalczanie pozbiorowych chordb grzy-
bowych przez stosowanie srodkéw chemicznych niesie
wiele skutkow. Pozostatosci fungicydéw moga negatyw-
nie wplywac na bezpieczenstwo zdrowotne konsumen-
tow. Stosowanie fungicydéw powoduje zanieczyszcze-
nie Srodowiska i moze prowadzi¢ do wzrostu opornosci
fitopatogendéw na czynniki chemiczne oraz redukcji
liczebnosci pozytecznych organizméw. Nadal poszukuje
sie nowych rozwigzan, a biologiczne metody ochrony
roélin cieszg si¢ duzym zainteresowaniem. Biokontrola
choréb roslin pochodzenia grzybowego moze obejmo-
wac stosowanie drozdzy antagonistycznych. Drozdze
killerowe maja wlasciwosci, ktore pozwalaja uznac je
za potencjalng, bezpieczng alternatywe dla srodkow
chemicznych. W warunkach konkurencyjnych fenotyp
killerowy daje przewage szczepom drozdzy killerowych
w stosunku do innych, wrazliwych mikroorganizméw
zasiedlajacych te sama nisze ekologiczng [80]. Jednak
produkcja toksyn killerowych jest tylko jednym ze
sposobow antagonistycznego dziatania drozdzy wobec
patogenow grzybowych. Innymi s3 m.in. konkurencja
o przestrzen i skladniki odzywcze (np. Zrédlo wegla,
azotu, kationy Zelaza), wytwarzanie enzymoéw degra-
dujacych $ciany komorkowe (np. chitynaz i glukanaz),
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produkcja metabolitow lotnych, indukcja odpornosci
gospodarza i tworzenie biofilmu [43, 58, 85].

Aloui i wsp. [3] badali mozliwoé¢ zastosowania
powlok otrzymanych z alginianu sodu lub maczki
chleba $wietojanskiego, zawierajacych drozdze kille-
rowe W. anomalus BS 91, do kontroli wzrostu Penicil-
lium digitatum na powierzchni owocéw pomaranczy.
Powtoki wzbogacone o drozdze killerowe W. anoma-
lus hamowaty rozwdj plesni P. digitatum na owocach
o ponad 73% po 13 dniach ich przechowywania w tem-
peraturze 25°C. Dodatkowo, bioaktywne powloki ogra-
niczaly utrate wody i pozwalaly na utrzymywanie jedr-
nosci owocodw w czasie ich przechowywania. W innych
badaniach Platania i wsp. [62] odnotowali, ze szczep
killerowy W.anomalus BS91 hamowal wzrost P. digi-
tatum na owocach pomaranczy do 10 dnia przecho-
wywania. Poza produkejg toksyn killerowych szczepy
drozdzy nalezace do gatunku W.anomalus moga
wytwarzaé B-glukanazy, ktére degraduja $ciane komor-
kowg i powodujg lize komoérek grzybow [62]. W innej
pracy odnotowano réwniez, ze panamykocyna, tok-
syna killerowa W. anomalus NCYC 434 o aktywnosci
B-glukanazy, zastosowana na powierzchnie owocow
cytryny, uprzednio mechanicznie uszkodzonych i ska-
zonych ple$niami P, digitatum oraz P. italicum, reduko-
wala psucie sie owocow i wydluzata okres ich trwalosci.
Toksyna ta w stezeniu 16 pg-ml™ catkowice hamowata
rozwoj wspomnianych plesni przez okres 7 dni [37].
Badania przeprowadzone przez Pereza i wsp. [60]
wykazaty, ze mikroorganizmami, ktére skutecznie prze-
ciwdzialaly rozwojowi P. digitatum oraz P. italicum na
powierzchni cytryn, poza drozdzami z rodzajow Pichia
i Wickerhamomyces, sa rowniez K. exigua (Saccharomy-
ces exiguous), uznawane jako organizmy GRAS [60].

Lima i wsp. [45] badali skutecznos¢ antagonistycz-
nego dzialania dwoch szczepow killerowych, W. ano-
malus 422 oraz Meyerozyma guilliermondii 443, wobec
Colletotrichum gloeosporioides, fitopatogenu wywotuja-
cego antraknoze papai i innych owocéw tropikalnych.
Otrzymano obiecujace wyniki wskazujace, ze szczepy
W. anomalus 1 M. guilliermondii redukowaly czestos¢
wystepowania antraknozy na owocach odpowiednio
024,62% 120,68% podczas przechowywania przez 6 dni.

Santos i wsp. [77] wykazali, ze stosowanie szczepu
killerowego P. membranifaciens CYC 1106 skutecznie
ograniczato rozwdj plesni B. cinerea CYC 20010. Droz-
dze killerowe, w ilosci okoto 10° komorek w 1 ml, catko-
wicie zahamowaly wzrost B. cinerea na uszkodzonych
mechanicznie i uprzednio skazonych jabtkach. Ogra-
niczenie rozwoju B. cinerea uzyskano takze stosujac
oczyszczong toksyne killerowa PMKT, produkowang
przez P. membranifaciens CYC 1106. Mniejsze hamo-
wanie wzrostu patogenu obserwowane po zastosowaniu
oczyszczonej toksyny w poréwnaniu z aplikacja szczepu
killerowego potwierdzilo, ze dodatkowe mechani-
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zmy byly zaangazowane w antagonistyczne dzialanie
P. membranifaciens CYC1106 [77]. Mechanizmami
tymi moga by¢ wspotzawodnictwo o sktadniki odzyw-
cze lub wydzielanie enzymoéw degradujacych $ciane
komorkowa B. cinerea [77]. W innych badaniach oce-
niano wplyw drozdzy killerowych P. membranifaciens
i oczyszczonej toksyny PMKT na rozwdj B. cinerea na
skazonych lisciach Vitis vinifera [74]. Rowniez w tym
przypadku obserwowano calkowite zahamowanie
wzrostu fitopatogenu, gdy uzyto aktywnych komorek
P. membranifaciens CYC 1106, natomiast gdy stosowano
oczyszczong toksyne ograniczenie rozwoju B. cinerea
wynosito 80%. Obserwacja ta potwierdza wystepowa-
nie dodatkowych, poza produkcja bialek killerowych,
mechanizmdéw antagonistycznej aktywnosci P. mem-
branifaciens, takich jak produkcja enzymoéw hydroli-
zujacych $ciang komdrkowa B. cinerea lub rywalizacja
o skladniki pokarmowe. Wyniki te wskazuja, ze drozdze
killerowe P.membranifaciens i ich toksyny moga by¢
brane pod uwage przy opracowaniu preparatow stuzga-
cych skutecznej kontroli rozwoju B. cinerea.

Badano réwniez antagonistyczne oddzialywanie
szczepow Kkillerowych Debaryomyces hansenii Kl2a,
D. hansenii MIla i W. anomalus BS91 wobec Monilinia
fructigena i M. fructicola. Sposrod testowanych drozdzy
najwyzsza aktywnoscia przeciwgrzybiczg in vitro cecho-
waly sie D. hansenii KI2a i W. anomalus BS91 poprzez
produkcje toksyn killerowych, enzymoéw hydrolitycz-
nych i lotnych zwigzkéw organicznych (VOCs - Vola-
tile Organic Compounds). Wspomniane szczepy sku-
tecznie hamowaly wystepowanie brazowej zgnilizny na
owocach brzoskwin i $liw uprzednio inokulowanych
fitopatogenami M. fructigena i M. fructicola [31]. Anta-
gonistyczne szczepy D. hansenii i W. anomalus moga by¢
uzyteczne jako skfadniki aktywne podczas opracowania
biofungicydéw przeciwko grzybom z rodzaju Monilinia.

5.4. Transgeniczne rosliny wytwarzajace
toksyny killerowe

Jedna z préb rozwigzania problemu choréb grzy-
bowych roslin jest transgeniczna ekspresja peptydow
przeciwgrzybiczych. Toksyny killerowe KP4 i KP6,
produkowane przez gatunek U. maydis, okazaly sie
skuteczne w uodpornieniu uprawy tytoniu oraz kuku-
rydzy na choroby grzybowe. Dzigki zastosowaniu inzy-
nierii genetycznej geny kodujace toksyny KP4 i KP6
zostaly przeniesione do komdrek tytoniu za pomoca
promotora konstytutywnego wirusa mozaiki kala-
fiora. Transgeniczna roélina wytwarzala znaczne ilosci
toksyny KP4, ktéra miala tg sama mase czasteczkowa
oraz wykazywala identyczng specyficznos¢ dzialania,
co toksyna KP4, produkowana przez U. maydis. Poziom
ekspresji toksyny KP4 w transgenicznym tytoniu byt
co najmniej 500 razy wyzszy niz KP6. Transgeniczne
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rosliny wydzielajace toksyng¢ KP4 byly odporne na
grzyby patogenne, ktérych antagonistg jest toksyno-
tworczy szczep U. maydis [41, 59]. Otrzymano row-
niez transgeniczng kukurydze¢ wytwarzajaca aktywna
toksyne KP4 w ilosci wystarczajacej do zahamowania
rozwoju grzybow patogennych. Ponadto, nie stwier-
dzono negatywnego wplywu tej toksyny na wzrost
roélin transgenicznych [1].

5.5. Zastosowanie drozdzy killerowych
w $rodowisku morskim

Podejmuje si¢ réwniez proby wykorzystania droz-
dzy killerowych w $rodowisku wodnym. Choroby
zwierzat morskich wywotlane przez mikroorganizmy
wystepujace w srodowisku wodnym przynosza znaczne
straty ekonomiczne. Patogenem odpowiedzialnym za
mleczne zabarwienie tkanek krabow portunikow (Por-
tunus trituberculatus) i ich znaczng $miertelno$¢ jest
M. bicuspidata WCY. Zastosowanie nystatyny, zwiazku
o dziataniu przeciwgrzybiczym, skutecznie hamuje
wzrost patogenu, jednak nawet w niskich stezeniach
jest ona toksyczna dla krabéw. Stosowanie kosztownego
antybiotyku na otwartym morzu wydaje si¢ réwniez
malo racjonalnym postepowaniem z ekonomicznego
punktu widzenia [46, 94].

Organizmem antagonistycznym w stosunku do
M. bicuspidata WCY jest szczep drozdzy W. anomalus
YFO07b, wyizolowany z jelit zachw (Ascidia). Produkuje
on dwa biatka killerowe, jedno o masie czasteczkowej
47kDa [95], a drugie o masie 67 kDa [32], ktore sa
aktywne w obecnosci chlorku sodu. Szczep drozdzy
Kluyveromyces siamensis HN12-1 réwniez wykazuje
aktywnos¢ killerowa wobec M. bicuspidata WCY, a opty-
malne warunki do produkgji toksyny HN12-1 to pH
réwne 4, temperatura 25°C oraz 0,5% chlorku sodu.
Oczyszczona toksyna nie byla aktywna wobec proto-
plastow drozdzy patogennych, co sugeruje, ze pierwszy
etap dzialania bialka najprawdopodobniej polega na
oddzialywaniu z receptorami znajdujacymi sie w $cianie
komorkowej drozdzy wrazliwych [12]. Psychrotoleran-
cyjny szczep drozdzy M. frigida 2E00797, wyizolowany
z osadow morskich, produkuje toksyne killerowa o ma-
sie czasteczkowej 55,6 kDa, ktorej aktywnos¢ killerowa
jest najwyzsza w srodowisku o pH 4,5 oraz w obecnosci
chlorku sodu w stezeniu 6%. Bialko to nie tylko dziata
na patogenne grzyby, wywolujace choroby krabow,
lecz jest takze cytotoksyczne w stosunku do patogendw
czlowieka - C. tropicalis oraz C. albicans 35, 47]. Kolej-
nym szczepem drozdzy killerowych o interesujacych
cechach i potencjalnym zastosowaniu jest W. anomalus
HN1-2, wyizolowany z ekosystemu lasu namorzyno-
wego. Odnotowano, ze biatko killerowe produkowane
przez ten szczep dziala cytotoksycznie wobec komorek
wielu grzybow szeroko rozpowszechnionych w $rodo-

URSZULA BLASZCZYK

wisku naturalnym: M. bicuspidata, C. albicans, M. guil-
liermondii, Lodderomyces elongisporus, Yarrowia lipoly-
tica oraz Kluyveromyces aestuarii [86]. Do grupy toksyn,
ktorych producent bytuje w srodowisku morskim nalezy
réwniez biatko killerowe, wydzielane przez W. saturnus
WC91-2, wykazujace antagonistyczne dzialanie w sto-
sunku do szeregu patogenéw: M. bicuspidata WCY,
C. albicans, C. tropicalis, Cryptococcus aureus, Y. lipoly-
tica, L. elongisporus. Optymalne warunki srodowiska,
zapewniajace wysokg stabilnos$¢ tej toksyny to pH
w zakresie 3-3,5 1 8% NaCl [93, 96]. Srodowisko morskie
charakteryzuje si¢ temperaturg i zawartoscia soli, ktore
sa odpowiednie dla zapewnienia wysokiej aktywnosci
killerowej wielu toksyn produkowanych przez drozdze,
izolowane ze $rodowiska wodnego. Lekko zasadowy
odczyn wody wykracza poza optymalny zakres pH dla
wigkszosci toksyn killerowych.

6. Podsumowanie

Nadal opisywane sa nowe szczepy drozdzy killero-
wych, a niektdre z nich (szczegélnie nalezace do rodza-
jow Wickerhamomyces i Pichia) charakteryzuja sie szero-
kim zakresem aktywnosci antagonistycznej wobec wielu
szczepow drozdzy i grzybow strzepkowych. Stosunkowo
niska stabilnos¢ toksyn killerowych, ograniczona do
waskiego zakresu pH i temperatury, zmniejsza mozli-
wosci ich potencjalnego zastosowania jedynie do $ro-
dowisk, ktére zapewniaja odpowiednie warunki fizyko-
-chemiczne. Uzycie toksyn killerowych na szersza skale
moze by¢ réwniez ograniczone z powodu wysokich
kosztow izolacji oraz oczyszczania. Prostsze i znacznie
tanisze wydaje sie stosowanie aktywnych szczepow droz-
dzy, bedacych ich producentami. Drozdze killerowe i ich
toksyny mogg znalez¢ potencjalne zastosowanie w wielu
dziedzinach, m.in.: w przemysle fermentacyjnym, jako
czynniki biologiczne kontroli choréb roslin, w biotypo-
waniu szczepow drozdzy, a takze podczas projektowania
nowych srodkéw przeciwgrzybiczych.

Nadal wiele zagadnien zwigzanych ze strukturg tok-
syn killerowych, mechanizmami ich dzialtania, a takze
odpowiedzia komdrkowa mikroorganizméw wrazli-
wych wymaga poznania. Wyjasnienie tych watpliwosci
pozwoli na opracowanie skuteczniejszych strategii
zwalczania niepozadanych mikroorganizmow i stworzy
podstawy do szerszego stosowania drozdzy killerowych
i ich toksyn.
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Streszczenie: Naturalnie wystepujace entomopatogeny sa waznymi czynnikami regulacyjnymi populacje owadéw. Wsréd nich wazng
role odgrywaja grzyby entomopatogeniczne. Zakazenie owadow przez pasozytnicze grzyby nastepuje poprzez penetracje powlok zywi-
ciela. Smieré gospodarza jest wynikiem zniszczenia tkanek, wyczerpania sktadnikéw odzywczych oraz produkcji toksyn. Najnowsze
badania pokazuja, ze grzyby owadobojcze to nie tylko patogeny owadow, ale odgrywaja rowniez dodatkowe role w ekosystemach jako
endofity, gatunki antagonistyczne oraz wspomagajace wzrost roslin i kolonizacje ryzosfery. Te nowo poznane mechanizmy oddzialy-
wania stwarzajg dodatkowe mozliwosci ich wykorzystania m.in. w integrowanej ochronie roélin. W tym artykule dokonano przegladu
literatury polskiej i $wiatowej dotyczacej grzyboéw entomopatogenicznych. Przedstawiono réwniez mozliwe mechanizmy ochrony roslin
wynikajace z uzdolnien endofitycznych grzybéw entomopatogenicznych i omdéwiono mozliwosci ich zastosowania w ochronie przed
szkodnikami i patogenami.

Wstep. 2. Rys historyczny i taksonomiczny. 3. Aspekty ekologiczne. 4. Zastosowanie grzybéw entomopatogenicznych. 5. Perspektywy
integrowanej ochrony roslin. 6. Podsumowanie

ENTOMOPATHOGENIC FUNGI AND THEIR BIOCENOTIC IMPORTANCE

Abstract: Naturally occurring entomopathogens are important regulatory factors of insect populations. Among them, entomopathogenic
fungi play a meaningful role. The invasion of insects by parasitic fungi occurs through penetration of the host integument. Death of the
host is a result of tissue destruction, exhaustion of nutrients, and the production of toxins. Many recent studies show that entomopatho-
genic fungi are not only considered as insect pathogens, but also play additional roles in nature, including endophytism, plant disease
antagonism, plant growth promotion, and rhizosphere colonization. These newly understood attributes provide possibilities to use fungi
in multiple roles. Such additional roles recently-discovered to be played by entomopathogenic fungi provide opportunities for multiple
uses of these fungi in integrated pest management strategies. This article reviews the literature currently available on entomopathogenic
fungi. It also addresses the possible mechanisms of protection conferred by endophytic fungal entomopathogens and explores the poten-
tial use of these fungi as dual microbial control agents against both insect and pathogen pests.

Introduction. 2. Historical and taxonomical notes. 3. Ecological aspects. 4. Use of entomopathogenic fungi. 5. Prospects in integrated pest
management. 6. Conclusions

Stowa kluczowe: entomopatogeniczne grzyby, endofity, integrowana ochrona roélin, mykoinsektycydy
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1. Wstep

Entomopatogeniczne grzyby sa prawdopodobnie
najbardziej znanymi mikroorganizmami, ktdre infe-
kuja szkodniki roélin. Szacuje sig, ze powoduja one
okolo 60% choréb epizootycznych owadéw i innych
stawonogéw. Terminem ,,grzyby entomopatogeniczne”
w najszerszym ujeciu okresla¢ mozna gatunki orga-
nizméw wykazujacych w swoim rozwoju wlasciwosci
chorobotworcze lub bezposrednie zaleznosci troficzne
o charakterze pasozytniczym wzgledem zywych stawo-
nogoéw, glownie owadow i roztoczy. Ich rozwdj prowa-
dzi do zaktécen funkgji fizjologicznych u gospodarzy,
a w konsekwencji do ich $mierci [10, 76, 91].

Globalizacja rynkéw i intensyfikacja produkeji w rol-
nictwie coraz bardziej wskazujg na potrzebe opraco-

wania dziatan tagodzacych negatywne skutki dla $ro-
dowiska i bezpieczenstwa konsumentdow. Straty spowo-
dowane przez szkodniki, choroby roélin i chwasty nadal
stanowig istotng przeszkode w zwigkszaniu produkeji
rolnej, pomimo znacznego wzrostu stosowania pestycy-
dow. Od drugiej wojny swiatowej stosowanie syntetycz-
nych srodkéw ochrony roélin stanowi podstawowy sys-
tem kontroli patogendw i pasozytow roslin uprawnych,
mimo $wiadomosci skutkéw ubocznych oraz szkodli-
wosci dla zdrowia ludzkiego i srodowiska. W wielu
krajach uprzemystowionych, od pewnego czasu, stra-
tegie ochrony roslin zostaly ukierunkowane na wyko-
rzystanie roslin transgenicznych, ktére charakteryzuja
sie odpornoscig na owady i inne czynniki biotyczne.
Dzialania te zmierzajg do ograniczania stosowania pre-
paratéw chemicznych. Calkowite systemowe podejscie

* Autor korespondencyjny: Beata Zimowska, Katedra Ochrony Roélin, Zaklad Fitopatologii i Mykologii, Wydziat Ogrodnictwa i Archi-
tektury Krajobrazu, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie K. St. Leszczynskiego 7, 20-068 Lublin; e-mail:beata.zimowska@up.lublin.pl
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do zmniejszenia stosowania $rodkéw chemicznych
w rolnictwie powinno opiera¢ sie na lepszym zrozu-
mieniu zaleznosci panujacych w réznych ekosystemach
i modyfikacji krajobrazu w celu stworzenia odpo-
wiednich warunkéw dla rozwoju mikroorganizméw
pozytecznych w $rodowisku oraz zachowania bio-
réznorodnosci [77, 92].

Wykorzystanie entomopatogenicznych grzybéw mo-
globy stanowi¢ podstawowa metode ochrony roslin,
oparta na ich uzdolnieniach i réznych rolach jakie
moga odgrywaé w przyrodzie. Wiele gatunkéw spo-
$rod grzybow owadobdjczych oddzialywaja endofitycz-
nie i/lub w ryzosferze, zachowuje si¢ jak antagonisci
w stosunku do réznych czynnikéw patogenicznych oraz
wspomaga wzrost i rozwdj roélin. Szersza wiedza na
temat oddzialywania grzybow owadobdjczych i lepsze
zrozumienie interakcji pasozyt-zywiciel-srodowisko
moze ulatwi¢ skuteczniejsze wykorzystanie grzybow
w zwalczaniu szkodnikéw. Wiadomo bowiem, ze
aktywnos¢ biologiczna grzybéw owadobojczych uza-
lezniona jest m.in. od ich wirulencji, wilgotnosci powie-
trza, temperatury, pory roku, obecnosci antagonistow,
dostepnosci gospodarzy oraz struktury i sposobu uzyt-
kowania gleby, w ktorej wystepuja [8, 77, 88, 90, 91].

2. Rys historyczny i taksonomiczny

Pierwsze badania dotyczace grzybow entomopato-
genicznych zostaty opracowane na poczatku XIX wieku.
Zainspirowany potrzeba kontrolowania epizooc;ji jed-
wabnikow, przyrodnik Agostino Bassi zidentyfikowat
w 1835 roku czynnik wywolujacy chorobe, nazwany
pozniej Beauveria bassiana [10]. Odkrycie, ze grzyb
jest rowniez zdolny do infekowania innych owa-
dow [5], zainicjowalo stosowanie entomopatogenow
do zwalczania szkodnikéw przez innych wybitnych
naukowcow, takich jak Pasteur [54] i Le Conte [42].
Pod koniec XIX wieku w Rosji Miecznikow przepro-
wadzil badania nad ,zielona muskardyng’, choroba
chrzgszczy pszennych (Anisoplia austriaca) i zidenty-
fikowal Entomophthora anisopliae (Metarhizium ani-
sopliae) jako przyczyne tej choroby. Kilka lat pdzniej
Krassilszczik [41] wyprodukowal pierwszy biopre-
parat zawierajacy zarodniki M. anisopliae, co spowo-
dowato wzrost zainteresowania grzybami owadoboj-
czymi [10]. Patogeny te sa najczesciej definiowane
jako grzyby, ktére znajduje si¢ na obumartych owa-
dach i innych stawonogach. Z tak szerokiego znacze-
nia wynika, Ze liczba gatunkéw ros$nie w wyniku licz-
nych badan lub sporadycznych izolacji. Dlatego tez,
chociaz podjeto proby oszacowania liczby gatunkow
(okoto 1000) wedtug St. Leger i Wang [80], trudno
jednoznacznie oceni¢ wielko$¢ tej grupy mikroorga-
nizmoéw. Sosnowska [77] podaje, ze na $wiecie znanych
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jest ponad 1200 gatunkéw grzybéw owadobdjczych,
z czego w Polsce poznano 230.

Wprowadzenie technik molekularnych do identy-
fikacji, przede wszystkim sekwencjonowanie DNA,
mialo znaczacy wplyw na klasyfikacje grzybow owa-
dobdjczych, rzucajac $wiatto na zwiazki filogenetyczne
miedzy réznymi grupami taksonomicznymi. Umozli-
wilo to ustalenie, Ze entomopatogeny nie stanowia
oddzielnej grupy, przeciwnie nalezg do réznych jed-
nostek taksonomicznych. Wigkszos¢ grzybow ento-
mopatogenicznych klasyfikowana jest w 2 rzedach tj.
Entomophthorales (Zygomycota) i Hypocreales (Ascomy-
cota) [8]. Do pierwszego rzedu naleza, takie rodzaje
jak: Entomophthora, Entomophaga, Erynia, Neozygites,
Pandora i Conidiobolus, ktére reprezentuja gldwnie
grzyby monofagiczne i obligatoryjne patogeny malej
liczby stawonogdéw. Z kolei do Hypocreales naleza
przede wszystkim polifagiczne gatunki grzybéw, znane
ze swoich zdolnosci patogenicznych w stosunku do réz-
nych gatunkéw owaddow [10]. Typowy rodzaj Cordyceps,
obejmuje wiele gatunkéw znanych z wytwarzania pod
koniec cyklu, prowadzonego kosztem larw owadow,
charakterystycznych wydluzonych maczug wystaja-
cych z powierzchni gleby, ktdre sa zbierane i stosowane
w medycynie tradycyjnej w Chinach i innych krajach
azjatyckich [55]. Do Cordycipitaceae przypisano row-
niez gatunki z rodzaju Culicinomyces, zasadniczo zwig-
zane z larwami komaréw [64], natomiast do oddzielnej
rodziny (Ophiocordycipitaceae) rodzaje Ophiocordyceps,
Hirsutella, Hymenostilbe, Tolypocladium i Polycephalo-
myces [36] i Purpureocillium lilacinum (Paecilomyces
lilacinus) [46]. Z kolei w obrebie rodziny Clavicipitaceae
znajduje sie rodzaj Metarhizium, z gatunkami M. ani-
sopliae i inne gatunki stosowane w ochronie biologicz-
nej, takie jak: M. acridum, M. brunneum, M. robertsii
i M.rileyi (Nomuraea rileyi). Do tej samej rodziny
naleza takze rodzaje Pochonia, Metacordyceps, Torru-
biella, Regiocrella i Hypocrella, przy czym ten ostatni
obejmuje kilka gatunkow lepiej znanych w stadium
konidialnym (np. Aschersonia aleyrodis) [85].

Badania molekularne wykazaly takze, ze inne grzyby
entomopatogeniczne sa filogenetycznie podobne do
gatunkow z rodziny Cordycipitaceae i dlatego nalezy
je przypisa¢ do tej rodziny. Wsrdd nich znalazt si¢
rodzaj Akanthomyces, do ktérego niedawno przypisano
kilka gatunkow z rodzin Lecanicillium [37], Simplicil-
lium, Gibellula, Beauveria, z gatunkami B. bassiana,
B. brongniartii i B. tenella [61] oraz gatunki Isaria tj.
I farinosa (Paecilomyces farinosus) i I fumosorosea
(P. fumosoroseus).

Gatunki entomopatogeniczne réwniez wystepuja
w rodzajach z typu Ascomycota, takich: Ascosphaera
(Eurotiomycetes, Eurotiales), Myriangium (Dothideomy-
cetes, Myriangiales) [15], Podonectria (Dothideomyce-
tes, Tubeufiales) [65] oraz Sporothrix (Sordariomycetes,
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Ophiostomatales), ktére ostatnio nabraly wigkszego
znaczenia [14]. Do gatunkéw o mniejszych wlasciwos-
ciach entomopatogenicznych naleza: Aspergillus fla-
vus [32], Clonostachys rosea oraz gatunki nalezace do
rodzajow: Fusarium [84], Acremonium [81], Cladospo-
rium [1] i Alternaria [34] oraz kilka innych gatunkéw
z rodzaju Aspergillus i Penicillium [12].

3. Aspekty ekologiczne

Cykl rozwojowy patogenow z typdw Zygomycota
i Ascomycota jest zrdznicowany, ale warunkiem ich
przetrwania i rozprzestrzeniania jest zakazenie i uSmier-
cenie zywiciela. Entomopatogeniczne grzyby infekuja
swoich gospodarzy za pomocg zarodnikéw, ktore
rozprzestrzeniajg si¢ w otaczajgcym srodowisku, tak
powszechnie, ze ich obecnos¢ zostata réwniez udoku-
mentowana na powlokach pozornie zdrowych osob-
nikow [21]. Infekcja jest skuteczna przy odpowiedniej
temperaturze i wilgotnosci powietrza oraz w momen-
cie bezposredniego kontaktu zarodnika grzyba z cia-
tem zywiciela. Zarodniki grzybéw z typu Ascomycota
przenoszone sa z wiatrem, a kietkuja tworzac struktury
adhezyjne w postaci przyssawek. Nastepnie strzepki
infekcyjne przenikaja przez otwory ciala lub egzo-
szkielet, przy udziale enzymoéw degradujacych naskérek
[11]. Po osiagnigciu hemocelu grzyb pokonuje obrone
immunologiczng gospodarza, uzywajac broni bioche-
micznej 88, 89]. Pdzniejsza kolonizacja tkanek zacho-
dzi w rézny sposéb w zaleznosci od rodzaju interakeji.
Mozna wyr6znié trzy typy interakcji: biotrofie, w ktorej
grzyb odzywia si¢ Zywymi komorkami; nekrotrofie,
w ktorej grzyb zasadniczo wykorzystuje martwe tkanki
i nieco bardziej powszechna hemibiotrofie, gdy grzyb
poczatkowo pasozytuje na zywych tkankach, a nastep-
nie korzysta z martwych tkanek. Po $mierci gospodarza
grzyb tworzy na zewnatrz oznaki etiologiczne w postaci
zarodnikoéw, ktdre czesto pozostaja przymocowane do
podloza przez ryzoidy wylaniajace si¢ z powierzchni
brzusznej lub z aparatu policzkowego. W wielu przy-
padkach udokumentowano produkcje i rozproszenie
zarodnikow z ciata wcigz zywych owadow [67].

Do najwazniejszych przedstawicieli grzybéw owa-
dobojczych z typu Ascomycota nalezg gatunki z rodza-
jow: Beauveria, Isaria, Metarhizium oraz Lecanicilium.
Rodzaj Beauveria charakteryzuje si¢ bialg lub jasno
zabarwiong grzybnie¢ z odcieniem zo6itym lub lekko
rézowym, o obficie rozwinietych strzepkach substra-
towych i powietrznych. Konidiofory z pojedynczymi
tialidami lub skupieniami fialid o kilkakrotnie wygie-
tej szyjce, na przecieciach ktorej powstaja jednoko-
morkowe, hialitowe, owalne lub elipsoidalne konidia.
Gatunki w obrebie rodzaju réznia si¢ gtéwnie wielkos-
cig i ksztaltem konidiow [13, 16, 98].
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Jednym z najczesciej opisywanych gatunkow jest
B. bassiana. Kolonie tego gatunku osiagaja Srednice
6-23 mm po 8 dniach hodowli na podtozach agaro-
wych. Grzybnia tworzy murawke welnista, biala, do
2mm wysokosci. W czasie zarodnikowania jest ona
proszkowata do wapnowanej, biata lub kremowa. Dolna
strona kolonii bezbarwna. Niektdre szczepy tworza
kolonie klaczkowate lub o strukturze waty ze strzepkami
grzybni o wysokosci do 1 cm. Na strzgpkach powietrz-
nych powstaja pojedynczo lub w rzadkich okdtkach
komorki konididiotworcze (fialidy), ktére mogg takze
tworzy¢ kuliste skupienia lub peczki. Fialidy sa sze-
roko butelkowate lub maja posta¢ wydluzonych roz-
galezien, zwezonych u szczytu w cienka szyjke, na
ktorej tworza sie pierwsze konidia. Nastepne koni-
dium wyrasta ukosnie z szyjki tuz przed pierwszym
konidium, ktoére jest przez nie odsuwane na bok. Po
kilkakrotnie powtérzonym procesie na koncu fialidy
powstaje zygzakowato wygieta szyjka z najstarszym
konidium na szczycie. Konidia odpadajg tatwo, nato-
miast zygzakowata szyjka pozostaje niezmieniona.
Czasami fialidy tworza sie¢ w dwdch warstwach nad
sobg (pierwotne i wtdérne), wowczas ich wielko$¢,
a gltéwnie dlugos¢ znacznie si¢ znacznie. Pierwsze,
kuliste majg wymiary 1,5-3,5 um, a wtdrne, walcowate
4-14x2-3 um. Konidia sg gladkie, hialitowe, o $rednicy
2-3 um (ryc. 1). B. bassiana tworzy charakterystyczny
biaty nalot zarodnikéw na powierzchni martwych owa-
déw zwany biatg muskardyna.

Grzyby z rodzaju Isaria (dawniej Paecilomyces spp.)
tworza kolonie welniste, proszyste, czasami nieco sznu-
rowate. U gatunkoéw pasozytujacych na owadach for-
mujg si¢ wyrazne koreamia tj. mniej lub bardziej zwarte
peczki trzonkow konidialnych, w goérnej czesci roz-
pierzchlych i zakonczonych zarodnikami konidialnymi.
Grzybnia biala, z6lta, zottobrunatna, fioletowa, czasami
jasnozielona. Konidia powstajg na fialidach pojedyn-
czych lub znajdujacych si¢ w okdtkach na pedzelkowa-
tym konidioforze, czym przypominajg gatunki rodzaju
Penicillium. Konidia powstaja w fancuchach. Niektore
gatunki tworza zarodniki przetrwalnikowe — chlamido-
spory. Do przedstawicieli tego rodzaju nalezy m.in. Isa-
ria farinosa (syn. Paecilomyces farinosus). Kolonie tego
grzyba tworza obfitg 1 wysoka grzybnie, welnistg lub
watowatg. Starsza kultura z6tknie lub tworzy biale, z6lte
lub pomaranczowe, dlugie do 1 cm i waskie koreamia.
Rewers kolonii poczatkowo bezbarwny, potem zétknie
lub staje sie¢ pomaranczowy. Konidiofory maja postaé
albo pojedynczych fialid o wymiarach 5-15x0,8-2 pm,
albo pojedynczych lub ztozonych okétkéow. Konidia
gladkie, elipsoidalne, o wymiarach 2x3x1-1,8 um.,
tworzg si¢ w diugich fancuchach [13, 16, 98] (ryc.2).
Isaria wywoluje rézowa muskardyne.

Gatunek Metarhizium anisopliae tworzy poczatkowo
biale kolonie z zéltawym odcieniem, ktdre podczas
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Ryc. 1. Beauveria bassiana, trzonki konidialne A, komoérki konidiotworcze B, konidia C. Wedtug De Hong 1972 [13].

ﬁ_\g

20 ym

Ryc. 2. Isaria farinosa, fialidy i zarodniki konidialne w faicuchach. A. Wedtug Watanabe 2010 [98], konidiofor B.
Wedlug Fassatiova 1983 [16].

zarodnikowania przybierajg zielonkawe zabarwienie.
Konidiofory o dlugosci 40-80 pm, czesto powstaja
w skupieniach tworzac sporodochia. Fialidy pojedyn-
cze lub skupione, na wierzchotku zaostrzone. Fialidy
o wymiarach 9,7-35,3x2,1-2,7 um. Konidia powstaja
w dlugich tancuchach, sg bezbarwne, cylindryczne,
1-komorkowe o wymiarach 3,7-10x0,7-1,7 um [98],
(ryc. 3). M. anisopliae tworzacy zielong muskardyne.

Z kolei gatunki rodzaju Lecanicillum (syn. Verti-
cillium) tworza murawki biale lub jasne, przewaznie
z obfitymi strzepkami powietrznymi, czesto takze ze
strzepkami substratowymi. Konidiofory proste, rozgate-
zione okolkowo, pojedyncze odgalezienia i fialidy sa od
siebie odlegle. Konidia jednokomdrkowe, gtéwnie elip-
soidalne lub o owalnym ksztalcie, pozostajace jakis czas

na szczycie fialidy polaczone sluzem w rodzaj gtéwki.
Najczesciej opisywanym entomopatogenem jest Leca-
nicillum lecanii (syn. Verticillium lecanii). Kolonie tego
grzyba maja barwe bialg lub nieco z6itawg, o strukturze
waty lub aksamitng, od dotu zéttawg. Na strzepkach
formuja sie silnie wydluzone i ostre fialidy o wymiarach
11,2-30x 1,7-2,5 um. Tworzg si¢ one pojedynczo lub
w rzadkich okdtkach. Na zakonczeniu fiali grupuja sie
konidia tworzac skupienia w ksztalcie glowki o $red-
nicy 5-15 um. Konidia sa hialitowe, wydluzone owalnie
o wymiarach 3,7-5,5%1,8-2,9 um (ryc. 4).

Grzyby owadomorkowe z typu Zygomycota wytwa-
rzaja 2 typy zarodnikéw konidialnych tzw. konidia pier-
wotne i wtérne. Oba rodzaje zarodnikéw odrzucane sg
aktywnie dzigki rosngcemu ci$nieniu osmotycznemu
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Ryc. 4. Konidiofory i konidia V. lecanii A. Wedtug Watanabe 2010 [98], B. Wedlug Fassatiova 1983 [16].

w zarodniku i komoérce zarodnikotworczej. Grzyby te
moga takze wytwarza¢ zarodniki przetrwalnikowe, co
pozwala im przetrwaé niekorzystne warunki lub brak
zywiciela. Dzigki temu synchronizujg swoj rozwoj
z rozwojem owadow [23].

Grzyby entomopatogeniczne wykazujg réznorodne
rzystosowania do pasozytowania na owadach, uwzgled-
niajac nie tylko zdolno$¢ do przezwyciezenia obrony
immunologicznej i uzyskania pozywienia, ale takze do
mniej zbadanych reakcji behawioralnych. Wykazano,
ze niektore grzyby zmieniaja zachowanie zarazonych
owadow, na przyklad poprzez stymulowanie ich do
wspinania sie na szczyt roslin, co ma ulatwiac rozpro-
szenie zarodnikéw. Pod tym wzgledem wiecej badan
przeprowadzono dla zakazen wywolanych przez grzyby
z rzedu Entomophthorales niz przez gatunki z Hypo-
creales [66]. Przykladem obrazujacym w jaki sposob
entomopatogeny wplywaja na behawior owadow jest
Ophiocordyceps unilateralis. Grzyb ten powoduje, ze
zarazone mrowki wspinaja sie¢ na roéliny i umierajac
zaciskaja szczeki, mocujac jednoczesnie cialo w poloze-
niu utatwiajgcym uwalnianie zarodnikow [3]. W wielu
przypadkach wigksza ekspozycja na zarodniki grzybow
entomopatogennych wynika z naturalnego zachowa-
nia owada. Na przyktad dojrzate larwy Lymantria maja
tendencje do koncentracji w dolnej czesci roslin lub
na ziemi, gdzie kontakt z Entomophaga maimaiga jest
najbardziej prawdopodobny [23]. Moga wystepowac
réwniez odwrotne sytuacje. Na przyklad mszyca gro-

chowa wykazuje tendencje do oddalania sie od kolonii,
gdy jest zakazona Pandora neoaphidis. Takie zachowa-
nie moze stanowi¢ zaréwno korzys¢ dla kolonii mszyc,
zmniejszajac do pewnego stopnia postep epizoocji, jak
i dla grzyba, ktérego zarodniki zostang uwolnione na
wieksza odleglos¢, tworzac potencjat dla lepszego roz-
przestrzeniania [28].

Jednoczesnie rézne gatunki owadow wyksztalcily
szereg przystosowan w celu skutecznej obrony przed
entomopatogenami. Postawe behawioralng majgca na
celu unikanie pewnych entomopatogenéw udokumen-
towano m.in. u dziubatka gajowego [48] i biedronki
siedmiokropki [50], ktére unikajg zakazania przez
B. assiana, podczas gdy australijski termit Coptotermes
lacteus ma tendencje do ucieczki przed M. anisopliae
[81]. Udowodniono takze, Ze owady w obronie przed
zakazeniem mogg wytwarzac rézne zwigzki chemiczne
na powierzchni oskorka, ktore hamuja kietkowanie
zarodnikéw [7]. Chociaz specyficzny mechanizm
lezacy u podstaw tego zachowania nie jest znany, te
i inne dowody wskazuja na zdolno$¢ niektérych owa-
déw do rozpoznawania patogenicznych grzybow.

W rzeczywistosci zaleznosci ekologiczne grzybow
entomopatogenicznych wykraczaja daleko poza inter-
akcje z owadami i dotycza takze rodlin. W glebie sa
szeroko rozpowszechnione w ryzosferze, posiadajac
specyficzng zdolno$¢ do wspdlistnienia w tym mikro-
$rodowisku z wieloma innymi mikroorganizmami,
ktore w kategoriach naukowych definiuje sie jako
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»kompetencje” [79]. Podkresla to zatem, jak wiele
entomopatogenow jest w stanie przetrwa¢ w bliskim
kontakcie z roslinami, zapewniajac im korzys¢ w przy-
padku jakiegokolwiek ataku szkodnikéw. Powiazanie
to staje sie jeszcze bardziej istotne, jesli wezmiemy pod
uwage, ze wiele entomopatogennych grzyboéw wyste-
pujacych w ryzosferze posiada zdolno$¢ do kolonizacji
roélin endofitycznie, co dodatkowo zwigksza ich poten-
cjal ochronny. Oczywiscie zakres, w jakim zjawisko to
nabiera znaczenia, zalezy od wplywu wielu czynni-
kéw biotycznych i abiotycznych. Na uwage zastuguje
réwniez zdolnos$¢ przenoszenia pionowego (tj. przez
nasiona), co zostalo udowodnione w przypadku B. bas-
siana na so$nie kalifornijskiej [43], sugeruje to jeszcze
bardziej specyficzng adaptacje, przynajmniej w przy-
padku niektdrych gatunkow roélin.

Pierwsze doniesienia na temat endofitycznego wy-
stepowania grzybow entomopatogenicznych pojawiaty
sie sporadycznie, jednak wkrétce informacje o endofi-
tycznym zasiedlaniu réznych gatunkéw roslin przez te
mikroorganizmy stalo si¢ coraz bardziej powszechne
[103]. W Stanach Zjednoczonych endofityczne szczepy
B. bassiana zidentyfikowano na roélinach kawy arab-
skiej [56], pomidorze zwyczajnym [52], kakaowcu
wlasciwym [57] oraz kukurydzy zwyczajnej [68].
W Kolumbii M. anisopliae endofitycznie zasiedlat
rosliny manioku jadalnego [37] oraz fasoli zwyczajnej
[52], a w Niemczech bobu [2]. Powyzsze fakty spo-
wodowaly, ze to co przez dlugi czas uznawano za co$
wiecej niz pojedyncze zjawisko ekologiczne, przeksztat-
cifo si¢ w prawdziwg strategie kontroli biologicznej.
Wydaje si¢ zatem, ze mozliwe jest zapewnienie trwatej
ochrony roslin poprzez traktowanie ich w czasie siewu
lub uprawy szczepami endofitycznymi zdolnymi do
rozwoju w tkankach roslin i dziatajgcymi jak naturalna
bron w miejscach ataku fitofagow [59].

Ochronne wlasciwosci szczepéw endofitycznych
przed roznymi czynnikami fitopatogenicznymi moga
przejawiac sie¢ w rézny sposob. Przykladem moze by¢
kilka gatunkow z rodzaju Akanthomyces (Lecanicillium),
aktywnych jednocze$nie przeciwko mszycom i macz-
niakowi [40] lub L. lecanii, ktory oprécz owadoéw moze
ogranicza¢ rozwoj grzyba rdzawnikowego (Hemileia
vastatrix) [95]. Aktywno$¢ I. fumosorosea stwierdzono
w stosunku do maczniaka dyniowatych [35]. Wyka-
zano, ze szczepy B. bassiana hamuja zgnilizne sadzo-
nek pomidoréw i bawelny powodowana przez grzyby
Rhizoctonia solani i Pythium myriotylum, w tym drugim
przypadku dzialajac jako prawdziwy mykopasozyt [52].
W przypadku bawelny, endofityczne szczepy B. bas-
siana byly w stanie ztagodzi¢ objawy spowodowane
przez bakterie Xanthomonas axonopodis pv. malvace-
arum [22]. Inne pozytywne efekty ostabienia objawdéw
odnotowano w stosunku do maczniaka rzekomego
winoroéli [27], a nawet na roslinach dyni dotknietych
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wirusem mozaiki z6ltej cukinii (Zucchini yellow mosaic
virus - ZYMV). Zaobserwowano, ze szczepy B. bassiana
i Lecanicillium spp. zasiedlajace tkanki palm daktylo-
wych stymuluja synteze biatek zaangazowanych w reak-
cje na stres biotyczny [19].

Innym mechanizmem, dzigki ktéremu grzyby ento-
mopatogeniczne moga pozytywnie wptywac na reakcje
obronne roélin, jest stymulacja produkgji fitoaleksyn.
Zjawisko to zaobserwowano u roélin soi zaszczepio-
nych M. anisopliae, w ktorych stwierdzono znaczny
wzrost syntezy izoflawonoidéw [38]. Ponadto, oprocz
ochrony przed czynnikami biotycznymi, endofityczne
grzyby entomopatogeniczne moga mie¢ dzialanie
wspomagajgce wzrost roélin dzieki uwalnianiu sidero-
foréw i fitohormonow [38]. Metarhizium robertsii jest
w stanie ponownie wlaczy¢ cze$¢ zwigzkow azotu
pochodzacych z degradacji zabitych owadow i udo-
stepni¢ go roélinom [70].

Wiekszos¢ dostepnych danych eksperymentalnych
na temat korzysci wynikajacych z zasiedlania tkanek
rodlin przez grzyby entomopatogeniczne odnosi si¢
do dzialania pojedynczych szczepéw. Istnieje zatem
potrzeba bardziej szczegélowych badan dotyczacych
interakcji réznych szczepéw, ktére moglyby dziata¢
synergistycznie [71].

4. Zastosowanie grzybow entomopatogenicznych

Mykopestycydy definiuje si¢ jako produkty oparte
na propagulach grzybéw, przeznaczone do zwalcza-
nia szkodnikéw za pomocg aplikacji inokulacyjnych.
W przeciwienstwie do preparatéw opartych na bak-
teriach i wirusach, ktére moga dziala¢ tylko po ich
spozyciu, wiekszo§¢ mykopestycydow dziata poprzez
kontakt, dzigki adaptacyjnym mechanizmom bioche-
micznym i fizjologicznym, ktére obejmujg tworzenie
struktur zakaznych, wytwarzanie proteaz i lipaz poza-
komorkowo oraz toksyn. Dotychczas opracowano wiele
produktow komercyjnych, ktorych skfadnik aktywny
reprezentuje co najmniej jeden z gatunkow grzybow,
gtéwnie Beauveria, Isaria, Lecanicillium spp. i Meta-
rhizium spp. [76, 77].

Jak dotad uwaga producentéw mykopestycyddw
skupiala si¢ gtéwnie na wyborze stosunkowo tatwych
do produkgji i dystrybucji szczepdéw, przy rozsadnych
kosztach, dlugoterminowej stabilnosci i zdolnosci do
szybkiego dzialania w naturalnych warunkach. Procesy
przemystowe sg ukierunkowane na wytwarzanie jed-
nostek dyspersyjnych poprzez indukcje konidiogenezy
na sztucznych podlozach, wytwarzanie blastosporow
z hodowli drozdzy w pozywkach ptynnych lub wzrost
biomasy strzepkowej na réznych substratach. W celu
zwigkszenia skutecznosci mykopestycydy stanowia
najczesciej zawiesing konidiow, ktdra jest rozpylana,
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zapewniajac pelne pokrycie i maksymalizujac praw-
dopodobienstwo kontaktu i zakazenie docelowych
owadow. W celu poprawy dyspersji preparatéw, dodaje
sie srodki zwilzajace w postaci adiuwantéw. Poniewaz
na trwato$¢ grzybow na powierzchni lisci negatyw-
nie wplywa promieniowanie ultrafioletowe, w wielu
przypadkach podejmuje si¢ proby ochrony inokulum
grzyba przez wiaczenie blokeréw i srodkéw przeciw-
stonecznych [17].

Mykopestycydy moga by¢ stosowane w krétkich
odstepach czasu, lub nawet jednoczesnie z wieloma
insektycydami, co zostalo potwierdzone w wielu
doswiadczeniach polowych [72]. Pewne ogranicze-
nia w stosowaniu mykopestycydéw moga wynika¢
z warunkow srodowiskowych. W rzeczywisto$ci inoku-
lum entomopatogena ma ograniczony okres trwalosci
i zazwyczaj potrzeba 2-3tygodnie, aby skutecznie
doprowadzi¢ do $mierci owadéw. Ponadto aplikowa-
nie musi by¢ przeprowadzane w okresach wysokiej wil-
gotnosci wzglednej powietrza, aby stworzy¢ warunki
dla kietkowaniu zarodnikéw. Zatem przestrzeganie
optymalnych warunkéw aplikowania ma zasadnicze
znaczenie dla uzyskania udanego zakazenia owadow
przez entomopatogeny, a w przypadku szczepéw endo-
fitycznych skutecznego zasiedlenia rosliny, aby zagwa-
rantowac jej trwalg ochrone [62].

Badania laboratoryjne wykazaly, ze szczepy B. bas-
siana i M. anisopliae wybrane do biokontroli nie sg ani
toksyczne, ani zakazne dla kregowcow [99, 100]. Cho-
ciaz takie badania nie wykazaly szkodliwego wptywu
grzybow i ich toksyn na ludzi i organizmy nie bedace
przedmiotem zwalczania, nalezy jednak zachowac
ostroznos¢, aby unikna¢ wdychania konidiéw podczas
pracy z produktem. Wreszcie, biorgc pod uwage udo-
kumentowang zdolno$¢ produkowania przez wigkszos¢
gatunkow grzybéw owadobojczych substancji toksycz-
nych, nie nalezy lekcewazy¢ mozliwego zanieczysz-
czenia mykotoksynami organéw roslin przeznaczonych
do spozycia [83].

Grzyby entomopatogenicze wykorzystywane sg nie
tylko do zwalczania wszelkiego rodzaju szkodliwych
stawonogow, ale rowniez coraz czesciej majg szersze
zastosowanie. Przyklady skutecznosci gatunkéw takich
jak B. bassiana, M. anisopliae i I. fumosorosea w leczeniu
zwierzat hodowlanych udokumentowano w odniesie-
niu do ptaszynca kurzego [88] oraz much [44]. Ewen-
tualne zastosowanie w srodowisku antropologicznym
wynika ze skutecznosci przeciwko musze domowej
[47] oraz karaluchowi wschodniemu [26]. Wykazano
réwniez efekt synergiczny z syntetycznymi insektycy-
dami wobec tych ostatnich owadéw [32]. Wykazano
réwniez, ze grzyby entomopatogeniczne np. M. aniso-
pliae, moga pasozytowaé na komarach, wigc ich stoso-
wanie wspomaga walke z malarig [77]. Wyniki licznych
badan przeprowadzonych na calym $wiecie wykazaty
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ogromny potencjal w ograniczaniu wszystkich gatun-
kéow komaréw zdolnych do przenoszenia wiruséw
i innych czynnikéw zakaznych [96].

Statystyki wskazuja, ze Ameryka Poludniowa jest
kontynentem, na ktérym wystepuje najwieksze wyko-
rzystanie mykoinsektycydow, tj. ok. 43% $wiatowej pro-
dukgji. Krajem wiodacym jest Brazylia, gdzie obszar
poddany dziataniu M. anisopliae w celu zwalczania
gatunkow z rodzaju Mahanarva (Cercopidae) oszaco-
wano na okolo milion hektaréw w 2008 r., z czego 75%
dotyczylo plantacji trzciny cukrowej [45]. W Kolum-
bii zarodniki B. bassiana uzyskane z hodowli na ugo-
towanym ryzu zostaly wykorzystane do ograniczenia
populacji ryjkowca kawowego [58]. Innym wiodacym
krajem w tym konkretnym sektorze sa Chiny, gdzie
w ostatnim czasie B. bassiana byt uzywany co roku na
powierzchniach do 1,3 miliona hektaréw dzigki roz-
wojowi matych regionalnych firm wykorzystujacych
tanie substraty do masowej produkcji. Osiagnieto mniej
lub bardziej znaczace sukcesy jesli chodzi o zwalcza-
nie szkodnikéw w le$nictwie i rolnictwie tj.: omacnicy
prosowianki, skoczkéw, ryjkowca ziemniaczanego
i gatunkow z rodzaju barczatkowate oraz brudnico-
wate. W Poludniowych Chinach obszar okoto miliona
hektaréw zostat poddany zabiegom dotyczacym ogra-
niczania ¢my na sosnach [97]. W Polsce prowadzone s
proby wykorzystania maczuznika Cordyceps militaria,
jako jednej z metod w profilaktyce ochrony lasu przed
rozwojem gradacji owaddéw np. barczatki sosnéwki,
strzygoni choinéwki oraz poprocha cetyniaka. Cordy-
ceps militaris wystepuje na wszystkich kontynentach
i ma w réznym stopniu udokumentowang role w regu-
lacji liczebnosci populacji niektérych owadow lesnych
np. gatunku ¢my z rodziny garbatkowate i barczatki
sosnowki w Japonii, Polsce i na Litwie. W literatu-
rze sygnalizowana jest pilna potrzeba kontynuowa-
nia badan nad metodami wykorzystania maczuz-
nika Cordyceps militaris w profilaktyce ochrony lasu
przed rozwojem gradacji owadow, zwlaszcza w $wietle
coraz krotszej listy dostepnych $rodkéw ochrony roslin
stuzacych ograniczaniu ich liczebnosci oraz koniecz-
nosci spelniania wielu wymagan stawianych przez
prawo przed profesjonalnymi uzytkownikami w ich
stosowaniu [75].

Najczesciej uzywanym grzybem w ochronie roélin
jest Baeuweria bassiana, zapewne z powodu szczegélnie
duzej liczby zywicieli, ktora obejmuje okoto 700 gatun-
kéw stawonogéw i zdolnosci do adaptacji w réznych
srodowiskach. Grzyb ten jest wszechobecny w glebie,
a czesto izolowany nawet w srodowisku morskim [102].
Gatunek ten, chociaz jednolity pod wzgledem morfo-
logicznym, wykazuje konkretne oznaki pasozytniczej
specjalizacji, bowiem zidentyfikowano szczepy szcze-
golnie aktywne przeciwko gatunkom roztoczy (Tetra-
nychus spp.) [101]. Patogeniczne wlasciwosci grzyba
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zwigzane s wytwarzaniem réznych metabolitow wtor-
nych, takich jak: kwas szczawiowy, oosporeina, bassia-
nina, tenellina, beauvericina, bassianolid, izarolidyna
i beauveriolid, ktére prawdopodobnie reguluja wiru-
lencje lub reakcje immunologiczng w réznym stopniu
w zaleznosci od gatunku gospodarza. Innym produk-
tem bioaktywnym jest bassiacrydyna, toksyczne biatko,
ktére u wedrownej szaranczy wywoluje smiertelnos¢
do 50%. Ma ona zwiazek z melanizacja na poziomie
tchawicy, pecherzykoéw powietrza i cial ttuszczowych
[59]. Sekwencjonowanie genotypu B. bassiana pozwo-
lito uzyska¢ wiedze na temat genéw zaangazowanych
w ekspresje wirulencji, ktére mozna wykorzysta¢
w biotechnologii. Innym grzybem entomopatogenicz-
nym, ktérego genotyp zostal zsekwencjonowany, jest
M. anisopliae [18]. Podobnie jak w poprzednim przy-
padku, gatunek ten jest takze wszechobecny, w $rodo-
wisku, nawet znajdowany byl w srodowisku morskim
[9]. Ponadto zidentyfikowano nowy gatunek, M. blatto-
deae, ktory wykazuje szczegdlna zdolnos¢ do zakazania
karaluchéw [50].

Liczne badania wskazuja na dominacj¢ B. bassiana
w probach gleby i $cidtki lesnej w Polsce, Danii, Fin-
landii, Hiszpanii, Chinach i na Stowacji [90]. Grzyb ten
wystepuje czesto na owadach przebywajacych w gle-
bie lub zimujacych w wierzchnich warstwach gleby.
Prawdopodobnie dominacja tego gatunku w bogatych
w materi¢ organiczng powierzchniowych warstwach
gleby wynika z jego zdolnosci do rozwoju w fazie sapro-
troficznej [89, 91]. Z kolei w glebach pol uprawnych
najczesciej wystepuje M. anisopliae i 1. fumosorosea.
Pierwszy z wymienionych gatunkéw jest najbardziej
tolerancyjnym w stosunku do gleb zmienianych dziatal-
noscig cztowieka. Ponadto, gatunek ten najlepiej znosi
okresowg nieobecnos¢ zywiciela w srodowisku. Stwier-
dzono takze, ze na polach wieloobszarowych, gdzie sto-
sowane sg intensywne zabiegi agrotechniczne, maleje
réznorodnos¢ patogendéw stawonogéw, podobnie jak
pasozytow i drapiezcow [33].

5. Perspektywy integrowanej ochrony roslin

Zgodnie z Dyrektywa UE i Metodykami Instytutu
Ochrony Roélin - PIB, Integrowana Ochrona Roslin
»jest to sposob ochrony roélin uprawnych przed orga-
nizmami szkodliwymi (grzybami, bakteriami, wirusami
i innymi czynnikami chorobotwérczymi; owadami;
roztoczami; nicieniami; chwastami lub zwierzetami
kregowymi), polegajacy na wykorzystaniu wszyst-
kich dostepnych metod profilaktyki i ochrony roslin,
w szczegdlnosci metod nie chemicznych, w celu zmi-
nimalizowania potencjalnego zagrozenia dla zdrowia
ludzi, zwierzat oraz $rodowiska. Celem Integrowanej
Ochrony Roélin jest utrzymanie populacji agrofagéw
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ponizej progéw szkodliwosci oraz zabezpieczenie
efektu ekonomicznego produkeji” [39].

Informacje przedstawione w poprzednich roz-
dziatach wskazuja, ze stosowanie grzyboéw entomo-
patogenicznych do zwalczania szkodliwych owaddéw
w Europie jest nadal na niskim poziomie, pomimo
wielu ich zalet, w poréwnaniu do produktéw chemicz-
nych i innych biologicznych. Jednak postep wiedzy
na temat tych grzybéw i mozliwosci, jakie biotechno-
logia oferuje dzieki wykorzystywaniu pozadanych
cech wybranych szczepdw, wydaje si¢ znaczaco wply-
waé na poprawe skutecznosci grzybowych srodkow
owadobdjczych i zwigkszy¢ ich role w najblizszym
czasie. Dalsze badania powinny uwzglednia¢ zaréwno
bezposrednie dzialanie grzybow owadobodjczych jak
i posrednie oddzialywanie jako antagonistow, indukto-
réw odpornosci i mikroorganizméw wspomagajacych
wzrost ro$lin. Daje to mozliwo$¢ wyselekcjonowania
szczepow o wysokiej wirulencji i szerokim spektrum
dzialania na szkodniki roslin. Z drugiej strony, wybor
szczepow posiadajacych okreslone zdolnosci, powinien
by¢ ukierunkowany takze na mozliwo$¢ ich zastosowa-
nia w integrowanej ochronie roélin, razem z produk-
tami syntetycznymi, ktérych stosowanie wydaje sie
niezbedne do osiggniecia wysokich plonéw, szczegol-
nie w przypadku upraw specjalistycznych. W zwigzku
z tym nalezy zwroci¢ nalezyta uwage, ze populacje
owadéw odporne na niektére produkty syntetyczne
s czesto bardziej podatne na entomopatogeny [25].
Z tego powodu, duze znaczenie powinna mie¢ mozli-
wos¢ wykorzystania synergistycznego dzialania grzy-
béw owadobojczych z réznymi insektycydami. Nie-
ktore badania pokazuja, ze jest to mozliwe, bowiem
uzyskano pozytywne wyniki w testach z preparatami:
chlorantraniliprolem [29] i pyretroidami [48]. Jednak
wigkszo$¢ fungicydéw hamuje kietkowanie grzybow
owadobdjczych [77]. W literaturze wskazuje si¢ row-
niez na proby tacznego stosowania grzybow owadoboj-
czych z entomofagami lub z zapylaczami, bowiem np.
Isaria fumosorosea nie infekuje trzmieli [77]. Pozytywne
wyniki odnotowano takze w przypadku ochrony pomi-
doréw i papryki uprawianych w szklarniach przy uzyciu
trzmieli (Bombus impatiens) w celu roznoszenia prepa-
ratu opartego na B. bassiana [74] oraz do zwalczania
Otiorhynchus sulcatus przez M. brunneum i B. bassiana
[71], chociaz niektorzy autorzy wskazuja na szkodli-
woS$¢ B. bassiana dla trzmieli [77].

Zastosowania entomopatogenoéw jest szczegdlnie
wskazane w uprawach pod ostonami, gdzie osiggnieto
najwigkszy sukces w stosowaniu bioinsektycyddw.
W takich warunkach mozna regulowa¢ temperature
i wilgotnos$¢ powietrza, a grzyby owadobdjcze potrze-
bujg temperatury ok. 25°C i wilgotnosci 80-90% dla
skietkowania zarodnikéw i dokonania zakazenia [77,
78]. Uprawy pod oslonami sg zatem latwiejsze do
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ochrony przy pomocy preparatéw opartych na grzy-
bach owadobodjczych z rzedu Hypocreales, a szczegdl-
nie Entomophthorales, ktére maja wyzsze wymagania
co do wilgotnosci, aby byly skuteczne. Takie wyma-
gania grzybow oraz trudnosci techniczne dotyczace
gléwnie produkcji masowej oraz wielkosci i stabilnosci
propaguli, ograniczyly rozwéj produktéw opartych
na grzybach owadobodjczych, pomimo konkretnych
badan przeprowadzonych w celu przezwyci¢zenia nie-
ktorych z wyzej wymienionych probleméw [73]. Z tego
powodu grzyby owadobdjcze moga by¢ szczegélnie
przydatne, jesli wdrazane zostang strategie majace na
celu ochrone rodzimej bior6znorodnosci w ekosyste-
mach, m.in. poprzez modyfikacje srodowiska lub ogra-
niczenie zabiegdéw agrotechnicznych [77]. Stwierdzono
bowiem, ze wigksza réznorodnos¢ tych mikroorganiz-
méw wystepuje w glebach, gdzie prowadzona jest
uprawa ekologiczna niz w glebach z tradycyjnej uprawy.
Wykazano takze, ze rozwojowi grzybow owadobojczych
sprzyjaja siedliska silnie uwilgotnione, lasy, szuwary,
zadrzewienia, taki i uprawy wieloletnie [77].

Obecnie, wickszos¢ biopreparatéw produkowanych
na bazie grzybow owadobdjczych opiera si¢ na polifa-
gicznych gatunkach grzybow z rzedu Hypocreales, ktore
maja szerokie spektrum gospodarzy. Grzyby owado-
morkowe z rzedu Enthomophthorales, ktore sg bardziej
wyspecjalizowane w stosunku do zywiciela, trudno
rosng na sztucznych podtozach, wiec nie znajduja zain-
teresowania wérod potencjalnych producentéw bio-
preparatéw [6]. Na terenie Polski zarejestrowano dwa
bioinsektycydy do zwalczania szkodnikéw w uprawach
pod ostonami: Preferal, na bazie grzyba I. fumosorosea
[90] i Naturalis zawierajacy szczep ATCC 74040 grzyba
B. bassiana [85]. Na $wiecie asortyment tych srodkow
jest znacznie wigkszy. Najwiecej bioinsektycydow opar-
tych jest na gatunku B. bassiana [77].

Mykoinsektycydy komercyjne oparte na B. bassiana
sg stosunkowo stabilne w poréwnaniu z innymi. Dzieki
inzynierii genetycznej opracowano metody transfor-
magcji dzikich szczepéw w celu poprawy ich dziala-
nia, faczac cechy réznych zmutowanych szczepéw. Na
przyklad, zaobserwowano, ze reakcja fotoreceptora
ma znaczacy wplyw na konidiogeneze i wirulencje i ze
tolerancje na promieniowanie ultrafioletowe mozna
znacznie poprawic przez wprowadzenie systemu fotore-
ceptoréw pigmentowych od innych gatunkéw grzybow
[94]. Jeszcze bardziej istotne dla rozwoju hiperwiru-
lentnych szczepéw jest pelne zrozumienie dynamiki
procesu zakaznego wplywajacego na rdézne gatunki
owaddw. Obecnie prowadzonych jest wiele badan nad
mozliwoscig transformacji dzikich szczepéw w celu
zwigkszenia ekspresji specyficznych gendw, ze szcze-
golnym uwzglednieniem tych kodujgcych chitynazy
i proteinazy oraz regulujacych szlaki metaboliczne
do produkcji toksyn. Bardzo interesujace wydaja sie
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by¢ wyniki badan wskazujace, ze ekspresja bialka fuzyj-
nego o polaczonej aktywnosci proteazy i chitynazy
zwigksza wirulencje B. bassiana przeciwko mszycy
brzoskwiniowej. Nie nalezy jednak zapominaé, ze
transformowane szczepy ogdlnie majg zmniejszona
zdolnos¢ adaptacji i trwatos¢ w srodowisku, co moze
obniza¢ ich skutecznos¢ [94].

Waznym kryterium oceny mykoinsektycydow jest
bezpieczenstwo dla ludzi, srodowiska i pozytecznych
organizmoéw. Generalnie uwaza sig, ze grzyby owado-
bdjcze nie powodujg objawdw fitotoksycznosci rodlin
i s3 bezpieczne dla zdrowia ludzi oraz $rodowiska [77].
Niedawno jednak poddano w watpliwos¢, czy meta-
bolity produkowane przez gatunki Beauveria i Meta-
rhizium, gtéwnie ze strukturg cyklopeptydu, faktycznie
s bezpieczne [86]. Wydaje sie, ze ryzyko zwiazane ze
stosowaniem tych produktéw jest minimalne, moze
raczej wynika¢ z produkcji mykotoksyn przez grzyby
z rodzajow: Cladosporium, Aspergillus i Penicillium,
ktére sa znacznie bardziej rozpowszechnione w $ro-
dowisku. Ciekawym zagadnieniem sg takze aspekty
zwigzane z interakcjami entomopatogennych grzybow
z ukladem odpornosciowym owadéw. Mechanizmy
obrony owadéw przed patogenami wskazuja na wyso-
kie podobienstwo do ukladu odpornosciowego kre-
gowcow. W zwigzku z tym, w przysztosci wiele zaleze¢
bedzie od postepu badan i wiedzy na temat procesow
regulujacych odpornos¢ owadéw oraz adaptacji grzy-
béw entomopatogeniczych do pokonania tych barier
podczas dlugiej drogi ewolucji [41].

6. Podsumowanie

W pracy zaprezentowano przeglad aktualnych
badan nad grzybami owadobdjczymi. Entomopato-
geny s3 rozpowszechnione w przyrodzie i stanowia
atrakcyjny czynnik biologicznej ochrony. Oprécz moz-
liwosci pasozytowania na owadach i roztoczach wyka-
zuja takze inne, posrednie mechanizmy oddziatywa-
nia, ktdre przyczyniaja si¢ do ograniczania populacji
szkodnikéow. Wiele gatunkéw zasiedla endofitycznie
tkanki rodlin wspomagajac ich odpornos¢ oraz wzrost
i rozwoj. Ochronne wlasciwosci szczepdéw endofitycz-
nych wynikaja m.in. ze stymulacji produkgji fitoalek-
syn, uwalniania sideroforéw i fitohormonéw. Szerokie
uzdolnienia grzybow owadobojczych wykorzystywane
sa do produkgji biopreparatow, ktore moga by¢ wia-
czone do integrowanej ochrony roélin. Obecnie badania
ukierunkowane sg na zwigkszenie produkeji i wprowa-
dzania bioinsektycydéw do $rodowiska, prowadzone sg
takze dzialania majace na celu modyfikacje Srodowiska
naturalnego poprzez stwarzanie dogodnych warunkow
do zachowania bioréznorodnosci i rozwoju mikroorga-
nizméw pozytecznych w ekosystemach
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Streszczenie: Infekcje grzybicze skory, wloséw i paznokci stanowia najliczniejsza i najbardziej rozpowszechniona grupe wszystkich grzy-
bic. Czynnikami etiologicznymi wigkszoéci grzybiczych infekcji powierzchownych sa dermatofity, ktére, pomimo Ze sa najstarszymi
mikroorganizmami uznanymi za czynniki chorobotworcze, dlugo nie doczekaly si¢ stabilnego systemu taksonomicznego. Z diagno-
stycznego punktu widzenia, identyfikacja gatunkowa dermatofitow wcigz stanowi powazny problem w postepowaniu identyfikacyjnym,
z czego wynikaja czeste bledy terapeutyczne. Wzrastajaca liczba zakazen, w tym réwniez odzwierzecych, brak stabilnosci taksonomicznej
i niejednoznaczny obraz kliniczny wszystkich przypadkéw dermatomykoz powoduja koniecznos¢ poszukiwania nowych metod szybkiej,
taniej i powtarzalnej identyfikacji gatunkowej tych grzybéw. Ostatnia dekada stanowi rewolucyjny czas opracowywania molekularnych
metod diagnostyki i identyfikacji gatunkowej czynnikow etiologicznych powodujacych te dermatomykozy. Wyniki wielu badan wskazuja,
ze bezposrednia identyfikacja grzybow z prébek dermatologicznych w oparciu o metody molekularne jest o wiele bardziej wiarygodna
i znacznie szybsza w poréwnaniu z prowadzong metodami konwencjonalnymi. Niejednokrotnie, identyfikowano tez czynnik etiologiczny
obserwowanych zmian, podczas gdy wynik hodowli byl negatywny. Poszczegdlne metody molekularne stosowane w identyfikacji gatun-
kowej grzybéw bezposrednio z materiatu klinicznego réznia sie sposobami ekstrakcji DNA genomowego, zastosowanymi technikami
PCR, wykorzystywanym markerem molekularnym oraz systemem interpretacji wynikéw. W niniejszej pracy dokonano przegladu litera-
tury traktujacej o réznych metodach diagnozowania grzybic powierzchniowych opartych o techniki biologii molekularnej, o ich zaletach
i ograniczeniach, a takze o czynnikach krytycznych dla ich implementacji do rutynowego stosowania. Stanowisko mikrobiologéw wydaje
sie by¢ jednoznaczne, czas, kiedy diagnostyka molekularna zastapi konwencjonalne techniki oparte na hodowli dermatofitéw i ocenie ich
morfologii, nieublaganie nadchodzi. Molekularne metody identyfikacji czynnikéw etiologicznych dermatomykoz bezposrednio z probek
dermatologicznych sg zdecydowanie bardziej atrakcyjne i maja wiele zalet.

1. Wprowadzenie. 2. Znaczenie identyfikacji gatunkowej dermatofitow w prébkach dermatologicznych. 3. Molekularna identyfika-
cja gatunkowa czystych kultur dermatofitow. 4. Metody bezposredniej identyfikacji grzybow z préb klinicznych. 4.1. Izolacja DNA.
4.2. Techniki bezposredniej identyfikacji oparte na klasycznym PCR. 4.3. Techniki bezpos$redniej identyfikacji oparte na PCR w czasie
rzeczywistym. 5. Wybdr optymalnej metody do stosowania rutynowego. 6. Zalety i wady molekularnych metod identyfikacyjnych stoso-
wanych w mykologii. 7. Podsumowanie

MOLECULAR METHODS FOR DIAGNOSTICS OF DERMATOMYCOSES - REVIEW
OF AVAILABLE TECHNIQUES AND EVALUATION OF THEIR ADVANTAGES
AND DISADVANTAGES IN IMPLEMENTATION FOR IN ROUTINE USE

Abstract: Fungal infections of the skin, hairs, and nails undeniably dominate among all types of fungal infections. The etiological fac-
tors of the majority of superficial fungal infections are dermatophytes which, although they are the oldest microorganisms considered as
pathogens, have long been unstable in the taxonomic position. From a diagnostic point of view, the species identification of dermatophytes
is still a serious problem, often generating therapeutic errors. An increasing number of infections, including zoonoses, lack of taxonomic
stability and ambiguous clinical picture of all cases of dermatomycosis induce to search for new, fast, repeatable and at the same time
cheap methods of species identification of these fungi. In the last decade, revolutionary progress has been observed in the development of
molecular methods for the diagnosis of fungal infections and the reliable identification of species of etiological factors that cause these der-
matomycoses. The results of many studies indicate that the direct identification of fungi from dermatological samples based on molecular
methods is much more reliable and much faster compared to that carried out by conventional methods. Often, the etiological factor of
the observed changes was also identified, while the result of cultivation was negative. Particular molecular methods used in the species
identification of fungi directly from the clinical material differ in the procedures of genomic DNA extraction, PCR techniques used, the
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molecular marker used and the results interpretation system. This paper reviews literature regarding different methods of diagnosing of
superficial fungal infections based on molecular biology techniques, their advantages and limitations, as well as critical factors for their
implementation for routine use. The position of microbiologists in this matter seems to be a foregone conclusion, the time when molecular
diagnostics will replace the conventional techniques, based on the cultivation of dermatophytes and assessing their morphology, inexo-
rably coming. Molecular methods of identifying aetiological factors of dermatomycoses directly from dermatological samples are much
more attractive and have many advantages.

1. Introduction. 2. Importance of identification of dermatophyte species in dermatological samples. 3. Molecular species identification in
pure dermatophyte cultures. 4. Methods for direct identification of fungi from clinical samples. 4.1. DNA isolation. 4.2. Classical PCR-
based techniques of direct identification. 4.3. Real-time PCR-based techniques of direct identification. 5. Choice of an optimal method for

routine use. 6. Advantages and drawbacks of molecular identification methods applied in mycology. 7. Summary

Stowa kluczowe: dermatofity, grzybice powierzchniowe, identyfikacja, metody molekularne

Key words:

dermatophytes, superficial mycoses, species identification, molecular methods

1. Wprowadzenie

Podstawe diagnostyki mykologicznej powierzch-
niowych infekcji grzybiczych stanowi niezmiennie
od lat bezposrednie badanie mikroskopowe préobek
skory, wlosow i paznokci przeprowadzane w 10% KOH
z DMSO i/lub w roztworze kalkofluoru biatego (1 g/L,
calcofluor white) [20-22]. Badanie to pozwala potwier-
dzi¢ dermatomykoze zdiagnozowang w oparciu o obraz
kliniczny zmian, nie daje jednak mozliwosci identyfi-
kacji gatunku czynnika etiologicznego grzybicy [22].
Klasyczna diagnostyka mykologiczna uzupelniana jest
testami hodowlanymi, w ktérych identyfikacja gatun-
kowa oparta jest o analize mikro- i makro-morfolo-
giczng uzyskanych kultur grzybow [23]. Izolacja czy-
stej kultury dermatofitu jest w wigkszosci przypadkow
przeprowadzana réwnolegle z wykonywaniem prepa-
ratu bezposredniego ze zmian skérnych [21, 22, 28].
Niemniej jednak badanie hodowlane nie jest ,ztotym
$rodkiem” do szybkiej i wiarygodnej identyfikacji der-
matofitow i zwigzane sg z nim trzy powtarzajace si¢
problemy. Jedng z zasadniczych kwestii utrudniajacych
identyfikacje gatunkowa na podstawie morfologii jest
subiektywizm oceny struktury makro- i mikroskopowej
kultury i konieczno$¢ duzego doswiadczenia personelu
laboratoryjnego, a takze zmienno$¢ cech morfologicz-
nych w czasie [24, 28]. Drugim z probleméw identy-
fikacyjnych jest mozliwo$¢ uzyskania negatywnego
wyniku hodowli, pomimo uwidocznienia artrospor
w preparacie bezposrednim. Ostatnig z najczesciej
wymienianych wad diagnostyki klasycznej opartej na
hodowli jest mozliwo$¢ izolacji kultur grzybdw strzep-
kowych nie bedacych dermatofitami (NDF, Non-Der-
matophyte Fungi) a w szczegdlnosci keratynofilnych
grzybow plesniowych, jak chociazby z rodzaju Chryso-
sporium, ktore na podtozu DTM (Dermatophyte Test
Medium) daja dokladnie ten sam efekt jak dermatofity.

Wymienione problemy hodowli dermatofitow,
a szczegdlnie dlugi czas niezbedny do uzyskania kul-
tur, zwigzany z powolnym wzrostem grzybow tej grupy,
skutkuja wprowadzaniem nowego trendu diagno-

stycznego w mykologii. W ostatniej dekadzie obser-
wuje sie wrecz rewolucyjny postep w opracowywaniu
molekularnych metod diagnostyki grzybic i wiarygod-
nej identyfikacji gatunkowej czynnikéw etiologicz-
nych powodujacych te dermatomykozy [23]. Celem
niniejszej pracy jest dokonanie przegladu literatury
traktujgcej o réznych metodach diagnozowania grzy-
bic powierzchniowych opartych na technikach biologii
molekularnej, o ich zaletach i ograniczeniach, a takze
o czynnikach warunkujgcych ich implementacje do
rutynowego stosowania.

2. Znaczenie identyfikacji gatunkowej
dermatofitéw w probkach dermatologicznych

Znaczenie poprawnej identyfikacji gatunkowej czyn-
nika etiologicznego dermatomykozy dostrzegane jest
szczegllnie wtedy, kiedy leczenie nie przynosi rezulta-
tow. Bledy terapeutyczne sklaniajg klinicystow do zle-
cania lub ponawiania diagnostyki mykologicznej, ktéra
w przypadku pobierania materialu dermatologicznego
z miejsc poddanych juz dzialaniu miejscowych $rod-
kow przeciwgrzybiczych niejednokrotnie jest niemoz-
liwa lub obarczona btedem. Baudraz-Rosselet i wsp. [3]
opisuja przypadek wielokrotnego leczenia ogélnoustro-
jowego onychomykozy (tinea unguinum), zdiagnozo-
wanej na podstawie objawow klinicznych, terbinafing
i itrakonazolem. Brak skutecznosci stosowanych anty-
mykotykéw poczatkowo zostal przypisany wystepo-
waniu opornych na te leki szczepow i Trichophyton
interdigitale. Dopiero po przeprowadzeniu diagnostyki
laboratoryjnej okazalo sie, ze onychomykoza nie ma
etiologii dermatofitowej, a za jej wystepowanie odpo-
wiedzialne sg grzyby z rodzaju Fusarium, Acremonium
i Aspergillus. Powszechnie wiadomo, ze doustna tera-
pia terbinafing i/lub azolami najczedciej jest skuteczna
w leczeniu onychomykozy dermatofitowej, ale terapia
ta jest bezuzyteczna, gdy czynnikiem etiologicznym
jest NDE. Wowczas stosuje si¢ najczesciej alternatywna
terapie, tj. miejscowe kremy lub zele przeciwgrzybicze,
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w tym z amfoterycyng B lub terapie fotodynamiczna.
Poprawna identyfikacja gatunkowa dermatofitow jest
takze nieodzowna w grzybicach skory owlosionej glowy
(tinea capitis) [20]. Istotnym problemem epidemiolo-
gicznym w tym przypadku jest wlasciwa identyfikacja
gatunkoéw dermatofitéw zoofilnych od ludzi. Der-
matofity zoofilne diagnozowane u zwierzat, tj. Tricho-
phyton mentagrophytes, T. verrucosum, T. benhamiae,
Microsporum canis, Lophophyton gallinae, Nannizzia
nana, odpowiedzialne sg za infekcje objawowe, ale
niejednokrotnie bytujg réwniez bezobjawowo, czynigc
zwierze nosicielem i w tym przypadku mogg stac si¢
zrodlem epidemii [20, 23]. Dodatkowo, gdy dochodzi
do transmisji na czltowieka, gatunki zoofilne wywo-
tuja grzybice o ostrym przebiegu z silnie wyrazonymi
objawami reakcji zapalnej i niejednokrotnie z wyraznie
zaznaczonym pierscieniem na obwodzie zmiany [20,
21]. Dowody naukowe podkreslajg zjawisko wysokiej
zarazliwosci dermatofitoz zoofilnych pomiedzy ludzmi,
niejednokrotnie prowadzgce do powstawania ostrych
ognisk infekcji. Zatem, w infekcjach na tle derma-
tofitow zoofilnych u ludzi zasadnym jest wskazanie
mozliwego zrédta infekcji, ktorym czesto jest zwierze
domowe. Odpowiednie leczenie pacjenta i zwierze-
cia, a takze dezynfekcja $rodowiska jego przebywania
moze pomdc w zapobieganiu nawrotom lub nowym
infekcjom, zwlaszcza u dzieci. Przeciwnie, identyfi-
kacja gatunkowa dermatofitéw nie ma zasadniczego
znaczenia w wigkszo$ci przypadkéw infekcji skornych
(tinea corporis) o etiologii antropofilnej, poniewaz te
dermatomykozy dobrze reaguja na standardowe terapie
miejscowe, niezaleznie od gatunku [23].

3. Molekularna identyfikacja gatunkowa czystych
kultur dermatofitow

Identyfikacja gatunkowa dermatofitéw oparta o ma-
kromorfologie hodowli i mikromorfologi¢ struktur
grzybni jest trudna lub mafo wiarygodna z uwagi na
znaczne roznice na poziomie makro- i mikroskopo-
wym miedzy poszczegélnymi izolatami z tego samego
gatunku. Z drugiej strony, podobne morfologicznie
szczepy moga w rzeczywisto$ci przynaleze¢ do zupelnie
odrebnych gatunkéw [23]. W zwigzku z tym, znacz-
nie bardziej wiarygodnym kryterium diagnostycznym
w mykologii s3 sekwencje DNA. Jednymi z najlepiej
przebadanych fragmentéw genomu dermatofitow sa
regiony miedzygenowe rybosomalnego DNA okreslane
jako ITS rDNA (Internal Transcribed Spacer ribosomal
DNA) [20, 21, 24, 25, 28]. Graser oraz de Hoog i wsp.
[28], autorzy bedacy wysoce cenionymi specjalistami
z dziedziny mykologii, na podstawie sekwencji ITS
rDNA klasyfikuja znaczng liczbe gatunkow. W bada-
niach naukowych sekwencja ITS jest czgsto wykorzysty-
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wana w identyfikacji dermatofitow [20-22, 54], takze
w polaczeniu z innymi markerami molekularnymi,
takimi jak gen beta-tubuliny czy gen czynnika trans-
lacyjnego 1 [23, 28]. Sekwencje ITS cechuje na tyle
wysoka specyficzno$¢, aby mozna bylo przeprowadzi¢
identyfikacje na poziomie gatunku i wyzszym [22, 28].
Sekwencje 28S rDNA sg rdwniez uzyteczne w identy-
tikacji gatunkow dermatofitow, ale ich sita dyskrymi-
nacyjna jest znacznie nizsza niz regionu I'TS. De Hoog
i wsp. [28] zaproponowali w 2016 roku podczas war-
sztatow zorganizowanych przez CBS KNAW Fungal
Biodiversity Centre (The Centraalbureau voor Schim-
melcultures Fungal Biodiversity Centre, Institute of
the Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences)
w Utrechcie w Holandii system taksonomii dermatofi-
tow oparty na sekwencjach czterech regionéw genomu:
fragmentu ITS, rybosomalnego 60S, genu duzej pod-
jednostki rybosomu (LSU) i genu beta-tubuliny (TUB).
Kazdy z nich prezentuje inng rozdzielczo$¢, umozli-
wiajgc wyodrebnienie rdznej liczby taksonéw zgodnie
z zaleznoscig ITS > TUB > 60S > LSU [28]. Wyniki tych
badan wskazuja, ze czasteczka ITS rDNA jest wystar-
czajgco informatywna w kontekscie analiz genomow
dermatofitow. Z tego tez wzgledu stanowi optymalny
marker w rutynowej diagnostyce, chociaz dla odréz-
nienia poszczegdlnych czlonkéw niektérych ,,komplek-
séw gatunkowych” konieczne jest wiaczenie do badan
molekularnych dodatkowych genéw (markeréw), jak
réwniez testow opartych o cechy fenotypowe. Sposrod
innych sekwencji uzywanych w identyfikacji grzybow
na poziomie gatunku mozna wymieni¢ geny kodujace
topoizomeraze II i syntaze chityny 1 [27, 29-31].
Identyfikacja gatunku dermatofitu w oparciu o sek-
wencje nukleotydowe zdeponowane w publicznie do-
stepnej bazie danych GenBank prowadzonej przez NCBI
(National Center of Biotechnology Information) jest
czesto problematyczna. W bazie tej znajduja si¢ liczne
bledy, ktore polegaja na zapisie identycznych sekwencji
nukleotydowych pod réznymi nazwami gatunkowymi
(w szczegdlnosci dotyczy to sekwencji ITS i 28S). Powo-
dem takiego stanu sg wielokrotne zmiany nomenkla-
turyczne dermatofitéw, przede wszystkim w obrebie
kompleksow T. mentagrophytes i T. benhamiae, bedacych
przedmiotem badan w licznych os$rodkach naukowych
[4, 13]. Wiele gatunkéw, pochodzacych z izolatow kli-
nicznych, wchodzacych w sktad wymienionych kom-
pleksow jest blednie zidentyfikowanych przez deponen-
tow sekwencji. Problem ten mozna czesciowo rozwigzaé
wykorzystujac baze danych dedykowana wylacznie
sekwencjom nukleotydowym ITS, ktora jest nieustannie
aktualizowana przez jeden z bardziej znanych na swie-
cie osrodkéw zajmujacych sie tematyka dermatofitow,
tj. CBS KNAW Fungal Biodiversity Centre. Obecnie
w $rodowisku mikrobiologéw trwa dyskusja nad roz-
poczegciem prac nad przygotowaniem, dedykowanej
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specjalnie dla laboratoriow diagnostyki mykologicznej,
bazy danych sekwencji nukleotydowych oraz opiséw
morfologicznych gatunkow sklasyfikowanych wedtug
nowych zasad taksonomicznych [23, 28].

4. Metody bezposredniej identyfikacji grzybow
z probek klinicznych

Metody PCR do bezposredniej identyfikacji grzy-
béw w probkach dermatologicznych oparte sg na trzech
gltéwnych filarach: wysokowydajnej ekstrakcji DNA,
specyficznych starterach i wiarygodnym sposobie ana-
lizy produktéw [12, 31]. Zrdznicowana sita dyskrymi-
nacyjna wykorzystywanych markeréw molekularnych
pozwala wyodrebni¢ dwie grupy metod: stuzace do
identyfikacji okreslonego gatunku dermatofitu oraz
stosowane do okreslenia przynaleznosci do grupy der-
matofitow lub szerzej, do grzybéw chorobotworczych.
Na szczegdlng uwage zastuguje ta druga grupa metod,
dla ktorych opracowane zostaly dedykowane startery
okreslane jako tzw. ,,pan-dermatofitowe” i ,,pan-grzy-
bowe” [11, 12]. Pospolicie wykorzystywanymi marke-
rami diagnostycznymi w metodach wykorzystywanych
do identyfikacji gatunkowej sa sekwencje ITS i 28S
rDNA oraz geny kodujace topoizomeraze¢ II i syntaze
chityny 1 [27, 29, 31] (Tabela I). W dotychczas opisa-
nych metodach stosuje si¢ zaréwno konwencjonalny
PCR [5,8,9, 12, 40], jak réwniez techniki PCR w czasie
rzeczywistym [7, 16, 39, 41]. Wigkszos¢ tych technik
zostala opracowana do identyfikacji dermatofitow,
a zaledwie nieliczne umozliwiaja diagnostyke drozdzy
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i NDF jako mozliwych czynnikéw zakaznych (8, 16].
Ponizej przedstawiono krotka charakterystyke najbar-
dziej popularnych technik molekularnej identyfikacji
dermatofitéw w materiale klinicznym, zaczynajac od
najtrudniejszego etapu wszystkich analiz DNA w diag-
nostyce mykologicznej, jakim jest izolacja DNA.

4.1. Izolacja DNA

Ekstrakcja grzybowego DNA z materiatu klinicz-
nego jest trudna ze wzgledu na wysoka zawartos¢ kera-
tyny w skorze, wlosach i paznokciach, a takze unikalna,
stabo poddajaca si¢ dziataniu enzymatycznemu, budowe
$ciany komorkowej grzybow. W wielu opisanych pro-
tokolach izolacji DNA grzybowego, tuski skory, wlosy
i paznokcie poddawane s3 fragmentacji wstepnej za
pomocg sterylnych narzedzi chirurgicznych [7, 15, 26,
32, 47, 52, 54]. Alternatywnym sposobem nieenzy-
matycznego rozwarstwienia probek skory, wlosow
i paznokci jest inkubacja w roztworze Na,S w tempera-
turze pokojowej, najczesciej przez okres 1 godziny lub
przez calg noc [8, 40, 49]. W tym przypadku mozliwe
jest pominiecie wstepnego mechanicznego rozdrobnie-
nia materiatu. Niemal w kazdym opisywanym protokole
ekstrakcji DNA z prob mykologicznych zasadniczy etap
trawienia materiatu wykonywany jest jednak enzyma-
tycznie przy zastosowaniu proteinazy K, z dodatkiem
lub bez ditiotreitolu (DTT) jako srodka redukujacego [1,
5,6,17, 32, 38,41, 42, 53, 54]. Ten wlasciwy etap trawie-
nia materiatu klinicznego przeprowadzany jest w 55°C
w czasie od 1 godziny az po calg noc. W oryginalnych
pracach badawczych dotyczacych diagnostyki dermato-

Tabela I
Poréwnanie metod molekularnych opracowanych do bezposredniej identyfikacji dermatofitéw
z probek dermatologicznych

Liczba Odsetek identyfikacji [%] Réirll)ic(ail p(?rniqdzy
Metody przeb%danych w badaniu w badaniu molik?lrll;frri;m Referencja
probek molekularnym | hodowlanym | , hodowlanym [%]
Oparte na 204 79,9 59,8 20,1 [5]
konwencjonalnym 230 72 56 16 [9]
PCR 25 100 100 0 (11]
201 97 81,1 15,9 [15]
253 50,2 34,4 15,8 [38]
140 87,3 86,7 0,6 [44]
219 74 26 48 [45]
Oparte na PCR 862 61,0 54,5 6,5 [1]
w czasie 92 51,1 33,1 18,0 [2]
rzeczywistym 120 61,7 47,5 14,2 [7]
202 51 39 12 [6]
311 64,6 43,4 21,2 [41]
1437 48,5 26,9 18,7 [52]
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mykoz, DNA najczgsciej ekstrahowany jest z przygoto-
wanych probek dermatologicznych za pomoca réznych
skomercjalizowanych zestawdw, recznie lub za pomoca
robota [6, 43, 54]. Wtasciwa homogenizacja i trawienie
tusek skory, wlosow czy paznokei jest etapem istotnie
wplywajacym na powodzenie i wydajnos¢ calej proce-
dury izolacji DNA grzybowego.

Wiasciwy etap izolacji DNA polega na jego wytra-
ceniu z mieszaniny zwigzkéw uzyskanych z trawienia
materiatu klinicznego i nastepnie oczyszczeniu. Do$¢
czgsto, jako najbardziej uzyteczna i wydajna metoda
ekstrakcji DNA dermatofitow, wymieniana jest metoda
z uzyciem mieszaniny fenolu, chloroformu i alkoholu
izoamylowego w proporcji 25:24:1 [2, 16, 18, 20-22, 26,
47]. Na podstawie badan wlasnych [18], autorzy uwa-
Zaja, ze metoda ta powinna by¢ stosowana z wyboru do
izolacji DNA z czystych kultur dermatofitow. Wydajnos¢
techniki nazwanej przez autoréw ,fenol-chloroform”
jest okolo 39% wyzsza niz techniki ekstrakcji DNA
z wykorzystaniem CTAB (cetyltrimethylammonium
bromide) i az 68-85% wyzsza niz komercyjnych zesta-
wow oferowanych przez réznych producentéw. Zasadni-
czym minusem, ktory dyskwalifikuje ja do zastosowania
w pofaczeniu z metodami tzw. szybkiej identyfikacji,
jest czas wykonania, ktory moze rozciggnac¢ si¢ nawet
do dwoch dni. Ten czynnik ograniczajacy wykorzy-
stanie metody ,,fenol-chloroform” w ekstrakcji DNA
z prob dermatologicznych nalezy wzig¢ pod uwage przy
rozwazaniu rutynowego stosowania w laboratoriach
mykologicznych. Alternatywna, bardzo szybka metoda
izolacji DNA z materialu klinicznego zostala opisana
przez Brillowska-Dabrowska i wsp. [10, 11]. Ta zale-
dwie dwuetapowa i trwajaca okolo 15 minut metoda
izolacji grzybowego DNA zostala opatentowana przez
zespot naukowcow, a obecnie jest dostepna komercyjnie
w zestawie Dermatophyte PCR Kit oferowanym przez
SSI Diagnostica (Hillered, Dania). W skrdcie, proto-
kot tej techniki przedstawia sie nastepujaco: DNA jest
ekstrahowany podczas 10-minutowej inkubacji w 95°C
w buforze wykonanym z 60 mM wodoroweglanu sodu
(NaHCO3), 250 mM chlorku potasu (KCl) i 50 mM Tris
(pH 9,5), a nastepnie, za pomocg intensywnego wortek-
sowania z buforem zawierajacym 2% albuminy surowicy
bydlecej, neutralizowane sg wszelkie inhibitory bial-
kowe. Uzyskany w ten sposob supernatant zawierajacy
DNA dermatofitu nie jest oczyszczany, stuzy natomiast
do bezposredniego zastosowania jako matryca PCR.
Niestety, w literaturze naukowej brak jest poréwnania
wydajnosci tej metody z innymi komercyjnymi zesta-
wami stosowanymi do ekstrakcji DNA z probek derma-
tologicznych. Odnoszac si¢ jednak do badan przepro-
wadzonych przez Gnat i wsp. [18], ktorzy poréwnywali
wydajnos$¢ izolacji i czysto$¢ preparatoéw DNA z rdz-
nych gatunkéw dermatofitéw po wykonaniu ekstrakeji
za pomoca metody ,,fenol-chloroform” CTAB i pieciu
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zestawow dostepnych komercyjnie, nalezy przypuszczad,
ze wydajno$¢ tej metody rowniez nie doréwna metodom
konwencjonalnym. Ostatecznie, decyzja o wyborze tech-
niki ekstrakcji DNA pozostaje zawsze w gestii diagnosty,
ktéry musi odpowiedziec na pytanie, co jest istotniejsze
— czas czy wydajnos¢ procedury.

4.2. Techniki bezposredniej identyfikacji oparte
na klasycznym PCR

Z punktu widzenia diagnosty laboratoryjnego, tech-
nika identyfikacyjna powinna by¢ przede wszystkim
prosta do wykonania i interpretacji. Uwaza sig, ze
w dzisiejszych czasach okreslenie masy molekularne;
amplikonu w Zelu agarozowym spelnia oba wymie-
nione warunki. Jedna z pierwszych takich metod,
opisywana w literaturze, moze by¢ wykorzystywana
wylacznie do identytikacji grupowo-specyficznej czyn-
nika etiologicznego grzybicy [12]. Stosowanie starteréw
»pan-dermatofitowych” umozliwia uzyskanie produktu
PCR o masie 366 bp, ktory jest uniwersalny dla wszyst-
kich gatunkéw dermatofitow i pozwala w 100% wyka-
za¢ w materiale diagnostycznym charakterystyczne dla
tej grupy patogenow sekwencje nukleotydowe [12].
Charakterystyczna masa molekularna specyficznych
gatunkowo amplikonéw ITS jest podstawa identyfika-
cji Trichophyton spp. (302bp), M. canis i M. audouinii
(279bp) w metodzie zaproponowanej przez Brillow-
ska-Dabrowska i wsp. [11]. Prawdopodobnie stosun-
kowo niska rozdzielczo$¢ metody i niewielka, liczaca
25 pacjentéw, grupa badana jest w tym przypadku
powodem 100% korelacji wynikéw uzyskanych meto-
dami molekularnymi i tradycyjnymi (hodowlanymi).
Wysoko oceniana jest takze mozliwos¢ identyfikacji za
pomocg tej metody M. canis z sier$ci zwierzat, zwlasz-
cza kotéw. Powszechnie wiadomo, ze zwierzeta te s
czestymi nosicielami dermatofitow i stanowig istotne
zagrozenie epidemiologiczne dermatomykozami zoo-
filnymi [21]. Zdecydowanie bardziej specyficzna jest
metoda skonstruowana przez Brasch i wsp. [9], ktora
zostala zaprojektowana do identyfikacji Trichophyton
rubrum w materiale bezposrednim. W opisywanym
badaniu zostalo przebadanych 230 probek dermatolo-
gicznych z paznokei, z ktérych identyfikacja T. rubrum
zaréwno w metodzie PCR jak i hodowli zostata wyka-
zana w 72% przypadkéw. Wynik pozytywny testu
molekularnego, pomimo braku wzrostu dermatofi-
tow w hodowli, zostal stwierdzony w 16% prdébkach
paznokci, podczas gdy dodatnia hodowla, ale ujemny
PCR, odnotowano w 9% probkach. Niestety, w calej
publikacji autorzy postuguja sie jedynie okresleniem
specyficzne startery (w oryginale ,,specific primers”),
bez podania informacji o wlasciwym markerze moleku-
larnym, dla ktérego wspomniane sekwencje starterowe
zostaly zaprojektowane.
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Innymi stosowanymi odmianami technik diagno-
stycznych, w ktorych identyfikacja grzyba jest mozliwa
na podstawie okreslenia masy molekularnej amplikonu,
s reakcje ,multipleksowe” ze specyficznymi gatun-
kowo parami starterow w jednej mieszaninie PCR
[12, 15, 38]. Dhib i wsp. [15] opisuja metode, w ktorej
podstawa identyfikacji T. rubrum i T. interdigitale sa
sekwencje ITS i genu syntazy chityny 1. Wykazano, ze
czulo$¢ tej techniki jest wyzsza w poréwnaniu z tra-
dycyjnym badaniem mykologicznym (97% vs. 81,1%),
ale w przypadku diagnostyki przeprowadzanej bez-
posrednio z materiatu klinicznego zasadniczym pro-
blemem okazala si¢, wystepujaca az w 32,8% probek,
flora mieszana. Metoda zaproponowana przez Mehlig
i wsp. [38], przetestowana na 253 probkach pobranych
od ludzi i zwierzat, okazala si¢ przydatna w identyfi-
kacji dermatofitow, Scopulariopsis brevicaulis i grzy-
béw drozdzopodobnych z rodzaju Candida. Uzyskane
przez autoréw wyniki nie rdznig si¢ jednak wyraznie
od innych uzyskanych w podobnych badaniach. Mia-
nowicie, w 34,4% probek wyniki PCR i hodowli okres-
lono jako dodatnie, a w 50,2% uzyskano wynik dodatni
wylacznie w oparciu o techniki molekularne. Na uwage
zastuguje fakt wykonania badan z prébek klinicznych
pobranych z réznych jednostek chorobowych, takich
jak onychomykoza czy tez infekcje powierzchniowe
bton sluzowych i skéry o innej niz dermatofitowa etio-
logii. Zastosowanie trzech cykli PCR i trzech specy-
ficznych wobec ITS1, 18S rRNA i 28S rRNA starteréw
znacznie zwigksza rozdzielczo$¢ metody, co zostalo
opisane w publikacji Kim i wsp. [33]. Multiplex PCR
autorzy ci zastosowali do identyfikacji 11 gatunkow
szczepow referencyjnych dermatofitow, tj. Epidermo-
phyton floccosum CBS 358.93, Microsporum gypseum
IFM 5292, M. canis IFM 45829, M. audouinii IFM
5294, M. fulvum IFM 5318, Trichophyton violaceum
CBS 319.31, T. rubrum KCTC 6375, T. mentagrophy-
tes var. mentagrophytes CBS 126.34, T. tonsurans CBS
483.76, T. mentagrophytes var. interdigitale IFM 53931
i T. verrucosum CBS 134.66. Jednakze, bezposrednia
identyfikacja gatunkowa w 73 prdébkach klinicznych
przeprowadzona zostala jedynie w oparciu o narzedzia
biologii molekularnej. Wykryte gatunki: T. rubrum,
T. mentagrophytes, T. tonsurans i M. gypseum nie zostaly
potwierdzone jednoczesnie metodami hodowlanymi
i/lub mikroskopowymi. Wynikéw podobnych badan
w literaturze jest wiecej; wiekszo$¢ z nich metodg PCR
typu duplex identyfikuje T. rubrum i wykazuje korelacje
z wynikami badania hodowlanego, mikroskopowego
lub obu jednoczesnie [12, 43].

Zwigkszanie zdolnosci rozdzielczej molekular-
nych metod identyfikacji dermatofitow mozliwe jest
poprzez zastosowanie zagniezdzonego (,,nested”) lub
pot-zagniezdzonego (,,semi-nested”) PCR [26, 49]. Piri
i wsp. [44] opisuja metod¢ nested-PCR z wykorzysta-
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niem nowo opracowanej pary starteréow ukierunko-
wanej na sekwencje czynnika elongacji translacji 1-a
(Tet-1a). Technika ta cechuje si¢ wyjatkowo wysoka
rozdzielczoscig i umozliwia identyfikacje wigkszosci
dermatofitow o znaczeniu klinicznym (Trichophyton
simii, T. mentagrophytes, T. verrucosum, T. benhamiae,
T. equinum, M. canis, Nannizzia gypsea, N. nana, N. per-
sicolor, N. fulva, Arthroderma uncinatum i Paraphyton
cookei) bezposrednio z materialu diagnostycznego.
Badania 140 probek dermatologicznych pobranych
od zwierzat wykazaly o 11,1% wyzszy odsetek dodat-
nich wynikéw metoda nested-PCR w poréwnaniu
z hodowlg i bezposrednim badaniem mikroskopo-
wym oraz wysoka (94,4%) zgodno$¢ wynikéw bada-
nia molekularnego i badania mikroskopowego. Auto-
rzy podkreslaja rowniez wysoki stopien wiarygodnosci
identyfikacji ta metoda, korelujacy w 100% z wynikami
sekwencjonowania ITS i ITS-RFLP. W innym bada-
niu przeprowadzonym przez Wisselinka i wsp. [52],
z zastosowaniem starteréw ,pan-dermatofitowych”
oraz metody nested-PCR, pozytywnie zidentyfikowano
48,5% prdbek, natomiast w oparciu o hodowle prowa-
dzone na odpowiednich pozywkach zaledwie 26,9%.
Nalezy podkregli¢, ze metoda nested-PCR ze starte-
rami ,,pan-dermatofitowymi” umozliwiajaca identyfi-
kacje 12 gatunkéw dermatofitow, jest rOwniez znacznie
czulsza niz poréwnywalne techniki z wykorzystaniem
konwencjonalnego PCR. Pomimo pewnych ograni-
czen zwigzanych ze zwigkszeniem liczby manipulacji
koniecznych do wykonania, ryzykiem zanieczyszcze-
nia produktéw PCR i wydtuzonym czasem diagnostyki,
metody nested-PCR s3g metodami o wysokiej zdolnosci
rozdzielczej w identyfikacji dermatofitow i moga by¢
stosowane w diagnostyce bezposrednie;j.

W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat do coraz
powszechniejszego wykorzystania w diagnostyce grzy-
bic bezposrednio z prébek klinicznych, szczegélnie
paznokci, weszta metoda polimorfizmu dtugosci frag-
mentéw restrykcyjnych (RFLP, restriction fragment
length polymorphism). Technika ta zostala wykorzy-
stana do identyfikacji Trichophyton spp., Fusarium spp.
i Aspergillus spp. w onychomykozach [8, 40]. Identyfi-
kacja gatunkdéw w materiale bezposrednim z infekcji
powierzchniowych jest mozliwa dzieki porownywaniu
profili elektroforetycznych zeli agarozowych izolatow
klinicznych i gatunkéw referencyjnych dermatofitow,
jak rowniez szczepdw grzybdw nalezacych do grupy
NDE. Technika PCR-RFLP zapewnia znaczgcg poprawe
wiarygodnosci identyfikacji w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi w oparciu o tradycyjne metody hodow-
lane [8]. Po pierwsze, uzyskane za pomoca tej techniki
wyniki umozliwiajg identyfikacje i réznicowanie der-
matofitow od NDF, a takze od szczepéw pochodza-
cych z kontaminacji. Fakt ten jest szczegélnie istotny,
poniewaz plesnie powodujace grzybice paznokci nie
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reaguja na niektore leki przeciwgrzybicze stosowane
rutynowo u pacjentéow z dermatomykozami [8]. Po
drugie, mozliwe stalo si¢ identyfikowanie czynnika
zakaznego w sytuacji, gdy bezposrednie badanie myko-
logiczne probek pobranych ze zmienionych chorobowo
paznokci uwidacznia elementy grzybowe, ale wyniki
badania hodowlanego sa negatywne [40]. Alternatyw-
nie do analizy zréznicowania profili elektroforetycz-
nych RFLP w identyfikacji grzybéw powodujacych
onychomykozy wskazywane jest sekwencjonowanie
amplikonu wybranego genu markerowego charaktery-
stycznego dla dermatofitéw i NDF [40, 49]. Niestety,
podobnie jak metoda RFLP, takze sekwencjonowanie
amplikonoéw jest nieuzyteczne w infekcjach miesza-
nych, o niejednoznacznej etiologii [51]. Ograniczenie
to odnosi si¢ nie tylko do onychomykoz, ale réwniez
do innych typéw dermatomykoz, w przypadku ktérych
z jednego ogniska chorobowego mozna izolowa¢ wie-
cej niz jeden gatunek [21]. Pomimo przebadania wielu
genow markerowych grzybéw, uzyskanie specyficz-
nego gatunkowo amplikonu i jego sekwencjonowanie
okazalo sie réwniez niewystarczajace do bezposredniej
identyfikacji dermatofitow z prébek klinicznych tinea
capitis i tinea corporis u ludzi i zwierzat [20, 21, 48].

Verrier i wsp. [51] proponujg zastosowanie tech-
niki polimorfizmu dlugosci terminalnych fragmentow
restrykcyjnych (TRFLP, terminal restriction length
polymorphism) znakowanego 5’-konca sekwencji 28S
rDNA. Technika ta jest szczegolnie przydatna w iden-
tyfikacji dermatofitéw z rodzaju Trichophyton (szcze-
gélnie T. rubrum i T. interdigitale) oraz 12 gatunkow
z grupy NDF (Fusarium oxysporum, E solani, Asper-
gillus versicolor, A. flavus, Alternaria spp., Acremonium
alternatum, A. strictum, Candida parapsilosis, C. albi-
cans, Penicillium citrinum 1 Scopulariopsis brevicau-
lis), ktore czesto sa izolowane z mieszanych infekcji
powierzchniowych. Technika ta stala si¢ wyjatkowo
uzyteczna w identyfikacji grzybéw w zakazeniach
mieszanych, ktére stanowiag nawet do 10% wszystkich
infekgji grzybiczych [51]. Co wigcej, wyniki przeprowa-
dzonych badan wskazuja, ze za pomocg TRFLP mozna
wiarygodnie zidentyfikowa¢ grzyby w 74% (162/219)
przypadkow dermatomykoz, w ktorych wyniki hodowli
sg ujemne [48]. TRFLP to technika ,,odciskow palcow
DNA” pierwotnie wykorzystywana do okreslania zr6z-
nicowania mikrobiologicznego w rdéznych niszach
ekologicznych, takich jak gleba i woda [14, 35, 52].
W medycynie technika znalazta zastosowanie do cha-
rakterystyki mikrobioty jamy ustnej w $linie u osob
zdrowych i pacjentow z zapaleniem przyzebia [52].
Niewatpliwa zalete techniki TRFLP stanowi zautoma-
tyzowany system interpretacji wynikéw, co przekonuje
diagnostow, aby postugiwac si¢ ta3 metoda z wyboru
w przypadku duzej liczby préobek klinicznych wyma-
gajacych opracowania.
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Metoda stuzaca do bezposredniej identyfikacji
czynnikow etiologicznych infekcji dermatofitowych
w probkach skory i paznokei, odznaczajacg sie znacz-
nie wyzsza czuloscig jest technika PCR-ELISA (PCR-
-enzyme-linked immunosorbent assay) [5]. Metoda
PCR-ELISA z sondami znakowanymi biotyng pozwala
na czuly i swoistg identyfikacje pieciu najczesciej izolo-
wanych gatunkow dermatofitow — Trichophyton rubrum,
T. interdigitale, T. violaceum, Microsporum canis i Epi-
dermophyton floccosum. Markerem identyfikacyjnym
w tej metodzie jest gen topoizomerazy II, amplifikowany
przy uzyciu starterow znakowanych digoksygening,
a nastepnie hybrydyzowany z 5’-biotynylowanymi son-
dami oligonukleotydowymi specyficznymi dla gatunku.
Detekcja gatunkowo-specyficznych hybryd odbywa
sie w mikrostudzienkach powleczonych streptawidyna,
z zastosowaniem przeciwcial przeciw peroksydazie
chrzanowej i substratu peroksydazy. Beifus i wsp. [5]
korzystajac z metody PCR-ELISA dokonali identyfikacji
jednego z pieciu wymienionych gatunkéw dermatofi-
tow w 163 2 204 (79,9%) probkach klinicznych od ludzi,
ktore zostaly uznane za dodatnie w mikroskopowym
badaniu bezpos$rednim. W tym samym czasie wzrost
dermatofitéw w hodowli zostat wykazany w 59,8% przy-
padkoéw. Ci sami autorzy stwierdzaja ponadto, ze czulo$¢
techniki PCR-ELISA jest 10-krotnie wyzsza niz innych
bezposrednich metod identyfikacji grzybéw opartych
na PCR, a dodatkowa zaletg tej metody jest uzyskanie
wyniku w przeciggu 24 godzin. Przez pewien czas na
rynku dostepny byl komercyjny zestaw PCR-ELISA
(Onychodiag, BioAdvance, Francja), ale zostal wyco-
fany ze wzgledu na niewielkie zainteresowanie [3, 50].
Prawdopodobnej przyczyny upatruje si¢ w zbyt wielu
manipulacjach koniecznych przy obrdbce materialu
w poréwnaniu z innymi metodami PCR wykorzysty-
wanymi do bezposredniej identyfikacji grzybow, ktére
spowodowaly, ze technika ta nie stala si¢ przedmiotem
rzeczywistego zainteresowania i rutynowego stosowania.

4.3. Techniki bezposredniej identyfikacji oparte
na PCR w czasie rzeczywistym

Zaleta technik diagnostycznych opartych na PCR
w czasie rzeczywistym (real time PCR) jest automatyza-
cja interpretacji uzyskiwanych wynikéw, ktéra znaczaco
zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia prob w trakcie analiz
wykonywanych po klasycznym PCR. Wykorzystanie do
identyfikacji gatunkowej grzybow testow PCR w czasie
rzeczywistym ze starterami ukierunkowanymi na sek-
wencje ITS2 rDNA po raz pierwszy opisuje Alexander
i wsp. [1]. Wysoka czulos¢ i swoisto$¢ opracowanej me-
tody zostata wykazana w badaniu klinicznym, w ktérym
analizie poddano 862 probki zeskrobin paznokci z der-
matomykozg o etiologii mieszanej. W badaniu opar-
tym o tradycyjne hodowle uzyskano obfity wzrost
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grzybow z grupy NDE, ktore to grzyby uniemozliwiajg
izolacje i identyfikacje dermatofitow w wiekszosci przy-
padkow klinicznych. Podkresla to przydatnos¢ tej tech-
niki w diagnostyce réznicujacej T. rubrum od innych
grzybdéw potencjalnie zanieczyszczajacych material
biologiczny, ktére moga bytowa¢ jako komensale lub
oportunisci w plytkach paznokci zainfekowanych przez
dermatofity. Inng metode przeznaczong do gatunkowej
identyfikacji T. rubrum, T. mentagrophytes i innych grzy-
bow, takze NDE oparta o PCR w czasie rzeczywistym
proponujg Miyajma i wsp. [39]. W swoich badaniach
wykazuja przydatno$¢ dwoch zestawow  starterow,
bazujacych na sekwencji ITS1 rDNA i trzech sond
fluorescencyjnych, ktore rdznig si¢ miejscami wigzania
do sekwencji ITS1. Jedna z nich pozwala diagnozowa¢
obecno$¢ w materiale dermatologicznym grzybow pato-
gennych, a dwie pozostale wigza specyficzne gatun-
kowo miejsca sekwencji ITS, umozliwiajac identyfika-
cje T. rubrum i T. mentagrophytes. Uzyskane wyniki sa
wysoce powtarzalne, a ich zgodnos¢ z dodatnig hodowla
ksztattuje si¢ na poziomie 45,2%. Catkowity czas wyma-
gany do identyfikacji grzybéw z probki klinicznej w tej
metodzie badacze okreslajg na okoto 3 godziny, po jed-
nej godzinie na przygotowanie DNA z probek klinicz-
nych, nastawienie PCR i czas trwania cyklu reakeji.
Identyfikacje az 11 gatunkéw dermatofitow (M. canis
complex, M. audouinii, T. rubrum, T. violaceum, T. ver-
rucosum, T erinacei, T.concentricum, T. mentagro-
phytes complex, T. tonsurans i E. floccosum) umozliwia
jedno-probéwkowa metoda analizy krzywej topnienia
PCR w czasie rzeczywistym oparta o sekwencje ITS1
rDNA i 5.8SrRNA skonstruowana przez Bergmansa
i wsp. [7]. W oparciu o tg technike uzyskano znacznie
wiecej dodatnich wynikéw identyfikacji dermatofitow
niz w metodach konwencjonalnych (61,7% vs. 47,5%).
Identyfikacja na poziomie gatunku za pomocy tej
metody okazala si¢ mozliwa we wszystkich probkach
dermatologicznych okreslonych jako pozytywne, pod-
czas gdy tylko w 45 z nich udalo si¢ uzyska¢ dodatni
wynik hodowli. Autorzy podajg, ze czas uzyskania
wyniku identyfikacji wynosi 4 godziny; nalezy jednak
doliczy¢ koniecznos$¢ wstepnej calonocnej lizy mate-
rialu przeznaczonego do diagnostyki. Tak wysokiej
zdolno$ci rozdzielczej metod molekularnych opartych
o PCR w czasie rzeczywistym nie potwierdzaja wyniki
badania klinicznego przeprowadzonego przez zespot
A.Bergmana w 2013 roku [6]. Lacznie 202 probki
kliniczne pochodzace od ludzi poddawano analizom
zaréwno technikami konwencjonalnymi jak i tech-
nike PCR opartg o zautomatyzowang ekstrakcje DNA
i sekwencje genu syntazy chitynowej 1. W 103 (51%)
probkach zidentyfikowano material genetyczny der-
matofitow, natomiast dodatnie hodowle wykazato 79
(39%). Sposrdéd 103 pozytywnych probek, w 94 (91%)
zostal zidentyfikowany T. rubrum, a w 8 (8%) — T. inter-
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digitale. Opisana metoda w poréwnaniu z konwencjo-
nalnymi metodami hodowlanymi okazata si¢ niewiele
czulsza (51% vs. 39%), a jej zdolnos¢ dyskryminacyjna
jest wystarczajaca do identyfikacji tylko dwdch gatun-
kow - T. rubrum i T. interdigitale [6]. Przyczyny takiego
stanu mozna upatrywa¢ w zbyt niskiej rozdzielczosci
zastosowanego markera molekularnego. Niewatpliwa
zaletg przedstawionej metody jest jednak jej automa-
tyzacja i ograniczenie do minimum manualnego przy-
gotowywania materiatu diagnostycznego.

Whioski z tych badan wskazujg, ze lepszym celem
identyfikacyjnym w bezposredniej identyfikacji derma-
tofitéw z zastosowaniem PCR w czasie rzeczywistym
sa sekwencje ITS1 rDNA i 5.85 rRNA niz gen syn-
tazy chitynowej 1. Ohst i wsp. [41] bazujac na dwdch
pierwszych wymienionych markerach molekularnych
proponuja metode, ktorej zdolno$¢ dyskryminacyjna
umozliwia identyfikacje pieciu gatunkéw dermatofitow
(T interdigitale, T. violaceum, T. verrucosum, E. flocco-
sum oraz T. rubrum) i czterech komplekséw gatunkdow
(M. canis complex, obejmujacy M. canis, M. ferrugineum
oraz M. audouinii; T. tonsurans complex, obejmujacy
T. tonsurans oraz T. equinum; A. benhamiae complex,
obejmujacy A. benhamiae, T. erinacei oraz T. concentri-
cum; T. schoenleinii complex, obejmujacy T. schoenleinii,
A. simii oraz T. mentagrophytes) dermatofitow. Wysoki
odsetek uzyskanych przez autoréw wynikéw pozytyw-
nych w opisywanej metodzie (64,6%) w poréwnaniu
z innymi publikacjami jest najprawdopodobniej spowo-
dowany wstepnym wyborem prob do badan, pochodza-
cych w 30% z przypadkéw okreslonych jako pozytywne
w badaniu mikroskopowym. Stad zapewne wynika
zalecenie wstepne podane przez autoréw, ktdre wska-
zuje wykonanie konwencjonalnego PCR ze starterami
»pan-dermatofitowymi” w celu identyfikacji materiatu
genetycznego dermatofita w materiale diagnostycznym
i ograniczenie dalszej diagnostyki wylacznie do prob
pozytywnych w tym teécie. Sposrod innych metod PCR
w czasie rzeczywistym warto wymieni¢ metode¢ opra-
cowang przez Wisselinka i wsp. [52], ktéra umozliwia
identyfikacje sze$ciu gatunkéw dermatofitow w dwdch
reakcjach multipleksowych. Istotne wskazywane wady
tej metody to brak mozliwosci identyfikacji antro-
pofilnego, czesto izolowanego dermatofita E. floccosum
i zoofilnego — T. verrucosum, a takze gatunkéw wcho-
dzacych w sktad kompleksu A. benhamiae.

5. Wybor optymalnej metody do stosowania
rutynowego

Wybér optymalnej metody molekularnej do analizy
probek dermatologicznych uzalezniony jest od wielu
czynnikéw, przede wszystkim od zaktadanego czasu
niezbednego do uzyskania wynikéw, w tym wazna role



MOLEKULARNE METODY DIAGNOSTYKI DERMATOMYKOZ - PRZEGLAD DOSTEPNYCH TECHNIK

odgrywa czas spedzony praktycznie w laboratorium
podczas przygotowywania prob i wykonywania analiz,
kosztéw odczynnikéw i dostepnej aparatury badaw-
czej, jak rowniez znaczenia identyfikacji NDF w mate-
riale. Ostatni z wymienionych argumentéw odnosi si¢
szczegolnie do przypadkéw diagnostyki onychomykoz.
Sposrod wielu opisanych molekularnych metod identy-
fikacji dermatofitow i NDF, niewiele zostalo przetesto-
wanych na wigkszej liczbie (N>100) préb klinicznych
(Tabela I). Zasadniczo, nie wiadomo, ktdre techniki sg
stosowane rutynowo, a ktdére z nich pozostaly jedynie
na etapie badan wstepnych lub byly stosowane tylko
w konkretnym badaniu klinicznym. Ponadto, jak dotad
nie ma réwniez logicznego wyjasnienia faktu tak duzej
liczby fatszywych wynikéw dodatnich uzyskiwanych
w metodach molekularnych w poréwnaniu z bada-
niem hodowlanym [50]. By¢ moze wyjasnieniem jest
niska wrazliwo$¢ metod hodowlanych, niemniej jed-
nak brakuje wiarygodnych dowodéw empirycznych na
potwierdzenie tych sugestii.

Implementacja do laboratoriéow mykologicznych
technik molekularnych wydaje si¢ kuszaca z uwagi na
tatwo$¢ wykonywania analiz i szybkos¢ otrzymywania
wynikéw, ale w praktyce nadal pozostaje nieosiggalna
ze wzgledu na niejednorodnos¢ probek dermatologicz-
nych. Sklania to do refleksji, czy techniki molekularne
moga catkowicie zastapi¢ konwencjonalng diagnostyke
mykologiczna. Na obecnym etapie rozwoju metod PCR
opracowanych do identyfikacji dermatofitéw, zasadnym
wydaje si¢ przeprowadzanie standardowego badania
mikroskopowego i hodowli na odpowiednich pozyw-
kach, ktérych wyniki dodatkowo sa weryfikowane
metodami molekularnymi. Z drugiej strony, szybkie
i metodycznie proste techniki PCR pozwalajg na prze-
prowadzanie wstepnej diagnostyki juz przez lekarzy
dermatologéw, zanim material dotrze do laboratorium
w celu wykonania pelnej procedury diagnostyczne;j.
Rozstrzygniecie tych dylematdéw pozostaje istotnym
tematem do dyskusji w $rodowisku mikrobiologéw.
Niewatpliwie, w tym aspekcie dalszych prac wymaga
optymalizacja warunkoéw analiz i interpretacji wynikow.
Wazne zadanie zajmuje réwniez edukacja klinicystow
dotyczaca prawidlowego pobierania i transportu pro-
bek do laboratorium, poniewaz juz na tym pierwszym
etapie dochodzi do wielu btedéw, skutkujacych cal-
kowitym brakiem wyniku identyfikacyjnego lub jego
niskg wiarygodnoscia.

6. Zalety i wady molekularnych metod
identyfikacyjnych stosowanych w mykologii

Odnoszenie si¢ z uprzedzeniem i punktowanie
wylacznie ograniczen metod molekularnych stosowa-
nych w identyfikacji dermatofitéw jest z pewnoscig
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nieobiektywne. Pomimo pewnych watpliwosci doty-
czacych wiarygodnosci wynikéw diagnostycznych
uzyskanych tymi metodami, ktére pochodza z danych
statystycznych badan klinicznych, wielu autoréw, jako
gltéwng zalete wskazuje ich wysoka czutos¢ [39, 50, 53].
Identyfikacja czynnika zakaznego z wykorzystaniem
PCR jest mozliwa w wiekszosci przypadkow, w kto-
rych uzyskano negatywne wyniki hodowli grzybdow,
ale bezposrednie badanie mykologiczne wskazuje na
obecno$¢ artrospor. Z drugiej strony, niemal wszystkie
zidentyfikowane morfologicznie grzyby zostaly row-
niez rozpoznane molekularnie, szczegélnie dotyczy to
T. rubrum i T. interdigitale [39, 48, 50]. Na uwage zastu-
guje fakt, ze po raz pierwszy potwierdzono metodami
molekularnymi, ze czynnikiem etiologicznym onycho-
mykozy moga by¢ grzyby plesniowe, takie jak Fusarium
spp., Acremonium spp., Aspergillus spp. i Scopulariopsis
spp., ktére dotychczas nie byty dostrzegane i uwazane
za kontaminacje probek dermatologicznych przesyta-
nych do laboratorium [37, 46, 50].

Wszystkie metody molekularne aczy jeszcze jedna
zaleta, jaka jest czas niezbedny do uzyskania wyniku iden-
tyfikacji czynnika etiologicznego dermatomykozy [50].
Wynik ten mozna uzyska¢ w dniu, w ktérym prébka
dociera do laboratorium lub nastepnego dnia, podczas
gdy hodowla grzybow moze trwaé nawet 1-3 tygo-
dni [11, 18]. Najkrotszy czas wynoszacy 3 godziny od
dostarczenia materiatu do uzyskania wyniku podawany
jest przez Miyajma i wsp. [39]. Warto wigc rozwazy¢
takze praktyczng uzytecznos¢ tej cechy analiz moleku-
larnych. Dermatomykozy nie s3 jednostkami chorobo-
wymi wymagajacymi natychmiastowego rozpoczecia
leczenia celowanego, a miejscowe $rodki przeciwgrzy-
bicze moga by¢ zalecane na podstawie wynikéow bez-
posredniego badania mykologicznego, ktére trwa do
20 minut. Niemniej jednak, czas uzyskania wyniku
diagnostycznego jest wazny, a zwolennicy nowoczes-
nych sposobdéw kontaktu z pacjentem mogg podaé
argument, ze zaréwno wynik identyfikacji jak i recepte
mozna wystawi¢ elektronicznie, bez ponownej wizyty
pacjenta w szpitalu badz gabinecie lekarskim. Pozostaje
do rozwazenia jedynie kwestia ekonomii analiz mole-
kularnych pojedynczych probek dermatologicznych.
Zwykle przypadki dermatomykoz nie sg na tyle czgste,
aby w ciggu jednego dnia do laboratorium dostarczano
material od kilku pacjentéw. Pewien kompromis miedzy
czasem a kosztami wykonywania identyfikacji mozna
uzyska¢ poprzez wprowadzenie systemu grupowania
prob, ktore moga by¢ poddawane analizie co kilka dni.

Najpowazniejszym ograniczeniem rutynowego sto-
sowania metod molekularnych w identyfikacji der-
matofitow jest rodzaj i ilo§¢ materialu dermatologicz-
nego. Chociaz pospolicie uwaza sie, ze czutos$¢ technik
opartych o PCR jest bardzo wysoka i nawet niewiel-
kie ilosci DNA wystarczajg do ich przeprowadzenia,
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w diagnostyce dermatomykoz ta zasada nie sprawdza
sie. Nawet stosunkowo duza prdobka tusek skory, frag-
mentow wlosdw lub zeskrobin paznokci moze nie od-
zwierciedla¢ faktycznej zawartosci elementéw grzybni
w poddanym badaniu materiale biologicznym. Wielu
autoréw zauwaza, ze sukces w identyfikacji derma-
tofitu z zastosowaniem technik PCR jest wprost pro-
porcjonalny do liczby elementdéw grzybni widocznych
w preparacie bezpos$rednim z materiatu klinicznego
[48, 50]. Uwage nalezy zwrdci¢ réwniez na wysoki
stopien zréznicowania mikrobiologicznego materiatu.
Szczegolnie dotyczy to zeskrobin paznokci, co wrecz
wyklucza mozliwo$¢ stosowania technik jednoetapo-
wych z automatyczng detekcja wynikow [47, 48, 50].
Dodatkowo, oczekiwane wyniki identyfikacji grzy-
béw w dermatomykozach skory i wtoséw réznia sie od
uzyskiwanych w onychomykozach [7]. W pierwszym
przypadku czynnikiem etiologicznym jest jeden gatu-
nek dermatofitu spos$rod kilkunastu-kilkudziesieciu,
w drugim jest to najczesciej T. rubrum i T. interdigitale
lub w rzadkich przypadkach inne gatunki antropofilne,
takie jak T. soudanense, jak rowniez czynnikiem etio-
logicznym moze by¢ grzyb z grupy NDF [3]. Trzeba
tez zdawac sobie sprawe z istnienia bezobjawowych
nosicieli grzybow, co dotyczy nawet T.rubrum [36].
Istotne w diagnostyce s3 réowniez objawy kliniczne
i stopien ich nasilenia, a znajomo$¢ historii choroby
i otoczenia pacjenta, przede wszystkim czy jest on wia-
$cicielem zwierzat lub czy zawodowo zwigzany jest z ich
hodowla, moga ukierunkowa¢ dalsza identyfikacje.
Z tego powodu diagnostyka dermatomykoz powinna
by¢ wielokierunkowa, oparta na obserwacji objawow
klinicznych i wynikach bezposredniego badania myko-
logicznego, hodowli oraz technik molekularnych.

Osobng kwestig wplywajaca na wiarygodno$¢ wyni-
kow identyfikacji dermatofitéw technikami molekular-
nymi jest ryzyko kontaminacji prébek dermatologicz-
nych. Kazdy diagnosta zdaje sobie sprawe z mozliwego
ryzyka zanieczyszczenia w laboratorium, skutkujacego
fatszywie dodatnimi wynikami. W tym aspekcie istotne
jest tez wlasciwe przygotowanie i dezynfekcja miejsca
pobierania probek przed i po kazdym pacjencie. Szcze-
golne $rodki ostroznosci sa stosowane, gdy metody
identyfikacji obejmujg dodatkowe manipulacje z pro-
duktami PCR, zwlaszcza, gdy amplikon jest ponownie
powielany w ,,nested” lub ,,semi-nested” PCR [45, 49,
53]. Rygorystyczne przestrzeganie zasad obowigzuja-
cych w laboratorium biologii molekularnej zobowigzuje
do tego, aby wszelkie manipulacje z produktami PCR
przeprowadza¢ w oddzielnym pomieszczeniu niz to,
w ktérym wykonuje sie wstepne etapy, takie jak pobie-
ranie materialu diagnostycznego [50]. Ryzyko konta-
minacji jest ograniczone przy identyfikacji za pomoca
metod PCR w czasie rzeczywistym i automatycznych
systemach interpretacji wynikow [7, 39].
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7. Podsumowanie

Metody molekularne identyfikacji czynnikow etio-
logicznych dermatomykoz w prébkach dermatologicz-
nych sa zdecydowanie atrakcyjne i majg wiele zalet.
Obecnie, niewiele jest laboratoriow mykologicznych
wykorzystujacych te techniki w rutynowej diagnostyce,
a te z nich, ktore postuguja si¢ nimi, sg pionierami. Sta-
nowisko mikrobiologow jest jasne, czas, kiedy diagno-
styka molekularna zastapi konwencjonalne techniki
oparte na hodowli dermatofitéw i ocenie ich morfologii
nieublaganie nadchodzi. W chwili obecnej wazne jest,
aby dos$wiadczenie zdobyte w laboratoriach pionier-
skich stalo sie szeroko udostepniane, a zdolnos¢ roz-
dzielcza nowo opracowywanych, wiarygodnych, szyb-
kich i tanich metod molekularnych nie ograniczata sie
do identyfikacji kilku gatunkoéw.
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Szanowni Panstwo,

Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw organizuje w przysztym roku XXIX Ogélnopolski Zjazd PTM w Warszawie
w terminie: 15-18 wrze$nia 2020 r. Jest to okazja do zdobycia wiedzy mikrobiologicznej, podzielenia si¢ swoimi osiagnie-
ciami badawczymi oraz do spotkania merytorycznego i towarzyskiego osob zainteresowanych wspdlng tematyka naukowa.

PTM zostato powolane 92 lata temu i Ogdlnopolskie Zjazdy Towarzystwa organizowane s3 co 4 lata

(www.microbiology.pl).

Jest to najwieksze wydarzenie naukowe zwiazane z mikrobiologia i najliczniejsze spotkanie polskich mikrobiologéw w tym
okresie. Zwykle bierze w nim udziat ponad poét tysigca mikrobiologdw: naukowcow, nauczycieli akademickich, lekarzy,
diagnostéw laboratoryjnych, specjalistow pracujacych w stuzbie zdrowia, weterynarii, instytutach naukowych i uczel-
niach, a takze w przemysle, rolnictwie oraz wykonujacych mikrobiologiczne badania kontrolne w rozmaitych obszarach.
W Zjazdach PTM udzial biora firmy diagnostyczne, chemiczne, farmaceutyczne, kosmetyczne, wytwarzajace Zywnos¢,
$rodki przeciwdrobnoustrojowe, odczynniki, testy oraz aparature kontrolng i badawczg stosowang w rozmaitych dziatach
mikrobiologii.

Wiele mikrobiologicznych badan naukowych, rozwojowych i uzytkowych dotyczy aktualnych problemdéw: narastajacej
lekoopornosci drobnoustrojow chorobotwoérczych, doskonalenia diagnostyki mikrobiologicznej, badan genetycznych
drobnoustrojow, badan mikrobiologicznego zanieczyszczenia srodowiska, GMO, poprawy systemu jakosci i metod kontroli
zywnosci, lekow, wyrobéw medycznych, produktéw biobdjczych i kosmetycznych.

Planujemy, ze obrady beda odbywaly sie w sesjach naukowych:

* Mikrobiom czlowieka i probiotyki; * Zakazenia ukladu pokarmowego; * Zakazenia ukltadu oddechowego;

* Zakazenia ukladu moczowo-plciowego; * Opornos¢ bakterii na antybiotyki — mechanizmy lekoopornosci;

* Genetyka drobnoustrojéw; * Dochodzenie epidemiologiczne z zastosowaniem metod molekularnych;

* Nowe terapie przeciwbakteryjne — kandydaci na leki; * Bakteriofagi i peptydy - jako nowe terapie alternatywne;
* Aktualne problemy w wakcynologii; * Immunologia zakazen;

* Nowosci w obszarze sterylizacji, dezynfekeji i antyseptyki; * Patomechanizmy zakazen; * Mykologia;

* Wirusologia; * Mikrobiologia srodowiskowa naturalnego, bioréznorodno$é¢ i bioremediacja;

* Mikrobiologia srodowiska przemystowego i biotechnologia; * Mikrobiologia zywno$ci;

* Mikrobiologia weterynaryjna; * Varia.

Planujemy réwniez prezentacje najnowszych prac habilitacyjnych i doktorskich z obszaru mikrobiologii, a takze sesje
sponsorowane przez firmy.

Zache¢camy wszystkie zainteresowane osoby do zarezerwowania sobie terminu 15-18.09.2020 na uczestnictwo w tym
wielkim wydarzeniu w $wiecie mikrobiologii polskiej. Zachecamy réwniez wszystkich mikrobiologéw, a zwlaszcza miodych
adeptow tej nauki do przygotowania interesujacych wystapien i podzielenia si¢ wynikami swoich badan naukowych, jak
réwniez rutynowych.

Sekretarz Komitetu Organizacyjnego Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
XXIX Zjazdu PTM XXIX Zjazdu PTM
SEKRETARZ -
Polskiegg Towarzystwa Mikrobiologow EZE S
/ /[ / Polskiego/lowarzystwa iologtw
4 terdl (y P
dr hab. n. farm. Agniesfka E. Laudy } 3/ ! { {‘-\]
prof- dr hab. Stefaf Tyski
L
Sprawy Logistyczne i Marketingowe Zjazdu: Gtéwny Organizator Zjazdu:
Global Congress Sp. z 0.0. Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw
ul. Mokotowska 4/6 lok. 103, 00-641 Warszawa ul. S. Banacha 1b, 02-097 Warszawa

info@globalcongress.pl, www.globalcongress.pl ptm.zmf@wum.edu.pl, www.microbiology.pl



INFORMACJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW 497

DTM

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

INFORMACJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW

Od ostatniej informacji o dzialalnoéci Zarzadu Giéwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, zamieszczonej
w zeszytach nr 3 z 2019 r. kwartalnikéw Postepy Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology, Prezydium ZG PTM
zajmowalo si¢ nastepujacymi sprawami:

1. W dniu 01.10.2019 ., zorganizowano spotkanie redakcji PM i PJM w celu omdwienia dziatan, ktére moglyby podnies¢
notowania PM w rankingach, postanowiono:

- redakcja PM bedzie starata sie¢ pozyska¢ recenzentéw i autoréw manuskryptéw spoza Polski. W tym celu porozumie
sie z redakcja PJM oraz bedzie si¢ starala rozpropagowa¢ PM poza granicami Polski;

- podjete zostang dziatania w celu uzyskania wigkszej liczby manuskryptéw do PM oraz popularyzacji ukazujacych
sie w PM i PJM publikacji. W tym celu informacje o pojawiajacych sie zeszytach PM i PJM bedg ukazywaly si¢ na
gléwnej stronie PTM z mozliwoécia dotarcia do artykulu. Ponadto na wszystkich przysztych zjazdach organizowanych,
wspotorganizowanych lub objetych patronatem przez PTM powinny ukazywac si¢ informacje propagujace obydwa
kwartalniki PTM i zachecajace do publikowania na ich tamach artykulow;

- podjete zostana dzialania w celu pozyskiwania manuskryptéw autoréw polskich w wersji anglojezycznej, w tym celu
dla manuskryptéw nadsytanych poczawszy od dnia 01.01.2020 r. wprowadzone zostang zmiany w oplacie redakcyjne;.

Obecnie obowiazuje oplata, bez wzgledu na przystane wersje jezykowe: dla autora korespondencyjnego - czlonka
PTM 250 zt + VAT 23% (307,50 z1), a jezeli autor korespondencyjny nie jest aktywnym czlonkiem PTM (nie ma
oplaconych sktadek w roku biezacym), optata wynosi 350 zt + VAT 23% (430,50 zt).

Nowa optata od 01.01.2020 r.:

a) dla autora korespondencyjnego — czlonka PTM (z optacong sktadka za rok biezacy), gdy manuskrypt jest w jezyku
angielskim lub przysylane s obie wersje jezykowe (angielska i polska): 200zt + VAT* [dla autoréw z Polski VAT
wynosi 23%] (tj. 246 zl brutto), gdy manuskrypt jest przystany tylko w jezyku polskim — oplata wynosi 400 zt + VAT*
[dla autoréw z Polski VAT wynosi 23%] (tj. 492 zt brutto);

b) dla pozostalych autoréw korespondencyjnych, ktérzy nie sa aktywnymi czlonkami PTM (nie maja optaconych skia-
dek w roku biezacym), gdy manuskrypt jest w jezyku angielskim lub przysytane sg obie wersje jezykowe (angielska
i polska): 300 zt + VAT* [dla autoréw z Polski VAT wynosi 23%] (tj. 369 zt brutto), gdy manuskrypt jest przystany
tylko w jezyku polskim - optata wynosi 600 zt + VAT* [dla autoréw z Polski VAT wynosi 23%] (tj. 738 zt brutto);

VAT* - wysoko$¢ VAT-u jest zalezna od kraju, z ktdrego autor korespondencyjny dokonuje optaty.
- redakcje PM i PJM zwracaly uwage na zla wspodlprace z wydawca — firma EXELEY, ktora nie w pelni wywiazuje sie
ze swoich obowigzkow.

2. W dniu 02.10.2019 r. odbylo si¢ spotkanie Komitetu Organizacyjnego XXIX Ogolnopolskiego Zjazdu PTM. Pojawita si¢
mozliwos¢ przeprowadzenia Zjazdu PTM w nowej lokalizacji. Zdecydowano, Ze zostanie przeprowadzona wizja lokalna
w »Sangate Hotel Aiport” (dawniej Hotel Gromada) i ewentualna zmiana lokalizacji Zjazdu z Centrum Konferencyjno-
-Szkoleniowego przy ul. Bobrowieckiej 9 do ,,Sangate Hotel Aiport” przy ul. Komitetu Obrony Robotnikéw 32 (dawniej
17 Stycznia 32, r6g Zwirki i Wigury) w Warszawie. Przekazano firmie Global Congress dane ponad 250 firm, do ktérych
maja by¢ wystane e-maile z informacja o Zjezdzie i zaproszeniu do uczestnictwa w nim. Zdecydowano, ze w grudniu
zostanie utworzona przez firme Global Congress strona internetowa Zjazdu, zas rejestracja na Zjazd zostanie urucho-
miona w styczniu 2020 r. Rozwazano miejsca na otwarcie Zjazdu i lokalizacje przeprowadzenia imprezy towarzyszace;.
Ponadto dyskutowano mozliwosci wystapienia o dofinansowanie Zjazdu do MNiSW, FEMS oraz do ISME.

3. W dniu 09.10.2019 r. kilku cztonkéw Komitetu Organizacyjnego Zjazdu PTM wraz z Prezesem firmy Global Congress
udato si¢ do Sangate Hotel Airport w celu przeprowadzenia wizji lokalnej odno$nie mozliwosci organizacji Zjazdu
w tym hotelu. Po obejrzeniu pomieszczen hotelu i odbyciu rozméw z dyrektorem hotelu oraz zastepcg kierownika
ds. organizacji konferencji na terenie hotelu zdecydowano, ze XXIX Zjazd PTM odbedzie si¢ w Sangate Hotel Airport,
natomiast impreza towarzyszaca Zjazdowi w Koneserze. Beda prowadzone dalsze rozmowy w celu wybrania optymal-
nych rozwigzan do umowy.
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W dniu 31.10.2019r. odbyto sie spotkanie kilku oséb z Komitetu Naukowego Zjazdu, wymieniono informacje na
temat organizacji sesji naukowych. Postanowiono w ramach popularyzacji mikrobiologii, w pierwszym dniu Zjazdu,
przed jego oficjalnym otwarciem zorganizowac 2 sesje popularno-naukowe, dostepne dla wszystkich zainteresowa-
nych os6b - zwlaszcza nauczycieli biologii ze szkot $rednich z Warszawy i okolic. Sesje, kazda obejmujaca 4 wyktady
uznanych polskich specjalistow, beda dotyczyty tematyki zwiazanej z mikrobiologia srodowiska (z elementami ochrony
$rodowiska) oraz mikrobiologii lekarskiej (z zaznaczeniem problemu lekoopornosci drobnoustrojéw oraz problemu
- epidemiologia zakazen, a szczepienia). Ponadto planujemy specjalng sesje plakatowa dla uczniéw szkolnych kot
biologicznych, tak aby kazde kolo moglo zaprezentowa¢ plakat zwigzany ze swoja dzialalnoscig. W ostatnim dniu
Zjazdu zostang przyznane nagrody za najciekawsze prezentacje plakatowe.

W dniu 06.11.2019 1. odbylo si¢ zebranie kilku os6b Komitetu Organizacyjnego Zjazdu PTM, W zwigzku z trudno$-
ciami rezerwacji pomieszczen w Koneserze, zdecydowano, ze impreza towarzyszaca Zjazdowi odbedzie si¢ w Arkadach
Kubickiego u podndza Zamku Krolewskiego. Omawiano sprawy finansowania Zjazdu i tworzenia strony internetowe;j
Zjazdu.

Pan dr Mariusz Worek z Klinicznego Szpitala Wojewddzkiego Nr 1 im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie, Podkarpackie
Centrum Choréb Pluc, Kliniczny Zaklad Diagnostyki Laboratoryjnej, Regionalne Referencyjne Laboratorium Pratka
Gruzlicy w wojewodztwie podkarpackim, zwrdcit sie¢ do ZG PTM z prosba o powotanie Oddziatu Terenowego PTM
w Rzeszowie. Pan doktor deklaruje, ze che¢ przystapienia do nowego Oddziatlu Terenowego PTM zglosito ponad
30 o0s6b. Z duzym zadowoleniem witamy te inicjatywe. Prosba Pana doktora zostanie rozpatrzona na posiedzeniu
ZG PTM w marcu 2020 .

Pan prof. dr hab. Grzegorz Wozniakowski zglosit problemy zwigzane z funkcjonowaniem Oddzialu Terenowego PTM
w Pulawach. Zarzad Oddzialu podjat uchwate o likwidacji Oddziatu Terenowego PTM w Pulawach, ktéra bedzie
rozpatrywana na dorocznym posiedzeniu ZG PTM w marcu 2020 r.

ZYozylismy odpowiednie wnioski do Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, FEMS, ISME, a takze ORLENU,
LOTOSU i KGHM z pro$ba o dofinansowanie XXIX Ogolnopolskiego Zjazdu PTM. Odzew firm, do ktérych wystano
informacje o Zjezdzie z pro$ba o deklaracje uczestnictwa i wsparcie finansowe Zjazdu, jest na razie niewielki.
Ustalono, ze informacja o Zjezdzie PTM rozpowszechniana bedzie w dwumiesieczniku ,,Zakazenia XXI wieku” wyda-
wanym przez firm¢ MAVIPURO Polska Sp. z o.0.

Dnia 2 grudnia 2019 r. odbyta si¢ na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego konferencja historyczno-naukowa
»MAKRO-kierunki w MIKRO-biologii” z okazji 70-lecia powotania Oddziatu Terenowego PTM w Warszawie. Konfe-
rencja obejmowala dwie sesje. Sesja historyczna byta poswiecona sylwetkom zatozycieli i animatoréw Oddziatu. W jej
trakcie wreczono medale i dyplomy zastuzonym cztonkom Oddzialu. W sesji naukowej, osiagniecia wspolczesnej
mikrobiologii prezentowali specjalisci z zakresu m.in. mikrobiologii farmaceutycznej, weterynaryjnej, srodowiskowej
i zywnosci. W konferencji wzielo udzial ponad 150 0séb. Prezentowano ponad 60 plakatéw w 5 sesjach tematycznych.
Autorom najlepszych plakatéw, w kazdej sesji, przyznano dyplomy i nagrody ufundowane przez sponsora. Konferencje
zorganizowal Oddzial Warszawski PTM we wspolpracy z Polskim Towarzystwem Mikrobiologéw, a takze Urzedem
Marszatkowskim Wojewodztwa Mazowieckiego, Wydzialem Biologii i Instytutem Mikrobiologii Uniwersytetu War-
szawskiego oraz American Society for Microbiology. Patronat nad wydarzeniem sprawowali: Marszatek Wojewodztwa
Mazowieckiego, Prezydent m.st. Warszawy, Rektor Uniwersytetu Warszawskiego, Dyrektor Narodowego Instytutu
Zdrowia Publicznego - Panstwowego Zakladu Higieny, Prezes Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.

SEKRETARZ EZES
Polski? Towarzystwa Mikrobiologow Pg[sk]eg Owarzysiwa

Loy, <
dr hab. n. farm. Agnie/fw E. Laudy prof- drhab.
L
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CZLONKOWIE WSPIERAJACY PTM

Cztonek Wspierajacy PTM - Zioty
od 27.03.2017r.

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

BRAND!

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

Czlonek Wspierajacy PTM - Srebrny
0d 12.09.2017r.

ECOLAB

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

Czlonek Wspierajacy PTM - Srebrny
0d 12.12.2017r.

WODOCIAGI

Krakowskie

Od ponad 100 lat siedziba Wodociagéw Krakowskich miesci si¢ przy ul. Senatorskiej. Budowe obiektu ukonczono
w 1913 roku. W 2016 1. do sieci wodociaggowej wtloczono ponad 56 mln m* wody. Szacuje sig, ze ponad 99,5%
mieszkancéw Gminy Miejskiej Krakow posiada mozliwos¢ korzystania z istniejacej sieci wodociaggowej.

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
0d 12.09.2017r.

PNRRC K

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



500 INFORMACJE Z POLSKIEGO TOWARZYSTWA MIKROBIOLOGOW

Czlonek Wspierajacy PTM - Zwyczajny
0d 06.06.2019r.

“bart

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

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