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Abstract: The group A Streptococcus (Streptococcus pyogenes, GAS) is responsible for over 600 million infections and over half million
deaths a year. GAS is a major human pathogen which causes diseases ranging from mild superficial infections of the throat or skin, up
to severe systemic and invasive diseases such as necrotizing fasciitis and streptococcal toxic shock syndrome. Nowadays, post-infection

sequelae such as glomerulonephritis and rheumatic fever are also alarming medical problems worldwide.
Molecular analyses of streptococcal virulence carried by multiple centers worldwide, suggest the presence of a complex mechanism
that coordinates pathogenesis. It involves a broad range of unique protein virulence factors, as M protein, superantigens, proteases and

DNases, affecting tissues and the host’s immune system.

Detailed analyses of individual virulence factors as well as regulatory systems that coordinate expression of virulence factors are the
first steps on the way to develop innovative strategies for diagnostics and treatment. This review aims to highlight the epidemiology of
S. pyogenes and summarize the current state of knowledge about the mechanisms of its virulence.

Stowa kluczowe: Streptococcus pyogenes, czynniki wirulencji, regulacja ekspresji czynnikéw wirulencji
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1. Wstep

Streptococcus pyogenes (paciorkowiec grupy A, GAS)
jest wiodacym czynnikiem zakazen u ludzi a zakaze-
nia nim, takze o charakterze epidemii, opisywano
juz w ubieglych tysigcleciach. Przelomowe odkrycia
z zakresu biologii i chorobotwoérczosci tego drobno-
ustroju, jakich dokonano w przeszlosci, stanowig istotng
podstawe wiedzy na temat tego patogenu.

Obecnie pomimo ogromnego postepu nauk medycz-
nych w zakresie diagnostyki, leczenia i epidemiologii
zakazen, na calym $wiecie nadal notuje si¢ wysoka
(ponad 700 milionéw rocznie) zapadalnos¢ na roz-
nego rodzaju infekcje wywolane przez GAS. Sytuacja
ta dotyczy w szczegdlnosci krajow rozwijajacych sig.
Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia szacunkowa
liczba zgonéw w wyniku powaznych infekcji GAS
wynosi ponad pét miliona przypadkéw rocznie i umiejs-
cawia S. pyogenes, posrod najczestszych patogenéw czlo-
wieka [9]. Co wazniejsze, od konca lat 80-tych XX w.,
z wielu krajow zaczely naptywac doniesienia o ciezkich
uogolnionych zakazeniach S. pyogenes skutkujacych wy-
soka $miertelnodcia. Liczba tego typu zakazen ciagle
wzrasta i moze stanowi¢ powazny problem diagno-
styczno-terapeutyczny [18].

2. Charakterystyka zakazen powodowanych
przez S. pyogenes

S. pyogenes moze wywolywa¢ zakazenia o réznym
stopniu cigzkosci. W literaturze istnieje wiele syste-
moéw klasyfikacji choréob wywotywanych przez ten
drobnoustrdj [18, 19, 84]. Zakazenia mozna podzieli¢
na na: (i) tagodne i cigzkie, (ii) inwazyjne i nieinwa-
zyjne, (iii) ropne i odlegle nieropne powiklania, oraz
(iv) powierzchniowe i glebokie. W tabeli I przedsta-
wiono zakazenia wywolywane przez GAS, uwzgledniajac
podzial na trzy grupy: zakazenia nieinwazyjne, inwazyjne
oraz nieropne nastepstwa o podlozu immunologicznym.

Do najczgstszych zakazen wywolywanych przez
S. pyogenes nalezg ostre zapalenie gardla i migdatkow
podniebiennych (angina paciorkowcowa) oraz plo-
nica. Szacuje sig, ze rocznie na §wiecie wystepuje ponad
600 milionow przypadkéw paciorkowcowego zapale-
nia gardla, w tym ponad 550 milionéw dotyczy krajow
rozwijajacych si¢ [9]. Infekcja gardla o etiologii GAS
wystepuje przede wszystkim u dzieci w wieku 5-15lat,
natomiast doro$li chorujg rzadziej [74, 83]. Nalezy jed-
nak podkresli¢, ze zakazenia GAS nie ograniczajg si¢ do
wieku dzieciecego ani do zapalen gardta. Znacznie powaz-
niejszymi w bezposrednich skutkach sg zakazenia skory

* Autor korespondencyjny: Zaklad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Narodowy Instytut Lekow; Chelmska 30/34,
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Tabela I

Typy infekcji wywolywane przez S. pyogenes

Rodzaj choroby

Przyklady zakazen

nieinwazyjna
plonica (scarlatina)

zapalenie zatok (sinusitis)

zapalenie pochwy (vaginitis)

zapalenie gardla lub migdalkéw podniebiennych (pharyngitis, tonsilitis)
liszajec zakazny (impetigo contagiosa)

zapalenie ucha srodkowego (otitis media)

inwazyjna przebieg lekki i $rednio-cigzki:
bakteriemia, roza (erysipelas)
zapalenie mie$ni (myositis)
zapalenie pluc (pneumonia),

zapalenie stawdw (arthritis),
przebieg ciezki:

zakazenie tkanki podskdrnej (cellulitis),

zakazenie pologowe (infectio puerperalis)

paciorkowcowy zespdl wstrzasu toksycznego, martwicze zapalenie powiezi (fascitis necrotisans)
zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych (meningitis cerebro-spinalis)

nieropne nastepstwa
o podiozu immunologicznym

goraczka reumatyczna (morbus rheumaticus),
kiebuszkowe zapalenie nerek (glomerulonephritis)

i tkanki podskoérnej. Wiadomo bowiem, iz w duzej licz-
bie przypadkéw inwazyjna postaé zakazenia GAS wywo-
dzi sie z tych schorzen, ktore ze wzgledu na lokalizacje
bardzo fatwo moga ulec rozprzestrzenieniu [65]. Dane
szacunkowe na temat wystepowania paciorkowcowego
zapalenia skory dotyczg glownie krajow rozwijajgcych
sie, gdzie rocznie moze wystepowac okoto 118 milionéw
takich przypadkow [9].

Liszajec zakazny jest miejscowym ropnym zapale-
niem skdry, wystepujacym najczesciej u dzieci w wieku
od 2 do 5 lat. Sposdb przenoszenia liszajca nie zostal
dobrze poznany, wiadomo jednak, ze choroba jest
wysoce zakazna, rozprzestrzenia si¢ szczegélnie tatwo
w duzych zbiorowiskach dzieci, poprzez bezposredni
kontakt z osobg zainfekowang oraz przedmioty wspol-
nego uzytku. Choroba wystepuje czesciej w klimacie
goracym i wilgotnym, gdzie moze mie¢ zwigzek z uka-
szeniami owaddw, jak réwniez w zimniejszych klima-
tach w sezonie letnim. Rozprzestrzenianiu zakazenia
sprzyja tez niski poziom higieny [7].

Cellulitis to zakazenie o roznorodnej lokalizacji,
obejmujace glebsze warstwy skory oraz tkanke pod-
skorng. Do zakazenia dochodzi wskutek uszkodzenia
naskorka lub inng droga poprzez naczynia krwio-
nosne, badz limfatyczne. Zmiany najczesciej lokalizuja
sie w obrebie konczyn dolnych. Pierwszymi objawami
sg rumien i obrzek, ale nie tak wyraznie odgraniczony
jak wrozy [7].

Roéza (erysipelas) jest typowym dla GAS ostrym,
wyraznie odgraniczonym od otaczajacych tkanek, sta-
nem zapalnym skory, obejmujacym réwniez skorne
naczynia limfatyczne. Zaliczana jest czesto do zakazen
o charakterze inwazyjnym, o przebiegu zazwyczaj nie-

ciezkim. Charakterystycznym objawem tej choroby jest
polyskujacy rumien, ktéry moze by¢ zlokalizowany na
twarzy, tutowiu lub konczynach dolnych. W tym ostat-
nim przypadku predysponowane sg osoby chorujace
na zaburzenia krazenia zylnego, u ktérych wystapito
np. owrzodzenie podudzi. Zachorowanie na roze moze
mie¢ réwniez zwigzek z przeprowadzonymi wcze$niej
zabiegami chirurgicznymi (réza przyranna) [71]. Cho-
ciaz réza wystepujaca na twarzy moze w ciagu 4-10 dni
ulec samowyleczeniu, to nieleczona moze doprowadzi¢
do powaznych powiklan. W przypadku konczyn i tuto-
wia, kiedy chorobg sg objete wigksze powierzchnie ciala,
moze doj$¢ do zakazen uogdlnionych lub nawrotow
choroby (ré6za nawrotowa) prowadzacych do trwatych
zmian w naczyniach chlonnych [50].

Istotnymi postaciami zakazen wywolywanych przez
S. pyogenes sa piorunujace infekcje o charakterze inwa-
zyjnym prowadzace do zgonu nawet w ciagu kilku lub
kilkunastu godzin od wystgpienia pierwszych, czesto
malo charakterystycznych objawéw choroby [9].

Inwazyjna choroba wywolywana przez pacior-
kowce grupy A jest definiowana, jako ci¢zkie zakazenie
z objawami, ktéremu towarzyszy izolacja S. pyogenes
z fizjologicznie jalowych tkanek i narzadéw (krew,
plyn mézgowo-rdzeniowy, plyn otrzewnowy, optucno-
wy, osierdziowy, stawowy, bioptat tkankowy). Kliniczne
prezentacje inwazyjnej choroby GAS mozna podzieli¢
na trzy grupy [42]:

« Paciorkowcowy zesp6t wstrzasu toksycznego (strep-
tococcal toxic shock syndrome, STSS) - bardzo
szybko postepujaca choroba powodujaca spadki
ci$nienia tetniczego/wstrzas, wysoka goraczke, roz-
lang wysypke oraz niewydolnos¢ wielonarzadowa;
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» Martwicze zapalenie powiezi (necrotising fascitis,
NF) - gwaltownie postepujace zakazenie w obrebie
tkanki podskdrnej i powiezi przebiegajace z wtérna
martwicg skory;

o Zakazenia, w ktorych nie stwierdzono objawow
STSS lub NF ale charakteryzujace sie izola-
cja S.pyogenes z fizjologicznie jalowych tkanek
i narzagdow. W grupie tej znajduje sie bakteriemia
o nieznanym zrédle pochodzenia oraz infekcje
takie jak zapalenie pluc, opon-mézgowo rdze-
niowych, otrzewnej, szpiku i kosci, septyczne
zapalenie stawow oraz zakazenia okotoporodowe
(goraczka potogowa).

STSS i NF sg niezwykle ciezkimi postaciami zaka-
zenia GAS. Szacuje sie, ze okolo 20% pacjentéow z NF
i 60-80% z STSS umiera. Smiertelno$¢ wéréd pacjen-
tow z innymi typami inwazyjnych zakazen GAS wynosi
10-15% [30]. W badaniach przeprowadzonych w Polsce,
ktore dotyczyty inwazyjnych zakazen GAS zaobserwo-
wano wysoki odsetek $miertelnosci wynoszacy 35% dla
wszystkich analizowanych przypadkéw i siegajacy 50%
wsrod chorych z STSS [87].

W przypadku okolo 3% niedoleczonych, prze-
wleklych lub nawracajgcych infekcji gardta lub skéry
dochodzi do wystepowania odleglych w czasie nie-
ropnych powiklan [18]. Powiktania w postaci goraczki
reumatycznej (acute rheumatic fever, ARF) czy klebusz-
kowego zapalenia nerek (acute poststreptococcal glome-
rulonephritis, APSGN) sg wynikiem reakcji autoimmu-
nologicznych na antygeny GAS. Goraczka reumatyczna
stanowi wielouktadowy odczyn zapalny, wystepujacy
u mlodych, podatnych os6b w nastepstwie infekeji gar-
dla. Autoimmunizacja stanowigca podloze ARF rozwija
sie w mechanizmie mimikry molekularnej. Podobien-
stwo epitopow antygenowych GAS i tkanek ludzkich
powoduje, ze wyzwolona przez paciorkowce humoralna
i komoérkowa odpowiedz immunologiczna zwraca sig¢
przeciw wlasnym tkankom gospodarza wyzwalajac
proces zapalny. Zmiany zapalne w strukturach serca
wystepuja u 40-60% chorych, u ktorych wystapita
goraczka reumatyczna [26]. Choroby serca wywolane
powiklaniami po przebytym zakazeniu sg jedng z gtéw-
nych przyczyn zgonéw zwigzanych z infekcjami grupa
A Streptococcus, a w niektdrych krajach $wiata jak np.
USA, powiktania po infekcjach GAS sa najczestsza
przyczyna nabytych choréb serca u dzieci [9]. Leczenie
penicyling we wczesnym etapie rozwoju paciorkowco-
wej anginy moze zapobiec temu powiktaniu.

Mechanizm powstawania klebuszkowego zapalenia
nerek jest nie do konca poznany. Wiadomo, ze przyczyna
uszkodzenia kiebuszkéw nerkowych jest odkladanie sig
w nich krazacych we krwi komplekséw immunologicz-
nych, w ktorych sktad wchodzg antygeny GAS i skiero-
wane przeciw nim przeciwciala gospodarza oraz skla-
dowe dopelniacza [18]. Liczba zachorowan na APSGN

jest niska w krajach o wysokim statusie ekonomicznym,
ale nadal wysoki poziom obserwuje si¢ w krajach roz-
wijajacych sie [9].

3. Czynniki wirulencji S. pyogenes

S. pyogenes koduje wiele, stale badanych, lecz ciagle
nie do konica poznanych, czynnikéw zjadliwosci i posiada
zfozony mechanizm wywotywania zmian chorobowych.
Umozliwiaja one tej bakterii kolonizacje organizmu
gospodarza, obrone przed ukladem immunologicz-
nym, rozprzestrzenianie si¢ w zakazonym organizmie
oraz niszczenie komorek i tkanek. Sposrod wielu czyn-
nikoéw zjadliwosci, jakimi szczepy GAS dysponujg, do
najwazniejszych nalezg te, ktore sg zwigzane z komorka
bakterii, takie jak biatko M wraz z biatkami towarzy-
szacymi, biatka wigzace fibronektyne, enzym C5a-pep-
tydaza czy kwas hialuronowy. W patogenezie zakazen
S.pyogenes istotna role pelnig réwniez wytwarzane
przez ten drobnoustrdj substancje pozakomorkowe,
takie jak streptolizyna O i S, enzymy (proteazy, DNazy,
streptokinaza), toksyny cytolityczne (hemolizyny) oraz
toksyny pirogenne (egzotoksyny, superantygeny) [18].
Tabela II przedstawia podziat czynnikéw wirulencji GAS
ze wzgledu na ich funkcje w procesie patogenezy.

3.1. Adhezyny

Pierwszym etapem infekgji jest kontakt pomiedzy
bakteriami a komorkami gospodarza. Adhezja jest
procesem o mechanizmie dwuetapowym, w ktérym
w poczatkowej fazie zaangazowane s3 czynniki nieswo-
iste, zwigzane z wlasciwosciami fizykochemicznymi
bakterii, takimi jak potencjal elektrostatyczny czy wlas-
ciwosci hydrofobowe [14]. Kluczowa role w zjawisku,
jakim jest adhezja, odgrywaja jednak przede wszystkim
interakcje specyficzne, w ktorych posrednicza obecne
na powierzchni bakterii bialka (adhezyny) warun-
kujace wysoka swoisto$¢ mechanizméw. Adhezyny
wigzg sie specyficznie z receptorami znajdujacymi sig
na powierzchni komoérek cztowieka, ktérymi sg czesto
biatka blonowe nalezace do super-rodziny integryn,
a oddzialywanie miedzy gospodarzem a patogenem
moze mie¢ charakter bezposredni, albo przebiega¢ za
posrednictwem glikoprotein (fibronektyna, laminina,
witronektyna) wchodzacych w sklad macierzy miedzy-
komorkowej (extracellular matrix, ECM) [58].

Gléwng adhezyng, a jednocze$nie gtéwnym czynni-
kiem wirulencji GAS, jest opisane po raz pierwszy ponad
80 lat temu przez R. Lancefield powierzchniowe
biatko M [43]. Od momentu odkrycia jest przedmiotem
intensywnych badan, a informacje o jego budowie i roli
w patogenezie GAS s stale uzupelnianie, miedzy innymi
dzigki poznaniu sekwencji calego genomu bakteryjnego
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Czynniki wirulencji GAS i ich rola w procesie patogenezy

Tabela IT

Funkcja czynnika wirulencji

Czynnik wirulencji

Czynniki odpowiedzialne za adhezje

biatko M

kwasy lipotejchoiowe (LTA)

biatka wigzace fibronektyne i kolagen
apolipoproteinaza (serum opacity factor SOF)

Czynniki ograniczajace fagocytoze i zaburzajace
dziatanie dopelniacza

otoczka z kwasu hialuronowego HA
biatko M

peptydazy C5a, SpeB

SIC

DNazy (streptodornazy)

Czynniki degradujace chemokiny

peptydaza C5a (scpA), SpyCEP

Czynniki degradujace fanicuchy immunoglobulin IdeS/MAC
SpeB
GRAB
Inwazyny, czynniki degradujace sktadowe hialuronidaza
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz tkanki streptokinaza
leukocydyny
enolaza
SpeB
Czynniki ufatwiajace ucieczke z putapek nukleofilowych | DNazy
Czynniki destabilizujace btony komérkowe streptolizyny Si O
fosfolipaza A2
Superantygeny egzotoksyny pirogenne SPE r(’)inych typow (A, B,C, G, H, L], K, L, M)
SmeZ i SSA
Inne antygen T, peptydoglikan $ciany komérkowej (aktywuje alternatywna
droge dopelniacza)

biatka szoku cieplnego (Clp)
biatka kolagenopodobne (SclA i ScIB)

wielu szczepow S. pyogenes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genome?term=>Streptococcus%20pyogenes). Biatko M
jest prawdopodobnie dzisiaj jednym z najlepiej opi-
sanych czynnikéw bakteryjnych odpowiedzialnych za
zjadliwo$¢. Jego zlozona struktura, funkcja, wlasciwosci
immunochemiczne i zmienno$¢ antygenowa wydaja sie
unikatowe [21].

Biatko M ma a-helikalng budowg, transportowane
jest na zewnatrz komorki przez sortaz¢ i kotwiczone
w blonie i $cianie komoérkowej bakterii przy pomocy
C-konica. W jego budowie wyrdznia sie cztery powta-
rzajgce sie regiony od A do D, réznigce si¢ wielkoscia,
sekwencja aminokwaséw oraz poziomem zmiennosci.
Najbardziej konserwatywne czesci to regiony C i D,
odpowiednio z trzema i czterema powtdrzeniami, za
ktérymi znajdujg si¢ fragmenty polozone w $cianie
i blonie komorkowej: fragment C-koncowy, czes¢ hydro-
fobowa i region bogaty w proling i glicyne. Zmienny
region B (semi-variable region, SVR) z piecioma pow-
torzeniami jest potozony tuz za wysoce zmienng czescia
biatka M (hypervariable region, HVR). Analiza struk-
tury biatka wykazala, ze w jego budowie wystepuja
nieregularne strukturalne motywy typu ,coiled coil”
[54], ktore najprawdopodobniej wplywaja na wigzanie

sie do bialka M fibrynogenu. Podobna, nieregularna
budowa wystepuje w a-helikalnych czesciach biatek
takich jak miozyna, tropomiozyna, laminina, keratyna
i vimentyna [21]. Skladajaca si¢ z regionu A i czedci
N-terminalnej, hiper-zmienny fragment jest najbar-
dziej wysunieta na zewnatrz komorki czescig bialka.
Opsonizujace przeciwciala rozpoznajace biatko M pro-
dukowane sg gtéwnie przeciwko temu epitopowi, a juz
drobne zmiany sekwencji aminokwasowej wplywaja
znaczaco na specyficzno$¢ rozpoznawania tego rejonu
przez przeciwciala anty-M. Z tego powodu sekwencja
aminokwasowa fragmentu HVR jest wyznacznikiem
serotypu. Ze wzgledu na niewygode serotypowania przy
uzyciu surowic, opracowano metode wyznaczania typu
biatka M poprzez sekwencjonowanie fragmentu genu
kodujacego region HVR. Obecnie znanych jest ponad
90 serotypow i ponad 200 ermm typow biatka M, a okres-
lone typy serologiczne odpowiadajg typom genetycz-
nym biatka M [2]. Przeciwciala skierowane przeciwko
biatku M zabezpieczaja przed ponownym zakazeniem
GAS, sa jednak serotypowo specyficzne, wiec zakazenie
okreslonym serotypem bedzie zabezpieczalo wytacznie
przed infekcja szczepami o takim samym serotypie
[84]. Fragment HVR wydaje si¢ by¢ rowniez zwigzany
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z obrong przeciw peptydom antybakteryjnym jak LL-37
i mCRAMP [44].

Gl6éwng funkcja, jaka w patogenezie zakazenia pelni
bialko M, jest zapobieganie fagocytozie przez leukocyty
wielojadrzaste i makrofagi gospodarza. Unikanie fago-
cytozy przez GAS z udzialem bialka M jest zlozonym,
nie do konca wyjasnionym procesem, w ktéry zaanga-
zowane sg zarowno region HVR, jak i cze$¢ konser-
watywna C. Uwaza sig, ze paciorkowcowe biatko M
wigze si¢ z dwoma biatkami regulujacymi aktywacje
dopelniacza, z czynnikiem H (complement factor H,
CFH) w regionie C i z bialkiem FHL-1 (factor-H-like
protein-1) w regionie HVR [66]. W wyniku tej inter-
akcji nastepuje zakldcenie procesu fagocytozy na sku-
tek degradacji czasteczek C3b, bedacych opsoninami
przylaczanymi do powierzchni bakterii w procesie
alternatywnej aktywacji dopetniacza [6]. Po raz pierw-
szy interakcje pomiedzy biatkami ukladu dopelniacza
i S. pyogenes opisali Horstmann i wsp. Wykazali
oni, ze region C biatka M S. pyogenes wiaze si¢ z czyn-
nikiem H [32]. Pdzniejsze badania nad szczepami sero-
typu M4 wykazaty, ze inny skladnik klasycznej aktywacji
ukladu dopelniacza, biatko C4b, moze by¢ przytaczany
do N-koncowego fragmentu biatka M i efektywnie pro-
wadzi¢ do zaburzenia procesu fagocytozy [37]. Dodat-
kowo tak zwane M-like proteins majg zdolnos¢ wigzania
czynnika C4a, bedacego regulatorem drogi klasyczne;j
aktywacji dopelniacza [66, 88].

Wiadomo réwniez, ze biatko M wplywa na rozwoj
paciorkowcowego wstrzasu toksycznego. Herwald
i wsp. [28] zaobserwowali, ze GAS po przedostaniu
sie do krwi osoby zakazonej, uwalnia z powierzchni
biatko M, ktdre nastepnie poprzez swdj region B tworzy
duze konglomeraty z biatkiem osocza, fibrynogenem.
Powstate w trakcie zakazenia kompleksy facza sie z 32
integrynami takimi jak CD11b/CD18) na powierzchni
neutrofili, doprowadzajac do ich aktywacji. Dodatkowo
biatko M faczy sie poprzez IgG z receptorem FcyRII,
co w koncowym efekcie prowadzi do zwigkszonego
uwalniania biatka wigzacego heparyne (HBP), peptydu
LL-37, albuminy i enzymoéw litycznych [21]. Uaktyw-
nione leukocyty, wigzac si¢ z $rodblonkiem naczyn
krwionos$nych, doprowadzaja do jego uszkodzenia.
Efektem uszkodzenia $rodblonka jest nieszczelno$é
naczyn, w czego konsekwencji nastepuje spadek cisnie-
nia tetniczego, wykrzepianie wewnatrznaczyniowe oraz
uszkodzenia narzaddéw. Sg to objawy charakteryzujace
wstrzas toksyczny. Po raz pierwszy kompleksy biatko
M-fibrynogen zidentyfikowano w materiale biopsyj-
nym pobranym od pacjenta z martwiczym zapaleniem
powiezi i STSS [28].

Wyniki badan Pahlmana i wsp. [63], ponadto
wykazaty, ze uwolnione do krwiobiegu biatko M moze
bezposrednio poprzez interakcje z receptorami blono-
wymi TLR2 (Toll-like receptors 2) aktywowaé monocyty

do produkgji cytokin pro-zapalnych. Posrednia aktywa-
cja monocytéw nastepuje z kolei w wyniku oddzialywa-
nia HBP z integrynami na ich powierzchni. Biatko M
moze dodatkowo wigza¢ sie do integryn GPIIb/IIIa
i receptora FcyRII na powierzchni trombocytéw prowa-
dzac do ich aktywacji, co wplywa nie tylko na agregacje
plytek i tworzenie skrzepow, ale rowniez na dodatkowe
pobudzenie monocytéw i neutrofili.

Adhezja GAS, w ktorej posrednicza dwie domeny
biatka M, konserwatywna i zmienna, zalezy od jego
typu serologicznego. Szczepy S. pyogenes o typie M1
i M3 majg zdolnos$¢ wigzania fibronektyny, w ktorej
posredniczy cze$¢ zmienna biatka M. Natomiast w przy-
padku szczepéw o typie M6 w procesie adhezji bierze
udzial domena konserwowana biatka M, a receptorem
jest bialko CD46 skérnych keratynocytow [14, 61]. Od
dawno wiadomo, ze niektore serotypy biatka M sg nie-
przypadkowo zwigzane z pewnymi klinicznymi posta-
ciami zakazen GAS i pojawiajg si¢ w réznym czasie
i w réznym geograficznym rozmieszczeniu. Na przy-
kiad szczepy GAS o serotypie M1 odpowiedzialne sg za
wiele réznych przypadkéw zakazen inwazyjnych, ktdre
moga mie¢ charakter epidemii w réznych regionach
$wiata a szczepy M28 czesto powoduja goraczke poto-
gowa [24]. Wiele cigzkich postaci infekcji GAS, takich
jak STSS i NE jest powigzanych z wystepowaniem szcze-
pow o serotypie M1 i M3 [4], natomiast za epidemie
goraczki reumatycznej odpowiedzialne sg szczepy GAS
o serotypie M18 [80].

Pierwsza scharakteryzowang adhezyna S. pyogenes byt
kwas lipoteichowy (lipoteichoic acid, LTA), ktory nadaje
komorce wlasciwosci hydrofobowe poprzez tworzenie
komplekséw z biatkiem M i biatkami towarzyszacymi
(M-like proteins) [16]. Przez wiele lat przypuszczano, ze
LTA wraz z biatkiem M s3 jedynymi czynnikami odpo-
wiedzialnym za przyleganie GAS do komoérek eukario-
tycznych. Dzisiaj jednak wiadomo, ze funkcje te spelnia
przynajmniej siedemnascie struktur powierzchniowych
komorki bakteryjnej GAS. Posréd nich udokumento-
wang role pelnia otoczka z kwasu hialuronowego oraz
szereg innych biatek takich jak F1, F2 1 R28 [14].

Kodowane przez gen prtFI, odkryte w roku 1992
biatko F1 posiada zdolno$¢ wigzania fibronektyny [14].
Ostatnie badania wykazaly jego role w procesie wnikania
GAS do wnetrza komoérek nablonkowych gospodarza.
Wykazano, ze wigkszos¢ S. pyogenes ulega internaliza-
¢ji do wakuoli komorkowych w trakeie ich stacjonarnej
fazy wzrostu. Znajdujace si¢ we wnetrzu komorki bakte-
rie moga takze stanowic¢ rezerwuar i potencjalne zrodio
nawrotu zakazenia [60, 77]. Dodatkowo taka lokalizacja
ostabia mozliwo$ci zwalczania ich przez uklad odpor-
nosciowy gospodarza oraz daje bakteriom dostep do
tozyska krwi [19].

Wazng adhezyna GAS, produkowang przez ponad
polowe serotypdw S. pyogenes, jak réwniez przez inne
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gatunki paciorkowcow i gronkowcdw jest apolipopro-
teinaza SOF (serum opacity factor) [17]. Nazwa SOF
pochodzi od zdolnosci do wywotywania zmetnienia
surowicy ssakow poprzez tworzenie duzych agregatow
lipidowych. Ponadto udowodniono zdolnos¢ apoli-
poproteinazy do wigzania fibronektyny, fibrynogenu
i fibuliny-1 [15], a rola jaka pelni jest $cisle powigzana
z hamowaniem procesu fagocytozy [13].

3.2. Czynniki sprzyjajace rozprzestrzenianiu si¢
bakterii w organizmie gospodarza

Po wstepnym kontakcie komorek bakterii z tkan-
kami gospodarza, rozpoczyna si¢ ich rozprzestrzenia-
nie w organizmie. W proces ten zaangazowany jest caly
szereg czynnikow wirulencji, bedacych w wigkszosci
enzymami hydrolitycznymi réznych klas, takimi jak hia-
luronidazy, proteazy, lipazy, kolagenazy i nukleazy. Bak-
teryjne proteinazy, jako aktywne proteolitycznie enzymy
pozakomorkowe sg bardzo istotnym czynnikiami zja-
dliwosci, uczestniczacym w procesie rozprzestrzeniania
sie bakterii chorobotwérczych oraz destrukeji tkanek
gospodarza. Moga one takze bra¢ udzial w procesie uni-
kania przez bakterie swoistych i nieswoistych mecha-
nizméw obronnych gospodarza oraz modulacji jego
ukladu immunologicznego podczas zakazenia i stanu
zapalnego. Wiele proteinaz bakteryjnych nalezgcych
do klas takich jak proteazy serynowe, cysteinowe i aspa-
raginowe moze mie¢ znaczenie dla wyzej wymienio-
nych zjawisk [89].

Rozprzestrzenianie si¢ infekcji GAS w organizmie
gospodarza jest mozliwe przede wszystkim dzieki zdol-
nosci tej bakterii do degradacji elementéw macierzy
miedzykomorkowej. Podstawowym enzymem odpowie-
dzialnym za degradacje tkanek gospodarza jest proteaza
cysteinowa SpeB [38]. Wytwarzana w toku zakazenia
proteaza SpeB degraduje fibronektyne i witronektyne,
biatka wchodzace w sktad struktury macierzy pozako-
morkowej gospodarza, istotne dla procesu homeostazy.
Proteolityczna aktywacja ludzkich metaloproteaz macie-
rzy miedzykomorkowej prowadzona przez SpeB, posred-
nio uczestniczy w masywnych uszkodzeniach tkanek
gospodarza, ktore sg charakterystyczne dla martwiczego
zapalenia powiezi i innych infekcji inwazyjnych GAS.
Dodatkowo SpeB degraduje kininogen do bradykininy,
co powoduje zaburzenia w przepuszczalnosci naczyn
krwiono$nych bedacych jednym z objawéw STSS. Pro-
teaza SpeB posiada rowniez aktywnos$¢ wobec ludzkich
immunoglobulin. Przeciwciala IgG s3 rozcinane na dwa
fragmenty Fab i jeden Fc, co w znaczacy sposob zaburza
zaréwno humoralna jak i komoérkowa odpowiedz immu-
nologiczng gospodarza. Dodatkowa SpeB powoduje
rozszczepienie COOH-konca cigzkiego tancucha prze-
ciwcial IgA, IgD i IgM na mniejsze fragmenty a w przy-
padku dzialania na ciezki fancuch immunoglobuliny

IgE powoduje jej degradacje. SpeB aktywuje natomiast
interleukiny 6 i 8 oraz czynnik martwicy nowotworéw
[11]. Toksyna SpeB posiada takze inne wtasciwosci
immunmodulacyjne takie jak aktywacja czynnikow pro-
zapalnych wplywajacych na obraz infekcji S. pyogenes.
Aktywuje interleuking IL-13, ktdra jest silnym mediato-
rem zapalnym [12]. Prowadzone obserwacje pacjentéw
z réznym stopniem nasilenia choroby inwazyjnej GAS,
takich jak na przyklad rdza, zapalenie tkanki lgcznej,
pluc, bakteriemia, septyczne zapalenie stawdw, zespdt
wstrzasu toksycznego czy martwicze zapalenie powiezi
wykazaly, ze wytwarzaja oni zwigkszong ilo$¢ przeciw-
cial przeciw SpeB [52]. Sugeruje sie tez, ze toksyna SpeB
bierze udzial w patogenezie APSGN wyzwalajac proces
zapalny w klebuszkach nerkowych jeszcze przed aku-
mulacjg w nich komplekséw immunologicznych. Wyka-
zano tez, w surowicy pacjentéw z APSGN zwigkszony
jest poziom przeciwcial anty-SpeB [56].

W przeciwienstwie do niespecyficznego dzialania
SpeB, szereg proteaz wytwarzanych przez GAS oddzia-
luje z ukladem immunologicznym gospodarza w sposéb
wielce specyficzny. Najwazniejsza z nich jest ScpA [94]
- proteaza, ktéra inaktywuje skladnik C5a ludzkiego
dopelniacza, co skutkuje obnizong chemotaksja neutro-
fili do miejsca zakazenia [35].

Biatkiem aktywnosci zblizonej do SpeB jest wydzie-
lana do $rodowiska proteaza cysteinowa Mac/IdeS
(immunoglobulin G endopeptidase). W sposob gatun-
kowo specyticzny odcina fancuch ciezki ludzkiego IgG,
co ogranicza fagocytoze [46]. Ma ona réwniez zdolnos$¢
blokowania receptoréw dla neutrofili, znajdujacych sie
w czesci Fe przeciwcial juz przytaczonych do komorki
GAS. Mac/IdeS jest przy tym nieaktywna wzgledem
pozostatych klas immunoglobulin [46]. W proteomie
S.pyogenes wyrézniono dwa warianty biatka: IdeS/
Mac-1 oraz Mac-2. Ocenia si¢, Ze obie formy alleliczne
maja charakter bifunkcyjny, a jedynie w przypadku
typu M28 GAS funkcja bialka rozdzielona jest miedzy
endopeptydaze IgG (IdeS/Mac-1) oraz bloker recepto-
réw w czesci Fe przeciwcial (Mac-2) [81]. Badania nad
Mac/IdeS dotycza réwniez potencjalnego wykorzysta-
nia tej proteazy jako leku ukierunkowanego na leczenie
schorzen o charakterze autoimmunologicznym, wywo-
fanym duzym stezeniem IgG krazacego we krwi po
przebytej infekcji, a skierowanym przeciwko antygenom
upodobnionym do ludzkich receptoréw komoérkowych.
W ciggu 15 minut, 15 mikrograméw proteazy jest zdolne
do kompletnej degradacji IgG zawartych w 1 ml ludz-
kiej krwi [36]. Przeprowadzone testy in vivo wskazuja
na doskonale efekty leczenia ktebuszkowego zapalenia
nerek, zaréwno w odniesieniu do krazacych w surowicy
kompleksow immunologicznych, jak i tez wobec tych
odktadanych w kiebuszkach nerkowych [95].

Waznym czynnikiem modulujacym odpowiedz im-
munologiczng na infekcje GAS jest niedawno odkryta
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zewnatrzkomorkowa proteaza degradujaca chemokiny,
SpyCEP/ScpC (S. pyogenes cell envelope protease). Po-
dobnie do SpeB, SpyCEP jest zakotwiczona w $cianie
komorkowej a w przypadku wysokiej produkcji znajduje
sie ja rowniez poza komorka. SpyCEP wykazuje aktyw-
nos¢ proteolityczng wzgledem ludzkiej interleukiny 8
(IL8/CXCLS8), a takze innych tkankowych czynnikéw
chemotaktycznych, takich jak bialko chemotaktyczne
dla granulocytéw 2 (granulocyte chemotactic protein 2,
GCP-2/CXCL6), GROB/MIP-2a/CXCL2 (macrophage
inflammatory protein 2-alpha, growth-related protein
beta) oraz GRO (growth-related oncogene alpha, GROa/
CXCL1) [41, 86]. Dzialanie SpyCEP obniza zdolno$¢
aktywacji neutrofili i makrofagéw, zabezpieczajac tym
samym komorki patogenu przed fagocytoza. SpyCEP
jest czynnikiem typowym dla szczepow silnie inwazyj-
nych oraz zdolnych do glebokiego penetrowania tkanek
gospodarza. Wplyw na wirulencje i zasieg uszkodzen
tkanki potwierdzony zostal w eksperymentach z uzy-
ciem mutantdw izogenicznych S. pyogenes, jak réwniez
rekombinantéw Lactococcus lactis, ktére po nabyciu
genu kodujacego SpyCEP powodowaly w modelach
zwierzecych silnie inwazyjny przebieg zakazenia, z moz-
liwoscig utrzymywania si¢ patogenu w gérnych drogach
oddechowych, jak réwniez penetracji do ptuc [86].
Kolejnym biatkiem, ktdrego funkcja sprzyja zdolnosci
blokowania ukladu immunologicznego gospodarza,
jest SIC (streptococcal inhibitor of complement-media-
ted lysis). SIC nie jest proteaza, wigze si¢ z kompleksem
C5b-C9 dopetlniacza i blokuje jego koncowsa cytotok-
syczng aktywnos$¢ [1]. Wykazano, ze produkcja SIC
ma znaczacy wplyw na przebieg kolonizacji §luzdéwek
w mysim modelu infekcji, a bakterie pozbawione genu
sic sa znacznie gorszymi kolonizatorami [48]. Produkcja
SIC ma réwniez wptyw na adhezje, a by¢ moze rowniez
internalizacji¢ do komdrek eukariotycznych [29].
Innymi enzymami uczestniczacymi w degradacji
tkanek gospodarza sg enolaza, streptokinaza i hialuro-
nidaza. Hialuronidaza hydrolizuje kwas hialuronowy,
bedacy skladnikiem bazowym tkanki lacznej, przez
co umozliwia atakowanie i rozktad tkanek migkkich
w przebiegu zakazenia inwazyjnego [18]. Enolaza
i streptokinaza dzialaja jako receptory dla ludzkiego
plazminogenu. W naturalnych warunkach, aktywacja
plazminogenu i jego przemiana w aktywng proteaze
serynowa, czyli plazmine, to element kaskady przeciw-
zakrzepowej zwigzanej z procesem gojenia ran, odnowy
tkanek i angiogenezy [5]. Streptokinaza jest biatkiem,
ktére pozwala bakteriom wykorzysta¢ naturalne pro-
cesy przebiegajace w organizmie gospodarza w celu
destrukgcji tkanek. Na powierzchni komoérki bakteryjnej
streptokinaza formuje kompleks 1:1 z ludzkim (specy-
ficznos¢ gatunkowa) plazminogenem, co prowadzi do
przemiany w aktywng forme. Po aktywacji, plazmina
na powierzchni komorki GAS degraduje biatka matriks,

blone podstawng, kolagen i tkanki gospodarza, przez
co wplywa na rozprzestrzenianie si¢ bakterii w orga-
nizmie gospodarza. Inwazyny maja wptyw na wywigza-
nie si¢ nieropnych powiktan. Produkeje streptokinazy
aczy sie z wystepowaniem klebuszkowego zapalenia
nerek, a wysoki poziom przeciwcial skierowanych
przeciw enolazie wykrywany jest w przypadku choroby
reumatyczne;j.

DNazy to kolejny element zwigzany z ucieczkg GAS
przed ukladem immunologicznym gospodarza. Podczas
poczatkowych etapow infekcji bakteryjnej, komorki
ukladu immunologicznego ulegaja lizie w miejscu infek-
cji, co w efekcie prowadzi do uwolnienia chromosomal-
nego DNA i utworzenia tzw. ,,putapek nukleofilowych”
DNAzy produkowane przez GAS pozwalaja na hydro-
liz¢ chromosomalnego DNA i na uwolnienie si¢ bakterii
z tych putapek, a nastepnie ich dalsze rozprzestrzenianie
sie poza poczatkowe miejsce infekcji [85].

3.3. Toksyny

Cechg charakterystyczng S. pyogenes jest produkcja
szeregu toksyn, zaliczanych do dwdch klas: cytolizyn
oraz toksyn pirogennych (superantygenéw). Gléwne
cytolizyny GAS to streptolizyna O i streptolizyna$,
ktére odpowiedzialne sg za tworzenie otwordéw w blo-
nach komodrkowych, a co za tym idzie, lize komoérek
gospodarza. Bezpo$rednim efektem dzialania strepto-
lizyn jest hemoliza typu B, widoczna podczas wzrostu
na podlozu wzbogaconym krwig [57].

Inng grupa toksyn destabilizujacych btone komo-
rek eukariotycznych sg fosfolipazy. W szczepach GAS
zidentyfikowano fosfolipaze A2 (streptococcal phospho-
lipase A2, Sla), opisang po raz pierwszy dzigki analizie
genomu serotypu M3 [4]. Wykazuje ona wysoki po-
ziom podobienstwa strukturalnego do toksyny zawartej
w jadzie australijskiego weza z gatunku Pseudonaja texti-
lis. Zdolnos¢ do produkeji Sla zwigzana jest bezposred-
nio ze wzrostem zjadliwosci szczepdéw GAS i miala naj-
prawdopodobniej wplyw na klonalne rozprzestrzenianie
sie wysoce wirulentnych klonéw serotypu M3 [79].

Niezwykle wazng role w patogenezie zakazen GAS
pelnia wytwarzane przez ten drobnoustrdj paciorkow-
cowe egzotoksyny pirogenne (streptococcal pyrogenic
exotoxin, Spes). Sa one zewnatrzkomoérkowymi bial-
kami, w wigkszo$ci nalezagcymi do duzej rodziny tok-
syn pirogennych o wlasciwoéciach superantygenow
(pyrogenic toxin superantigens, PTSAgs). Toksyny Spes
sa spokrewnione z wytwarzanymi przez Staphylococcus
aureus PTSAgs, do ktdrych naleza toksyna wstrzasu tok-
sycznego (toxic shock syndrome toxin-1, TSST-1) i gron-
kowcowe enterotoksyny [52]. Do superantygenéw zali-
cza si¢ toksyny, ktére powoduja nadmierng mobilizacje
ukladu immunologicznego z pomini¢ciem drogi klasycz-
nej, wywolujac niespecyficzng poliklonalng aktywacje
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limfocytéw T [82]. Dzieje si¢ tak dlatego, ze toksyny te
nie reaguja z unikatowym miejscem wigzacym anty-
gen, jakim jest kompleks TCR (T-cell receptor) i MHC
(major histocompatibility complex) klasy II, ale przy-
faczaja si¢ bezposrednio do zewnetrznej powierzchni
receptora TCR (fragment zmienny tancucha B, V) i
do zewnetrznej czesci czasteczki MHC klasy II. W ten
sposob pobudzone zostajg liczne klony limfocytéw T
(ok. 20%) o roéznej swoistosci antygenowej, ktorych
wspdlng cecha jest region V{ receptora TCR [52].
Aktywowane przez superantygeny limfocyty T uwal-
niaja cytokiny prozapalne, takie jak czynnik martwicy
nowotworu alfa, TNF-a (tumor necrosis factor alpha),
interleukiny IL-1 i IL-6 czy interferon gamma IFN-y
(nterferone gamma), ktére wydzielane w nadmiarze
dzialaja silnie uszkadzajaco na tkanki ustroju, prowa-
dzac do objawdw wstrzasu toksycznego [20]. Co cie-
kawe, biatko M dziala nie tylko pozapalnie, ale réwniez
jako superantygen [64].

W chwili obecnej znanych jest ponad 11 supearaty-
genéw produkowanych przez S. pyogenes. Sa to: pacior-
kowcowe egzotoksyny pirogenne SpeA, SpeC, SpeEF,
SpeG, SpeH, Spel, Spe], SpeK, SpeL, SpeM, paciorkow-
cowa egzotoksyna mitogenna Z (streptococcal mitogenic
exotoxin, SmeZ) i paciorkowcowy superantygen (strepto-
coccal superantigen, SSA). Geny kodujace je czgsto zlo-
kalizowane s3 w obrebie mobilnych elementéw gene-
tycznych [3]. Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych
toksyn wykazuje ogromne zrdéznicowanie w obrebie
populacji S. pyogenes i moze stanowi¢ ceche diagno-
styczna [8]. Niestety funkcja superantygenéw w proce-
sie patogenezy nie jest jeszcze dokladnie scharakteryzo-
wana. Stosunkowo najlepiej poznane sg toksyny SpeA
i SmeZ, ktérych wytwarzanie jest prawdopodobnie
zwigzane z zespolem wstrzasu toksycznego i plonica
(SpeA) [27, 96] oraz chorobg Kawasaki (SmeZ) [20].

Pierwsza opisang toksyna S. pyogenes byla toksyna
SpeA [52]. Jej dzialanie wigzano poczatkowo z wysta-
pieniem goraczki oraz powstawaniem charakterystycz-
nej wysypki w plonicy. W latach 80 XX wieku, zaczeto
intensywnie monitorowaé pojawianie si¢ inwazyjnych
szczepdw GAS, ktérych wzmozona zjadliwo$¢ kojarzono
ze zdolnoscig do produkeji toksyn [68]. Schlievert
i wsp. udowodnili, ze wsréd krolikéw zainfekowanych
izogenicznymi szczepami GAS, réznigcymi si¢ obecnos-
cig lub brakiem genu speA w fagu T12, STSS rozwinat
sie tylko u tych, ktérym podano szczepy GAS wytwa-
rzajgce toksyne SpeA. Dodatkowo zaobserwowano, ze
podana kroélikom szczepionka zawierajaca antygen SpeA
chronila je nie tylko przed wystapieniem objawdéw STSS,
ale rdwniez przed rozwojem martwicy migsni i powiezi.
Sugeruje to, ze SpeA, cho¢ nie jest jedyna toksyng odpo-
wiedzialng za rozwdj STSS, przeciwciala gospodarza
skierowane przeciw SpeA moga odgrywac znaczaca role
w zapobieganiu ciezkim postaciom infekcji GAS [72].

Takze zakrojone na szeroka skale badania epidemiolo-
giczne wykazaly, zZe posréd wszystkich toksyn pirogen-
nych, toksyna SpeA ma szczegdlny zwigzek z wystapie-
niem STSS. Zaobserwowano, ze wigkszos$¢ inwazyjnych
szczepOw GAS o serotypach M1 i M3, odpowiedzial-
nych za STSS, produkuje toksyne SpeA i posiada gen
speA [27,45,72]. W analizie inwazyjnych szczepow GAS
izolowanych na terenie Polski wykryto gen speA w 24%
szczepow [87] Dzisiaj wiadomo, ze sytuacja jest bardziej
zfozona, a za inwazyjno$¢ paciorkowcow grupy A odpo-
wiada kompleksowe dzialanie wzajemnie uzupelniaja-
cych si¢ czynnikéw zjadliwosci [52].

Inng toksyna, ktéra wraz z egzotoksyna SpeA ma
zwigzek z pojawianiem si¢ STSS u pacjentéw z cigz-
kimi zakazeniami GAS jest kodowana przez faga CS112
toksyna SpeC [22]. Jest to toksyna zdecydowanie mniej
poznana w poréwnaniu z toksyng SpeA, miedzy innymi
z powodu jej stabej immunogennosci i duzej niestabil-
nosci [53]. Toksyna SpeC jest zwigzana z wieloma inwa-
zyjnymi zakazeniami GAS i zostala opisana w epide-
micznych szczepach o typie M18 odpowiedzialnych za
goraczke reumatyczng [73]. Wérod inwazyjnych szcze-
poéw izolowanych w Polsce speC wystepuje w az 41.5%
szczepow [87].

Wiréd produkowanych przez GAS superantygenow
na uwage zastuguje po raz pierwszy wykryta w roku 1992
w inwazyjnych szczepach GAS o serotypie M3 toksyna
SSA (streptococcal superantigen), kodowana przez bak-
teriofagowy gen ssa. Interesujacym jest fakt, Ze gen ten
wykazuje az 60% homologii w sekwencji aminokwaso-
wej z genem enterotoksyny gronkowcowej SE (staphy-
lococcal enterotoxin) B i C [55].

Inna wytwarzana przez GAS toksyna pirogenna,
SpeE jest wielofunkcyjnym bialkiem opisywanym wczes-
niej jako czynnik mitogenny (mitogenic factor, MF).
Dzisiaj wiadomo, ze spelnia on rowniez funkcje super-
antygenu oraz posiada aktywnos¢ cieplostalej nukleazy
[34]. Sklonowana po raz pierwszy w roku 1993, kodo-
wana przez gen umieszczony na chromosomie bakte-
ryjnym toksyna SpeF nie wykazuje podobienstwa do
zadnej toksyny i wystepuje tylko u S. pyogenes [97, 98].
Zaobserwowano zwigzek pomiedzy poziomem uwalnia-
nej toksyny SpeF i cigzko$cia zakazenia GAS. Poprzez
badania fragmentéw tkanek pobranych od pacjentow
z zakazeniami skory o etiologii S. pyogenes, wykazano,
ze toksyna SpeF byla obecna we wszystkich ocenianych
materiatach biopsyjnych, a profil uwalnianych cytokin
oraz proliferacyjna odpowiedz na dzialanie SpeF byt
zalezny od stopnia rozwoju stanu zapalnego w zain-
fekowanej przez GAS tkance gospodarza [59]. Istnieja
tez dane sugerujace, ze ilo§¢ produkowanej przez GAS
toksyny SpeF jest rézna i zalezna od typu biatka M.
Szczepy o typie M1 i M3, ktére sg zwigzane z zakaze-
niami inwazyjnymi produkuja jej znacznie wigcej niz
pozostate GAS o innych typach biatka M [51].
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4. Regulacja ekspresji czynnikow wirulencji

Zdolno$¢ patogenu do syntezy okreslonych czyn-
nikéw wirulencji nie jest rownoznaczna z opisem jego
rzeczywistej zjadliwosci. W $wietle ostatnich badan,
niezwykle istotny wplyw na procesy patogenezy wydaja
sie mie¢ procesy regulujace ekspresje czynnikow wiru-
lencji, zwlaszcza w odpowiedzi na zmieniajace sie
warunki srodowiska.

U bakterii takich jak paciorkowce, gdzie nie wyste-
puje na duzg skale kontrola regulacji poprzez alter-
natywne czynniki sigma, za regulacje odpowiedzi na
bodzce srodowiskowe odpowiedzialne sg gtéwnie tak
zwane systemy dwuskladnikowe (Two Component
Systems, TCS). System taki sklada sie z kinazy, zako-
twiczonej w blonie komoérkowej, odbierajacej sygnat
ze Srodowiska i biatka regulatorowego. Po odebraniu
sygnalu przez kinaze, ktérym moze by¢ na przykiad
zmiany stezenia jonéw metali [25], nastepuje fosfory-
lacja lub defosforylacja regulatorowego biatka. Fosfory-
lacja biatka regulatorowego wplywa na zmiane jego kon-
formacji i umozliwia przytaczanie (lub odtaczanie) od
regulowanych promotoréw. Stopien komplikacji syste-
mow przekazywania sygnalu moze wzrasta¢, a w kaska-
dzie regulacyjnej uczestnicza wtedy dodatkowe biatka
przekaznikowe. Systemy z dodatkowymi skladnikami
nosza nazwe ,,phosphorelay” [69]. Strategia bezposred-
niej reakcji na bodziec umozliwia wytwarzanie bialek
o charakterze adhezyn i inwazyn tylko w warunkach
osiggniecia docelowej niszy ekologicznej. Ich aktywacja
zwigzana moze by¢ z panujacymi w danym momencie
warunkami srodowiskowymi, a takze z sygnalizacja ze
strony systemu quorum sensing i sygnalem przekazywa-
nym przez inne systemy dwuskladnikowe.

W zsekwencjonowanych genomach GAS znaleziono
do tej pory ponad 100 niezaleznych regulatoréw oraz
13 systemoéw dwusktadnikowych [78], ktdérych sie¢
regulatorowa nie jest jednak w pelni poznana. Glow-
nym, i najlepiej poznanym systemem kontrolujagcym
wirulencje S. pyogenes, obecnym tez w innych gatun-
kach paciorkowcdw, jest system CovRS (CsrRS) [47].
W wyniku wieloletnich badan stwierdzono, iz jest on
odpowiedzialny za regulacje wielu czynnikéw wirulen-
cji takich jak otoczka z kwasu hialuronowego, biatka
wigzace kolagen, proteazy (Mac, SpeB, ScpA, SpyCEP),
DNazy i streptolizyna S [23, 90]. System ten jest jed-
nym z nielicznych, dla ktérych zidentyfikowano sygnat
$rodowiskowy, w postaci stezenia dwuwartosciowych
jonéw magnezu [25].

Drugim po CovRS systemem dwuskladnikowym
GAS, ktorego funkcje udalo si¢ ustali¢ jest system Ihk/
Irr. System ten bierze udziat w regulacji ekspresji genow
odpowiedzialnych za inwazj¢ leukocytéw wielojadrza-
stych i obrone przed fagocytozg przez komorki uktadu
immunologicznego [92, 93]. System ten reguluje geny

zaangazowane w wirulencje (adhezyny, streptolizyna S,
DNazy), jak rowniez geny zwigzane z odpowiedzig na
stres oksydacyjny i synteza $ciany komdrkowej [93].

Trzecim historycznie rozpoznanym systemem GAS
o znanej funkcji jest FasBCA. Jest on do$¢ nietypowy,
poniewaz w jego sktad wchodza dwie kinazy, FasB
i FasC oraz regulator FasA, przy czym caly mechanizm
regulacyjny wymaga dodatkowej obecnosci regula-
torowego RNA; fasX. System ten kontroluje ekspresje
streptokinazy, streptolizyny S oraz biatek wiazacych
fibronektyne [39].

Dzieki systematycznej analizie systeméw regulato-
rowych GAS, poznano sieci regulatorowe i potencjalng
funkcje kolejnych systemoéw, posrédd ktorych system
MS5005_Spy_0680/0681 (spy0874/0875, sptRS) ma wplyw
na ekspresje wielu czynnikéw wirulencji i jest odpowie-
dzialny za regulacje metabolizmu zlozonych wielocukréw
[76, 78]. Inne systemy, ktorych funkcja zostala poznana
dzieki systematycznym analizom transkrypcyjnym to
M5005_Spy_0830/0831 (regulacja metabolizmu ma-
leinianu), M5005_Spy_0784/0785 (regulacja transport
mannozy/fruktozy) oraz system M5005_Spy_1280/1281
(regulacja gendw w fazie stacjonarnej) [78].

W regulacji wirulencji i odpowiedzi na warunki
zewnetrzne, biora réwniez udzial, tzw. stand alone
response regulators, czyli regulatory, ktoére zachowuja
sie jak klasyczne geny regulatorowe odpowiadajgce na
sygnal, przy czym nie udalo si¢ jak do tej pory wykry¢
specyficznej kinazy, ktdra je fosforyluje/defosforyluje
[40]. Mogga one pelni¢ funkcje nadrzedne lub podrzedne
w stosunku do systeméw dwusktadnikowych tzn. regu-
lowa¢ lub by¢ regulowane przez TCS, co dodatkowo
komplikuje sieci regulatorowe.

W chwili obecnej, najlepiej scharakteryzowanym
regulatorem jest regulator Mga (multiple gene regula-
tor of GAS), ktéry wplywa na ekspresje wielu adhezyn,
wlaczajac w to biatko M, biatka M-like typu Mrp, Enn,
FcR, wzrost w postaci biofilmu, peptydazy C5a oraz
SIC. Funkcja Mga jest zwigzana z regulacja gendéw pod-
czas fazy szybkiego wzrostu, co odzwierciedla warunki
podczas inwazji tkanek i rozprzestrzeniania si¢ bakterii
w organizmie gospodarza. Zmiany w ekspresji Mga
obserwowane byly réwniez w reakeji na podniesiony
poziom CO,, wahania temperatury i obnizone stezenie
jonow zelazowych. Nie stwierdzono natomiast, czy jest
to wplyw bezposredni, czy warunkowany kaskadowsa
regulacjg dzialajacg przez inne czynniki jak np. TCS.
Szacuje sie, iz Mga moze modulowa¢ ekspresje nawet
10% genomu GAS [31].

Kolejnymi regulatorami zwigzanymi z wirulencja
s3 bialka RofA i Nra, nalezace do tzw. rodziny RALP
(RofA like proteins), a takze bialko Rgg (RopB). Ostatnie
badania nad Rgg réwniez wskazuja, iz jest to niezwykle
wazny element interakcji pomiedzy patogenem a gospo-
darzem [10].
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Biatka rodziny RALP, podobnie jak Mga, zwigzane
sg z regulacja ekspresji adhezyn, streptolizyny S, SpeA
i SpeB, wplywaja rowniez na ekspresje innych regula-
toréw, w tym zwrotna regulacje Mga, CovRS, Ihk/Irr
i FasBCA [40].

W przypadku wirulencji GAS, czesto obserwuje sie
istotny wplyw regulatoréw pozornie z nig niezwigza-
nych. Dobrym przyktadem moze by¢ rola regulatora
metabolizmu jonéw MtsR, jako molekularnego prze-
facznika pomigdzy inwazyjng a tagodng forma zakaze-
nia [62] lub metabolicznego regulatora CcpA [75].

Niedawno odkryto réwniez u S. pyogenes regulato-
rowe czasteczki RNA, ktére maja wplyw na regulacje
wirulencji, wspomniane wczeéniej, fasX [39], oraz rivX
[70] i pel [49]. Analizy przy uzyciu mikromacierzy pozwo-
lity na identyfikacje ponad 70 nowych regulatorowych
RNA o nieznanej jak dotad funkcji [67, 91], ktore poten-
cjalnie moga by¢ zaangazowane w regulacje wirulencji.

Poza typowga regulacja transkrypcji, istotne znacze-
nie adaptacyjne majg takze mutacje w obrebie genow
regulatorowych. Charakterystyka szczepéw wywoluja-
cych STSS wykazata, ze w 57,3% posiadaty one mutacje
w genach systemu CovRS i Rgg, skutkujgce m.in. nad-
produkcja streptolizyny O lub brakiem produkcji SpeB.
Dla kontrastu, podobny genotyp wystepowal jedynie
w przypadku 1,7% izolatéw nieinwazyjnych [33].

Podsumowanie

S. pyogenes jest drobnoustrojem chorobotwdrczym
powodujacym zakazenia o rdznej intensywnosci. Wysoka
zapadalno$¢ we wszystkich regionach $wiata, wysoki
odsetek infekeji o cigzkim przebiegu oraz dotkliwos¢
powiklan poinfekcyjnych, sprawiaja, ze zaliczy¢ go
nalezy do groznych ludzkich patogendw.

W procesy adhezji do komoérek gospodarza, ekspansji
i kolonizacji tkanek, zaangazowany jest szereg specyficz-
nych czynnikow zjadliwosci i inwazyjno$ci. Najwazniej-
szym z nich, a przy tym najlepiej opisanym, jest biatko M,
ktorego ztozona struktura, funkcja, wlasciwosci immu-
nochemiczne i zmienno$¢ antygenowa wydaja sie uni-
katowe. Wiadomo réwniez, ze wazna role w patogenezie
zakazen o przebiegu ostrym odgrywaja paciorkowcowe
egzotoksyny pirogenne, inwazyny oraz czynniki o cha-
rakterze proteaz i DNaz. Kontrola poziomu ich ekspre-
sji obywa sie z udziatem ztozonych sieci regulacyjnych,
obejmujacych pojedyncze biatka regulatorowe oraz wie-
loskladnikowe systemy przekazywania sygnatu.
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1. Wstep. 2. Enterotoksyna Clostridium perfringens (CPE). 2.1. Budowa enterotoksyny. 2.2. Molekularne podstawy toksynotwdrczosci
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Clostridium perfringens as the etiological agent of antibiotic associated diarrhoea

Abstract: Clostridium perfringens strains are classified into one of five types (A-E) based on their ability to produce four major toxins:
a, B, &, 1. C. perfringens strains belonging to biotype A may cause gas gangrene and different gastrointestinal infections such as antibiotic-
associated diarrhoea (AAD), sporadic diarrhoea (SD), necrotizing enterocolitis and food poisoning. The major role in the pathogenesis
of C.perfringens diarrhoea plays the enterotoxin (CPE). Presented review describes structure, mechanism of action and molecular
background of C. perfringens enterotoxin (CPE). Mechanism of C. perfringens type A sporulation and its importance in causing case
of diarrhoea is described. In addition literature reports of cases of AAD and sporadic diarrhoea, risk groups and available diagnostic
methods are discussed. Special attention is paid to new virulence factors produced by C. perfringens such as beta2 toxin (f2), isolated
from AAD cases, and its possible influence on clinical picture of the disease.

1. Introduction. 2. Clostridium perfringens enterotoxin (CPE). 2.1. Structure of enterotoxin. 2.2. Molecular background of toxicity of
C. perfringens type A strains. 2.3. Mechanism of action of C. perfringens enterotoxin (CPE). 3. Sporulation of C. perfringens. 4. Antibiotic-
associated diarrhoea caused by C. perfringens. 5. Diagnosis of diarrhoea caused by C. perfringens type A. 6. New virulence factors of

C. perfringens type A. 7. Summary

Slowa kluczowe: beta2 toksyna, biegunka poantybiotykowa, biegunka sporadyczna, enterotoksyna (CPE), sporulacja,

zatrucie pokarmowe C. perfringens
Key words:
C. perfringens food poisoning

beta2 toxin, antibiotic-associated diarrhoea, sporadic diarrhoea, enterotoxin (CPE), sporulation,

1. Wstep

Clostridium perfringens (dawniej Bacillus aeroge-
nes capsulatus) jest Gram-dodatnia, $cisle beztlenowa,
przetrwalnikujacg laseczka opisana po raz pierwszy
w 1892 roku. Od tego czasu drobnoustrdj ten zaczeto
postrzega¢ jako wazny patogen wywolujacy wiele scho-
rzen u ludzi i zwierzat (71, 91]. C. perfringens wyste-
puje powszechnie w glebie i §ciekach oraz w przewodzie
pokarmowym ludzi i zwierzat [41, 56, 57, 60, 63, 71, 72].
Wirdd zdrowych oséb odsetek nosicieli szczepéw C. per-
fringens wynosi od 6 do 31% [72]. Szczegdlnie nosiciel-
stwo obserwuje si¢ u 0s6b w podesztym wieku [5, 7,
12, 17, 30, 36], a takze u pracownikéw zatrudnionych
przy produkcji i dystrybucji zywnosci [12, 26], ktérzy
tez moga stanowi¢ wazny jego rezerwuar [41]. Zdolno$¢
C. perfringens do przezywania w réznych srodowiskach
zwigzana jest z wytwarzaniem bakteriocyn oraz licznych
enzymow takich jak: dysmutaza nadtlenkowa, reduktaza
siarczkowa, peroksydaza, a takze deiminaza argininowa,
ktéra odgrywa istotng role w adaptacji do kwasnego

srodowiska przewodu pokarmowego, przeksztalcajac
arginine do amoniaku [56].

Szczepy nalezace do gatunku C. perfringens podzie-
lono na 5 toksynotypow/biotypow (A-E) na podstawie
zroznicowanych zdolnosci do wytwarzania czterech
toksyn takich jak: toksyna alfa (a), beta (), epsilon (¢)
ijota (1) [16, 24, 41, 51, 52, 56, 60]. Kazdy z toksynoty-
poOw jest zwiazany z inng jednostka chorobowa u ludzi
lub u zwierzat [63, 69, 71, 74, 75, 91].

Szczepy nalezace do gatunku C. perfringens typu A
wytwarzaja duze ilosci toksyny alfa (a), a takze toksyne
theta (0) czyli perfringolizyne O (PFO). Niektore z nich
moga wytwarza¢ réwniez enterotoksyne (CPE) oraz
toksyne beta2 (2, CBP2) [16, 26, 71]. Szczepy C. per-
fringens nalezace do toksynotypu A, ktére wytwarzaja
toksyne a, a takze perfringolizyne O oraz szereg enzy-
mow proteolitycznych, wywoluja u ludzi zgorzel gazowa

[60, 63, 71, 75]. Szczepy, ktore dodatkowo posiadajg
zdolnos$¢ wytwarzania enterotoksyny (CPE) powoduja
zatrucia pokarmowe, biegunke poantybiotykowa (anti-
biotic associated diarrhoea — AAD) oraz tzw. biegunki
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sporadyczne (sporadic diarrhoea - SD) [6, 7, 12, 16,
18, 19, 24, 26, 51, 52, 63, 71]. Do innych patogendw
zwigzanych z przypadkami AAD lub SD naleza Clostri-
dium difficile (10-25% przypadkow), Klebsiella oxytoca,
enterotoksynotworcze szczepy Staphylococcus aureus
i grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida [1, 2, 4,
20, 21, 23, 28, 66, 73].

W pi$miennictwie opisano pojedyncze przypadki
martwiczego zapalenia jelit o etiologii C. perfringens typ A
- czesto $miertelnego schorzenia, zazwyczaj powodowa-
nego przez szczepy nalezace do toksynotypu C C. per-
fringens, ktore wytwarzajg beta-toksyne [18, 72, 74].

Ocenia sie, ze tylko 5 do 6% izolatéw C. perfrin-
gens, glownie typu A, wytwarza enterotoksyne (CPE+).
Zatrucie pokarmowe wywolywane przez szczepy CPE+
jest jednym z najczesciej wystepujacych schorzen zwig-
zanych z konsumpcja zywnosci. Objawy ostrej biegunki
i bole brzucha wystepuja zwykle po 8 do 24 godzin od
spozycia skazonych produktéw [6, 60]. Do grupy pod-
wyzszonego ryzyka naleza osoby starsze oraz chorzy
z obnizong odpornoscia. Ocenia sig, Ze z powodu tego
schorzenia umiera rocznie okoto 7 0séb w USA i okoto
50-100 w Wielkiej Brytanii, gdzie notuje si¢ 85 000 przy-
padkow zatru¢ pokarmowych kazdego roku [42, 43, 74,
83]. W USA drobnoustrdj ten znajduje si¢ na 3 miejscu
jako czynnik powodujacy zatrucia pokarmowe i szacuje
sie, ze rocznie okoto 250 000 przypadkdw zatrué pokar-
mowych powoduja szczepy C. perfringens typu A [9, 14,
41-43, 46, 47, 52, 74-76, 83]. Zrédlem zakazen w 90%
przypadkow jest wotowina, dréb oraz przetwory miesne
[46, 63, 68, 74, 75, 83, 89]. W zwigzku z zaprzestaniem
stosowania antybiotykéw w hodowli drobiu w Europie,
notuje si¢ u tych zwierzat wiekszg liczbe przypadkow
martwiczego zapalenia jelit o etiologii C. perfringens
typu A. Wystapieniu choroby sprzyja nieodpowiednia
dieta. Drobnoustrdj izoluje si¢ ze $rodowiska fermy
i z okoto 80% probek pobranych z przewodu pokar-
mowego kurczat. Szczepy C. perfringens typu A mozna
izolowac z woreczka zdtciowego i watroby ptakow [89],
co stanowi podwyzszone ryzyko transmisji tych pato-
genow na czlowieka po spozyciu skazonej zywnosci [75,
83, 88]. Szczegolnie dotyczy to produktow ogrzewanych,
schladzanych powoli i nastepnie mrozonych i potem
nieodpowiednio podgrzanych [63, 83, 88]. W USA
wyizolowano szczepy CPE+ z okolo 1,4% prébek pro-
duktéw spozywczych (kurczaki, wieprzowina) oraz z 6%
probek katu pobranych od pracownikéw zajmujacych
sie technologia Zywnosci [12, 26, 41, 74, 84]. Enterotok-
synotworcze szczepy C. perfringens typu A izolowano
z innych zrodet takich jak probki pochodzace od: bydta
(22%), koni (14%), psow (2%), malzy (12%) czy probki
wody (10%) [75]. Przypadki zatru¢ pokarmowych
o etiologii C. perfringens opisano juz 70 lat temu, nato-
miast przypadki biegunek poantybiotykowych o etiolo-
gii C. perfringens CPE+ opisano dopiero w 1984 roku [4,

6, 63]. Obecnie uwaza sie, ze szczepy CPE+ odpowiadaja
za okoto 5-20% przypadkoéw biegunki poantybiotyko-
wej [9, 14, 42, 52, 69, 76].

2. Enterotoksyna C. perfringens (CPE)
2.1. Budowa enterotoksyny

Enterotoksyne C. perfringens opisano po raz pierwszy
w 1970 roku [69]. Jest biatkiem zlozonym z 319 amino-
kwasow (35,3 kDa) o unikalnej sekwencji i nie wykazuje
duzej homologii z innymi toksynami bakteryjnymi [46,
47, 65, 69, 74]. Wykazano jedynie niewielkg homolo-
gie z biatkiem Antp70/C1 wytwarzanym przez niektére
szczepy C. botulinum [46]. N-koncowy fragment biatka
enterotoksyny zlokalizowany pomiedzy 45 a 53 amino-
kwasem, odpowiada za aktywnos¢ biologiczng tego
bialka. Proteazy jelitowe takie jak chymotrypsyna i tryp-
syna moga trawi¢ zewnetrzny fragment N-koncowego
odcinka do 38 aminokwasu, co zwigksza 2-3-krotnie
aktywno$¢ biologicznag tego bialka in vitro. Przypuszcza
sie, ze podobny mechanizm zachodzi in vivo w prze-
wodzie pokarmowym. C-koncowy fragment zawiera
region wigzacy si¢ z receptorem komorki enterocyta
[46, 47, 65, 69, 75].

2.2. Molekularne podstawy toksynotworczosci
szczepow C. perfringens typu A

Laseczka C. perfringens byla pierwsza bakterig Gram-
-dodatnig, dla ktdrej skonstruowano mape genetyczna.
Dotychczas okreslono polozenie dla 24 regionéw genéw
na pojedynczym, kolistym chromosomie o wielkosci
3,6 Mpz. Geny kodujace toksyny C. perfringens uloko-
wane sg rejonie o wielkosci 250 kpz, mieszczacym sig
w poblizu oriC.

Gen cpe kodujacy enterotoksyne polozony jest na trans-
pozonie (Tn5565 o wielkosci 6,3 kpz) obok sekwencji
insercyjnej IS1469. Na obu koncach transpozonu Tn5565
znajduja si¢ sekwencje insercyjne IS1470 [7, 9, 16, 46, 47,
51, 65]. Odkryto réwniez, ze gen cpe moze by¢ zlokali-
zowany na plazmidach (~75 kpz), ktdre nazwano cpe+/
IS1151+ oraz cpe+/1S1470-like+, poniewaz obok genu
cpe znajduja sie sekwencje inercyjne odpowiednio IS1151
11S1470-like. Kazdy plazmid zawiera tez drugg sekwen-
cje insercyjna IS1469 [19, 46, 51, 52, 60, 65, 71, 76].

Wiekszos¢ zatru¢ pokarmowych (ok. 75%) wywo-
tuja szczepy C. perfringens typu A niosace gen cpe na
chromosomie (chromosomal IS1470-cpe). W okoto 21%
przypadkach mogg to by¢ szczepy niosgce plazmid cpe+/
1S1470-like+ a w 4% przypadkach sa to szczepy zawie-
rajace plazmid cpe+/ISI151+ [8, 38, 42, 46, 52, 57,
78, 79]. Szczepy, ktére maja gen cpe na chromosomie
czesto izoluje sie z zywnosci a takze od zdrowych ludzi,
co prawdopodobnie jest przyczyng znacznego udziatu
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tych szczepow w zatruciach pokarmowych [12, 16, 38,
41, 42, 51]. Szczepy, w ktoérych gen cpe znajduje si¢ na
plazmidzie izoluje si¢ z probek gleby [41]. Szczepy takie
czesdciej izoluje sig z probek katu pobranych od chorych
z biegunka poantybiotykowa lub z tzw. biegunka spo-
radyczng (prawdopodobnie nie zwigzang ze spozyciem
zywno$ci) niz szczepy posiadajace gen cpe potozony na
chromosomie [16, 41, 46, 51].

Plazmidy C. perfringens moga by¢ przekazywane
w procesie koniugacji do szczepow cpe- [9, 26, 69, 76].
Poniewaz dawka zakazna bakterii w przypadku biegunki
poantybiotykowej lub sporadycznej moze by¢ niewielka
(w poréwnaniu do wysokiej dawki 10°~107/ml komorek
C. perfringens w przypadku zatrucia pokarmowego)
przypuszcza sie, ze plazmid moze by¢ przekazywany
w przewodzie pokarmowym do innych szczepéw C. per-
fringens, obecnych jako sktadnik normalnej mikroflory
jelita grubego, co przyczynia si¢ do zwielokrotnienia
zjadliwosci. Biegunki poantybiotykowe i sporadyczne
wywolane przez szczepy C. perfringens typu A zwykle
trwajg dluzej i maja ciezszy przebieg niz biegunki towa-
rzyszace zatruciu pokarmowemu o tej samej etiologii
[9, 26, 46, 69].

2.3. Mechanizm dzialania enterotoksyny
C. perfringens (CPE)

Badania na modelach zwierzecych oraz ludzkich
komérkach nabtonka CaCo-2, 1407 i Hep3b prowa-
dzone in vitro dowiodly, ze enterotoksyna C. perfringens
ma dzialanie cytotoksyczne [14, 46, 50, 69]. Najwigk-
sza aktywno$¢ wykazuje w obrebie jelita kretego [46,
50, 69]. Duza dawka toksyny w ciagu 30 minut inicjuje
zmiany histopatologiczne, ktore poczatkowo obejmuja
mikrokosmki, a nastepnie stopniowo zostaje zaburzone
wchlanianie pltynéw i elektrolitow. W pierwszej fazie
dochodzi do zahamowania absorbcji, a nastepnie na
skutek zatarcia mikrokosmkéw i ztuszczenia komorek
nabtonka dochodzi do kumulacji ptynéw i elektrolitow
w jelicie cienkim, co manifestuje si¢ biegunka [46, 69].
Enterotoksyna CPE dziala w sposob unikatowy i wielo-
etapowy [46, 69, 74, 75].

Etap 1. Enterotoksyna (CPE) przylacza si¢ do recepto-
réw. Sg nimi mate biatka (okoto 22 kDa) obecne w polg-
czeniach migdzykomoérkowych: klaudyna-3 i klaudyna-4
[35, 46, 69, 74, 84]. W polaczeniu z drugg zewng¢trzng
petla klaudyny-3, a receptorowym rejonem enteroto-
ksyny uczestnicza oddzialywania elektrostatyczne [35,
86]. Wraz z tymi receptorami CPE tworzy maly kom-
pleks o masie czgsteczkowej 90 kDa, wrazliwy na SDS
(dodecylosiarczan sodu) [46, 47, 69].

Etap 2. Podczas wzrostu temperatury do 37°C maly
kompleks (w temperaturze 4°C jest on calkowicie nie-

aktywny) przylacza inne bialka i tworzy duzy kompleks
CPE o masie czasteczkowej 155 kDa [46, 47, 69].

Etap 3. Prawdopodobnie duzy kompleks lub jego oligo-
mery tworza pory w blonie komdrkowej przepuszczalne
dla Ca*, innych jonéw, aminokwaséw i nukleotydéw
[14, 46, 47, 69]. Male dawki (1 pg/ml) enterotoksyny
prowadza do umiarkowanego naplywu jondéw wapnia
i apoptozy komorek na drodze klasycznej, z udzialem
mitochondriéow i kaspazy-3. Duze dawki (10 pg/ml)
enterotoksyny powoduja duzy naplyw jonow wapnia do
komorki, co powoduje jej $mier¢ na drodze onkozy [14,
46, 47, 64]. W przewodzie pokarmowym czlowieka na
skutek zatrucia pokarmowego czy biegunki poantybio-
tykowej oba procesy moga zachodzic¢ jednoczesnie [47].

Etap 4. Obie drogi degradacji komdrek za posrednic-
twem kalpainy i kalmomoduliny prowadza do zmian
morfologicznych [46, 47, 68]. Enterotoksyna przylacza
sie nastepnie do nowych receptoréow klaudynowych
obecnych w czgsci boczno-podstawnej i tworzy wiecej
duzych (155 kDa) kompleksow [46, 47, 69].

Etap 5. Duze kompleksy laczg si¢ z okludyna i tworza
kompleksy o wielkosci ~200 kDa [46, 69].

Etap 6. Kompleksy o wielkosci ~200 kDa wnikajg do
wnetrza komorki i uszkadzane sa w niej liczne pola-
czenia migdzykomadrkowe, co prowadzi do zwigkszonej
przepuszczalnosci. Duze dawki CPE niszcza enterocyty
na drodze onkozy i rozwija si¢ stan zapalny, co prowadzi
do biegunki i innych objawdw towarzyszacych [46, 47].

3. Sporulacja C. perfringens

Synteza enterotoksyny rozpoczyna si¢ kiedy komoérka
wegetatywna zaczyna przechodzi¢ w faze sporulacji.
Enterotoksyna uwalniana jest w przewodzie pokarmo-
wym w trakcie lizy komorki wegetatywnej i uwalniania
przetrwalnikéw. Proces sporulacji kontroluje sygnat ze
srodowiska, ktérym jest stezenie nieorganicznego fos-
foru [56-60, 70, 71]. Synteza CPE zachodzi w komorce
macierzystej tworzacej przetrwalnik i zalezy od bialka
regulatorowego Spo0A, ktore jest bezposrednio fosfory-
lowane przez kinaze¢ histydynowa [29, 56, 59]. Ekspre-
sja genu cpe jest regulowana na poziomie transkrypcji.
Gen cpe jest transkrybowany z udziatem 3 promotoréw
(P1, P2, P3). Czynnik sigma K reguluje P1, natomiast
sigma E reguluje P2 i P3 [25, 46, 59, 60, 65]. W fazie
logarytmicznej i poczatkowej fazie stacjonarnej, niski
poziom sigma K jest potrzebny do nieznanego, poczat-
kowego etapu tworzenia przetrwalnika, nastepnie czyn-
nik sigma E jest wydzielany pod wplywem czynnika
sigma K a wzajemne oddzialywanie obu czynnikéw
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sigma wplywa na ich wysoki poziom w p6zniejszej fazie
sporulacji [24]. Synteze czynnikdw sigma (Sig E, Sig K)
reguluje bialko represorowe CcpA (carbon catabolite
protein). Bialko to dziala jak represor na transkrypcje
genu cpe w fazie intensywnego wzrostu komorek, ale
jest niezbedne w procesie sporulacji i transkrypcji cpe
w momencie wejscia w faze stacjonarna [8, 59, 90]. Nie-
zaleznie od biatka CcpA réwniez glukoza jest katabolicz-
nym represorem procesu sporulacji [90]. Tak unikalny
sposob kontroli procesu pozwala komérkom C. perfrin-
gens szybko wytworzy¢ spory w odpowiednich warun-
kach srodowiska [25]. Szczepy posiadajace gen cpe na
chromosomie, tworzg spory mniej wrazliwe na dzialanie
wysokiej i niskiej temperatury niz szczepy z plazmido-
wym genem cpe [40, 42, 43, 46, 49, 57, 58, 63, 64, 70,
74], co ttumaczy znaczny ich udzial w zatruciach pokar-
mowych. Ponadto sg one bardziej odporne na dziatanie
srodkow konserwujacych, dodawanych do zywnosci
[39]. Odporne na temperature przetrwalniki tworzone
przez C. perfringens z chromosomalnym genem ente-
rotoksyny posiadaja wigcej jonéw metali, szczegdlnie
Fe?* oraz wyzsze stezenie kwasu dipikolinowego (DPA)
oraz grubsza $ciane [58], a takze mniejsza zawarto$¢
wody [59]. We wnetrzu przetrwalnika DNA bakterii
chroni grupa matych, rozpuszczalnych w kwasie, bia-
tek SASP typu a/p (a/B-type small, acid-soluble spore
proteins), ktdre sa syntetyzowane w czasie dojrzewania
spory i degradowane w czasie uwalniania jej z komorki.
U C. perfringens kodowane sg one przez geny ssp (ssp 1,
21 3). Biatka SASP zwigkszaja odporno$¢ przetrwalni-
kéw na pare wodng i promieniowanie UV [43, 59, 70].
Odkryto niedawno czwarte bialko Ssp4, ktore rézni si¢
jednym aminokwasem, w zaleznosci od zrédta pocho-
dzenia izolatu C. perfringens. Szczepy tworzace wysoce
oporne spory, izolowane z zatru¢ pokarmowych, posia-
dajg biatko Ssp4 z kwasem asparaginowym w pozycji
36, natomiast u szczepow pochodzacych z przypadkow
biegunki poantybiotykowej, ktérych przetwalniki sa
bardziej wrazliwe, biatko Ssp4 w pozycji 36 posiada gli-
cyne [42, 43, 59, 70]. Proces sporulacji, zalezna od niego
synteza enterotoksyny oraz wysoka opornos¢ przetrwal-
nikéw na temperature to podstawowe elementy patoge-
nezy schorzen wywotanych przez szczepy C. perfringens
typu A, odpowiadajace za zakazenia przewodu pokar-
mowego i zatrucia pokarmowe [59].

4. Biegunka poantybiotykowa o etiologii
C. perfringens

Biegunka, to zgodnie z definicjg, oddanie 2-3 luz-
nych, polplynnych lub wodnistych stolcow w ciagu
doby [4, 11, 37, 45, 77]. Jest ona cz¢stym, niepozagdanym
objawem po zastosowaniu antybiotykdw, a w szczegol-
nosci klindamycyny, cefalosporyn, penicylin o szero-

kim spektrum dzialania jak tez makrolidow [11, 45,
77]. Biegunka poantybiotykowa (AAD) okreslana jest
jako biegunka, ktora rozwija si¢ w ciggu kilku godzin
od wdrozenia terapii antybiotykowej az do 6-8 tygo-
dni po jej zaprzestaniu [4]. Dotyczy ona zwykle 5-39%
pacjentow, w zaleznosci od stosowanego leczenia [11,
23, 37, 53, 77]. Do czynnikéw ryzyka naleza podeszly
wiek pacjenta [3, 23, 30, 36, 53, 54, 77, 85], przedluzony
pobyt w szpitalu [3, 36, 77, 85], zabiegi endoskopowe,
operacje jamy brzusznej, lewatywa [2], a takze prze-
wlekle choroby nerek, cukrzyca, nowotwory, szczegol-
nie gdy wymienione czynniki wzajemnie wspolistnieja
[77, 85]. Stosowanie antybiotykéw o szerokim spektrum
dzialania prowadzi do zmian jakosciowych i ilosciowych
sktadu naturalnej mikroflory przewodu pokarmo-
wego (4, 15, 23, 77], co z kolei wplywa negatywnie na
metabolizm krétkotancuchowych kwasow tluszczo-
wych i soli kwasow zélciowych [4, 77] oraz kolonizacje
przewodu pokarmowego przez szczepy oporne na anty-
biotyki [4, 23, 77).

Clostridium difficile odpowiada za 10-20% przy-
padkow AAD [4, 45], a wedlug niektorych zrédet moze
stanowi¢ 25% [20] lub nawet 33% [2] przypadkow. Sza-
cuje si¢ ze enterotoksynotwdrcze szczepy C. perfringens
(CPE+) wywoluja biegunke AAD w 5-20% zachorowan
(2, 3, 15, 21, 28, 32, 44, 45, 82, 86] lub niekiedy moga
stanowi¢ zaledwie 1% przypadkow [1, 61]. Natomiast
w 70-80% przypadkéw czynnik etiologiczny biegunki
AAD pozostaje nierozpoznany [45, 53]. Przypadki
biegunki poantybiotykowej o etiologii C. perfringens
CPE+ opisano dopiero w 1984 roku. W prébkach katu
11 pacjentéw z ujemnym wynikiem w kierunku toksyn
C. difficile, wykazano obecno$¢ enterotoksyny C. perfrin-
gens [3, 4, 6,28, 53, 63, 73]. Pacjenci podlegali hospita-
lizacji i byli w podesztym wieku, co stanowi szczegdlne
ryzyko kolonizacji przewodu pokarmowego laseczkami
z rodzaju Clostridium spp. [17, 30, 54]. U tej grupy
pacjentow opisuje sie tez przypadki biegunki sporadycz-
nej o etiologii CPE+ [17, 23, 36, 53, 55]. Udowodniono,
ze krotkotancuchowe kwasy tluszczowe, produkowane
przez naturalng mikroflore, hamujg proces sporula-
cji C. perfringens. Antybiotykoterapia prowadzaca do
zmniejszenia sie¢ kwasu bursztynowego, octowego, izo-
mastowego, izowalerianowego w jelicie pacjenta moze
sta¢ sie czynnikiem predysponujacym do rozwoju bie-
gunki o etiologii C. perfringens (CPE+) [86].

W tabeli I zestawiono wyniki badan w kierunku ente-
rotoksynotworczych szczepéw C. perfringens (CPE+)
probek katu pobranych od pacjentéw z biegunka poan-
tybiotykowa (AAD) i biegunka sporadyczna. Mozemy
zaobserwowac roznice w czgstosci wykrywania ente-
rotoksyny C. perfringens. Wykazano, ze u pacjentow
w podeszlym wieku, leczonych na oddzialach gastro-
enterologicznych, nalezacych do grup ryzyka, szczepy
CPE+ mogg stanowi¢ bardzo istotny czynnik etiolo-
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Tabela I

Czesto$¢ wystepowania enterotoksyny (CPE) i szczepow C. perfrin-

gens w probkach kalu pacjentéw z biegunka poantybiotykows lub
biegunka sporadyczna oznaczona w réznych krajach

Kraj/Rok N [cPE(w)| n | PRI
Wielka Brytania/1991 721 25 3,5 [67]
Wielka Brytania/1995 370 99 18,0 [55]
Wielka Brytania/2002 200 12 8,0 [3]
Wielka Brytania/2002 249 X 1,6 [13]
Wielka Brytania/2003 843 X 2,3 [21]
Niemcy/2005 89 5 1,0 (1]
Wielka Brytania/2005 63 X 9,5 [45]
Niemcy/2005 693 | 147 0,14 (28]
Indie/2005 285 X 8,77 [87]
Indie/2006 100 20 1,0 [33]
Indie/2006 150 13 2,6 [32]
Wielka Brytania/2006 | 4659 130 3,3 [2]
Polska/2007 52 15 40,0 [61]
Japonia/2008 294 70 2,0 [82]
Kostaryka/2008 104 29 3,0 [11]

N - liczba pacjentéw = liczba probek, n - liczba probek katu, z ktérych
wyhodowano C. perfringens, x — nie oznaczano, CPE - odsetek probek katu
dodatnich w kierunku enterotoksyny C. perfringens (CPE+)

giczny biegunki AAD (40%) [61]. Dodatkowo u 31%
pacjentow wykryto jednoczes$nie toksyny C.difficile
i C. perfringens w kale. Mpamugo iwsp. [55] réw-
niez wykryli duzy odsetek szczepéw CPE+ (18%) u 0séb
starszych i potwierdzili, ze moga by¢ one przyczyna bie-
gunek poantybiotykowych jak i sporadycznych, utrzy-
mujacych si¢ nawet przez wiele tygodni. Vaishnavi
i wsp. [87] badajac pacjentoéw z oddzialu gastroenterolo-
gii uzyskat 8,77% przypadkéw biegunki CPE+ i az 36%
przypadkow o mieszanej etiologii C. difficile i C. perfrin-
gens. W badaniach A sha iwsp. [2] toksyny C. difficile
i C. perfringens wspotwystepowaly na poziomie 2-3%,
a sama enterotoksyna CPE wystepowala na poziomie
8%. Badacze podkreslaja rozna czulos¢ stosowanych
metod diagnostycznych oraz jednoczesng obecno$é
szczepéw CPE-, co pociaga za sobg konieczno$¢ izo-
lacji kilku kolonii, nawet do 10, w celu poszukiwania
izolatow niosacych gen cpe [2, 12, 32, 61]. Loy [45]
opisuje znaczacy udzial szczepéw CPE+ w biegunce
AAD (9,5%) i zwraca uwage na koniecznos¢ badania
pacjentow, u ktorych nie wykrywa sie toksyn C. difficile
w kale, w kierunku enterotoksynotwoérczych C. perfrin-
gens typu A. W wielu o$rodkach udzial tych szczepow
w biegunkach AAD wciaz wynosi zaledwie 2-3% [11,
21, 32, 53, 67, 82]. Podkresla si¢ jednak mozliwo$¢
obecnosci izolatéw CPE+ w $rodowisku szpitalnym
i mozliwej transmisji patogendw, co moze prowadzi¢
do gwaltownego wzrostu zachorowan pacjentdéw z grup

ryzyka [2,13,36,53]. Kobayashi iwsp. [36] otrzy-
mal az 60-70% szczepéw CPE+ w grupie pacjentow
z biegunkg na oddzialach geriatrycznych. Czgs¢ osrod-
koéw uwaza, ze biegunka AAD o etiologii C. perfringens
CPE+ ma marginalne znaczenie w diagnostyce tych
zakazen, gdyz udzial szczepéw CPE+ wynosi 1-1,6%
[1,13,33].Heimesaat iwsp. [28] przebadali prawie
700 probek katu i otrzymali wynik dodatni dla entero-
toksyny CPE+ tylko u 0,14% (1 pacjent), ale uzyskali
jednoczesnie wiecej izolatéw niosacych gen cpe. Rodzi
sie pytanie, czy by¢ moze u czgsci pacjentow poziom
enterotoksyny w kale wystepuje ponizej progu detekcji?
Autorzy dyskutuja czulos¢ stosowanych metod diagno-
stycznych oraz wplyw sposobu opracowania materiatu
do badan (przechowywanie, mrozenie, rozmrazanie
probek katu, wielko$¢ probki uzytej do testu), a takze
czas pobrania probki — najwieksze szanse wykrycia ente-
rotoksyny sg w ostrej fazie choroby [27, 28, 53]. Inni
badacze nie poszukuja enterotoksyny C. perfringens
w kalach pacjentéw z biegunka AAD, a w przypadku
wynikéow ujemnych w kierunku toksyn C. difficile roz-
wazajg inne czynniki etiologiczne jak np. Klebsiella oxy-
toca, enterotoksynotworczy S. aureus czy Candida spp.
[20, 23, 66, 73]. Hodowla laseczek z rodzaju Clostridium
spp. wymaga wyposazenia laboratorium w specjalna
aparature. Ze wzgledu na doniesienia o pojawiajacych
sie szczepach C. perfringens o obnizonej wrazliwosci na
metronidazol, czy wrecz opornych na ten lek [11, 61],
leczenie empiryczne moze by¢ niewystarczajacym spo-
sobem ratowania zycia pacjenta.

5. Diagnostyka biegunki o etiologii C. perfringens
typu A

W przypadku biegunki poantybiotykowej mate-
riatem diagnostycznym jest probka katu pobrana od
pacjenta w ostrej fazie choroby [11]. Zaleca si¢ poszu-
kiwanie enterotoksyny (CPE) oraz zakladanie hodowli
ze $wiezych probek lub ewentualnie przechowywanych
w temperaturze 4°C do 24h [13, 28, 83]. Cze$¢ badaczy
rekomenduje przechowywanie kalu w temperaturze
-20°C [21, 32] lub nawet -80°C, do czasu jego opraco-
wania [11]. W celu wykrycia enterotoksyny w badanej
probcee kalu stosowane sa 4 metody: test ELISA [1, 2,
3, 13, 21, 28, 32, 33, 45, 53, 61], test odwrotnej bier-
nej aglutynacji lateksowej (RPLA) [11, 21, 32, 33, 36,
53, 55, 82], metoda PCR [3, 32, 33, 44, 53, 61] oraz
metoda hodowli komdrkowej z uzyciem linii Vero [2,
21]. Tylko niewielki odsetek probek dodatnich w kie-
runku enterotoksyny w tescie ELISA wypada dodatnio
na linii Vero [2]. Wydaje si¢, Ze jest to metoda najmniej
czula [2, 21, 32, 53]. Test RPLA jest czuly i daje powta-
rzalne wyniki, ale prawidtowy odczyt moze utrudniaé
niespecyficzne wigzanie si¢ masy katowej [21, 32, 53].
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Najbardziej rekomendowany do rutynowej diagnostyki
jest test ELISA [21, 32, 48, 53, 63], w ktérym mozna
wykry¢ 1ug/ml enterotoksyny [21]. Jesli stezenie ente-
rotoksyny w probce katu jest nizsze, gdyz np. dostar-
czony material pochodzi z pdzniejszej fazy choroby,
najbardziej dokladny i wiarygodny wydaje si¢ by¢ test
PCR wykonywany z prébek katu [53, 61]. C. perfrin-
gens moze by¢ obecny (do 10° cfu/g katu) w kale zdro-
wych o0s6b jako sktadnik naturalnej mikroflory jelita
grubego. U pacjentéw oddzialéw geriatrycznych moze
osigga¢ do > 107 cfu/g katu [53]. W celu wyhodowa-
nia szczepu C. perfringens z katu biegunkowego nalezy
zastosowa¢ podtoza wybiorcze, np. agar TSN. Posiewy
inkubuje si¢ przez 48 godzin w temperaturze 37°C,
w warunkach $cisle beztlenowych [61, 62]. Do poszu-
kiwania izolatéw niosacych gen cpe zaleca si¢ badanie
kilku kolonii [3, 11, 32, 33, 61, 63], poniewaz szczepy
CPE+ stanowig 1-5% i wsrod nich moga by¢ obecne
izolaty CPE- [2, 32, 33, 53]. Do poszukiwania genu cpe
stosuje sie metode PCR [2, 3, 11, 28, 32, 36, 82], nato-
miast do pordwnywania szczepéw uzywana jest metoda
PFGE [2, 6, 36], zwlaszcza jesli biegunka poantybioty-
kowa o etiologii C. perfringens ma charakter zakazenia
szpitalnego [2, 82].

6. Nowe czynniki zjadliwosci C. perfringens typu A

W roku 1997 Gibert i wsp. [22] wykryli nowa
toksyne tzw. toksyne beta2 (CPB2), kodowang przez gen
cpb2. Gen cpb2 C. perfringens wykryto po raz pierwszy
w szczepach nalezacych do typu C u prosiat z wrzo-
dziejacym zapaleniem jelit [10, 60, 82, 88]. Pozniej
okazalo sig, ze gen cpb2 moze wystepowac u szczepow
nalezacych do réznych toksynotypow C. perfringens
[80, 81], ktore moga wywolywac schorzenia przewodu
pokarmowego koni, pséw, stoni oraz innych zwierzat
[10, 24, 31]. Toksyne¢ beta2 wykryto réwniez w prob-
kach kalu biegunkowego ludzi zakazonych C. perfrin-
gens typu A [12, 60, 81, 82]. W badaniach srodowi-
skowych (gleba, Zywno$¢, pasza) wykazano, ze ponad
3% szczepow C. perfringens typu A posiada gen cpb2
[10, 34]. Izolowano réwniez takie szczepy od zdro-
wych oso6b [12, 88] oraz od chorych u ktérych doszto
do zatrucia pokarmowego (okoto 15-20%) [19, 81, 83].
W roku 2005 Fisher iwsp. wykonali analize sekwencji
nukleotydowych (stosujac metody PCR, PFGE, sekwen-
cjonowanie) genu cpb2 C. perfringens pochodzacych
z przypadkow biegunki poantybiotykowej i biegunki
sporadycznej i wyrdznili dwa warianty CPB2. Pierwszy
wariant oznaczony jako CPB2h1 znajduje si¢ na pla-
zmidzie cpe+/IS1151+, a drugi okreslany jako CPB2h2
miesci si¢ na plazmidzie cpe+/IS1470-like+ [8, 19, 24,
81]. Toksyna beta2 jest biatkiem o masie czasteczkowej
31kDa i dziala cytotoksycznie na liniach komérkowych

1407 i CaCo-2. Gen cpb2 jest pierwszym plazmidowym
genem C. perfringens, ktory podlega regulacji przez
dwusktadnikowy uklad genéw zlokalizowanych na chro-
mosomie [24, 81]. Ta regulacja na poziomie transkrypcji
nie zawsze prowadzi do ekspresji genu cpb2 [24, 34].
Stymulujgco mogg dziata¢ np. antybiotyki aminogliko-
zydowe (gentamycyna, streptomycyna) wigzace pod-
jednostke 30S rybosomu, co powoduje inne odczytanie
mRNA prowadzgce do ekspresji toksyny beta2 [81, 88].
CPB2 nalezy do toksyn tworzacych pory o wigkszych
rozmiarach niz CPE, prawdopodobnie na skutek poli-
meryzacji jej czastek [19, 81]. Istnieje przypuszczenie,
ze w przypadku trwajacej czesto kilka tygodni biegunki
poantybiotykowej lub biegunki sporadycznej, toksyna
beta2 moze nasila¢ objawy choroby poprzez oddzialy-
wanie na $ciany komorek nablonka jelit i zwiekszanie
absorbcji innych toksyn (np. enterotoksyny) [19, 24, 81].
Istnieje konieczno$¢ dalszych badan potwierdzajacych
role toksyny beta2 w patogenezie biegunek o etiologii
C. perfringens typu A.

7. Podsumowanie

Wspdlczesnie za najwazniejszy czynnik biegunek
poantybiotykowych uwaza si¢ laseczke C. difficile.
Niewiele jest natomiast prac, ktore wskazywatyby jaki
jest rzeczywisty udzial enterotoksynotworczych szcze-
péw C. perfringens (CPE+) typu A w powodowaniu
biegunek po stosowaniu antybiotykoterapii. Entero-
toksyne wytwarza niewielki odsetek (5-6%) izolatow
C. perfringens typu A. Jednak szczepy, ktére powoduja
biegunki poantybiotykowe, niosac gen cpe na plazmi-
dzie, moga by¢ prawdopodobnie zrodtem tego genu
dla nieenterotoksynotworczych szczepoéw C. perfrin-
gens wchodzacych w sklad flory fizjologicznej prze-
wodu pokarmowego czlowieka, co moze skutkowaé
cigzszym przebiegiem schorzenia. Réwniez niewiele
jest wiadomo na temat roli szczepow C. perfringens
izolowanych z probek katu 0sdb z biegunka, w ktérych
wykryto toksyne beta2, a ktdrej ekspresje moga nasi-
la¢ antybiotyki aminoglikozydowe. Badania dotyczace
udziatu szczepow C. perfringens w powodowaniu biegu-
nek poantybiotykowych s niezwykle istotne ze wzgledu
na to, ze w szczegdlnosci narazeni na rozwoj tego scho-
rzenia s pacjenci oddziatéw geriatrycznych oraz cho-
rzy z obnizong odpornoscia, ktérych liczba wzrasta
kazdego roku. Pacjentéw z biegunka poantybiotykows,
u ktérych nie wykryto toksyn C. difficile w kale powinno
sie diagnozowa¢ w kierunku enterotoksynotworczych
szczepow C. perfringens typu A. Opisano rowniez przy-
padki wspotwystepowania obu patogenéw [61, 87].
Szczepy CPE+ moga by¢ obecne w srodowisku szpital-
nym, co moze prowadzi¢ do wzrostu zachorowan na
danym oddziale [2].
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Human microbiome - health and disease

Abstract: Commensal microorganisms are known to colonize and form complex communities (microbiome) at various sites within
the mammalian body. Because the human microbiome has the potential to affect so many aspects of human health, it has recently
become the focus of a series of international human microbiome projects. Such studies are expected to lead to understanding of the
impact of microbiota on human health and disease. Recent advances in sequencing technology have opened an entirely new arena in
the research of diverse human microbiomes (the ecological community of commensal, symbiotic, and pathogenic microorganisms).
In 2007 the National Institutes of Health launched the Human Microbiome Project to study the human microbiom broadly by examining
at least four body sites i.e. gastrointestinal tract, the mouth, the vagina, and the skin. The primary goal of this project is to characterize
the human microbiome and determine changes in the microbiome correlated to specific disease states. High-throughput sequencing
is used to produce microbiome sequence data of samples from normal and diseased donors. Progress to date includes more than
1000 commensal bacteria genomes that have been completed and deposited in GenBank. In recent years, special attention has been
paid to the ability of microbiota to modulate the expression of host genes. This phenomenon forms part of the ,,cross-talk process” that
takes place between the host and its indigenous microbiota. Studies on human intestinal microbiota suggest that host epithelials cell
can express specific glycoconjugates in response to the presence of bacteria. Therefore, the gut microflora is responsible for modifying
potential sites for attachment. This could be a selective advantage when competing with other bacteria for a niche with limited resources.
The mucosal immune system has developed specialized regulatory, anti-inflammatory mechanisms for eliminating pathogens and
tolerating commensal microorganisms. Toll-like receptors mediate recognition of microbial patterns to eliminate pathogens. In contrast,
commensal bacteria exploit the TLR pathway to actively suppress immunity in order to establish host-microbial symbiosis. Activating
anti-inflammatory response in the host via pattern recognition receptor signaling maintains homeostasis. Moreover, it has been shown
that the intestinal microbiota composition exerts an effect on the development of immune response to certain vaccine antigens. Thus
microbiota along with host human cells form a complex ecosystem which, as a whole interactively performs various biological processes.
Their genomes are tightly linked forming an integral part of common metagenome.

1. Introduction. 2. Techniques for the study of human microbiome. 3. The NIH human microbiome project. 4. Additional advantages of
launching the human microbiome Project. 5. Human intestinal microbiota. 6. Quality and function of microbiota based on metagenomics
sequence data. 7. Microbiota and maintenance of homeostasis. 8. Does the microbiome affect the efficacy of vaccines? 9. Conclusions

Stowa kluczowe: mikrobiom, mikrobiota, metagenom, homeostaza
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1. Wstep

Organizmy cztowieka i zwierzat zamieszkuje co naj-
mniej 10 razy tyle bakterii ile komoérek liczg ich orga-
nizmy. Stanowig one tzw. endogenng mikroflore (mikro-
biota) stosunkowo mato poznang i w wiekszosci bytu-
jaca w ukladzie pokarmowym [43]. Z chwila poznania
sekwencji ludzkiego genomu okazalo sig, ze wynikajace
z tego nadzwyczajnego osiagniecia wnioski, co do zna-
czenia poszczegélnych gendéw nie sg pelne, poniewaz
nie sg poznane sekwencje oddzialujacych na gospodarza
(potencjalnie modulujacych ekspresje okreslonych jego
genow) miliardéw autochtonicznych drobnoustrojow.
Takie spojrzenie na mikrobiota wynika z odkrycia, ze

mikroorganizmy dysponuja mozliwosciami porozu-
miewania si¢ nie tylko pomiedzy soba, ale réwniez
moga prowadzi¢ molekularny dialog z komdrkami
gospodarza. Wielokierunkowa sie¢ powigzan (cross-
-talk process), poprzez ktéra mozliwe jest przesylanie
sygnalu i porozumiewanie si¢ bakterii z bakteriami,
bakterii z gospodarzem i gospodarza z bakteriami
sprawia, ze mikroorganizmy wraz z komoérkami gospo-
darza tworza kompleksowy interaktywny ekosystem
decydujacy o wielu réznych procesach biologicznych,
w tym o zdrowiu lub o chorobie [7, 8, 19, 39, 44]. Na
role mikroorganizméw jelitowych w zachowaniu zdro-
wia zwrdcil juz uwage przed ponad stu laty Ludwik
Pasteur. Dzi§ wiemy, ze wieloskladnikowe blonowe
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»bioczujniki” mikroorganizméw zamieszkujacych rézne
obszary ciala czlowieka i zwierzat zdolne sa do odbiera-
nia zaréwno sygnaléw fizjochemicznych, jak np. pH,
obecnosci sktadnikéw pokarmowych, cisnienia osmo-
tycznego, jak réwniez rozpuszczalnych i strukturalnych
skladnikéw gospodarza, jak np. sktadowych powierzchni
jego komorki, stanu mikrosrodowiska, obecnosci skfad-
nikéw odpornosciowych, produktéw uszkodzenia tka-
nek itp. Sygnaly srodowiskowe zbierane sg na powierzchni
komorki bakteryjnej i transportowane nastepnie do
cytoplazmy, gdzie przetwarzane s przez drugi system
czuciowy, znany jako quorum sensing signaling system.
Bakterie wykorzystuja ten sposob komunikacji nie tylko
do kontrolowania swojej populacji, ale rowniez do odpo-
wiedzi na czynniki gospodarza uwolnione np. w nastep-
stwie uszkodzenia jego tkanek, elementy uktadu odpor-
nosciowego, koncowe produkty niedotlenienia tkanek,
itp. Czynniki uczestniczace np. w systemie obronnym
gospodarza mogg aktywowac¢ lub wycisza¢ bakteryjny
quorum sensing system podobnie, jak czgsteczki uczest-
niczace w quorum sensing system moga aktywowac
sygnaly wysylane przez gospodarza, lub je wyciszac.
Mozliwy jest zatem miedzydomenowy molekularny dia-
log pomiedzy bakteriami a réznymi komoérkami i tkan-
kami gospodarza. Sygnaty wysytane do komoérek gospo-
darza wplywaja na ekspresje okreslonych jego genow
i wytwarzania struktur i czynnikéw korzystnych dla
stabilizacji bakteryjnej wspolnoty. Wynika wigc z tego,
ze odpowiedz ze strony gospodarza nie zalezy tylko od
potencjalnych cech kodowanych w bakteryjnym geno-
mie, ale réwniez od proceséw na poziomie moleku-
larnym towarzyszacym relacjom bakterie-gospodarz,
ich dynamiki i przestrzeni, w ktérej majg miejsce, jak
réwniez czasu ich trwania [44-46]. Niezwykla wspotza-
leznosé¢ (mutualizm) pomiedzy organizmami wyzszymi
iich mikrobiontami nasuneta pomyst aby podja¢ koleiny
projekt, poréwnywalny do poznania sekwencji genomu
czlowieka, tym razem koncentrujacy sie nad poznaniem
genomow oraz genéw drobnoustrojow glownych nisz
ekologicznych czlowieka (mikrobiom), jak jamy ust-
nej, jelit, pochwy i skory. Przyjeto zalozenie, ze czto-
wiek i mikrobiota tworzg razem superorganizm a ich
wspolny genom mozna okresli¢ metagenomem. Termin
mikrobiom zostal zaproponowany w 2001r. przez
Joshua Lederberga dlaokreslenia catosci ekologicz-
nego $rodowiska zlozonego z drobnoustrojéw komen-
salicznych, symbiotycznych i chorobotwoérczych [38].

2. Techniki wykorzystywane do badan mikrobiomu

Dotychczasowe dane na temat ludzkiego mikro-
biomu pochodzily gléwnie z badan opartych o izolacje
i fenotypowa identyfikacje drobnoustrojow. Wprowa-
dzenie metod genotypowych, w tym analizy sekwencji

wysoce konserwatywnego regionu 16S rRNA ujawnio,
ze od 20 do 60% drobnoustrojow skladajacych sie na
mikroboom czlowieka nie hoduje si¢ in vitro. Co wigcej
sklad jakosciowy mikrobiomu okazal si¢ bardziej zto-
zony niz poczatkowo sadzono i zréznicowany osobniczo.
Podlega rozwojowi i zmianom w zaleznosci od wieku,
$rodowiska zycia, sposobu odzywiania si¢ i rodzaju
pokarmu, czynnikéw genetycznych, socjalno-bytowych,
kulturowych, itp. [16]. W dotychczasowych badaniach
nad mikrobiomem réznych nisz ekologicznych nowo
rozpoznawane sekwencje 16S rRNA byly poréwnywane
ze znanymi sekwencjami zgromadzonymi w bazach
danych i na tej podstawie wykrywano i identyfiko-
wano do poziomu gatunku trudno lub nie hodujace si¢
mikroorganizmy [49]. Nie zawsze jednak rozpoznanie
bakterii bylo réwnoznaczne z poznaniem ich wiasci-
wosci i wypelnianej w okreslonym ekosystemie funkcji.
W zwiazku z tym konieczne byto poznanie ich gendéw,
aby na tej podstawie moc przewidzie¢ potencjalne ich
funkcje. W rozwigzaniu tego dylematu postuzono sig¢
metagenomika (genomika populacyjna drobnoustro-
jow srodowiskowych), ktora bada caty zbiorczy genom
mikrobiota na podstawie DNA pozyskanego bezposred-
nio ze srodowiska. Dzieki nowoczesnym zautomatyzo-
wanym technologiom mozliwe jest obecnie sekwencjo-
nowanie ogromnych bibliotek genowych i komputerowe
analizowanie uzyskanych danych, dajacych mozliwosci
poznania genéw obecnych u drobnoustrojow tworza-
cych wspolnoty mikrobiologiczne. Poniewaz 80% bak-
teryjnych genomoéw to regiony kodujace biatka, stad
wiekszos¢ uzyskanych metagenomowych sekwencji
zawiera przynajmniej fragment genu odpowiedzial-
nego za okreslone funkcje drobnoustrojéow. Na tej pod-
stawie mozemy zatem przewidzie¢ wypelniane przez
mikrobionty funkcje. Tak wiec wspolczesne badania
ilosciowe i jakosciowe nad mikrobiontami opieraja si¢
nie tylko na rozpoznawaniu sekwencji genu 16S rRNA,
ale réwniez na identyfikacji genéw kodujacych swo-
iste dla danego czynnika cechy oraz kompleksowym
poznaniu mikrobiomu tego srodowiska. Najczestszymi
technikami badan s3: elektroforeza w zelach z gradien-
tem czynnika denaturujacego (denaturing gradient gel
electrophoresis), Real time PCR, techniki mikromacie-
rzowe, klonowanie i sekwencjonowanie, w tym piro-
sekwencjonowanie i inne [16, 28, 29, 33, 41].

3. Poznanie mikrobiomu czlowieka w projekcie NIH

Metody badania ludzkiego mikrobiomu oparte
o analize sekwencji 16S rRNA oraz sekwencjonowanie
metagenomu znalazly zastosowanie w zainicjowanym
w 2007 r. przez National Instytutes of Health (USA)
5-letnim projekcie pt. ,Human Microbiome”, z zalozenia
majacym by¢ swego rodzaju mapg drogowa w naukach
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biomedycznych [38]. Koszty projektu skalkulowano na
ponad 150 milionéw USD, a jego celem jest :
1. Kompleksowe poznanie ludzkiego mikrobiomu
w wyniku zastosowania nowych wysokowydaj-
nych technologii sek wencjonowania probek DNA
pobranych z réznych nisz ekologicznych od tzw.
»normalnych ochotnikow”,

2. Ustalenie, czy mikrobiom badanych osobnikéw
w liczbie co najmniej 250 rdézni si¢ w zaleznosci
od stanu ich zdrowia,

3. Wypracowanie nowych standardéw i technologii,

a takze ustanowienie etycznych i prawnych norm,
tak aby w kolejno podejmowanych przez srodo-
wiska naukowe badaniach mozna je bylo zastoso-
wacé bez powtarzania tych etapow badan.

Zalozeniem podjetych zatem prac jest poznanie
i ocena réznic w ludzkim mikrobiomie w zaleznosci od
badanej populacji ludzi, ich genotypu, stanu zdrowia,
wieku, odzywiania sie, stosowanego leczenia, srodowi-
ska zycia i czynnikow socjalnych. Przyjmuje sie réwniez,
ze w wyniku realizacji projektu mozliwe bedzie rozpo-
znanie 900 nowych sekwecji genomowych bakterii i ich
dodanie do sekwencji zdeponowanych juz w miedzyna-
rodowych bazach danych. Poznanie czynnikéw wplywa-
jacych na sktad jako$ciowy i ilosciowy mikrobiontow
oraz ich interakcji z gospodarzem moze by¢ wykorzy-
stane w dalszej kolejnosci do wplywania na zachowa-
nie stanu zdrowia gospodarza poprzez monitorowanie
i sterowanie jego mikrobiomem [15, 47, 50]. W pierw-
szym etapie badan, w probkach pobieranych z réznych
miejsc ciata od tzw. ,normalnych’, czyli klinicznie zdro-
wych ochotnikéw identyfikuje si¢ sekwencje 16S rRNA
poprzez poréwnanie z sekwencjami juz zdeponowanymi
bazach danych. Pozwoli to na rozpoznanie gatunkéw
drobnoustrojow i ustalenie ich liczby w danym mikro-
$rodowisku. Stworzenie zatem referencyjnego zestawu
kompletnych sekwencji genomow jest zasadniczym eta-
pem projektu, poniewaz dopiero na tej podstawie mozna
w dalszej kolejnosci dokonywa¢ interpretacji poznawa-
nych sekwencji metagenomu. Tak wigc te same probki
postuza réwniez do badan nad metagenomem, identy-
fikacji gendw i poznania potencjalnych ich funkcji [17,
32]. Uzyskane od poszczegolnych osobnikéw dane beda
analizowane pod katem ustalenia ewentualnego tzw.
rdzennego dla badanych nisz mikrobiomu.

Wstepna faza podjetego projektu okreslona jako
»jumpstart” zostala zainicjowana przez 4 wspierane
przez NIH centra naukowe, jak The Taylor College of
Medicine, The Broad Institute, The J.Craig Center Insti-
tute i Washington University School of Medicine dys-
ponujace na duzg skale technicznymi mozliwosciami
sekwencjonowania. Dotychczasowym wynikiem podje-
tych w 2009 r. prac jest:

a) poznanie ponad 500 sekwencji nowych bakteryj-

nych genoméw wykrytych w réznych okolicach

ciala cztowieka, dokonanych na podstawie analizy
sekwencji 16S rRNA,
b) opracowanie protokotu pozyskiwania i selekeji
ochotnikéw do badan, pobierania probek z pigciu
podstawowych miejsc ciala cztowieka, tj.: ukladu
pokarmowego, jamy ustnej, pochwy, skory i nosa
w pilotazowym doswiadczeniu na 250 tzw. nor-
malnych ochotnikach (bez widocznych klinicz-
nie zaburzen w obszarach pobierania probek),
w réwnej liczbie kobiet i mezczyzn wywodzacych
sie z réznych populacji.
c) opracowanie standardéw i zasad zachowania jako$ci
w uczestniczacych w badaniach laboratoriach oraz
sposobow eliminowania bledéw i pomylek wyni-
kajacych z zanieczyszczen, artefaktow, itp. [38].
W kolejnym etapie projektu zaklada sie kontynuowa-
nie podjetych we wstepnej fazie badan, w tym zsekwen-
cjonowanie co najmniej kolejnych 400 bakteryjnych
genomow oraz dodatkowo wiruséw i mikroorganiz-
mow eukaryotycznych, stworzenie referencyjnych baz
danych uwzgledniajacych sekwencje nowych bakteryj-
nych genoméw oraz opracowanie nowych technologii
badan. Istotng czescig projektu jest rowniez poznanie
funkeji genéw drobnoustrojow wchodzacych w skfad
mikrobiomu. Zasadnicze watki podjetych badan doty-
cza oceny réznorodnosci mikrobiomu, poznanie jego
stalych elementéw oraz zmian w okreslonych miejscach
i sytuacjach mogacych wskazywac na zwigzek z choroba.
Ze wzgledu na ograniczony czas projektu, na obecnym
etapie planuje si¢ raczej ustalenie zaleznosci pomiedzy
zmianami w mikrobiomie w nawigzaniu do stanu zdro-
wiem lub choroby niz ustalenia przyczyn powodujacych
chorobe. Jezeli wspomniane zwigzki uda si¢ wykazac,
wowczas w kolejnym etapie badan bedzie mozna skon-
centrowac sie nad czynnikami prowadzacymi do choroby
w powigzaniu ze zmianami w mikrobiomie [31, 47, 50].

W jednorocznych réwnolegle prowadzonych pilo-
tazowych projektach podjeto badania nad zmianami
w mikroflorze bakteryjnej, skladzie wiruséw i grzybow
w nawigzaniu do okreslonych stanéw chorobowych.
Pobierane sg wiec probki od 0séb z zaburzeniami cho-
robowymi ze strony skory, nosogardzieli, jamy ustnej,
jelit, ukltadu moczo-plciowego czy krwi oraz kontrolnie
od o0s6b zdrowych. Sekwencjonowaniu podlegaja cale
genomy bakterii, grzybow i wiruséw a w przypadku
bakterii i grzybow réwniez identyfikowane sa geny
rRNA. W wielu z tych badan réwnoczesnie wykrywa sie
ekspresje gendw mikroorganizmoéw i gospodarza. Uzy-
skane dane podlegaja analizie przez nowe technologie
komputerowe przyczyniajace si¢ do poznania zjawisk
wplywajacych na stan zdrowia w zaleznosci od sktadu
i stanu mikrobiomu i ekspresji jego gendw.

Zasadniczy projekt badan nad ludzkim mikrobio-
mem wspomagany jest dodatkowo przez 15 innych,
realizowanych w formie grantéw, dotyczacych oceny
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tego zjawiska w roznych procesach chorobowych. Dla
przyktadu, dotyczg one mikrobiomu skéry chorych na
tuszczyce (ponad 7,5 mln. chorych w USA), majacych
wyjasni¢, czy zmiany w normalnej mikroflorze przy-
czyniajg sie do powstania choroby [15]. Oprdcz tego,
w projekcie oceniany jest wplyw uzywanych w leczeniu
srodkéw immunosupresyjnych na mikrobiom skory.
W innym projekcie oceniany jest wirom u dzieci i jego
zwigzek z wystepujacymi u nich chorobami goraczko-
wymi (20 mln. wizyt u lekarza rocznie, w wiekszosci
przyczyna goraczki nie zdiagnozowana) [38]. Podjete
badania maja réwniez na celu wyjasnienie zalezno$¢
pomiedzy wiromem a odpowiedzig immunologiczna.
Kolejny projekt dotyczy wyjasnienia roli mikrobiomu
jelitowego w otylosci [25]. Przyjmuje sie, ze mikrobiom
odgrywa zasadnicza role w zachowaniu homeostazy
energetycznej u czlowieka. Wezesniejsze badania ujaw-
nily réznice w mikrobiomie 0séb otylych i szczuptych.
Obecne badania przeprowadzane s3 na populacji Ami-
szow, ze wzgledu na ich duzg genetyczna homogenno$é
oraz dotychczasowe okreslone juz czynniki charaktery-
zujace te populacje. W badaniach nad mikrobiomem
pochwy pokiada si¢ nadzieje na wyjasnienie przy-
czyn bakteryjnego zapalenia pochwy (identyfikacja
wzoru mikrobiomu predysponujacego do BV). Row-
niez zaklada sie, Ze rozwoj adenocarcinoma przetyku
stymulowany jest przez okreslony mikrobiom. Rak ten
zwigzany ze zgaga spowodowang refluksem zotadkowo-
-przetykowym jest coraz czestsza chorobg wystepujaca
u ludzi w USA. Nasilanie si¢ tego zjawiska nie da si¢
wyjasni¢ czynnikami $rodowiskowymi, czy zaleznymi
od gospodarza. Wstepne badania wykazaly, ze osoby
o szczegolnym typie mikrobiomu czgsciej sg predys-
ponowane do wystapienia wczesnego stadium adeno-
carcinoma przetyku. W trakcie rozwoju raka pojawiaja
sie rowniez znaczgce zmiany w mikrobiomie. Wykrycie
tych zaleznosci ma nie tylko istotne znaczenie diagno-
styczne, ale umozliwi podjecie wczesniejszej terapii
i stwarza nadzieje na zapobieganie rozwojowi choroby
w wyniku oddziatywania na mikrobiom i doprowadza-
nia do jego zmiany z niekorzystnego na utrzymujacy
dobry stan zdrowia [38].

Informacje na temat realizacji projektu, uzyskiwa-
nych wynikach i wyptywajacych z nich wnioskach do
wiadomosci publicznej przekazuje Centrum Analiz
i Koordynacji (Data Analysis and Coordination Center
- DACC). Powotane biuro koordynuje réwniez rozwoj
badan standaryzacyjnych oraz ulatwia analiz¢ i depo-
nowanie danych przeznaczonych do uzytku publicz-
nego (http:hmpdacc.org/). Strona internetowa DACC
zawiera katalog szczepdw referencyjnych oraz dane na
temat kazdego z nich, jak np. okolica ciala, z ktérego
izolat pochodzi, jego znanych sekwencji, jak réwniez
informacji, ktdry z o$rodkéw szczep sekwencjonowat
lub sekwencjonuje [38].

4. Inne korzysci wynikajace
z realizacji projektu

Realizowany projekt dodatkowo przyczynia si¢ do
rozwoju nowych technologii, w tym réwniez takich,
ktére umozliwiaja hodowanie in vitro bakterii, dotych-
czas nieznanych, izolacji pojedynczych komorek i ich
DNA, amplifikacji i klonowania, selektywnego wzma-
gania wzrostu okreslonych gatunkdéw bakterii itp. Zato-
zeniem niektorych pojedynczych projektow jest rowniez
pobieranie prébek z takich miejsce w jelitach, z ktérych
zwykle nie sg one popierane. Dotyczy to np. bakterii
$ciste przylegajacych do sluzéwki, izolacji pojedynczych
gatunkow technika flow-sorting oraz namnozenia in
vitro technikami dotychczas nie stosowanymi w hodowli
bakterii jelitowych czlowieka, w warunkach imitujacych
panujace w naturze. Pozwoli to na pozyskanie duzych
fragmentéw DNA réwniez tych gatunkoéw, ktérych
sekwencje nie byly znane lub znane sa tylko fragmen-
tarycznie [16, 28, 32, 41, 47, 51].

Liczne dane otrzymane z przeprowadzonych badan
wymagaja odpowiedniego ich dokumentowania, ana-
lizowania, w tym réwniez metodami statystycznymi,
przeprowadzania okres§lonych symulacji i obliczen sta-
tystycznych. To wszystko ptywa na rozwoj technik kom-
puterowych i opracowanie niezbednych do tych celow
programow.

Zasady upowszechniania uzyskanych w badaniach
danych zostaty zawarte w porozumieniu z Fort Lauder-
dale. Ich upublicznienie nastgpi po 12 miesigcach od
opracowania [38].

Rownolegle z podjetym w 2007 r. z inicjatywy NIH
projektem, zorganizowane zostalo spotkanie z przed-
stawicielami o$rodkow naukowych $wiata w celu prze-
dyskutowania utworzenia Migdzynarodowego Konsor-
cjum Badan nad Ludzkim Mikrobiomem (International
Human Microbiome Consortium — IHMC). Zadaniem
tej instytucji jest koordynowanie podobnych badan
podejmowanych i realizowanych na $wiecie, tak aby nie
powiela¢ przeprowadzonych juz doswiadczen, wspol-
nie szybko gromadzi¢ nowe dane, utrzymywac usta-
nowione standardy badan oraz dzieli¢ si¢ rezultatami
wynikajacymi z badan. IHMC oficjalnie zostal powo-
tany we wrzesniu 2008 i skupia 10 krajow. Jest otwarty
dla czlonkostwa innych akceptujacych przyjete przez
IHMC zasady.

Tak wiec projekt poswiecony poznaniu ludzkiego
mikrobiomu przesuwa kolejno granice poznania i wnosi
do nauk medycznych nowe dane na temat zmian
w mikrobiomie, odzwierciedlajgce potencjalny stan
zdrowia lub choroby. Przyczynia sie¢ do ustanowienia
standardow i zasad kontroli jakosci. Poznane nowe
sekwencje bedg traktowane, jako dane referencyjne do
wykorzystania w badaniach przeprowadzanych w przy-
sztosci [38] .
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5. Jelitowe mikrobionty czlowieka

Wydaje si¢, ze mikroorganizmy jelitowe stanowia
odrebna, w poréwnaniu do innych $rodowisk filoge-
netyczng grupe, ktéra koewoluowala razem ze swoim
gospodarzem, nabierajac unikatowych cech i wypel-
niajac funkgeje, ktdre przyczyniaja si¢ do uksztaltowania
wzajemnych relacji, jako mutualizmu [9, 29, 43]. Préby
jako$ciowej i ilosciowej oceny jelitowego mikrobiomu
czlowieka byly podejmowane juz wczesniej, gloéwnie
w oparciu o oceng roznic w sekwencjach genu koduja-
cego 16S rRNA. Ich wyniki ujawnily, ze nawet 80% fylo-
typow (odpowiednik gatunku okreslony na podstawie
analizy 16S rRNA) mialo sekwencje gatunkéw bakterii
dotychczas nie hodujacych sie in vitro. Badanie to wyka-
zalo réwniez duze indywidualne zréznicowanie mikro-
flory. Wchodzace w jej sklad bakterie w 98% nalezaty do
typow: Firmicutes (64%), Bacteroides (23%), Proteobac-
teria (8%) i Actinobacteria (3%) [17]. W dlugotermino-
wych, trwajacych ponad rok badaniach nad mikroflora
jelitowa ludzi otytych wykazano réznice w ich mikroflo-
rze w poréwnaniu do oséb szczuplych [25]. Podobnie
rzecz si¢ miafa u 0séb chorych na nieswoiste zapalenie
jelit, ktorego etiologie w jakiej$ czesci wigze sie z kompo-
zycja mikroflory. Istotnie okazalo sie, mikroflora jelitowa
tych osdb byla mniej zréznicowana w poréwnaniu do
mikroflory oséb zdrowych [9, 27, 37]. Sklad mikroflory
jelitowej noworodkéw podlega gwaltownym zmianom
w pierwszym roku zycia, wykazuje indywidualne réz-
nice, jednakze jest ona mniej zlozona w poréwnaniu do
mikroflory dorostych [34]. Mikroflora blizniakéw wyka-
zuje istotne podobienstwa na poszczegolnych etapach ich
rozwoju, natomiast nie stwierdza sie wplywu na jej sktad
w zaleznosci od tego, czy dziecko urodzilo si¢ w sposob
naturalny czy na drodze cesarskiego cigcia, karmienia
piersia, czy pokarmem sztucznym. Zrédlo bakterii zasie-
dlajacych wczesnie jelita noworodka, ztozonych glow-
nie ze Staphylococcus, Streptococcus, Enterobacteriaceae
i Bifidobacterium, nie jest do konca ustalone, czes¢ z nich
przenosi si¢ od matki [7, 23, 34].

Wyniki badan ostatnich lat ujawnily, ze to same
bakterie decyduja o zasiedleniu okreslonej niszy.
Nastepuje to w wyniku procesu cross-tolk i wptywania
przez drobnoustroje na ekspresje okreslonych genow
gospodarza. W przypadku bakterii jelitowych, mozna
wykaza¢ ich wplyw na powstawanie na komoérkach
nablonka jelitowego i komdrkach ukladu immunolo-
gicznego glikokoniugatow (pattern recognition recep-
tors — PRPs) o wzorze pasujacym do molekularnych
wzorcow mikrobiontow (microbiota-associated mole-
cular patterns - MAMPs) (7, 8, 13, 26, 39]. W doswiad-
czeniach na myszach wykazano, ze Bacteroides theta-
iotaomicron poprzez drobne rozpuszczalne zwigzki
przesyla biochemiczny sygnal do komérek nabtonka
jelitowego, w wyniku ktérego aktywowana jest al,2-

tukozyloftransfera i wytwarzane sg fukozylowane gliko-
koniugaty. Takie receptory z kolei, wplywaja na koloni-
zowanie si¢ tylko okreslonych bakterii. Opisane zjawisko
pokazuje, ze bakterie wptywaja w sposob selektywny
na kolonizowanie przez nie okreslonych nisz gospoda-
rza. Najczesciej zjawisko to uwarunkowane jest ogra-
niczonymi zasobami substratowymi, czy tez wynika
z ogdlnego bilansu energetycznego danego srodowiska.
Wydaje sie, rowniez, ze to bakterie decydujg o momen-
cie, w ktorych takie modyfikacje sg przez nie induko-
wane. Dodatkowo modyfikowanie powstatych gliko-
koniugatéw moze mie¢ miejsce w wyniku wytwarzania
przez drobnoustroje endo- i egzo- glikozydaz [26, 27].

6. Sklad i funkcji mikrobiontéw na podstawie
badan metagenomu

Poznanie biologicznych cech i funkcji wypelnianej
przez poszczegdlnych czlonkéw zlozonego $rodowi-
ska ekologicznego jelit, podlegajacego dynamicznym
zmianom jest zasadniczym celem badan nad ludzkim
mikrobiomem. O funkgjii wypelnianej przez jelitowy
mikrobiom mozna wnioskowa¢ na podstawie pozna-
nia wlasciwosci wyizolowanych in vitro drobnoustro-
jow. Jak wspomniano wcze$niej, z przebadanych metoda
sekwencjonowanial6S rRNA bakterii jelitowych, tylko
okolo 20% hoduje si¢ in vitro. To sprawia, ze badanie
funkcji w przewazajacej liczbie nie hodujacych sig
bakterii nalezy prowadzi¢ innymi metodami a wigc
poszukiwaé takiego rozwigzania, ktére bez koniecz-
nosci izolacji bakterii in vitro daje szanse na poznanie
ich wasciwosci. Takie mozliwosci daje metagenomika,
ktéra bada sekwencje DNA pobranego bezposrednio
ze §rodowiska jelita, traktowanego jako jeden wspolny
zespol gendw. Poniewaz prawie 80% bakteryjnego
genomu to regiony kodujace biatka, dlatego wigkszo§¢
sekwencji metagenomu stanowig geny zwigzane z okres-
long funkcja. W ten wiec sposéb mozna przewidzieé
wypelniang przez nieznane i nie hodujace si¢ bakterie
jelitowe funkcje [16, 29, 32, 37, 41, 51]. W dotychczas
przeprowadzonych badaniach, w ktérych zsekwncjo-
nowano 78 megazasadowy (Mpz) metagenom mikro-
biomu jelitowego czlowieka, stwierdzono znaczaca
liczbe gendw nie wystepujacych w genomie czlowieka.
Ich produkty biorg udzial w metabolizmie nie rozkta-
danych przez czlowieka zwigzkow, jak np. wielocukrow,
niektorych aminokwasow i ksenobiotykéw, biosyntezie
witamin i isoprenoidéw. Wyniki tych badan wskazuja
na symbiotyczne oddzialywanie mikroflory, z ktdra
organizm gospodarzem tworzy razem superorganizm,
ktorego zespol genéw mozna okresli¢ jako metagenom
[17]. Geny mikrobiomu jelitowego mozna zgrupowac
w dwoch zbiorach ortologicznych, jeden liczniejszy
charakterystyczny dla dorostych i dzieci oraz drugi
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mniejszy, typowy dla niemowlat. W wiekszosci sg
to geny zwigzane z metabolizmem cukrow, z tym, ze
u dorostych ich produkty (w tym wytwarzane przez Bac-
teroides) uczestnicza w degradacji wielocukréw, a u nie-
mowlat w transporcie cukréw. Sugeruje to, ze funkcja
mikrobiota jest zalezna od iloéci okreslonych substratéw
diety i wraz ze wzrostem okreslonych komponentéw
stwierdza si¢ wiekszg liczbe gendw, ktérych produkty
zaangazowane s3 w metabolizm tych zwigzkéw (w przy-
padku wielocukréw ich rozklad do krétkotancuchowych
kwasow tluszczowych, w tym mastowego, przyczynia sie
do wytworzenia produktéw stanowiacych dla gospoda-
rza gtéwne zrodlo energetyczne bakteryjnego pocho-
dzenia). Zjawisko to ilustruje réwniez funkcjonalng
adaptacje mikrobiontéw do okreslonego $rodowiska
gospodarza [11, 51].

Poréwnanie gendw bakterii jelitowych do genow
bakterii wystepujacych w innych srodowiskach, jak np.
w wodzie morskiej, wodzie stodkiej, glebie, roslinach
a takze w stosunku do gendéw wystepujacych u mikro-
organizmow komensalych i patogennych ujawnito naj-
wyzszy odsetek takich samych genéw u bakterii komen-
salnych. Te, u ktorych odsetek ten jest nizszy, nakladaja
sie na geny wystepujace u patogenow, co sugeruje, ze
komensalne bakterie o niskim odsetku genéw typowych
dla mikroflory jelitowej moga by¢ pierwotnym rezerwu-
arem patogendw [17, 47]. Poréwnanie najwazniejszych
gatunkow bakterii stanowigcych sktadniki mikroflory
jelitowej i majacych najwyzsza proporcje genéw typo-
wych dla bakterii jelitowych bytujgcych u oséb doro-
stych i niemowlat wykazato istotne réznice pomiedzy
gatunkami niosgcymi wspomniane geny, jak i ich pro-
porcjami. U oséb dorostych geny takie byly zlokalizo-
wane w genomie roéznych gatunkéw zaliczanych gtéwnie
do rodzajow Bacteroides, Eubacterium i Ruminococcus.
Z kolei u niemowlat geny te byly zlokalizowane glow-
nie w genomie bakterii z rodzajow Clostridium, Bifido-
bacterium i Lactobacillus. Gatunki bakterii, u ktorych
wspomniane geny wystepowaly w wyzszej proporcji
dominowaly w jelicie [17].

W konkluzji mozna wigc powiedzie¢, ze wysoki
odsetek gendw bakterii komensalnych kodujgcych okres-
lone funkcje bakterii jelitowych $wiadczy o takiej ich
ewolucyjnej przemianie, w wyniku ktorej zyskaly cechy
dajace im przewage nad mikroorganizmami konku-
rencyjnymi, wraz ze zdolnoscia do kolonizowania jelit
okreslonego gospodarza i przetrwania w tym $rodo-
wisku. Réwniez pozwala na wypelnianie okreslonych
funkeji w ekosytemie, ktorego sg sklfadowa. Taka funk-
cjonalna adaptacja powoduje, ze drobnoustroje jelitowe
nie sg na ogot zdolne do zycia w innych srodowiskach
réznigcych sie zasobnosciag niezbednego pokarmu, czy
innymi warunkami [9, 22, 24].

Okolo75% genéw metagenomu wykazuje identycz-
no$¢ sekwencji siegajace od 40 do 100% do genow

wystepujacych u znanych bakterii. Na tej podstawie
w skladzie mikroflory mozemy wyrdzni¢ dwie grupy
drobnoustrojéw, takich, ktorych podobienstwo sekwen-
cji gendéw do sekwencji genéw metagenomu przekra-
cza 80% i takich, ktorych ID wynosi od 50 do 80%. Do
typowych bakterii z pierwszej grupy nalezy zaliczy¢
rodzaj Escherichia, Klebsiella, Bifodobacterium i Bacte-
roides. Natomiast niskie podobienstwo sekwencji genoéw
metagenomu stwierdzono w poréwnaniu do sekwencji
genow wystepujacych u takich rodzajow, jak Bacillus,
Clostridium i Streptococcus. Prawdopodobnie gatunki
wymienionych bakterii nie byly dotychczas wyizolowane

in vitro iich sekwencje nie zostaly jeszcze poznane [17].

7. Mikrobionty a zachowanie homeostazy

Badania nad funkcja gen6éw bakterii komensalnych,
decydujacych o kolonizowaniu si¢ w jelitach ujawnity,
ze ich zmienna regulacja transkrypcji powoduje, iz
bakterie adaptujg si¢ do $rodowiska w zaleznosci od
dostepnosci sktadnikow pokarmowych. Takie zdolnosci
stwierdzono miedzy innymi u Bacteroides thetaiotaomi-
cron. Z kolei o kolonizowaniu si¢ Bacteroides fragilis
decyduje ekspresja powierzchniowych glikanéw. Geny
odpowiedzialne za kolonizowanie si¢ bakterii odkryto
takze u wielu szczepdw pateczek Lactobacillus. Obec-
no$¢ innych bakterii rowniez wplywa na to zjawisko.
Zasiedlenie przewodu pokarmowego myszy bezbak-
teryjnych Bifidobacterium longum i Bacteroides theta-
iotaomicron oddzielnie i razem ujawnilo, ze B. longum
wplywa na dostepnos$¢ substratéw cukrowcowych nie-
zbednych dla B. thetaiotaomicron, a wiec reguluje jego
rozprzestrzenianie sie. Co wigcej, B. longum w towarzy-
stwie B. thetaiotaomicron przyczynia si¢ do obecnosci
innych bakterii poniewaz obnizenia ekspresje genow
gospodarza odpowiedzialnych za antybakteryjng aktyw-
no$¢ skierowang przeciwko bakteriom Gram-dodatnim
(4, 11, 13, 20, 26, 27, 39].

W reakgji z ukladem immunologicznym gospodarza
bakterie komensalne wykazuja szereg cech wspdlnych
z bakteriami chorobotwodrczymi. Ich elementy sktadowe
$ciany komorkowej, jak np. lipopolisacharyd (LPS),
kwasy lipotejchowe, czy peptydoglikan sg rozpoznawane
przez bialka blonowe stanowigce receptory komorek
gospodarza, jak receptory Toll-podobne (Toll-like recep-
tor - TLR). Znajduja sie one na powierzchni komoérek
nablonka jelitowego, drog oddechowych, adipocytow,
komoérek tucznych, dendrytycznych i makrofagdw.
W sytuacji normalnej odpowiedzi gospodarza ich pota-
czenie sie z odpowiadajacym im molekularnym wzor-
com drobnoustrojéw powoduje uruchomienie cyklu
przemian, w wyniku, ktérych aktywacji ulega czynnik
transkrypcyjny NF-«B i cytokinowe geny promotorowe.
Doprowadza to do masowej produkeji cytokin i che-



MIKROBIOM CZLOWIEKA - ZDROWIE I CHOROBA 33

mokin, syntezy antybakteryjnych peptydéw i aktywacji
komorek dendrytycznych skutkujacych eliminacjg dro-
bnoustroju. Podobnie aktywowane endotoksyng makro-
fagi (przez TLR4) rozpoczynaja w przeciagu kilku-
nastu minut produkcje cytokin prozapalnych takich, jak
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 i innych [6, 12, 42].

Aktywacja TLR i w konsekwencji transaktywacja
NF-kB przyczynia sie rowniez do produkeji przez ente-
rocyty defensyn. W doswiadczeniach na myszach udo-
wodniono, ze bakterie komensalne s3 zdolne do indukeji
poprzez TLR chronigcej gospodarza odpowiedzi prze-
ciwzapalnej ale réwniez te same bakterie w sytuacji,
w ktorej nie jest on zdolny do produkeji przeciwzapal-
nej IL-10, indukuja przynoszacej gospodarzowi szkode
odpowiedz zapalng [1, 27, 35]. Przyklad ten pokazuje,
ze relacje pomiedzy gospodarzem i mikroorganizmami
sa pewng formg wysublimowanej réwnowagi, wynika-
jacej z kontrolowanego pobudzania uktadu immunolo-
gicznego, w wyniku czego moze dochodzi¢ do rozwoju
prozapalnej reakeji, kiedy mikroorganizmy lub ich pro-
dukty beda wnikaly np. poza granice jelit lub przeciw-
zapalnej reakcji gospodarza w sytuacji ich bytowania
w granicach jelit.

Komorki nablonka jelitowego, komorki Paneth’a
i dendrytyczne sa zrédlem wielu endogennych sub-
stancji przeciwbakteryjnych, jak lizozym, fosfolipaza,
réznych przeciwdrobnoustrojowych peptydow, jak a-de-
fensyn, angiogeniny 4, czy ReglIly [5]. Ten ostatni czyn-
nik jest lektyng typu C ulegajaca ekspresji w wyniku
sygnatu przesylanego w nastepstwie aktywacji TLR.
Sygnal ten moze by¢ jednak hamowany miedzy innymi
przez paleczki Bifidobacterium. Inne receptory wyste-
pujace na komorkach gospodarza, jak biatka NOD
(nucleotide-binding oligomerization domain) wykazuja
zdolnos¢ taczenia sie z peptydoglikanem i polisachary-
dem oraz przekazywania sygnatu aktywujacego NF-xB
niezaleznie od receptoréow TLR. W wyniku aktywacji
przez petydoglikan NOD2 obecnych na komoérkach
Panethaa dochodzi do ekspresji a-defensyn. Mutacja
genu kodujacego NOD2 koreluje z wystapieniem nie-
ktorych objawéw choroby Lesniowskiego-Crohna. Eks-
presja a-defensyn w jelitach cienkich u 0séb chorych
na chorobe Le$niowskiego-Crohna obejmujaca jelita
cienkie ulega znaczacemu zahamowaniu, nie dotyczy
to jednakze pacjentéw z choroba obejmujgca okreznice
(40, 48]. Innym przykladem stabilizujacego oddzialy-
wania mikrobiontéw na srodowisko jelit jest aktyw-
no$¢ niektdrych szczepdéw ziarniakéw Enterococcus,
ktore reguluja fosforylacje receptoréw aktywowanych
proliferatami peroksyzoméw gamma (peroxisome pro-
liferators-activated receptor y — PPAR-y). Przyczyniaja
sie na tej drodze do indukgji ekspresji genéw docelo-
wych w tym odpowiedzialnych za wytwarzanie prze-
ciwzapalnie oddzialujgcej IL-10. Myszy pozbawione
PPAR-y nie sg w stanie utrzyma¢ homeostazy jelitowej

[3]. Z kolei Bacteroides thetaiotaomicron za po$rednic-
twem PPAR-y powoduje redystrybucje RelA, stano-
wigcego podjednostke NF-kB w cytoplazmie w wyniku
czego dochodzi do selektywnego ostabienia odpowiedzi
zapalnej. Saccharomyces boulardii produkuje natomiast
maly, cieplostabilny czynnik zapobiegajacy degradacji
IxBa co ogranicza wigzanie si¢ NF-kB z DNA i ekspre-
sje IL-8. Na podobnej drodze przeciwzapalnie oddzia-
tuje réwniez Bacteroides thetaiotaomicron. Ten ostatni
gatunek bakterii dodatkowo ,wymusza” na gospodarzu
produkeje fukozylowanych glikanéw w miejsce sialo-
wanych glikanéw, poniewaz sam wykorzystuje fukoze,
jako zrédlo energii. Dzieje si¢ tak prawdopodobnie za
sprawg wytwarzanego czynnika sygnalnego (control of
signal production — CSP) aktywujacego transkrypcje
genow fukozylotranferazy [1,8,26]. Przytoczone dane
pokazuja, ze bakterie autochtoniczne i ich produkty
w wyniku oddzialywania na jagdrowy czynnik, jakim jest
PPAR-y uczestniczg w regulacji odpowiedzi przeciw-
zapalnej gospodarza.

Inne mechanizmy bakteryjnego ksztattowania homeo-
stazy jelitowej zachodzg poprzez ich produkty meta-
bolizmu, jak np. kwas mastowy bedacy produktem bak-
teryjnej fermentacji cukréw, indukuje on ekspresje prze-
ciwbakteryjnego peptydu katelicydyny. Powoduje tez
przyhamowanie nadmiernego wzrostu bakterii. Zabi-
jajac bakterie ogranicza ich kontakt z nablonkiem jelito-
wym i minimalizuje stymulowanie odpowiedzi zapalne;
[17]. Niektore antybakteryjne peptydy ulegaja wysokiej
ekspresji w okresie postnatalnym [30]. W doswiadcze-
niach na myszach zauwazono, ze u zwierzat urodzonych
naturalnie LPS aktywuje receptor TLR, w wyniku czego
dochodzi do przekazywania sygnatu uruchamiajacego
kaskade wewnatrzkomoérkowych przemian. Zjawisko to
nie wystepuje natomiast u myszy urodzonych na dro-
dze cesarskiego ciecia. Moze to sugerowac, ze w trakcie
naturalnego porodu dochodzi do ekspozycji noworod-
kéw na komensalng flore¢ matki i ich zasiedlania sig
w jelitach. Rozpoczyna si¢ w ten sposob pewien proces
ksztaltowania si¢ wzajemnych relacji pomiedzy mikro-
i makroorganizmem prowadzacy do zachowania tole-
rancji i stabilnej rownowagi [21,24,35,39]. Produkowane
réwniez przez jelitowq tkanke limfatyczng (gut-associa-
ted lymphoid tissues — GALT) przeciwciala wydzielni-
cze IgA w znacznym stopniu wptywaja na liczbe i sktad
mikroflory jelitowej [36]. Jelitowa alkaliczna fosfataza
uczestniczy z kolei w defosforylacji reszt fosforanowych
LPS-u, przez co zwigzek ten traci wlasciwosci toksyczne,
a to z kolei zapobiega penetracji bakterii przez komorki
nabtonka jelitowego [14]. Wynika wiec z tego, ze réw-
niez wspominany enzym przyczynia si¢ do zachowania
jelitowej homeostazy.

Badania nad kaskadg przemian uruchomionych
sygnalem z aktywowanego przez LPS TLR4 makrofa-
gow wykazaly ekspresje dwoch grup gendw. Jedne z nich
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odpowiadaly na stymulacje LPS-em we wczesnej fazie
i byly to geny kodujgce prozapalne cytokiny i druga
odpowiadajaca na powtdérng stymulacje LPS-em sku-
piajaca geny odpowiedzialne za wytwarzanie antybak-
teryjnych peptydéw. Odpowiednia modyfikacja biatek
histonowych wplywala regulacyjnie na te przemiany
i decydowata o wrazliwosci na bakteryjne zakazenie.
zachorowanie [4, 27].

W wyniku koewolucyjnego rozwoju gospodarza
i jego autochtonicznej mikroflory dochodzi do wytwo-
rzenia mechanizméw tolerancji i braku odpowiedzi
gospodarza na mikroorganizmy komensaliczne oraz
skierowanie reakcji obronnej przeciwko patogenom.
Biorg w niej udzial przeciwciata IgA alkaliczna fosfataza,
wiele roznych antybakteryjnych peptydéw oraz mecha-
nizmy kontrolujace odpowiedz prozapalng. W odpo-
wiedzi na to patogenne mikroorganizmy wyksztalcity
mechanizmy adaptacyjne, jak rowniez wytwarzaja sze-
reg czynnikow zjadliwo$ci, w tym bialek efektorowych
zapewniajacych im dodatkowe sposoby inwazji, czy tez
unikania reakcji ze strony ukladu odpornosciowego
gospodarza. Poprzez wplywanie na odpowiedni skfad
mikrobiontéw przyczyniaja do rozwoju odpowiedzi
pozapalnej. Mikroorganizmy komensalne z kolei ewo-
luuja nie tylko w kierunku wypelniania okreslonych
w $rodowisku jelit funkcji, jak np. rozkladania cukréw,
wytwarzania energii, przyspieszania dojrzewania i proli-
feracji komorek nablonka jelitowego, ale rowniez w kie-
runku eliminacji niepozadanych zdarzen prowadzacych
do indukcji odpowiedzi pozapalnej [4, 17, 27, 35].

8. Mikrobiom a indukcja odpowiedzi poszczepiennej

Rola bakterii jelitowych w trawieniu i wchlanianiu
sie pokarmu, rozwoju jelit i syntezie substancji, ktérych
gospodarz sam nie jest w stanie wytworzy¢, jak np. wita-
min zostala dos¢ dobrze poznana. Rdwniez w swietle
ostatnich badan pewna skltonnos¢ do zachorowan lub
opornos¢ na choroby przewodu pokarmowego, jak
nieswoiste zapalenie jelit i inne, otylo$¢, czy réwniez
choroby obejmujgce inne narzady wigzane sg ze skla-
dem jelitowych mikrobiontéw [18, 25, 37]. Dos¢ dobrze
poznany jest takze udzial bakterii jelitowych w roz-
woju ukltadu immunologicznego zwigzanego z jelitami,
indukcji mechanizméw odpornosciowych i tolerancji na
flore wlasng. Nie do konca jednak wiadomo, czy jelitowe
mikrobionty wplywajg na odpornos¢ indukowana szcze-
pionkami. Wiadomo, ze wystgpujace w jelitach segmen-
towane bakterie o morfologii niciowatej przyczyniaja sie
do dojrzewania obecnych w tym srodowisku limfocy-
tow T. Majac na wzgledzie oddzialywanie jelitowych
bakterii na aktywnos¢ niektdrych lekéw podawanych
doustnie nie wyklucza si¢, ze moga one réwniez wpty-
wa¢ na przetwarzanie wchodzacych w jej sktad anty-

genéw [8, 21]. Badania kliniczne nad skutecznoscia
doustnych szczepionek przeciwko polio, zakazeniom
rotawirusami i cholerze wykazaly ich nizszg immuno-
genno$¢ u oso6b wywodzacych sie z krajéw rozwijajacych
sie w poréwnaniu do populacji krajow wysokorozwi-
nietych o wysokich standardach higieny. Szczepionka
przeciwko cholerze zastosowana u nikaraguanskich
i szwedzkich dzieci indukowata duzo nizszg odpo-
wiedz immunologiczng u tych pierwszych. W badaniach
z uzyciem zywej szczepionki okazalo sie, ze bakterie
obficie namnazaja si¢ w jelitach dzieci pochodzacych
z krajow ubogich i prawdopodobnie tym faktem nalezy
tlumaczy¢ niskie miana skierowanych przeciwko nim
przeciwcial. Podobne do$wiadczenia przeprowadzone
z uzyciem szczepionki na bazie réznych szczepow Shi-
gella flexneri u dorostych i dzieci w Bangladeszu i USA
wykazaly wysoka odpornos¢ poszczepienng u Ameryka-
néw i niska u ludnosci zamieszkujgcej Bangladesz [10].
W stawianych hipotezach majacych na celu wyjasnianie
opisanych réznic uwzglednia si¢ warunki socjoekono-
miczne, dostepnos¢ pozywienia, czynniki genetyczne,
jak rowniez ewentualng wczesng ekspozycje ludnosci
na te lub pokrewne mikroorganizmy. Chociaz zjawisko
to jest stabo poznane, nie wyklucza si¢ réwniez wplywu
jelitowych mikrobiontéw na indukcje odpornosci
w nastepstwie doustnego szczepienia. Analogicznie do
obserwacji, co do prawdopodobnego wptywu wysokiej
higieny we wczesnym okresie Zycia czlowieka na wyz-
sza skfonnos¢ takich osobnikéw do alergii, nie wyklucza
sie, ze podobnie rzecz si¢ ma z indukcjg poszczepien-
nej odpowiedzi immunologicznej. Przypuszcza sie, ze
w stosunku do mikrobiota osobnikéw narazonych na
wigksza ekspozycje mikroorganizméw (antygendw)
w spolecznosciach zyjacych w niskich standardach
higieny, organizm gospodarza wytwarza szersza w sto-
sunku do nich tolerancje, obejmujaca rowniez antygeny
szczepionkowe, z ktérymi lub podobnymi mogt si¢ spot-
ka¢ w przeszlosci. Powyzsza hipoteza zostata poparta
doswiadczeniem na kurczetach, u ktérych wezesniejsze
podanie antybiotykéw (ograniczenie skladu mikrobion-
tow) wplywalo na wzrost miana przeciwcial po immu-
nizacji zwierzat droga pokarmowa. Doswiadczenie to
pokazuje rowniez, ze okreslone populacje bakterii maja
wplyw na poszczepienng odpowiedz immunologiczna.
Co wigcej, niektore probiotyczne bakterie w krotkim
okresie po ich podaniu (od 1 do 5 tygodni) wplywaja
na zwiekszenie odpowiedzi poszczepiennej przeciwko
cholerze, salmonellozie, polio i zakazeniom rotawiru-
sowym. Podobnie dodatnig korelacj¢ pomigdzy poda-
niem probiotykéw a szczepieniami parenteralnymi
zaobserwowano u niemowlat szczepionych przeciwko
blonicy, tezcowi, zakazeniom Haemophilus influenzae
typu B i zapaleniu watroby typu B [4, 10]. Przytoczone
dane nie pochodzg niestety z badan dtugofalowych, dla-
tego nie wiadomo, jak te zaleznosci ksztaltuja si¢ wraz
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z rozwojem zycia czlowieka. Nie wyklucza si¢ jednak, ze
probiotyki wptywajac na wzrost jednych populacji bak-
terii i przyhamowujac wzrost innych mogga na tej drodze
wplywac rowniez na efektywno$¢ doustnych szczepio-
nek. W doswiadczeniu na myszach podanie frukto-oli-
gosacharydowego prebiotyku zwiekszalo odpowiedz
poszczepienng przeciwko pateczkom Salmonella. Auto-
rzy tego eksperymentu nie przeprowadzili jednak badan,
z ktérych wynikaloby, ze mialo to zwigzek ze zmianami
w mikroflorze jelitowej. Jednakze w innym doswiadcze-
niu, w ktéorym u myszy zastosowano mieszaning pre-
biotykdw, takich jak galakto- i frukto-oligosacharydow
wykazano, ze przyczynilo si¢ to do podniesienia odpor-
nosci ogdlnej w wyniku szczepienia przeciwko grypie.
W tym przypadku zaobserwowano wzrost niektérych
skladowych zespolu mikrobiontéw sugerujacy udziat
wspolnoty mikroorganizméw w indukeji odpowiedzi
immunologicznej gospodarza [10].

Przytoczone dane pokazuja, ze mikrobionty ma
wplyw na ksztaltowanie odpowiedzi poszczepiennej,
jednakze istota tego zjawiska w wigkszosci jest nie-
wyjasniona. Ale juz na tym etapie wiedzy poznanie
mikrobioméw réznych, czgsto geograficznie odlegtych
ludzkich populacji moze przyczyni¢ sie do prognozo-
wania skuteczno$ci szczepionek, jak réwniez takie ich
antygenowe dostosowanie, aby bardziej specyficznie
i efektywnie indukowaly odpornos¢.

9. Podsumowanie

Badania nad mikrobiomem réznych nisz ekologicz-
nych cztowieka niewatpliwie przyczynig sie do lepszego
zrozumienia znaczenia drobnoustrojow autochtonicz-
nych w biologii organizmu wyzszego, w tym poznania
tych relacji, ktdére skladajg si¢ na zachowanie zdrowia
lub rozwoju choroby [2]. Analiza mikrobiomu w zalez-
nosci od genotypowych cech gospodarza, jak réwniez
jego metabolicznego fenotypu pozwoli na poznanie
tych wszystkich czynnikéw, ktore oddziatujg ze strony
gospodarza na wlasne mikrobionty i ich reakcje przy-
czyniajace si¢ do zachowania homeostazy. Tworzenie
zintegrowanych metabolicznych map (obejmujacych
zaréwno gospodarza, jak i mikrobionty) takich $ro-
dowisk i wykrywanie bioczynnikéw wskazujacych na
predyspozycje do okreslonej choroby moze przyczy-
ni¢ si¢ do rozwoju nowych metod diagnostycznych
w odniesieniu do poszczegolnych osdb, specyficznego
doboru lekow, czy tez zindywidualizowanego leczenia.
Wiele aktywnych bakteryjnych czynnikéw i moleku-
larnych mechanizméw ich interakeji z gospodarzem
zostalo dotychczas poznanych. Znacznie wigcej jest
jednak w dalszym ciggu nieznanych. Odkrycie nowych
genow mikrobiontéw i ich funkcji w wyniku realizo-
wanego projektu badan nad mikrobiomem czlowieka

oraz ich powigzanie z genami czlowieka, ktére odpowia-
daja na sygnaly wysylane przez bakterie jest kluczowe
dla pelnego poznania fizjologii czlowieka i poznania
tych sktadnikow diety, ktore wptywajg na liczbe i sktad
jelitowych mikrobiontéw. W takim sensie realizowany
projekt ,,Human Microbiome” otwiera droge do nowego
poznania, w ktérym organizm czlowieka i jego mikro-
bom s3 ze sobg §cisle powigzane tworzac jeden wspdlny
superorganizm, a ich genomy mozna traktowa¢ jako
wspdlny metagenom [17].
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Heart disease as a late complications of zoonosis transmitted by a ticks

Abstract: Many bacterial species can be a cause of various heart diseases. The pathogens that trigger these disorders are very often
fastidious, uncultured bacteria, such as: Borrelia burgdorferi sensu lato, Coxiella burnetii, Bartonella spp. and Rickettsia spp. The following
symptoms: myocarditis, endocarditis, pancarditis, perimyocarditis, dilated cardiomyopathy (DCM), conduction and rhythm disturbances,
and atherosclerotic, cardiovascular and valvular disease may indicate a bacterial etiology of the disease. Detection of significant titers of
specific antibodies allows to identify the origin of the disease. A research performed recently has shown the presence of Bartonella spp.,
B. afzeli and C. burnetii bacteria in malfunctioning human hearts. It indicates that these pathogens, occurring in the natural environment

in ticks and other wild animals, play a significant role in constation of cardiovascular diseases.

1. Introduction. 2. Bartonellosis. 3. Lyme borreliosis. 4. Q fever. 5. Rickettsial disease. 6. Diagnostics. 7. Treatment. 8. Summary

Stowa kluczowe: Bartonella spp., Borrelia burgdorferi, Coxiella burnetii, choroby serca, Rickettsia spp.
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1. Wstep

Badania w ostatnich latach wskazuja, ze wiele choréb
infekcyjnych moze prowadzi¢ do chordb serca. Takie
objawy jak zapalenie migénia sercowego (myocarditis),
zapalenie wsierdzia (endocarditis), zapalenie calego serca
(pancarditis), kardiomiopatia rozstrzeniowa (DCM),
zaburzenia przewodzenia i rytmu moga wskaza¢ na
bakteryjna, grzybicza lub wirusowg etiologie choroby.

Bakterie s3 najczestszym czynnikiem etiologicz-
nym infekcyjnego zapalenie wsierdzia (IZW). Wedlug
Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego (Euro-
pean Society of Cardiology - ESC), IZW to wewnatrz-
naczyniowe zakazenie obejmujace struktury serca (np.
zastawki, wsierdzie przedsionkow i komor), duze naczy-
nia krwionoéne klatki piersiowej (np. drozny przewdd
tetniczy, przetoki tetniczo-zylne, zwezong ciesn aorty)
oraz obcy material znajdujacy si¢ w jamach serca (np.
protezy zastawkowe, elektrody rozrusznika serca, ope-
racyjnie wytworzone pofaczenia naczyniowe). Bakterie
wysiane z ogniska zakazenia, krazac we krwi, z fatwoscia
osadzaja si¢ na uszkodzonych lub sztucznych zastaw-
kach. Za gtéwne miejsce adhezji drobnoustrojow
chorobotworczych uwaza si¢ jalowe mikroskrzepliny
przytwierdzone do uszkodzonego wsierdzia. Roznej
wielkosci wegetacje zawierajace plytki krwi, erytrocyty,
fibryne, komorki zapalne oraz drobnoustroje to typowe

zmiany charakterystyczne dla weczesnego IZW. Zastawki
serca s3 najczestszym obszarem wzrostu wegetacji, ale
proces zapalny moze rozwijac si¢ rowniez w przegro-
dzie, na strunach $ciegnistych lub w migsniu serca [16].
Bakteryjne zapalenie wsierdzia najczesciej obejmuje
lewa czes¢ serca z zajeciem zastawki mitralnej, aortalnej,
trojdzielnej i pnia plucnego [2].

IZW jest jedna z najtrudniejszych do rozpoznania
choréb w kardiologii, poniewaz czgsto towarzysza jej
nieswoiste objawy. Stanowi to powazny problem diagno-
styczny i terapeutyczny. Bakteryjne zapalenie wsierdzia
bez leczenia ma charakter postepujacy i prowadzi do
$mierci. Zgon spowodowany jest gtéwnie niewydolnos-
cig serca wynikajgcg z nasilenia wczesniej juz istniejacej
choroby serca lub z powodu ostrego zaburzenia czyn-
nosci zastawki [2]. Najczestszymi bakteryjnymi patoge-
nami s3: paciorkowce - 60-80% przypadkéw (Strepto-
coccus viridans), gronkowce - 20-30% (Staphylococcus
aureus, S. epidermidis), enterokoki 5-18% (Enterococcus
faecalis, E.faecium), bakterie Gram-ujemne nalezace
do tak zwanej grupy HACEK - 5% przypadkow.
HACEK jest to grupa bakterii Gram-ujemnych, beda-
cych florg fizjologiczng jamy ustnej, ktére w nieko-
rzystnych okoliczno$ciach moga sta¢ si¢ przyczyna
infekcyjnego zapalenia wsierdzia. Naleza do niej takie
bakterie jak: Haemophilus parainfluenzae, H. aphrophilus,
H. paraphrophilus, Actinobacillus actinomycetemcomitans,

* Autor korespondencyjny: Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii i Kretkéw Odzwierzecych, Narodowy Instytut Zdrowia
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Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens i Kingella
sp.), paleczki Gram-ujemne nie nalezace do grupy
HACEK w 5% (Escherichia coli, Salmonella spp., Pseudo-
monans sp., Klebsiella spp.) [35].

Przyczyng zapalenia wsierdzia mogg by¢ takze bak-
terie, ktore stanowig wazng grupe czynnikéw etiolo-
gicznych zakazen dolnych drég oddechowych. Wspdlne
cechy tych drobnoustrojow to czgsto epidemiczny cha-
rakter zachorowan, male rozmiary komorki, wewnatrz-
komoérkowe bytowanie i namnazanie sie, brak sciany ko-
morkowej lub pewnych jej skladnikéw i co za tym idzie,
nieskutecznos¢ leczenia antybiotykami -laktamowymi.
Do tej grupy nalezg naleza chlamydie, mykoplazmy.

Niekiedy za rozwdj zapalenia wsierdzia odpowia-
daja grzyby ok. (2-4%), jak np. Candida albicans (>60%
grzybiczych infekcji seca), Aspergillus sp. (>10%), Histo-
plasma capsulatum. Zakazenia grzybicze sa znacznie
trudniejsze do wykrycia, niz zakazenia wywotlane
bakteriami. Masywne wegetacje z grzybami prowadza
do zniszczenia platkow zastawek, rzadko dochodzi do
zakazenia mie$nia sercowego. Aspergillus moze wywotaé
zakazenie mig$nia sercowego czesciej niz wsierdzia, co
w konsekwencji prowadzi do facznego zajecia i wsier-
dzia i mig$nia sercowego. Umiera ponad 80% dotknie-
tych grzybiczym zapaleniem wsierdzia (Tabela I).

Zapalenie wsierdzia u ludzi moze by¢ spowodowane
zakazeniem wieloma gatunkami bakterii, ktére w stan-
dardowym postepowaniu diagnostycznym nie sg wykry-
wane poniewaz nie rosng na sztucznych podtozach bak-
teriologicznych, ze wzgledu na swoje wymagania odzyw-
cze (tzw. ujemne posiewy krwi) (grupa 7 w tabeli I).

Badania ostatnich lat wykazaly, ze wiele choréb
odzwierzecych przenoszonych przez kleszcze moze pro-
wadzi¢ do powiklan w postaci uszkodzenia zastawek lub
mies$nia sercowego. Naleza do nich borelioza z Lyme,
bartonelozy, goraczka Q. Wymienione choroby naleza
do grupy tzw. nowo pojawiajacych si¢ oraz nawra-
cajacych zagrozen (emerging/re-emerging diseases)
i stanowig jeden z wazniejszych problemoéw zdrowia
publicznego. Wsr6d nich borelioza z Lyme jest najczes-
ciej wystepujaca na potkuli pétnocnej, chorobg przeno-
szong przez kleszcze. Goraczka Q wystepuje w Polsce
od 1956 roku jednak jej pozne, przewlekle postaci nie
s3 rozpoznawane. Bartoneloza diagnozowana jest od
kilku lat. Klinicznie rozpoznawana jest gléwnie choroba
kociego pazura wywolana przez Bartonella henselae,
ktora jest jednym z gatunkéw tego rodzaju, odpowie-
dzialnym za zapalenie wsierdzia i mig$nia sercowego.

Cecha wspdlna tych bakterii jest bytowanie i namna-
zanie si¢ wewnatrzkomorkowe. Ze wzgledu na wewnatrz-
komorkowe pasozytnictwo sg to drobnoustroje o szcze-
gélnych wymaganiach wzrostowych oraz ograniczonej
zdolnosci do proliferacji w tradycyjnych warunkach
hodowli laboratoryjnej i w zwigzku z tym wymagajacych
specjalnych narzedzi diagnostycznych.

Patogeny te sa odpowiedzialne za zapalenie wsier-
dzia z ujemnymi posiewami krwi znaczniej czesciej niz
wczedniej sagdzono. Liczba zachorowan wynosi 2,5-31%
wszystkich przypadkéw zapalenia wsierdzia. Organizmy
te wystepuja szczegdlnie czesto u chorych ze sztucznymi
zastawkami, obecnoscia cewnikow zylnych, stymulato-
rami, niewydolnoscig nerek oraz w stanach uposledzo-
nej odpornosci [11].

2. Bartoneloza

Ostatnio obserwuje sie¢ gwaltowny wzrost liczby
nowo odkrytych gatunkéw rodzaju Bartonella i choréb
wywolywanych przez te bakterie. Szeroki krag natural-
nych zywicieli oraz powszechne wystepowanie przeno-
sicieli (wektoréw) w srodowisku naturalnym sprawiaja,
ze bartoneloza zaliczana jest do tzw. nowopojawiaja-
cych i nawracajgcych zagrozen (re-emerging infectious
diseases) [48].

Bakterie Bartonella sp. stanowig powazne zagroze-
nie dla zdrowia cztowieka. Bartonella henselae jest odpo-
wiedzialna za najwiekszg liczbe przypadkéw bartoneloz
wystepujacych na calym $wiecie [35]. Bakteria ta jest uzna-
nym czynnikiem etiologicznym CSD (choroby kociego
pazura). Rezerwuarem B. henselae sa koty, zwlaszcza
mlode. Wektorami bakterii sa wszy, pchly i kleszcze [6].

Bartonella quintana byta znanym czynnikiem etiolo-
gicznym goraczki okopowej. Podczas pierwszej wojny
$wiatowej odnotowano okoto 400 000 zachorowan wsrod
wojsk Ententy i panstw centralnych. W drugiej wojnie
$wiatowej epidemia nie osiagneta tych rozmiaréw, ale
pojawila sie w wojsku niemieckim na froncie wschod-
nim. W latach 1940-1945 odnotowano przypadki
zakazen laboratoryjnych B. quintana u karmicieli wszy
i pracownikéw w zaktadach produkujacych szczepionke
przeciw durowi plamistemu (Rickettsia prowazeki) wg
Weigla w Krakowie i Warszawie. Obecnie B. quintana
powoduje zakazenia sporadyczne przede wszystkim
u ludzi z obnizong odpornoscia, z chorobami wynisz-
czajacymi, u 0s6b chorych na AIDS, réwniez u ludzi
z wydolnym ukladem immunologicznym [34].

Bartonella spp. to bakterie wewnatrzkomérkowe,
wykazujace tropizm do erytrocytéw oraz komorek
nabfonka naczyn krwiono$nych [48]. Bartonella moze
atakowa¢ wiele ukladow i narzadow [6]. W ostatnich
latach coraz czgsciej odnotowuje sie przypadki zacho-
rowan ludzi wywolane przez gatunki rodzaju Bartonella,
ktdre jak dotychczas stwierdzano jedynie u zwierzat.
Nalezy tu wymieni¢ zapalenie wsierdzia powodowane
przez B. elizabethae oraz zapalenie migénia sercowego
w wyniku zakazenia B. vinsonii subsp. arupensis [48].
Wisrod bakterii z rodzaju Bartonella 8 z 20 poznanych
gatunkow uznano za zdolne wywolaé zapalenie wsierdzia
u ludzi. Sa to: B. quintiana, B. henselae, B. elizabethae,
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Tabela I
Drobnoustroje i choroby serca przez nie wywolywane: infekcyjne zapalenie wsierdzia (infective endocarditis IE),
zapalenie mie$nia sercowego (myocarditis), zapalenie calego serca (pancarditis),
kardiomiopatia rozstrzeniowa (dilated cardiomyopathy DCM), zapalenie osierdzia (pericarditis)
TR Infekeyj ne Za[.)a%el.ne Zapalenie |Kardiomiopatia| Zapalenie
Czynniki etiologiczne zapalenie mies$nia . X .
Lo serca rozstrzeniowa | osierdzia
wsierdzia (%) sercowego
1 Paciorkowce: 60-80*
Streptococcus - grupa Viridans: +°! +7 +*
Streptococcus pneumoniae +! +47 +2
Streptococcus pyogenes — Grupa A +°! +2 +!
Streptococcus agalactiae — Grupa B +°! +47
Streptococcus bovis — Grupa D +°!
2 Gronkowece: 20-30*
Staphylococcus aureus +2 +2 +38
Staphylococcus epidermidis +2
3 Enterokoki: 5-18*
Enterococcus faecalis +2
Enterococcus faecium +2
4 Gram(-) bakterie z grupy HACEK: 5%
Haemophilus spp. (H.aphrophilus i inne) +°! +2 +2
Actinobacillus actinomycetemcomitans +!
Cardiobacterium hominis +!
Eikenella corrodens +!
Kingella Kinga +!
5 inne paleczki Gram (-): 5
Escherichia coli +2 +12
Klebsiella spp. +2 +%
Serratia spp. +2 +5
Proteus spp. +2 +47
Pseudomonas spp. +2 +47
Actinobacter spp. +2
Salmonella spp. +2 +2 +2
6 Grzyby: 2-4%
Candida +2 +2 +2
Aspergillus +2 +2 +5 +2
7 Bakterie o specjalnych wymaganiach wzrostowych: 2,5-31¥
Borrelia burgdorferi sl +14 +2 +32 +2
Bartonella spp. +°! +77
Ehrlichia spp. +! +%7 +2
Coxiella burnetii +2 +7
Chlamydia psittaci +2 +2 +¥
Chlamydia pneumoniae +2 +2 +32 +7
Chlamydia trachomatis +2 +7
Mycobacterium spp. +°! +2
Ricketsia spp. +2 +37
Mycoplasma +2 +3 +7 +%7 +5

W tabeli w gornych indeksach podano pozycje cytowanego pismiennictwa.

B.vinsoni [4], B. kohlerae, B. clarridgeiae [18]. Szacuje
sie, ze Bartonella spp. odpowiada za 1-15% przypad-
kow infekcyjnego zapalenia wsierdzia u ludzi [13, 17].
Pierwsze przypadki zapalenia wsierdzia spowodowane
przez te bakterie odnotowano w roku 1993 u chorych
na AIDS w Stanach Zjednoczonych i bezdomnych we
Francji (B. quintana) [48]. W Polsce DNA Bartonella
spp. wykryto w sercach dawcow narzadow [27].

Sredni wiek pacjentéw z zapaleniem wsierdzia
wywolanym przez Bartonella spp. to 48 lat. Pacjenci ci

s3 o wiele mlodsi od chorych z zapaleniem wsierdzia
wywolanym przez inne mikroorganizmy. Mezczyzni
stanowig tutaj 85% przypadkow, a kobiety 15%. Naj-
czedciej zakazeniu Bartonella spp. ulegaja zastawki
aortalne za$ infekcje sztucznych zastawek odnotowano
tylko u 9% pacjentow.

Istnieja dwie grupy zwigkszonego ryzyka zachorowa-
nia na zapalenie wsierdzia wywolanych przez Bartonella.
Jedna grupa to bezdomni alkoholicy narazeni na kon-
takt ze wszami i zakazeni B. quintana, bez uprzedniego
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uszkodzenia zastawek i druga to zakazeni B. henselae
chorzy z weze$niejszym uszkodzeniem zastawek, ktorzy
mieli kontakt z kotem. Zapalenie wsierdzia wywolane
przez B. henselae wystepuje u 87% pacjentow z wczes-
niejszym uszkodzeniem zastawek za$ wywotane przez
B. quintana wysteuje tylko u 30% tej grupy pacjentow.
Czynniki predysponujace do zapalenia wsierdzia wywo-
fane przez B.quintana to bezdomnos¢ i alkoholizm,
a takze ekspozycja na kontakt ze wszami [4].

3. Borelioza z Lyme

Borelioza z Lyme jest wielouktadowg chorobg za-
kazna, wywotywang przez kretki Borrelia burgdorferi
sensu lato. Jest to choroba odzwierzeca przenoszona
przez kleszcze rodzaju Ixodes. Lyme carditis (LC) pierw-
szy raz opisal Steere iwsp. w1980 roku. Choroba ta
wystepuja u ok. 4-10% zakazonych Borrelia burgdorferi
w Ameryce Péinocnej oraz u 0,3-4% w Europie [25].
Roéznica w czestosci wystepowania LC miedzy Ameryka
PéInocng a Europa wynika z tego, ze w Europie czeéciej
zakazenia wywolane sg przez B. afzelii i B. garinii, ktore
wykazuja mniejsze powinowactwo do tkanek serca niz
Borrelia burgdorferi sensu stricto, ktora jest glownym
genogatunkiem wystepujacym w Ameryce Pélnocnej
[10]. Zréznicowanie wskaznika rozpowszechnienia LC
wigze si¢ z geograficznym rozmieszczeniem poszcze-
golnych genogatunkoéw kretka na $wiecie i z ich réznym
tropizmem do okreslonych narzgdéw. B. burgdoferi s.s.
wydaje si¢ najbardziej artrogennym i kardiogennym
sposrod wszystkich kretkéw w obrebie gatunku B. burg-
dorferis.1. [25]. Tropizm kretkow do okreslonych tkanek
sprawia, ze poszczegolne genogatunki wywotuja cho-
roby o zréznicowanych objawach. Zapalenie stawow
wystepuje w przebiegu zakazenia wszystkimi trzema
genogatunkami, jednak najczgéciej stwierdzane jest
w przypadku zakazenia B. burgdorferi s.s. i jest dominu-
jacym objawem w przebiegu boreliozy z Lyme w Ame-
ryce Pétnocnej. Z kolei zakazenia B. garinii zwigzane s
z zapaleniem opon mdzgowych, moézgu i rdzenia krego-
wego, ktore sg sporadycznie obserwowane w przebiegu
zakazenia B. burgdorferi ss. Dla zakazenia kretkiem
B. afzelii najbardziej typowe jest przewlekle zanikowe
zapalenie skory [53]. Lyme carditis cz¢$ciej dotyka mez-
czyzn niz kobiety (stosunek 3:1) [50]. Czegs¢ badaczy
wykazala obecno$¢ przeciwcial przeciw B. burgdorferi
u 32,7% chorych z przewlekla niewydolnoscia serca oraz
u 11% oséb oczekujacych na przeszczep serca, co moze
sugerowac mozliwy zwigzek przewleklej infekeji B. burg-
doferi z rozwojem poznych nastepstw kardiologicznych
[25]. Ostatnio w usunietych podczas zabiegu transplan-
tacji sercach dawcow wykryto DNA B. burgdorferi s.l.
w zastawkach aortalnych i mitralnych, w mieéniu serca
oraz we fragmentach aorty [27].

LC nastepuje z reguly po kilku tygodniach od zaka-
zenia, w okresie wczesnej infekeji rozsianej, kiedy
dochodzi do rozsiewu kretkow drogg krwionosna [50].
Objawy Lyme carditis ujawniajg si¢ od 1 tygodnia do
7 miesiecy ($rednio - 21 dni) po wystgpieniu rumienia
wedrujgcego, czesto wspolistniejac z innymi objawami
wczesnej boreliozy (utrzymujacy sie rumien, wtérne
ogniska rumienia wedrujacego, zapalenie stawdw, objawy
neurologiczne) [15]. Najczgstszg manifestacjg kliniczna
LC jest blok przedsionkowo-komorowy o zmiennym
stopniu nasilenia [25]. Stwierdzenie EM (w badaniu
lub w wywiadach, zwlaszcza typowego: o $rednicy wiek-
szej niz 5 cm, z centralnym przejasnieniem) u chorego
z blokiem przedsionkowo-komorowym jest kluczem do
prawidlowego rozpoznania LC [10].

Lyme carditis jest wywolane bezposrednim zakaze-
niem przez kretki, co potwierdzono wykazujac obec-
no$¢ B. burgdorferi w bioptatach mig$nia sercowego
[36] oraz w plynie z worka osierdziowego [39]. Przeno-
szenie bakterii nastepuje droga krwionosna i chlonna.
Kretki kolonizujgc tkanki wyksztalcajg nowe struktury,
ktdére pomagajg w przezyciu i uniknieciu mechanizmoéw
obronnych gospodarza. Kolonizacja okreslonych miejsc
przez bakterie chorobotworcze jest zwigzana ze zdol-
nos$cig rozpoznawania charakterystycznych czasteczek
iich ugrupowan — miejsc receptorowych na powierzchni
tkanek docelowych gospodarza. Na powierzchni kretka
sg to adhezyny, biatka: DbpA, DbpB, Bgp, BBK32, P66
aczace si¢ odpowiednio z receptorami gospodarza
takimi jak: dekoryna, glikozaminoglikany, fibronektyna,
integryny. Poniewaz kretki B. burgdorferi wyposazone sa
w adhezyny wiazace sie z glikozaminoglikanem, to naj-
czesciej tacza sie one z tkankami o znacznej zawartosci
wldkien kolagenowych, m.in. w sercu i osierdziu [28].

Zajecie przez proces chorobowy migénia sercowego
objawia si¢ niekiedy nietypowymi zmianami w EKG
(nieswoiste zmiany zespotu ST-T, wydtuzenie odstepu
QT, zaburzenia rytmu i przewodzenia), wzrostem ste-
zenia biochemicznych markeréw uszkodzenia migénia
sercowego, uogdlnionymi zaburzeniami kurczliwos$ci
w badaniu echokardiograficznym i innych badaniach
obrazowych (rezonans magnetyczny, scyntygrafia
z uzyciem galu). Nastepstwem inwazji kretkéw moze
by¢ takze tagodne zapalenie migénia sercowego i osier-
dzia (myocarditis, pericarditis), czasem z wysiekiem do
worka osierdziowego. Sporadycznie opisywano réwniez
pancarditis o niekorzystnym rokowaniu. W pewnym
odsetku zachorowan dochodzi do trwalego uszkodze-
nia mie$nia sercowego i jego niewydolnosci. Péznym
nastepstwem boreliozowego zapalenia serca moze by¢
progresja do kardiomiopatii rozstrzeniowej (dilated car-
diomyopathy, DCM), najczesciej spotykana na terenie
Europy i Azji [25]. Wg niektdérych autoréw rozwojowi
kardiomiopatii moze sprzyja¢ dlugotrwala obecno$¢
kretkdéw w sercu [10].
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W odréznieniu od dobrze udokumentowanej ostrej
postaci Lyme carditis, mozliwos¢ przewlektego zaje-
cia serca w przebiegu boreliozy pozostaje dyskusyjna.
W roku 1990 Stanek i wsp. wyhodowali kretki
B. burgdorferi z bioptatu mie$nia sercowego pacjenta
z przewlekla kardiomiopatig rozstrzeniows. Nastepnie
autorzy ci wykazali zwigkszong czesto$¢ wystepowania
przeciwcial dla B. burgdorferi u chorych z kardiomio-
patig rozstrzeniowa (26,4%) w poréwnaniu z pacjen-
tami z chorobg wiencowa (12,4%) i osobami zdrowymi
(8,2%). Sugeruje to, ze nierozpoznane, przewlekle
zakazenie B. burgdorferi moze odpowiada¢ za pewien
odsetek przypadkéw kardiomiopatii. Seinost iwsp.
rozpoznali u 11 sposrdd 46 pacjentéw z kardiomiopatiag
rozstrzeniowa pochodzacych z obszaru endemicznego
(Graz, Austria), borelioz¢ z Lyme na podstawie bada-
nia serologicznego i obecnosci objawéw pozasercowych.
W grupie chorych z boreliozg z Lyme zastosowano anty-
biotykoterapie (ceftriakson), uzyskujac spektakularna
poprawe. W ciggu 6 miesigcy nastgpila normalizacja
frakcji wyrzutowej lewej komory u 6 pacjentow i jej
poprawa u kolejnych 3 chorych, wobec braku poprawy
u pozostalych pacjentéw, u ktorych stosowano stan-
dardowe leczenie kardiologiczne. Wyniki niektérych
innych badan nie potwierdzily jednak wystepowania
przewlektej postaci Lyme carditis, co sprawia, ze trudno
jest oszacowac jej rzeczywista czestos¢ wystepowania
i znaczenie kliniczne [39].

Chorzy, u ktérych kardiologiczna posta¢ boreliozy
z Lyme przebiega fagodnie nie zglaszajg zadnych dole-
gliwosci [52]. Szacuje sig, ze w okoto 50% przypadkéow
zachorowan na LC przebieg jest bezobjawowy, widoczna
jest sktonno$¢ do samoograniczania procesu chorobo-
wego, a catkowite ustapienie zmian w sercu uzyskuje sie
u ponad 90% chorych [25].

4. Goraczka Q

Gorgczka Q to odzwierzeca choroba zakazna wywo-
tana przez bakterie Coxiella burnetii. Rezerwuarem
C. burnetii w $rodowisku naturalnym sa gtéwnie male
gryzonie i kleszcze [41]. Poza tym rezerwuar C. burnetii
stanowia zwierzeta hodowlane takie jak bydto, kozy
i owce. Zwierzeta domowe, tj psy i koty sa przyczyna
miejskich ognisk goraczki Q [4]. Zwierzeta przecho-
dza zakazenie zwykle bezobjawowo wydalajac bakterie
w moczu, kale, mleku. Czlowiek zakaza si¢ od zwierzat
gltéwnie drogg wziewna. Osoby narazone na zakazenie
i zachorowania to wszyscy, ktdrzy maja bezposredni
kontakt z zakazonymi zwierzetami lub ich produktami.
Do grupy zwigkszonego ryzyka zachorowania naleza:
hodowcy bydla, owczarze, stuzby weterynaryjne, pra-
cownicy rzezni, garbarni itp. [41].

C. burnetii jest odpowiedzialna za zapalenia wsier-
dzia réwnie czesto jak wszystkie bakterie z grupy

HACEK. U 60-70% oséb z przewleklym zakazeniem
C. burnetii dochodzi do rozwoju zapalenia wsierdzia
i stanowi to okofo 3-5% wszystkich przypadkéw zapa-
len wsierdzia [15]. Zakazenie wystepuje w zdecydowa-
nej wiekszosci u chorych z wadami zastawkowymi serca
i znacznie czedciej dotyczy mezczyzn [46].

Ostra postac goraczki Q charakteryzuje sie objawami
grypopodobnymi, wysoka goraczka trwajaca nawet
trzy tygodnie, towarzyszg jej dreszcze, ostabienie i bole
mie$ni. Inne kliniczne objawy to zapalenie ptuc, zapa-
lenie watroby, zapalenie osierdzia, zapalenie mig$nia
sercowego i zapalenie opon moézgowych. Po miesiacu,
a nawet po latach od ostrej postaci goragczki Q, u okoto
1% zakazonych pacjentéw moze rozwingé si¢ prze-
wlekla posta¢ choroby. Przewlekta goraczka Q zwykle
dotyka pacjentdw, u ktorych w historii choroby wyste-
puja uszkodzenia zastawek serca, tetniak naczyniowy,
immunosupresja lub przewlekla niewydolnos¢ nerek.
Najczestszg manifestacjg kliniczna przewlektej choroby
jest zapalenie wsierdzia (z ujemnymi posiewami krwi).

Poziom odpornosci odgrywa kluczowg role w kli-
nicznej manifestacji goraczki Q [4]. U pacjentéw o obni-
zonej odpornosci (grupe ryzyka stanowiag m.in. osoby
po przeszczepach, z nowotworem, przewlekla chorobg
nerek, kobiety ciezarne) stwierdza si¢ endocarditis. Cza-
sami choroba przechodzi w forme przewlekla prowa-
dzac do uszkodzenia miesnia sercowego, a takze sta-
néw zapalnych w obrebie uktadu nerwowego w postaci
zapalenia opon moézgowych i moézgu [26]. U ok. 67%
pacjentoéw temperatura ciata powyzej 37°C i ostra nie-
wydolno$¢ serca to najczestsze objawy zapalenia wsier-
dzia zwigzanego z przewlekla goraczka Q [4]. Pierwotna
goraczka Q przebiegajaca zardwno w postaci ostrej jak
i bezobjawowej moze przejs¢ w zakazenie przewle-
kle, prowadzgc do zapalenia wsierdzia i uszkodzenia
zastawek [41]. U 1-5% pacjentéw z ostra goraczka Q
i u 60-80% pacjentow z przewlekla goraczka Q roz-
wija si¢ zapalenia wsierdzia. Wzgledne ryzyko zacho-
rowania na zapalenie wsierdzia w wyniku powikfan
goraczki Q jest pig¢ razy wyzsze u pacjentow w wieku
60 - do 69 lat, natomiast u pacjentéw ponizej 40 roku
zycia ryzyko to jest niewielkie. Wigkszos¢ chorych
z zapaleniem wsierdzia wywolanym przez C. burnetii
(88,5%) ma wcze$niej uszkodzone zastawki [4]. Smier-
telno$¢ wsrdd chorych z zapaleniem wsierdzia i uszko-
dzeniem zastawek o tej etiologii dochodzi do prawie
40% [41]. Zastawki aortalne i mitralne s3 w poréwny-
walnym stopniu infekowane przez C. burnetii, jednak
zapalenie zastawki trojdzielnej zostato tylko raz zglo-
szone u dziecka z wrodzong przetoka. 55,7% pacjen-
tow z endocarditis posiada sztuczne zastawki serca [4].
Badajac usuniete serca stwierdzono zakazenia mieszane.
W jednym przypadku DNA charakterystyczne dla Bar-
tonella spp. wykryto w zastawce aortalnej, a DNA C. bur-
netii w mie$niu sercowym. W drugim przypadku DNA
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charakterystyczne dla Bartonella spp. stwierdzono w za-
stawce mitralnej, a DNA C. burnetii wykryto w migsniu
sercowym i zastawce aortalnej [27].

Zapalenie mie$nia sercowego wywotane zakazeniem
C. burnetii wystepuje rzadko; interesujacy jest jednak
fakt, ze zapalenie to moze dotkna¢ ludzi w kazdej gru-
pie wiekowej. Smiertelno$¢ w tym przypadku wynosi
ponad 16%. Na zapalenie mie$nia sercowego wywota-
nego C. burnetii czesciej umieraja mlodzi pacjenci, niz
osoby, u ktorych brak jest powiklan kardiologicznych
spowodowanych goraczka Q. Cecha ta stala si¢ szczegol-
nie wazna, odkad zapalenie mie$nia sercowego uznano
za nagla przyczyne $mierci mlodych pacjentéw. Ponadto
zapalenie mig$nia sercowego histopatologicznie stwier-
dzono w 10-20% przypadkéw kardiomiopatii rozstrze-
niowej. Badania te sugeruja, ze zaangazowanie chordb
serca w ostrej gorgczce Q moze by¢ bardziej powszechne
niz wczesniej przewidywano i moze stanowic¢ wyjasnie-
nie zgondw osob mlodych, bez wczesniej znanych obja-
wow kardiologicznych [46].

5. Riketsjoza

Bakterie nalezace do rodzaju Rickettsia wywoluja
ostre choroby goragczkowe. Riketsjozy obejmuja grupe
goraczek plamistych, a takze grupe duréw wysypkowych
[6]. Bakterie te wystepuja u ssakow i przenoszone s3
przez wektor — owady (np. pchty, wszy) i pajeczaki (np.
kleszcze) [1]. Rozmnazajg si¢ wylacznie wewnatrzko-
morkowo [49]. Zakazenie czlowieka przez Rickettsia
prowazeki nastepuje w trakcie drapania skory, rozciera-
nia ciat wszy oraz ich odchodéw na uszkodzonej skorze
lub tez w trakcie ssania krwi przez wszy.

Dur szczurzy wywolywany przez Rickettsia mooseri,
ma charakter endemiczny. Zachorowania zdarzajg sie
na terenach o niskim poziomie sanitarnym jak na przy-
ktad w obozach dla uchodzcéw, a takze w miastach
portowych ze wzgledu na duze populacje naturalnych
rezerwuaréw bakterii: szczuréw i myszy. Riketsjoze te
przenosza na czltowieka pchly i wszy [6]. Wrota zaka-
zenia przy riketsjozach stanowig drogi oddechowe lub
powloki skoérne. Gtéwna lokalizacja riketsji w organiz-
mie gospodarza to komorki drobnych naczyn wlosowa-
tych. Tam riketsje namnazajg si¢, wywolujac zarazem
efekt cytotoksyczny, co w ostatecznosci prowadzi do
zniszczenia komorek srodbtonka. Tworzg sie rozsiane
wielonarzagdowe zmiany w drobnych naczyniach m.in.
skory, pluc, serca, nerek, moézgu. W zwigzku z uszko-
dzeniem $rodbtonka naczyn dochodzi do martwicy
ogniskowej, tworzenia si¢ naciekow wokdt tych naczyn
oraz do zwolnienia przeptywu krwi w naczyniach wto-
sowatych. Nastepstwem tego jest przechodzenie osocza
przez $ciany naczyn i tworzenie si¢ obrz¢kdéw okolona-
czyniowych. Niedokrwienie i niedotlenienie prowadza

do uszkodzenia o$rodkowego uktadu nerwowego, nerek,
nadnerczy, mie$nia sercowego oraz innych narzadéw
i uktadow [9].

Rickettsia helvetica po raz pierwszy zostata wyizolo-
wana w Szwajcarii z kleszcza Ixodes ricinus. Bakteria ta
wowczas zostala uznana za niepatogenng wsrdéd grupy
goraczek plamistych. Ostatnie badania wskazujg, ze
R. helvetica prawdopodobnie zwigzana jest z perimyo-
carditis, tj. jednoczesnym ostrym zapaleniem osierdzia
i mig$nia sercowego. Jest to malo poznana choroba,
ktorej towarzyszy goraczka. Choroba ta spotykana jest
u ludzi w Europie. Rola R. helvetica w zwigzku z wadg
zastawek aorty jest jednak kontrowersyjna. W Szwaj-
carii, u 0s6b poddanych operacji serca przeprowadzono
badania wykazujace zwigzek R. helvetica z wadami zasta-
wek. Cienkie skrawki tkanek ze zwezonego odcinka
aorty oraz z zastawki mitralnej poddano ekstrakeji
DNA. Nastepnie wyizolowane DNA identyfikowano
metoda Real-Time PCR w celu identyfikacji R. helvetica,
R.slovaca i B. burgdorferi. DNA R. helvetica wykryto
w zwezeniach zastawek serca. Nie wykryto natomiast
R.slovaca i B. burgdorferi. Wyniki te dostarczajg mole-
kularnych dowoddéw na obecno$¢ R. helvetica w zweze-
niu zastawek serca [8].

W 1999 roku w Szwecji stwierdzono przypadki zapa-
lenia osierdzia, ktorych przyczyna byla R. helvetica.
Etiologia zostala ustalona na podstawie badan serolo-
gicznych, molekularnych, a takze badan w mikroskopie
elektronowym [6].

Riketsje bardzo rzadko sa przyczyng zapalenia wsier-
dzia.

Badania kleszczy na terenie Polski wskazuja, ze R. hel-
vetica wystepuje w pdétnocnych oraz centralnych rejo-
nach kraju. Brak jest jednak doniesien o zachorowaniach
wywotanych przez te bakterie w Polsce. Obecnos¢ prze-
ciwcial dla tych riketsji u ludzi wskazuje na wystgpienie
u nich zakazen i mozliwo$¢ zachorowan [42].

6. Diagnostyka

Postep w biologii molekularnej przyczynit sie do
poprawy diagnostyki stabo rosngcych bakterii. Za
pomocg testow serologicznych wykorzystujacych immu-
nofluorescencje posrednig lub metodg immunoenzyma-
tyczng (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)
mozna zidentyfikowa¢ gatunki Bartonella spp., Coxiella
burnetii, Borrelia burgdorferis.l. i Rickettsia spp. Tkanki
zastawek, aorty, mie$nia sercowego mozna wykorzystac
do badan molekularnych (PCR, sekwencjonowanie)
w celu wykrycia drobnoustrojéow niepoddajacych sig
hodowli lub o szczegdélnych wymaganiach wzrostowych
i nierosnacych na sztucznych podiozach bakteryjnych.

Podstawowa metoda diagnostyczng zapalenia wsier-
dzia powodowanego przez Bartonella jest wykrywanie
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swoistych przeciwcial technika immunofluorescencji
posredniej. Posiewy krwi w przypadku zapalenia wsier-
dzia wywotanego przez Bartonella zwykle s3 ujemne.
Utrudnia to prawidlowa diagnoze i powoduje czest-
sze interwencje chirurgiczne oraz wyzsza $miertel-
nos¢ pacjentéw w stosunku do przypadkéw zapalenia
wsierdzia o innej etiologii. Najbardziej wiarygodnym
badaniem diagnostycznym oprocz metody serologicz-
nej jest PCR ze $wiezo usunietych zastawek. Metoda ta
stwierdza si¢ zakazenia Bartonella sp. nawet u pacjentow
w czasie antybiotykoterapii [4]. Techniki biologii mole-
kularnej pozwalaja réwniez na genotypowanie, iden-
tyfikacje gatunkow i analize filogenetyczng w obrebie
rodzaju Bartonella spp. Przy tych metodach stosuje si¢
markery genetyczne majace zastosowanie w diagnostyce
i badaniach epidemiologicznych. Jednym z najczesciej
stosowanych markerow jest syntaza cytrynianowa GItA.
Posiada ona wysoki poziom zmienno$ci, co pozwala
wykry¢ réznice pomigdzy blisko spokrewnionymi
gatunkami Bartonella [48].

Laboratoryjnym potwierdzeniem Lyme carditis jest
izolacja kretkow z tkanek lub plynéw ustrojowych.
Wykorzystuje sie w tym celu fancuchows reakcje poli-
merazy umozliwiajacg wielokrotne powielanie okreslo-
nych, charakterystycznych dla danego drobnoustroju
fragmentdéw genomu. Startery uzyte do reakcji musza
umozliwia¢ amplifikacje fragmentéw DNA charakte-
rystycznych dla wszystkich chorobotwérczych geno-
gatunkow B. burgdorferi sl. U B. burgdorferi s.l. naj-
czesSciej wykrywane sg sekwencje genow kodujgcych
flagelline, biatka blony zewnetrznej (OspA), 16S-RNA
i 55-23S-RNA. Material genetyczny kretkow czesciej
mozna wykry¢ w ostrej fazie choroby, niz w jej okresie
przewleklym [44].

Do prawidlowego wykrycia swoistych przeciw-
cial IgM lub IgG w surowicy zaleca si¢ dwustopniowa
diagnostyke serologiczng. Polega ona na oznaczaniu
w pierwszym etapie poziomu przeciwcial pdtiloscio-
wymi testami serologicznymi o wysokiej czulosci (np.
ELISA). W drugim etapie probki surowic, z ktérymi
uzyskano wynik dodatni lub watpliwie dodatni pod-
daje sie jakosciowemu badaniu metodg Western-blot,
ktore dzieki wysokiej swoistosci pozwala zweryfikowa¢
wezesniejsze wyniki [44].

U chorych nalezy wykluczy¢ kile i inne choroby,
w przebiegu ktérych moga wystapi¢ wyniki falszywie
dodatnie [40].

Lipopolisacharyd C. burnetii wykazuje zmienno$¢
antygenowg i drobnoustréj moze wystepowaé w dwoch
fazach [46]. Metoda immunofluorescencji posredniej
z antygenami C. burnetii fazy I i II, pozwala na rozpo-
znanie i jednoczesne réznicowanie ostrej i przewlektej
goraczki Q. Przeciwciata fazy II pojawiaja sie we wcze-
snej, ostrej fazie choroby. Wykrycie przeciwcial fazy I,
szczegolnie IgA, ma ogromne znaczenie w diagnozo-

waniu przewleklej goraczki Q i zapalenia wsierdzia
wywolanego tym zakazeniem. Pojawienie si¢ przeciw-
cial IgA fazy I wyprzedza wystgpienie objawow klinicz-
nych zapalenia wsierdzia [41]. DNA C. burnetii mozna
wykry¢ metoda PCR z wycinkéw serc (mikrobiopsje).

Jako Ze objawy riketsjoz sg malo charakterystyczne
ich precyzyjne rozpoznanie mozliwe jest jedynie na pod-
stawie badan laboratoryjnych. Wykrycie zachorowan
w Polsce zalezy od swiadomosci klinicysty i wykonania
badan laboratoryjnych. W przypadku wszystkich riket-
sjoz s3 to badania serologiczne i dodatkowo badania
molekularne - metodg PCR m.in. z pobranych wycin-
kéw skory, ze strupdw czy z krwi.

7. Leczenie

Przy zakazeniach serca o etiologii bakteryjnej, w zalez-
no$ci od rodzaju patogenu i jego wrazliwosci, lekami
z wyboru sa rdzne grupy antybiotykow. Nieskuteczno$¢
leczenia i rozwoj cigzkiej niewydolnosci serca prowadza
do konieczno$ci przeszczepienia serca.

Leczenie bartoneloz zalezne jest od postaci choroby
jak i stanu uktadu odpornosciowego chorych i polega
najczesciej na polgczeniu dwoch lub trzech antybio-
tykow. Kiedy$ w zapaleniu wsierdzia w przebiegu bar-
tonelozy skuteczng terapig bylo podawanie aminogli-
kozydéw nie krocej niz przez 14 dni, co zapobiegalo
nawrotom jak i zmniejszato $miertelnos¢. W przypad-
kach braku odpowiedzi na leczenie nafcyling i genta-
mycyng, gdy konieczna byla wymiana zastawek serca,
po zabiegu z powodzeniem stosowano wankomycyne
z imipenemem. Obecnie w przypadkach niepotwierdzo-
nych izolacjg Bartonella sp., zaleca si¢ stosowanie gen-
tamycyny (i.v. 3 mg/kg/dzien przez 14 dni) polaczonej
z ceftriaksonem (1 x 2 g i.v. przez 6 tygodni) z mozliwo-
$cig uzupelnienia tej terapii o doksycykling (2 x 100 mg
przez 6 tygodni). W przypadkach wyhodowania tego
drobnoustroju stosuje si¢ gentamycyne z doksycykling
w ww. schemacie [7].

U chorych z boreliozg serca, u ktorych sg objawy ze
strony ukladu krazenia w postaci zaburzen przewodnic-
twa z wystepowaniem blokéw przedsionkowo-komoro-
wych I stopnia, leczenie przyczynowe obejmuje stoso-
wanie antybiotykoterapii doustnej jak w fazie rumienia
wedrujacego [43]. Jezeli wystepuje blok przedsionkowo-
-komorowy wyzszego stopnia niz I, lekami pierwszego
rzutu sg ceftriakson i penicylina G podawane dozylnie.
Antybiotykoterapia trwa minimum 21 dni [52]. Roko-
wanie we wlasciwie leczonym LC jest dobre.

Przewlekta goraczka Q pod postacia zapalenia mies-
nia sercowego wymaga dlugiego leczenia tetracykli-
nami (miesigce i lata) i jest jedna z najdtuzej trwajacych
antybiotykoterapii w chorobach bakteryjnych. Nie-
rzadko konczy si¢ ona niepowodzeniem lub nawrotami.
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W niektdrych przypadkach choroby konieczna jest ope-
racyjna wymiana zastawek serca [5].

Leczenie skojarzone obejmujace linkomycyne z tetra-
cyklina, ko-trymoksazol z tetracykling lub ryfampicyne
z tetracykling nie daje spodziewanych efektéw i mimo
stosowania ich przez kilka lat z zastawek izolowano
szczepy C. burnetii. Dobre efekty lecznicze uzyskano
stosujac polaczenie doksycykliny z ofloksacyng. Smier-
telnos¢ spadla do okoto 5% przy nadal jednak duzym
odsetku nawrotéw (64%). Odsetek nawrotéw spadt do
14% po stosowaniu przez 18 miesiecy doksycykliny
(2% 100 mg) z chloroching (3 x 200 mg). Schemat ten jest
obecnie obowigzujacy w leczeniu przewlektej goraczki Q,
réwniez ze wzgledu na zmniejszenie czasu trwania tera-
pii u wielu pacjentéw [19]. W przypadkach przeciwska-
zan dla chlorochiny podaje si¢ doksycykling (2x 100 mg)
z ofloksacyng (3 X200 mg) przez co najmniej 3 lata [7].

W leczeniu riketsjoz lekami z wyboru sg doksycy-
klina (2x100 mg), tetracyklina (4 x 500 mg) lub chlo-
ramfenikol (4x500mg) podawane przez 10-14dni,
chociaz chloramfenikol ze wzgledu na swoje tok-
syczne dzialanie nie jest obecnie zalecany. W leczeniu
goraczki $rédziemnomorskiej czas trwania kuracji moze
by¢ rézny, od jednorazowego podania do 10 dni. Nie
stwierdza sie réznic w normalizacji goraczki po jedno-
razowym podaniu 200 mg doksycykliny w poréwnaniu
z pelna kuracja tym antybiotykiem. Podobng skutecz-
nos¢ wykazuje ciprofloksacyna (2x750 mg). Dluzszy
okres goragczkowy, $rednio o jeden dzien, stwierdza si¢
stosujgc tetracykliny oraz ofloksacyne (2x 500 mg).
U dzieci oraz kobiet w cigzy dobre efekty daje kuracja
josamycyna (100 mg/kg/dzien) [7].

8. Podsumowanie

Kleszcze to pajeczaki nalezace do podgromady
roztocze, ktére sg pasozytami wszystkich kregowcow
(takze ludzi). Sq rozpowszechnione na catym $wiecie.
Rosngca $wiadomo$¢ specjalistow dotyczaca chordb
jakie moga przenosi¢ kleszcze prowadzi do coraz licz-
niejszych doniesient 0 nowopojawiajacych si¢ chorobach
bakteryjnych. Od czasu identyfikacji kretkdw B. burg-
dorferi jako czynnika wywolujacego borelioze z Lyme
w 1982 roku, w Europie zostalo opisanych 11 odklesz-
czowych ludzkich patogenéw bakteryjnych. Diagno-
styka chorob przenoszonych przez kleszcze jest czesto
trudna i odbywa si¢ w specjalistycznych laboratoriach.
Interpretacja wynikéw badan laboratoryjnych jest bar-
dzo wazna przy ustalaniu diagnozy. Wytyczne te majg na
celu pomoc lekarzom (w tym kardiologom) i mikrobio-
logom w diagnozowaniu zakazen przenoszonych przez
kleszcze i dostarczenie informacji w celu lepszego zro-
zumienia chordb zakaznych [3].

Poniewaz zakazenia przenoszone przez kleszcze
moga by¢ przyczyna powaznych choréb serca, diagno-

styka przenoszonych przez kleszcze zakazen takimi
bakteriami jak Bartonella spp., Borrelia s.1., C. burnetii
i Rickettsia spp. powinna by¢ przeprowadzona w kazdym
przypadku infekcyjnego zapalenia wsierdzia z ujemnym
posiewem krwi.
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1. Wstep. 2. Bartonella sp. - wewnatrzkomorkowy patogen. 3. Chorobotworczos¢ bakterii Bartonella sp. dla zwierzat. 4. Chorobotworczos¢
Bartonella sp. dla ludzi. 4.1. Bartonella henselae — patogen wywotujacy choroby oczu. 5. Podsumowanie

Bartonella sp. infections with particular emphasis on eye diseases

Abstract: Bartonellosis is a zoonosis caused by bacteria of the genus Bartonella which are transmitted by vectors such as fleas, lice
and ticks. It causes mainly cat scratch disease (CSD), but also endocarditis, meningitis, peliosis hepatitis, bacillary angiomatosis and
pneumonia. It has been established that about 5-25% of infections caused by Bartonella spp. may have a form of inflammatory process
within the eyeball. These diseases include optic neuritis, anterior uveitis, focal retinal vasculitis or focal choroiditis, lesions in the optic
disc region, inflammation of the vitreous and the branch retinal arteriolar or venular occlusions. Ophthalmic bartonellosis should be
particularly suspected in patients who have contact with a cat and develop a sudden fever with loss of vision.

1. Introduction. 2. Bartonella sp. intracellular pathogen. 3. Pathogenicity of Bartonella sp. in animals. 4. Pathogenicity Bartonella sp. in

people. 4.1. Bartonella henselae a pathogen causing eye diseases. 5. Summary

Stowa kluczowe: Bartonella sp., choroby oczu, zapalenie nerwu wzrokowego

Key words: Bartonella sp., eye diseases, optic neuritis

1. Wstep

Bartoneloza jest chorobg odzwierzeca (zoonoza)
wywotywang przez bakterie z rodzaju Bartonella spp.
nalezace do rzedu Rickettsiales. Choruja na nig ludzie
na calym $wiecie, a zakazeniu ulegaja przede wszyst-
kim osoby z ostabionym ukladem immunologicznym
z powodu przewlektych choréb wyniszczajacych, otrzy-
mujacy leki immunosupresyjne (biorcy przeszczepow),
zakazeni HCV lub HIV. Obecnie znane sg 24 gatunki
rodzaju Bartonella. Wsr6d nich, choroby u ludzi wywo-
tuja: B. bacilliformis, B. quintana, B. henselae, B. elizabe-
thae, B. vinsonii subsp. berkhoffi, B. vinsonii subsp. aru-
pensis, B. grahamii B. koehlerae, B. washoensis, B. alsatica,
B. clarridgeiae B. rochalimae, B. tamiae [26, 48]. Bakte-
rie te s3 malymi, tlenowymi, pleomorficznymi, Gram-
-ujemnymi paleczkami, bytujagcymi wewnatrzkomor-
kowo. Powoduja one zapalenie wsierdzia, zapalenie
opon moézgowo-rdzeniowych, naczyniakowato$¢, zapa-
lenie ptuc, plamice watrobows, chorobe kociego pazura,
zapalenie galki ocznej [47]. Infekcja wywolana przez
te bakterie moze mie¢ przebieg ostry lub przewlekly
i zwykle wymaga podania antybiotykdéw, a w niektérych
przypadkach takze interwencji chirurgicznej. W diag-
nostyce stosuje si¢ badania serologiczne wykrywajace
w surowicy krwi swoiste przeciwciata klasy IgM i IgG,
przeciw antygenom okreslonych gatunkéw Bartonella
sp. Do identyfikacji zakazenia pobierany moze by¢ takze

wycinek powiekszonego wezta chfonnego, w ktérym jest
oznaczane DNA Bartonella sp. metoda PCR (najczesciej
wykrywany jest gen syntazy cytrynianowej — gltA) i/lub
histopatologicznie [12].

2. Bartonella spp. - wewnatrzkomorkowy patogen

Bartoneloza jest chorobg, ktéra dotyczy ludzi maja-
cych kontakt z domowymi oraz dzikimi zwierzetami,
bedacymi rezerwuarem tego patogenu. Obecnie wia-
domo, ze rezerwuarem tych drobnoustrojow w zalez-
nosci od gatunku Bartonella moga by¢: sarny, wie-
wiorki ziemne, kangury, kojoty, kroliki, krety, psy oraz
koty (Tabela I). Bakterie te sa przenoszone przez pchly,
wszy i kleszcze, ktore zywia si¢ krwig zakazonych ssa-
kow i wykazuja Scista preferencje dotyczaca zaréwno
przenoszonego gatunku bakterii jak i rezerwuaru. Wek-
torem B. henselae i B. clarridgeiae sg przede wszystkim
pchly kocie. Kontakt z ich odchodami powoduje prze-
niesienie drobnoustroju zaréwno na inne zwierzeta
jak i cztowieka i zakazenie przez uszkodzong skore.
Wykazano takze, ze ich wektorem sg kleszcze z rodzaju
Ixodes. Wszystkie stadia rozwojowe kleszcza maja
zdolno$¢ przenoszenia zakazenia. Swiadczy to o trans-
tadialnym przekazie tego zakazenia, natomiast prawdo-
podobnie nie przekazujg go nastepnym pokoleniom
(transowarialnie).

* Autor korespondencyjny: Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii i Kretkéw Odzwierzecych, Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego — PZH, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa; tel. 22 54 21 261; e-mail: bfiecek@pzh.gov.pl



48

BEATA FIECEK, TOMASZ CHMIELEWSKI, STANISLAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA

Tabela I
Rezerwuary i wektory zakazen wywolanych przez bakterie rodzaju Bartonella
Rezerwuar Wektor Bartonella spp. Chorobotworczo$¢ dla cztowieka Prllslrcrgjg
Czlowiek Moskit B. bacilliformis Choroba Carriona: goraczka Oroya, verruga peruana [21]
Czlowiek Pchty kocie B. quintana Goraczka okopowa, zapalenie wsierdzia, bacillary angiomatosis [42]
i kleszcze, wszy
Krolik Pchty B. alsatica Zapalenia wsierdzia, limfadenopatia [41]
Kot Pchtly kocie B. clarridgeiae Cat scratch diseae — choroba kociego pazura [34]
Szczur Pchla szczurza |B. elizabethae Zapalenie wsierdzia, zapalenie siatkéwki i nerwu wzrokowego [20]
Mysz , nornica Pchly B. grahamii zapalenie siatkéwki i nerwu wzrokowego (5]
Kot, pies Pchly kocie, CSD, bacillary angiomatosis, zapalenie wsierdzia, [32, 33]
kleszcze B. henselae zapalenie siatkdwki i nerwu wzrokowego, bakteriemia
Kot Pchta kocia (?) |B. koehlerae Zapalenie wsierdzia [35]
Lis, szop, kojot Pchta B. rochalimae Bakteriemia, goraczka [18]
Szczur (gryzonie) Roztocza (?) B. tamiae Bakteriemia, goraczka [25]
Myszak Kleszcz B. vinsonii subsp. | Bakteriemia, goraczka, zapalenie wsierdzia [29]
arupensis
Pies Kleszcz, pchla | B. vinsonii subsp. |Zapalenie wsierdzia (6]
berkhoffii
Wiewidrka ziemna | Nieznany B. washoensis Zapalenie migé$nia sercowego, zapalenie wsierdzia [19]
Szczur wedrowny | Pchla szczurza | B. birtlesii nieznany [37, 44]
Bydlo, kot Nieznany B. bovis Nieznany [10]
(= B. weissie)
Sarna Nieznany B. capreoli Nieznany (2]
Bydto Nieznany B. chomelii Nieznany (28]
Mysz polna, nornica | Nieznany B. doshiae Nieznany [44, 45]
Sarna, mysz Nieznany B. peromysci Nieznany (4]
Szczur Pchta szczurza |B. phoceensis Nieznany [46]
Szczur Pchta szczurza |B. rattimassiliensis | Nieznany [46]
Sarna Nieznany B. schoenbuchensis | Nieznany [30]
Mysz polna, nornica | Nieznany B. talpae Nieznany (4]
Nornica Pchta B. taylorii Nieznany [45]
Szczur Pchta szczurza |B. tribocorum Nieznany [46]
Mysz polna, nornica | Roztocza B. vinsonii subsp. |Nieznany [14]
vinsonii

Wykazano, ze w kleszczu Ixodes ricinus moga jed-
nocze$nie wspotwystepowac: Bartonella spp., Borre-
lia burgdorferi sensu lato i pierwotniak Babesia spp.
W doswiadczeniach laboratoryjnych stwierdzono, ze
doroste kleszcze (67%) czesciej wywoluja zakazenia
u szczuréw niz nimfy (15%) wszystkimi trzema pato-
genami [39]. Stwierdzono takze, ze samce I. pacificus
znacznie czedciej s3 zainfekowane Bartonella spp. niz
samice i przenosza: B. henselae, B. quintana, B. washo-
ensis i B. vinsonii subsp. berkhoffii. Ze wzgledu na to, ze
bakterie te s chorobotworcze dla ludzi, kleszcze rodzaju
Ixodes odgrywaja bardzo wazng role w przenoszeniu
Bartonella spp. pomiedzy zwierzetami i ludzmi [8].

Bakterie z rodzaju Bartonella po wniknieciu do orga-
nizmu czlowieka ulegaja adhezji do komérek nabton-

kowych (zwlaszcza $rédbtonka naczyn krwionosnych).
W przyleganiu tych bakterii do komdrek gospodarza
uczestniczy klasa bialek Taas (trimeric autotranspor-
ter adhesins). Nastepnie na drodze fagocytozy bakte-
rie penetruja do wnetrza komorek $rédblonka gdzie
namnazaja sie w fagosomie. Mozliwe jest takze aktyno-
-zalezne przedostawanie si¢ drobnoustroju do wne-
trza komorek nablonkowych, zwigzane z reorganiza-
cja cytoszkieletu. Wymaga to udziatu bialek (Cdc42,
Rho oraz Rac) bedgcych GTP-azami - przefacznikami
molekularnymi, ktorych aktywnos¢ zalezy od zwigza-
nia guanozynotrifosforanu (GTP). Zaobserwowano,
ze B. henselae formuje duze agregaty, ktore po zwigza-
niu sie z powierzchnig komorki sg wchtaniane tworzac
wakuole zwang ,inwasomem” Struktura ta stwarza
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idealne warunki do replikacji bakterii chronigc je przed
odpowiedzig ukladu immunologicznego gospodarza
i enzymami rozkladajacymi bialka, kwasy nukleinowe,
weglowodany i tluszcze, obecnymi w lizosomach. Ko-
lejnym etapem jest uwolnienie tych mikroorganizmoéw
do cytoplazmy.

W czasie namnazania sie bakterii dochodzi do
wydzielenia do otoczenia czynnikéw prozapalnych,
czynnikéw wzrostu oraz zahamowania apoptozy zakazo-
nych komorek. Szereg tych zmian stymuluje proliferacje
komorek gospodarza i powoduje powstanie guzowatych
tworéw w §rédblonku naczyn krwiono$nych. Po upty-
wie ok. 4 dni od momentu zakazenia nastepuje uwolnie-
nie bakterii do krwi gdzie przy udziale bialek Omyp i pili
przylegaja one do blony cytoplazmatycznej erytrocyta,
wnikaja do niego i namnazajg si¢ wewnatrzkomoérkowo
do czasu jego wypelnienia (do 15 bakterii w erytrocy-
cie). Obecne wewnatrz krwinki bakterie nie wplywaja
na dlugos$c jej zycia i pozostaja wewnatrz erytrocyta do
czasu jego rozpadu. Zdolno$¢ bakterii z rodzaju Bar-
tonella do pasozytowania we krwi ma duze znaczenie
dla krazenia tych drobnoustrojéw w $rodowisku. Sg one
bowiem przenoszone za posrednictwem krwiopijnych
wektorow. Wyjatek stanowi B. bacilliformis, ktora dzieki
produkeji biatka zwanego deforming doprowadza do
hemolizy krwinek [13, 17, 24, 40].

3. Chorobotworczos¢ bakterii Bartonella spp.
dla zwierzat

Zwierzeta zakazone bakteriami z rodzaju Bartonella
czesto przechodza przewlekla i bezobjawowa bakterie-
mie, ktéra prowadzi do zmian patologicznych w wielu
narzadach wewnetrznych. Przeprowadzono badania na
18 kotach, ktore zakazono B. henselae lub B. clarridgeiae,
a nastepnie obserwowano przez 454 dni. U niektérych
zwierzat pojawily si¢ niewielkie zmiany neurologiczne
i goraczka. W 436 dniu u 6 kotéw po przeprowadzeniu
wziernikowania dna oka (oftalmoskopii) zdiagnozo-
wano za¢meg, ktora jak sie przypuszcza moze by¢ wyni-
kiem przewleklej infekeji. Nie stwierdzono natomiast
zapalenia blony naczyniowej oka. Po uptywie 454 dni
13 kotéw uspiono (1 padl wczesniej z innych przyczyn
nie zwigzanych z bartonelozg, 4 nie stwierdzono obec-
nosci swoistych przeciwcial) i ich narzady zbadano
histopatologicznie. Wykazano, ze u wszystkich kotow
doszlo do pojawienia sie guzowatych tworéw w wezlach
chtonnych, u 9 kotdéw wystapily zmiany w $ledzionie
i zapalenie drég zoélciowych, 6 kotéw miato zapalenie
watroby, 8 kotéw zapalenie migs$nia sercowego, a 4 koty
$rédmiazszowe zapalenie nerek. DNA bartoneli wyizo-
lowano z wezléw chlonnych, serca, watroby, nerek,
pluc i mézgu. Wykrycie tych zmian u kotéw wskazuje
na etiologiczng rol¢ Bartonella spp. w wielu procesach
chorobowych u tych ssakéw [24]. Bezdomne psy takze

stanowig rezerwuar kilku gatunkéw rodzaju Bartonella.
Najczesciej wystepuja u nich: B. vinsonii subsp. berkhof-
fii, B. henselae, B. clarridgeiae, B. washoensis, B. elzabe-
tae oraz B. quintana. Zakazenie pséw tymi bakteriami
powoduje zapalenie wsierdzia, arytmie, goraczke, zapa-
lenie weztéw chlonnych, zapalenie sluzéwki nosa, krwa-
wienie z nosa, zapalenie naczyn krwionosnych, zapa-
lenie blony naczyniowej przedniego odcinka oka oraz
anemi¢ hemolityczng. Wektorami tych drobnoustrojow
zwykle s3 pchty (Ctenocephalides felis, Xenopsylla cheops)
i kleszcze (I. ricinus, Dermacentor reticulatus) 3, 9].

W Polsce przeprowadzono badania 102 dorostych
kleszczy I ricinus usunietych ze zwierzgt domowych.
Kleszcze pochodzily z 49 pséw (83 szt.) i 11 kotow
(19 szt.). Wszystkie byly przyczepione do skory zwie-
rzat i usuniete zostaly przez lekarza weterynarii. Wérod
83 kleszczy zdjetych z pséw — 34 byly napite, 9 z nich
bylo czeSciowo napitych, a 40 glodnych. Natomiast
z 19 kleszczy pochodzacych od kotdéw - 4 byly napite,
7 czg$ciowo napitych, a 8 bylo gtodnych. Obecnos¢
DNA B. henselae stwierdzono metoda PCR i nastep-
nie sekwencjonowania w 5 kleszczach zdjetych z psow
(4 z nich byty najedzone a 1 glodny). Po kilku miesia-
cach zbadano poziom swoistych przeciwcial w surowicy
u 3 pséw, od ktérych pochodzily zakazone kleszcze.
U dwdch z nich wykryto przeciwciala IgG dla B. hen-
selae. Przedstawione doniesienia dowodza, ze bakterie
z rodzaju Bartonella mogg bytowaé w kleszczach, ktore
zerujac na psach sa wektorem zakazenia [39].

Obecnie, prowadzone zaréwno u zwierzat jak i ludzi
badania nad zapaleniem bfony naczyniowej przedniego
odcinka oka i zapaleniem naczyniéwki, wskazuja, ze
czesto czynnikiem etiologicznym sg bakterie z rodzaju
Bartonella. Stwierdzono, ze u psa zapalenie blony naczy-
niowej oka oraz wieloogniskowe zmiany patologiczne
w obrebie dna oka wywolane byly przez B. vinsoni subsp.
berkhoffii. W surowicy krwi wykryto swoiste przeciw-
ciata (miano 512). Przypadek ten wskazuje na mozliwo$¢
wystepowania zwigzku pomiedzy wyzej wymienionymi
chorobami oczu i infekcjg Bartonella spp. u pséw bez
klinicznych objawéw ze strony innych organéw lub tka-
nek [31]. Przypuszcza si¢ takze, ze szczepy patogenne
dla zwierzat sa réwniez chorobotworcze dla ludzi. Prze-
niesienie tych drobnoustrojéw na cztowieka zachodzi
w wyniku naruszenia ciggtosci tkanek.

4. Chorobotworczos¢ Bartonella spp. dla ludzi

U ludzi wystepujg rézne postaci bartoneloz w zalez-
nosci od gatunku bakterii, ktora je wywoluje. B. hen-
selae jest gatunkiem najczesciej powodujacym zakaze-
nia u ludzi i gtéwnie jest przenoszona przez sling psow
i kotéw, wnikajaca do organizmu czlowieka poprzez
zadrapanie lub ugryzienie. B. henselae jest przyczyna
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choroby kociego pazura (cat scratch disease-CSD),
bedacy tagodng, majacg zdolno$¢ do samoogranicze-
nia sie chorobg. Pierwsze objawy wystepuja w miejscu
zadrapania lub pogryzienia przez kota. Powstata zmiana
ma posta¢ grudki, krosty lub pecherzyka. Nastepnie
w ciagu ok. 14 dni dochodzi do powigkszenia okolicz-
nych weztéw chlonnych (pachowych, pachwinowych,
szyjnych podzuchwowych), ktére stajg si¢ tkliwe i mo-
ga wykazywac tendencje¢ do ropienia. Cigzki przebieg
CSD oraz powiklania majace miejsce przede wszystkim
u pacjentéw z obnizong odpornoscig, np. u chorych
na AIDS; objawiajg si¢ limfadenopatia, encefalopatia
i drgawkami, powiekszeniem $ledziony oraz watroby,
atypowym zapaleniem pluc, oplucnej lub wsierdzia,
guzami trzustki, zapaleniem klebuszkowym nerek. Ist-
nieja badania sugerujace, ze CSD moze by¢ zwigzana
z nowotworem piersi [43].

Gléwnymi objawami tego zakazenia jest goraczka
lub powigkszenie weztéw chlonnych w poblizu miej-
sca zadrapania. Zdarza sie, ze u ludzi immunokompe-
tentnych zakazenie ulega samoistnemu ograniczeniu
jednak znacznie czesciej wymaga antybiotykoterapii.
Gléwnie stosuje si¢: azytromycyne, erytromycyne lub
doksycykline.

Innym gatunkiem bakterii z rodzaju Bartonella zdol-
nym do wywolania choroby u ludzi jest B. quintana.
Mikroorganizm ten w zeszlym stuleciu byt czynnikiem
etiologicznym wystepujacej epidemicznie goraczki oko-
powej (trench fever), ktéra w czasie I wojny $wiatowe;j
byta najpowszechniej wystepujaca chorobg. Infekcja
wywolana przez B.quintana, ze wzgledu na ogodlnie
panujaca wszawice (wektorem sg wszy glowowe i odzie-
zowe) szerzyla si¢ wérod zolnierzy przebywajgcych
w okopach. Po II wojnie §wiatowej sadzono, ze bakteria
ta zostala calkowicie wyeliminowana jednak w ciagu
ostatnich trzech dekad stwierdzono obecno$¢ tych bak-
terii wérod osdb bezdomnych i alkoholikéw. Dawniej
goraczka okopowa charakteryzowala si¢ nawracajacym
co 5 dni gwaltownym wzrostem temperatury i utratg
swiadomosci, ktérym towarzyszyla bakteriemia i zabu-
rzenia osrodkowego ukladu nerwowego. Dzi$ zakazenia
wywolane przez B.quintana majg inny przebieg oraz
objawy. U chorych odnotowuje si¢ goraczke, zapalenie
weztéw chlonnych, zte samopoczucie, dreszcze, jadlo-
wstret, pocenie si¢, uporczywy bdl stawdéw i miesni,
zapalenie spojowek oraz liczne rumieniowate plamki
lub guzki wystepujace na klatce piersiowej, brzuchu
i plecach. Zakazenie bakterig B. quintana wymaga diag-
nostyki réznicujacej z malaria, bruceloza, leptospiroza,
durem wysypkowym lub choroba Denga. Najskutecz-
niejsze w leczeniu tych zakazen sg tetracykliny.

Inng postacig bartonelozy jest bacillary angioma-
tosis (BA), czyli choroba rozrostowa naczyn. U 55-90%
pacjentow zwigzana jest ona ze zmianami patologicz-
nymi warstw powierzchniowych naskoérka lub skory

i warstw podskérnych. Czerwono-purpurowe guzki
moga powstawaé w pojedynczych miejscach lub na
calym ciele. Mogg sprawia¢ trudnos¢ w identyfikacji
ze wzgledu na objawy podobne do naczyniaka tkanki
nablonkowej lub ziarniniaka ropnego i dlatego wyma-
gaja potwierdzenia histopatologicznego. Rany powstate
podczas choroby moga by¢ gladkimi i réwnymi lub bro-
dawkowatymi, saczacymi sie i krwawigcymi guzkami,
ktérych obecnos¢ stwierdzono w moézgu, weztach chlon-
nych, drogach oddechowych i przewodzie pokarmowym
oraz szpiku. Na BA zapadaja najczesciej osoby z ostabio-
nym uktfadem immunologicznym, np. chorzy na AIDS,
pacjenci po transplantacji, przyjmujacy leki immunosu-
presyjne oraz kobiety w ciazy. Schorzenie to jest wywo-
tywane przez B.quintana i B.henselae. W Ameryce
wystepuje taka sama liczba zakazen wywolanych przez
te dwa gatunki drobnoustrojow, natomiast w Europie
przewazaja infekcje B. henselae. Obydwa gatunki maja
zdolno$¢ produkeji czynnikéw mogacych stymulowaé
angiogenezg (proces tworzenia nowych naczyn wloso-
watych) oraz zmiany skdrne, cho¢ B. quintana przede
wszystkim charakteryzuje si¢ zdolnoscia do wywo-
tania uszkodzen podskdrnych i kostnych, zas B. hen-
selae zwiazana jest ze schorzeniami weztéw chlonnych
i plamicg watrobowg (peliosis hepatis - PH) [38, 47].
PH jest to jednostka chorobowa zwigzana z patologicz-
nymi zmianami watroby, prowadzacymi do uszkodzenia
tego narzadu i krwotokdw. Charakteryzuje si¢ licznymi,
malymi oraz torbielowatymi zmianami wystepujacymi
w migzszu watroby, majacymi od jednego milimetra
do kilku centymetréw $rednicy. Zwykle prowadzi do
uszkodzenia $ciany w zatoce naczyniowej, krwotoku,
a nastepnie do nekrozy hepatocytéw. Choroba ta moze
by¢ wynikiem infekcji bakteryjnej i dotyczy ludzi przyj-
mujacych przez diuzszy czas sterydy anaboliczne (np.
6-tioguanine lub 6-merkaptopuryne) lub doustne $rodki
antykoncepcyjne, a takze chorych z nowotworem,
mukowiscydoza albo zakazonych wirusem HIV [7, 11].

Réwnie niebezpieczna jest choroba Carriona, pow-
szechnie wystepujaca (ze wzgledu na obecnos¢ wek-
tora — Phlebotomus noguchii i P. verrucarum) w Andach
(Peru), ktdra jest wywolywana przez Bartonella bacili-
formis. Ostra fazg tej choroby jest goraczka Oroya cha-
rakteryzujaca si¢ bakteriemig i hemolityczng anemia,
bardzo czesto prowadzacg do $mierci. Natomiast faza
przewlekia tej choroby nazywana verruga peruana,
wywoluje zaréwno glebokie jak i powierzchniowe
naczyniakowate zmiany w obrebie skory, bedace wyni-
kiem proliferacji kolonizowanych przez bakterie tkanek
nabtonkowych. B. baciliformis jest przenoszona przez
moskity, a cztowiek jest jej naturalnym rezerwuarem.
Patogen ten in vitro stymuluje proliferacje komorek
nabtonkowych. In vivo efekt ten uzyskano wszczepiajgc
szczurom gabkowe dyski nasaczone ekstraktem z tych
bakterii [21, 27].
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4.1. Bartonella spp. - patogen wywolujacy
choroby oczu

Wiele badan wskazuje, ze B.henselae moze by¢
zwigzana z chorobami oczu. Zdiagnozowano chorobe
kociego pazura objawiajacg sie: zapaleniem nerwu
wzrokowego, zapaleniem blony naczyniowej przedniego
odcinka oka, ogniskowym zapaleniem naczyn siatkowki
lub naczyniéwki, zmianami patologicznymi wokot tarczy
nerwu wzrokowego, stanem zapalnym w obrebie ciatka
szklistego oraz niedroznoscig zytkowa lub tetniczkowsa
w obrebie siatkéwki [31, 36]. Dotychczas nie wyjas-
niono czy B. henselae bezposrednio powoduje choroby
oczu czy sg one wynikiem reakcji immunologicznych.
Istnieje wiele doniesien na temat choréb oczu zwigza-
nych z wystepowaniem B. henselae w organizmie czlo-
wieka. Opisano histori¢ 42-letniej kobiety, ktora zostata
podrapana przez kota i miala objawy CSD takie jak
limfadenopatia, ostabienie oraz goraczka; odnotowano
takze znaczne zmniejszenie ostrosci widzenia w lewym
oku. Po doktadnych badaniach oka wykryto lekki obrzek
tarczy nerwu wzrokowego i czes$ciowy obrzek plamki
z0ltej. Zastosowano doksycykling (100 mg dwa razy
dziennie) oraz kortykosteroidy. Zanik obrzeku plamki
z6ltej odnotowano po 4 tygodniach leczenia [49].

U trzech pacjentéw, majacych na co dzien kontakt
z kotami, réwniez opisano oczng bartoneloze wywo-
tang przez B. henselae. Stwierdzono u nich uporczywa
goraczke utrzymujaca si¢ od 15 do 21 dni oraz u dwoéch
0s6b wykazano nagla, jednostronng utrate ostrosci
widzenia zwigzang z zapaleniem nerwu wzrokowego.
U trzeciego pacjenta wystapity objawy zapalenia naczy-
niéwki i siatkéwki. W leczeniu ich zastosowano rifam-
picyne. Ostatecznie jednak okazalo si¢, ze u jednego
z pacjentow doszlo do trwalego uszkodzenia wzroku
[43]. W Polsce takze opisano przypadek zapalenia siat-
kowki i nerwu wzrokowego, z obrzekiem tarczy nerwu
wzrokowego i plamki zéttej u dwoch osob. Wystapilto
u nich jednostronne, bezbolesne pogorszenie wzroku.
Badania diagnostyczne, obydwdch pacjentéw wyka-
zaly podwyzszony poziom przeciwcial IgG dla B. hen-
selae. Jeden z nich otrzymal doustny antybiotyk z grupy
makrolidow i steroid, drugi za$ zostal pozostawiony bez
leczenia. Ostatecznie stwierdzono, Ze czas trwania cho-
roby oczu byl dluzszy u osoby, ktdra nie byta poddana
leczeniu [23]. Podobny przypadek odnotowano w Szwaj-
carii, gdzie 30-letnia kobieta zglosita si¢ do kliniki oku-
listycznej z szybko postepujaca i pogarszajacg si¢ wada
wzroku w lewym oku. Stwierdzono w nim zmiany pato-
logiczne plamki z6ltej i zapalenie naczyniowki. Badania
serologiczne w kierunku B. henselae daly wynik pozy-
tywny (wykryto obecnos¢ przeciwciat klasy IgG) wska-
zujac na przewleklta CSD [49]. Interesujacym donie-
sieniem jest historia 4-letniego chlopca, ktdry zostal
podrapany na twarzy przez kota. Stwierdzono u niego

silnie zaczerwienione oko i limfadenopatie weztow
szyjnych. Wykonano biopsje guzka zlokalizowanego
w teczOéwce, przeprowadzono badania serologiczne
i molekularne (PCR) w kierunku B. henselae. W bada-
niach tych wykryto przeciwciala klasy IgM oraz DNA
B. henselae w materiale z biopsji, co $wiadczyto o obec-
no$ci $wiezej, aktywnej infekcji wywolanej przez te
bakterie. Badania histopatologiczne teczéwki wyka-
zaly jej strefowy, ziarniakowy stan zapalny, z centralnie
umiejscowionym na niej ropniem otoczonym powloka
nablonkowych histiocytéw z limfocytami [16].

We Francji w latach 2001-2007 zbadano 1520 préb
pobranych od pacjentéw z zapaleniem blony naczyniowej
oka. Posrdd nich zdiagnozowano infekcje u 147 pacjen-
tow (11.1%) z czego u 78 chorych (53%) zakazenie bylo
wywolane przez takie bakterie jak: Bartonella spp. Chla-
mydia spp., Rickettsia spp., Coxiella burnetii, Paracoccus
yeti i Trephonema whipplei, u 18 pacjentéow zdiagnozo-
wano zakazenie wirusem Herpes, a u 9 grzybami. Bada-
nia te wskazujg, iz wiele drobnoustrojéw moze wywolaé
choroby oczu o podobnych objawach [15].

B. quintana i B. grahamii rdwniez moga wywolywac
patologiczne zmiany w obrebie galki ocznej u ludzi.
Obecnos¢ przeciwcial klasy IgG wykryto u pacjentow
majacych zapalenie siatkowki i niedroznos¢ w obrebie
jej naczyn, zapalenie blony naczyniowej oka, teczowki
i ciafa rzeskowego. B. elizabethae takze moze powodo-
wac zapalenie siatkowki i nerwu wzrokowego. Zakaze-
nia wywolane obecnoscia tych bakterii diagnozowane
s3 coraz czgsciej u 0sOb ze stanami zapalnymi w obrebie
galki ocznej [22].

Wiadomo, ze u pacjentéw zakazonych B. henselae
i B. quintana dochodzi do powstania zespotu Parinauda
(Parinaud’s oculoglandular syndrome — POGS), czyli po-
laczenia lokalnej limfadenopatii z zapaleniem spojo-
wek, a doktadniej jednostronnym zapaleniem spojoéwek
z polipowatym ziarniniakiem powieki lub spojowki
oraz powigkszonymi weztami chfonnymi okolicy ucha.
Innym objawem choroby oczu jest zapalenie siatkowki
i nerwu wzrokowego, ktore nastepuje zwykle po jednej
stronie. W poézniejszym etapie gdy dochodzi do pow-
stania licznych ognisk zapalnych w siatkdwce i tarczy
nerwu wzrokowego oraz powiekszenia plamki $lepej,
nastepuje ubytek pola widzenia. Czasem ma miejsce
wyciek z naczyn siatkowki prowadzacy do krwotoku
i pojawienia si¢ metow ciala szklistego. Obserwowane
jest rowniez zapalenie blony naczyniowej przedniego
odcinka oka oraz owrzodzenia. Zespdt Parinauda
moze by¢ réznicowany z innymi chorobami infekcyj-
nymi, jak np.: tularemis, gruzlica, kilg, mononukleozg.
Zapalenie siatkdwki i nerwu wzrokowego moze wyste-
powac takze w przypadku toksoplazmozy, kily, gruzlicy,
infekeji wirusowych oraz boreliozy z Lyme. W lecze-
niu CSD u immunokompetentnych pacjentéw stosuje
sie doksycykline (200 mg/dobe) ze wzgledu na to, ze



52 BEATA FIECEK, TOMASZ CHMIELEWSKI, STANISLAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA

pokonuje ona barier¢ krew-mozg oraz krew-oko. Sto-
suje si¢ rowniez ciprofloksacyne (1,5 g/dobe), gentamy-
cyne (3-5 mg/kg/dobe), erytromycyne (2 g/dobe), albo
trimetoprim-sulfametoksazol (Baktrim 2 tabl./dzien),
ktére stanowig dobra alternatywe i tak jak doksycy-
klina sa podawane 14-28 dni. Rdwniez moze by¢ poda-
wana azytromycyna 500 mg/dobe przez 3-5 dni. Wobec
pacjentéw, ktérzy majg defekt uktadu immunologicz-
nego powinna zosta¢ przeprowadzona znacznie dtuzsza
terapia trwajaca ok. 4 miesigce. W przypadku ocznych
zmian stosuje si¢ leczenie antybiotykami i sterydami [1].

5. Podsumowanie

Obecnie wiadomo, ze infekcje wywolane przez Bar-
tonella spp. moga przyjmowac forme zwigzang z choro-
bami oczu. Dlatego u pacjentéw majacych bliski kon-
takt z kotem, u ktérych wystepuje postepujaca goraczka
i utrata ostrosci widzenia nalezy podejrzewac oczng bar-
toneloze [43]. CSD oczu zwykle charakteryzuje si¢ nie-
wielkimi zmianami patologicznymi i czgsto jest fagodna,
cho¢ zdarzajg si¢ powazne komplikacje takie jak wspo-
mniane zapalenie siatkéwki i nerwu wzrokowego oraz
guzki naczyniéwki i zapalenie rogowki.

Najnowsze doniesienia dotyczace CSD u ludzi i zwie-
rzat wskazuja, ze wystepuje u nich duze podobienstwo
miejsca i rodzaju zmian patologicznych. U zwierzat zde-
cydowanie lepiej sa poznane infekcje wywotane przez
Bartonella spp., a uzyskane informacje mogg stanowi¢
bardzo dobre odniesienie w stosunku do zakazen wyste-
pujacych u ludzi. Analiza poszczegdlnych przypadkow
klinicznych, w ktérych stwierdzane sg powiekszone
wezly chlonne, powinna uwzglednia¢ w diagnostyce
réznicowej CSD.
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Probiotic lactic acid bacteria (LAB)

Abstract: The authors present physiological and biochemical properties of lactic acid bacteria (LAB). It is surprising that despite
LAB multiple auxotrophy (they lack certain metabolic pathways and grow on full media only), they are not pathogens but probiotic
microorganisms producing bacteriocins. A list of probiotic bacteria is not long and including mainly lactic acid bacteria. Their metabolic
properties (hydrocarbonate fermentation, transformation of protein substrates, exopolysaccharide production) are explaited in food
production and preservation.

1. Introduction. 2. Probiotic microorganisms and their abilities. 3 Short physiological and biochemic characteristics of LAB. 4. Intracellular
pH of lactic acid bacteria. 5. Redox potential of LAB. 6. Carbohydrates fermentation and lactic acid production. 7. Genomes sizes of LAB.
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1. Wstep

Bakterie mlekowe (LAB) sg Gram-dodatnimi nie-
sporujacymi ziarenkowcami, pateczkami lub lasecz-
kami, zawierajgcymi w DNA chromosomalnym nie
wigcej niz 53% molowych par G+C. Nie wykorzystuja
tlenu jako akceptora elektronéw (beztlenowce) oraz nie
posiadaja katalazy, zamiast niej syntetyzuja dysmutaze
nadtlenkowa, usuwajacg reaktywne formy tlenu. Pro-
wadzg fermentacje glukozy tylko do kwasu mlekowego
(homofermentacja z wydajnoscig >85%) lub do kwasu
mlekowego, etanolu (octanu) i CO, (heterofermenta-
cja z wydajnoscia 50% produkcji kwasu mlekowego).
Wszystkie bakterie mlekowe sa beztlenowcami, niektére
z nich toleruja niewielkie stezenia tlenu w srodowisku.
Aktualnie tylko nieliczne zaliczane sa do probiotycznych
(pro bios), ktore razem z prebiotykami, znalazly zasto-
sowanie w zywieniu i leczeniu ludzi [6, 21, 30, 40] oraz
zwierzat hodowlanych, np. trzody chlewnej, sa takze
uzywane jako substytuty antybiotykowych stymulato-
réw wzrostu [16, 20, 22, 23, 38, 56-58].

W ostatnim wydaniu Bergey’s Manual of Systema-
tic Bacteriology — The Firmicutes (wyd. II, 2009) [5],
bakterie mlekowe zebrane sg w rzedzie Lactobacillales,
w nastepujacych rodzinach i rodzajach:

1) Lactobacillaceae: Lactobacillus, Paralactobacillus, Pedio-
coccus;

2) Aerococcaceae: Aerococcus, Abiotrophia, Dolosicoccus,

Eremococcus, Facklamia, Globicatella, Ignavigranum;
3) Carnobacteriaceae: Carnobacterium, Alkalibacterium,

Allofustis, Alloiococcus, Atopobacter, Atopostipes,

Desemzia, Dolosigranum, Granulicatella, Isobaculum,

Marinilactibacillus, Trichococcus;

4) Enterococcaceae: Enterococcus, Melissococcus, Tetra-
genococcus, Vagococcus;

5) Leuconostocaceae: Leuconostoc, Oecococcus, Weisella;

6) Streptococcaceae: Streptococcus, Lactococcus, Lacto-
vums

oraz w rzedzie Bacillales
7) Sporolactobacillaceae: Sporolactobacillus.

Rodzaj Lactobacillus. Tannock [66] tak cha-
rakteryzuje Lactobacillus: ,naleza do bakterii mleko-
wych, ktére z olbrzymim potencjalem metabolicz-
nym produkujg kwas mlekowy jako koncowy produkt
metabolizmu weglowodanéw. Prowadza fermentacje
weglowodandw, sa aerotolerantami lub beztlenow-
cami, acidofilami lub tolerujacymi $rodowiska kwasne.
Do wzrostu wymagaja podloza bogatego w weglowo-
dany, aminokwasy, peptydy, kwasy tluszczowe, estry,
sktadniki kwasow nukleinowch i witaminy. Wystepuja
w $rodowisku zawierajagcym substancje pokarmowe,
szczegolnie weglowodany, w duzych ilosciach, a wiec
w takich, jak nabtonek ludzki i zwierzecy (jama gebowa,
przewod pokarmowy, pochwa), na powierzchni roélin,

* Autor korespondencyjny: Samodzielny Zaklad Biologii Mikroorganizméw, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowo-
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w odchodach, $ciekach oraz fermentowanej i psujacej
sie zywnosci. Lactobacillus pojawiaja si¢ w przewodzie
pokarmowym ludzi zaraz po urodzeniu” U zdrowego
dorostego czlowieka Lactobacillus wystepuja w jamie
ustnej w ilosci 10°-107 jednostek tworzacych kolonie
jtk/ml, jelicie kretym w ilo$ci 10°~107 jtk/ml, w okrez-
nicy w ilosci 10*-108 jtk/ml oraz dominujg wsrdéd wspdl-
noty bakterii pochwy. Sg wykorzystywane w produkeji
fermentowanej Zywnosci: warzyw, miesa, a w szczegol-
nosci fermentowanych produktéw mlecznych. Zaintere-
sowanie bakteriami z rodzaju Lactobacillus ro$nie, gtéw-
nie z powodow biotechnologicznych, czego wyrazem
sg poszukiwania nowych gatunkoéw. I tak w 1984 roku
znano 44 gatunki Lactobacilli, 88 w 2003 a 135 gatunkow
2007, za$ w nastepnym roku znaleziono i opisano kolej-
nych 10 gatunkéw. Lactobacillus jest rodzajem wysoko
heterogennym (G+C w DNA od 33 do 55%). Do tej pory
zsekwencjonowano genomy nastepujacych gatunkow:
L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. john-
sonii, L. sakei, L. salivarius i L. plantarum [4].
Taksonomia i miejsce filogenetyczne gatunkow ro-
dzaju Lactobacillus nie koresponduja z wlasciwosciami
metabolicznymi. 145 gatunkow bakterii mlekowych
[13], nalezacych do Lactobacilli wedle typu fermentacji
mozna podzieli¢ na trzy grupy: (1) obligatoryjnie homo-
fermentatywne, (2) fakultatywnie heterofermentatywne
oraz (3) obligatoryjnie heterofermentatywne. Obliga-
toryjnie homofermentatywne Lactobacilli sa zdolne
do fermentacji glukozy do kwasu mlekowego szlakiem
EMP (Embden-Meyerhof-Parnas), podczas gdy pen-
tozy oraz glukonian nie sg fermentowane z powodu
braku fosfoketolazy (rozktada rybulozo-5P na triozo-3P
i acetylo-P). Degradacje heksoz do kwasu mlekowego
szlakiem EMP prowadza nastepujace gatunki: L. aci-
dophilus, L. amylolyticus, L.amylophilus, L.animalis,
L. avarius, L. catenaformis, L. crispatus, L. delbrueckii,
L. equi, L. farciminis, L. gallinarum, L. helveticus, L. iners,
L. johnsonii, L. kalixensis, L. kefiranofaciens, L.mali,
L. manihotivorans, L. mindensis, L. nagelli, L. pantheris,
L. ruminis, L.saerimneri, L.salivarius, L.satsumensis,

L. sharpeae, L. suntoryeus, L. ultunensis, L. versmolden-
sis, L. vitulinus.

Fakultatywnie heterofermentatywne Lactobacilli de-
graduja heksozy do kwasu mlekowego oraz degraduja
pentozy i czgsto glukonian, gdyz posiadaja zaréwno
aldolaze fruktozo-1,6-difosforanowg [rozszczepia fruk-
tozo-1,6-bifosforan na dwie czasteczki: aldehyd 3-fos-
foglicerynowy (C,) i fosfodihydroksyaceton (C,)], jak
i fosfoketolaze. Naleza tu: L. acetotolerans, L. acidipiscis,
L. agilis, L. algidus, L. alimentarius, L. arizonensis, L. bifer-
mentans, L. casei, L. coleohominis, L. coryniformis, L. curva-
tus, L. cypricasei, L. fornicalis, L. fuchuensis, L. graminis,
L. hamsteri, L. homohiochii, L. intestinalis, L. jensenii, L. kim-
chii, L. kitasatonis, L. murinus, L. paracasei, L. paralimen-
tarius, L. paraplantarum, L. pentosus, L. perolens, L. plan-
tarum, L. rhamnosus, L. sakei, L. spicheri, L. zeae [13].

Trzecia grupa Lactobacilli obligatoryjnie heterofer-
mentatywna — zawiera drobnoustroje degradujace hek-
sozy i pentozy w szlaku fosfoglukonowym z wydzie-
leniem CO,. Nalezg tu nastepujace gatunki: L. antri,
L. buchneri, L. collinoides, L.diolivorans, L.durianis,
L. ferintoshensis, L. fermentum, fructivorans, L. frumenti,
L. gastricus, L. hilgardii, L.ingluviei, L.kefiri, L.kun-
keei, L. lindneri, L. malefermentans, L. mucosae, L. oris,
L. panis, L. parabuchneri, L. paracolinoides, L. parakefiri,
L. pontis, L. psittaci, L. reuteri, L. rosii, L. sanfranciscensis,
L. suebicus, L. vaccinostercus, L. vaginalis [13].

2. Mikroorganizmy probiotyczne i ich cechy

Wisrdd wielu mikroorganizméw produkujacych kwas
mlekowy w procesie fermentacji cukréw, jedynie nie-
liczne s3 uwazane za gatunki probiotyczne (tabela I).

Termin probiotyk zostal po raz pierwszy uzyty
przez Lilly i Stilwell w 1965 roku do opisania substan-
cji wydzielanej przez jeden organizm, ktéra stymuluje
wzrost i rozw6j innego. Rodzaje, gatunki i szczepy bak-
terii uznanych za bezpieczne (GRAS) dla zwierzat i czlo-
wieka okreslone zostaly przez: FDA oraz raporty i zarza-

Tabela I

Mikroorganizmy uwazane za probiotyczne dla ludzi i/lub zwierzat (Z: Holzapfel W.H., Haberer P, Geisen R., Bjorkroth J., Schillinger U. 2001.
Taxonomy and important features of probiotic microorganisms in food and nutrition. American Journal of Clinical Nutrition, 73: 365-373;
za zgoda American Society for Nutrition)

Grupa mikroorganizméw

Gatunki mikroorganizméw

Gatunki Lactobacillus

L. acidophilus, L. amylovorans, L. casei, L. crispatus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. gallinarum,
L. gassei, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum?, L. reuteri, L. rhamnosus

Gatunki Bifidobacterium

B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis’, B. longum

Inne bakterie mlekowe

Enterococcus faecalis', Enterococcus faecium, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus acidilactici®, Sporolactobacillus inulinus', Streptococcus thermophilus®

Bakterie i grzyby niemlekowe

Bacillus cereus var. toyoi 2, Escherichia coli szczep nissle, Propionibacterium freundenreichii®?,
Saccharomyces cerevisiae?, Saccharomyces boulardii®

Legenda: 1 - gatunki zwierzece; 2 — gatunki farmaceutyczne; 3 - stabo znany jako probiotyczny
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dzenia Unii Europejskiej. O dopuszczeniu do stosowania
preparatéw probiotycznych w Polsce decyduje Komisja
Oceny Pasz przy Ministerstwie Rolnictwa i Gospodarki
Zywnos$ciowej RP. W 2008 r. odbyta si¢ II Europejska
Konferencja EUPROBIO dotyczaca probiotykéw i ich
zastosowania (www.euprobio.com), w czasie ktorej doko-
nano przegladu aktualnego zastosowania probiotykéw
w medycynie ludzkiej, udoskonalenia metod otoczko-
wania preparatéw oraz mechanizméw ich dziatania.

Cechy probiotykow. W 2004 roku Libudzisz
[40] zaproponowala nastepujace kryteria selekeji i wy-
magania jakie powinny by¢ stawiane bakteriom probio-
tycznym, podkreslajac takie aspekty, jak bezpieczenstwo
stosowania (7 punktéw), cechy funkcjonalne (7 punk-
tow) oraz cechy technologiczne (7 punktéw), prezento-
wane ponizej.

Bezpieczenistwo stosowania: (1) pochodzenie od
czlowieka (jesli preparat przeznaczony jest do stoso-
wania dla ludzi); (2) izolowany z przewodu pokarmo-
wego zdrowych osobnikéw; (3) doktadna identyfikacja
diagnostyczna; (4) historia bezpiecznego stosowania;
(5) brak informacji o powigzaniu a chorobami infekcyj-
nymi serca lub przewodu pokarmowego; (6) brak zdol-
nosci rozszczepiania soli kwasow zotciowych; (7) brak
gendw opornosci na antybiotyki, zlokalizowanych na
elementach niestabilnych.

Cechy funkcjonalne: (1) przezywalnos¢ w przewodzie
pokarmowym, opornos$¢ na kwasowos¢ soku zotadko-
wego sole zolci; (2) aktywnos¢ antagonistyczna w sto-
sunku do patogendéw jelitowych, normalizacja sktadu
mikroflory jelitowej; (3) adherencja i zdolnos¢ koloni-
zacji okreslonych miejsc w przewodzie pokarmowym;
(4) konkurencyjnos¢ w stosunku do mikroflory zasiedla-
jacej ekosystem jelitowy, w tym blisko spokrewnionych
gatunkow; (5) opornos¢ na bakteriocyny, kwasy i inne
zwigzki antagonistyczne produkowane przez mikroflore
jelitowa; (6) zalezny od szczepu efekt poprawy zdrowia
czlowieka; (7) immunomodulacja.

Cechy technologiczne: (1) tatwo$¢ produkcji duzej
ilosci biomasy; (2) oporno$¢ na procedury utrwalania
starterdw (zamrazanie, liofilizacja, przechowywanie),
(3) zywotno$¢ i stabilnos¢ cech bakterii w czasie przy-
gotowania i dystrybucji produktéw probiotycznych;
(4) wysoka przezywalno$¢ przechowalnicza w gotowym
produkcie; (5) brak pogorszenia cech organoleptycznych
gotowych produktéw; (6) opornos¢ na bakteriofagi;
(7) stabilno$¢ genetyczna. Wigcej informacji o zastoso-
waniu bakterii probiotycznych jako probiotykéw mozna
znalez¢ w pracach [39, 55, 67].

Zaden z postulatéw podawanych przez réznych auto-
réw nie podejmuje sprawy potencjalu oksydoredukcyj-
nego (Eh), ktory wydaje si¢ jednym z najistotniejszych
czynnikéw $rodowiskowych i determinujacych wyste-
powanie i rozwdj danego gatunku LAB w srodowisku.
W $rodowisku naturalnym, bakterie rozmieszczone sa

wedle gradientu potencjatu redoks oraz wedle gradientu
chemicznego substancji odzywczych. Wysokie dodat-
nie warto$ci Eh wskazujg na warunki tlenowe o niskiej
aktywnosci elektronéw, oraz tendencje¢ do utleniania,
ujemne wartosci Eh wskazuja na warunki zredukowane
o wysokiej aktywnosci elektronéw. Eh odpowiada pro-
porcjom substancji utlenianych do zredukowanych
w $rodowisku. Warto$¢ E, jest rozumiana jako Eh przy
warto$ci pH 7,0 wynoszace 0,2V (lub 200mV), a ta
wartos¢ jest linig dzielacg warunki utlenione od zredu-
kowanych. Warto$¢ E >02V wskazuje na utlenienie,
warto$¢ E; <0,2 V wskazuje na redukowanie. Niektore
jony wystepuja w formie utlenionej lub zredukowanej
w zaleznosci od wartoéci potencjalu redoks, np. roz-
puszczalne w wodzie sole Fe*> dominujg przy <0,2V
a sole Fe*? dominuje przy >0,2 V i s3 nierozpuszczalne.
Potencjal oksydoredukcyjny jest $cisle zwigzany z obec-
noécig lub brakiem tlenu czasteczkowego. Srodowisko
jest w réwnowadze z tlenem atmosferycznym przy
potencjale redoks wynoszacym +0,8 V. Wiele srodowisk
naturalnych pozbawionych jest tlenu lub zawierajg tlen
w znacznie mniejszych ilosciach. W srodowiskach tych
nie tylko licznie wystepuja mikroorganizmy szybkoro-
snace, lecz takze takie, ktore moga by¢ bardzo wrazliwe
na tlen czasteczkowy. Istnienie obok siebie srodowiska
beztlenowego i tlenowego nie jest mozliwe, wystepuje
pomiedzy nimi interfaza, w ktérej rozwijajg si¢ mikro-
organizmy zwane mikroaerofilami, ktére rosna przy
znacznie nizszym stezeniu tlenu. Ta sytuacja sprawia, ze
istnieje stosunkowo liczna grupa bakterii fakultatywnie
beztlenowych, ktéra ro$nie w warunkach beztlenowych,
fermentujac weglowodany lub rézne grupy bakterii,
ktore wykorzystujg nieorganiczne akceptory elektronow
typu azotany, siarczany, weglany i Fe(III) lub korzystaja
z innych mechanizméw oddychania. Tego typu zjawisko
ma miejsce np. w silnie zeutrofizowanych ekosystemach
wodnych. Niektére mikroorganizmy tlenowe posiadaja
wysoce efektywny system wyszukiwania tlenu i czg¢sto
sg zdolne do wspdtzawodniczenia z mikroaerofilnymi
bakteriami w warunkach obnizonego stezenia tlenu.

3. Cechy fizjologiczno-biochemiczne LAB

Bakterie mlekowe pozyskujg energie z fermentacji
cukréw. Nie sg zdolne do hydrolizy polisacharydéw
typu celuloza. Z powodu ograniczen zdolnosci biosyn-
tezy roznych zwigzkow (silna auksotrofia) wystepuja
w $rodowiskach, ktdre sa bogate w aminokwasy, wita-
miny, puryny i pirymidyny, stowem rosng na podlozach
pelnych, ktore zaspakajajg ich zapotrzebowanie. Nie-
ktore z nich s3 organizmami wolnozyjacymi, inne zyja
w asocjacjach ze zwierzetami kregowymi, a takze moga
wystepowa¢ u ludzie i zwierzat jako potencjalne pato-
geny (Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae). Wystepuja
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powszechnie w mleku i jego produktach oraz w mate-
riale rodlinnym. Wchodzg takze w sktad mikroflory ludz-
kiej jamy ustnej, przewodu pokarmowego oraz pochwy;,
pelniac wielokrotnie pozytywna role. Powszechnie, nie
tylko u roélinozercéw, wystepuja w przewodzie pokar-
mowym ryb, plazéw, gadow, ptakow i ssakow. Izoluje si¢
je z hodowli namnazajacych uprzednio zaszczepionych
probkami pobranymi z gleb lub osadéw dennych, co
wskazuje, ze w glebach i wodzie nie pelnig waznej roli
ekologicznej [12]. Wynika to prawdopodobnie z faktu,
ze w glebach i wodzie brak jest dostatecznie duzo sub-
stratow biatkowych, ktére zaspokajaly potrzeby amino-
kwasowe tej wielokrotnie auksotroficznej grupy bakterii.
Pierwszy gatunek nalezacy do szczepow heterofermen-
tujacych bakterii mlekowych Lactobacillus acidophilus
byl izolowany w 1900 roku z odchodéw zwierzecych
a nie z gleby czy wody [47].

4. pH wewnatrzkomorkowe LAB

Bakterie mlekowe posiadaja zdolno$¢ regulacji
wewnatrzkomorkowego pH i ta cecha jest dla nich
bardzo istotna, pozwala na zycie w stosunkowo niskim
pH $rodowiska. Bakterie niezdolne do utrzymania pH
zblizonego do neutralnego wewnatrz komorek, w czasie
wzrostu przy niskim pH tracg zdolnos¢ do zycia i aktyw-
nosci metabolicznej. Generalnie bakterie mlekowe rosna
do momentu: (1) wyczerpania si¢ weglowodandw,
aminokwasow oraz innych substancji koniecznych do
zycia; (2) nagromadzenia si¢ substancji toksycznych lub
hamujacych wzrost, tego typu jak nadtlenek wodoru;
(3) stezenia jonow wodoru, ponizej ktérego bakterie
mlekowe nie s3 w stanie tolerowac. I tak np. Lactococ-
cus lactis subsp. lactis oraz Streptococcus thermophilus
rosng w mleku, dopoki pH $rodowiska nie obnizy si¢ do
wartoéci 4,5 i to niezaleznie od nielimitowanego stezenia
substancji odzywczych. Réwniez Lactobacillus helveticus
oraz L. debrueckii subsp. bulgaricus wykazuja najwyzsza
szybkos¢ wzrostu przy pH 5,5-5,8. Niektore gatunki Lac-
tobacillus s neutrofilami i rosng w zakresie pH 6,3-6,9.
S3 one nazywane szczepami starterowymi w procesie
kwaszenia mleka. Innym przyktadem jest Streptococcus
thermophilus, ktory rosnie najlepiej przy pH 6,5-7,5.
Generalnie bakterie mlekowe rosng oraz pozostaja zywe
przy pH w zakresie od 4,5 do 7,0 [28, 33]. Wiele przeba-
danych enzyméw degradujacych biatka oraz fermentu-
jacych weglowodany wykazuje maksymalng aktywnos¢
przy odczynie w zakresie neutralnym. Przy pH hamu-
jacym wzrost bakterii mlekowych, obecny w mleku
kwas powoduje niszczenie blon cytoplazmatycznych,
co objawia si¢ wyciekaniem jonéw magnezu i potasu
z komorek do srodowiska zewnetrznego. Np. wyciekanie
magnezu z komorek Lactobacillus casei odbywa sie przy
pH <3,0. Jednakze przy pH suboptymalnym w czasie

wzrostu i fermentacji, pH cytoplazmatyczne komoérek
pozostaje bardziej alkaliczne niz srodowiska, w ktérym
zyja. Dzieje si¢ tak, poniewaz bakterie mlekowe szybko
wydzielajg kwas mlekowy z komdrek za posrednictwem
tranasporteréw, nadto blony biologiczne sa wzglednie
nieprzepuszczalne dla protondw oraz czgsteczek kwasu
mlekowego. W ten sposdb tworzy sie gradient pH (ApH)
pomiedzy cytoplazma a $rodowiskiem ich zycia. I tak
Streptococcus thermophilus utrzymuje pH wewnatrzko-
morkowe do momentu, kiedy pH srodowiska nie jest
nizsze niz 5,2. Jesli pH w podtozu hodowlanym spada
dalej, komorki Streptococcus thermophilus nie sg w stanie
utrzyma¢ pH cytoplazmatyczne na poziomie wartosci
neutralnych i obumierajg. Zmiany pH komdrkowego
z wartosci 7,5 do 6,6 powoduja 50% redukcji szybkosci
wzrostu Enterococcus faecalis [33].

LAB moga tolerowa¢ obnizenie pH w komdrkach
tylko o jedna jednostke (A pH ~ 1,0), zwlaszcza zas te,
ktérych optimum pH miesci sie w zakresie neutralnego
(np. 7,5). Flora mlekowa nalezaca do rodzaju Lactococ-
cus i Streptococcus utrzymuje neutralne pH wewnatrz
komorek, rowniez wtedy, kiedy spada pH w fermento-
wanym mleku. Takie procesy jak transport aminokwa-
sow i peptydow do komdrek oraz proteolizy, sa zalezne
od pH cytoplazmatycznego komodrek LAB oraz pH $ro-
dowiska [33].

Poza pH wiele czynnikéw ma wplyw na wzrost i pro-
dukcje biomasy bakterii mlekowych, w tym gtéwnie
temperatura, sklad chemiczny podloza hodowlanego
oraz obecno$¢ tlenu. Najszybciej procesy fermentacji
i produkcji biomasy zachodzg w temperaturze od 26
do 42°C, wigkszos¢ hodowli tych bakterii prowadzi si¢
w temperaturze 3537°C. W warunkach laboratoryjnych
hodowle LAB prowadzone sg w podlozach zawieraja-
cych trypton, ekstrakt drozdzowy i laktoze. Szczepy
niewykorzystujace laktozy sa hodowane w podlozach
zawierajacych glukoze. Bakterie mlekowe w wigkszosci
toleruja niewielkie stezenia tlenu, s3 wiec mikroaero-
filami. Niektore szczepy jak Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillus plantarum i Leuconostoc
mesenteroides w obecnosci niewielkiej ilosci tlenu pro-
dukuja zwiekszone ilosci kwasu mlekowego. W hodow-
lach laboratoryjnych tworza od 2 do 6,5 g biomasy/l przy
specyficznej szybkosci wzrostu wynoszacej od 0,180 do
0,256, co sprawia, ze w czasie 48 godzin hodowle osig-
gaja gesto$¢ komorek wynoszacg 10°10" jtk/ml [78].

5. Potencjal oksydoredukcyjny bakterii
fermentacji mlekowej

Jednym z czynnikéw determinujacym wystepowanie
i wzrost okreslonych gatunkéw bakterii w danym $ro-
dowisku jest potencjat oksydoredukcyjny (Eh), definio-
wany jako mierzalna warto$¢ zdolnosci chemicznego lub
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Rys. 1. Zmiany potencjatu oksydoredukcyjnego w czasie wzrostu
réznych szczepow bakterii mlekowych w sterylizowanym odtlusz-
czonym mleku [7]

(Z: Brasca M., Morandi S., Lodi R., Tamburini A. 2007. Redox potential

to discriminate among species of lactic acid bacteria. Journal of Applied

Microbiology. 103: 1516-1524; dzieki uprzejmosci i za zgoda Wydawnictwa
Wiley-Blackwell)

biochemicznego systemu do utleniania (oddawania elek-
tronéw) lub redukgji (przyjmowania elektronéw). Stan
utleniania i redukcji wskazuja na dodatnie lub ujemne
warto$ci mV. W réznych hodowlach mikroorganizmoéw
wartosci Eh zmieniaja si¢ od okolo +300 mV (tlenowce)
do mniej niz -400 mV (beztlenowce) (Rys. 1).

Niski potencjal sprawia, ze w danym srodowisku roz-
wijaja sie tylko bakterie beztlenowe. I tak np. Eh $wie-
zego mleka wynosi +150 mV, Eh sera Cheddar wynosi
-140 mV, a Camembert az -350 mV [7]. W tych warun-
kach w serach nie wystepuja bakterie nalezace do rodzaju
Pseudomonas, Brevibacterium, Bacillus i Micrococcus.
Jeden z dziesieciu badanych gatunkéw LAB Enterococ-
cus faecalis jest zdolny do obnizenia potencjalu oksydo-
redukcyjnego, osiggajagc Eh . =-221+13,4mV w czasie
1,1+0,3 godziny (A =326+93,1 mV) [7]. W przewo-
dzie pokarmowym, w dalszych jego odcinkach, istnieja

warunki sprzyjajace rozwojowi bakterii beztlenowych
i fakultatywnych beztlenowcdw. Warto tutaj doda¢, ze
potencjal oksydoredukcyjny w jelicie grubym $win jest
niski i wynosi —-214+55mV [32]. To wskazuje na fakt,
ze tylko cz¢$¢ z mikroorganizméw probiotycznych, lub
tylko E. faecalis, jest zdolny do wzrostu i rozwoju przy
tak niskich warto$ciach potencjatu oksydoredukcyjnego.
E. faecalis ze wzgledu na warunki panujace w przewo-
dach pokarmowych wydaje si¢ by¢ najbardziej sto-
sownym gatunkiem probiotycznym (wymaga niskiego
potencjalu redoks), z drugiej strony istnieja doniesie-
nia o jego oportunistycznej aktywnosci w przewodzie
pokarmowym [54], powoduje takze zakazenia drog
moczowych, bakteremie oraz zapalenie wsierdzia. Inny
gatunek Enterococcus faecium, ktéry réwniez rozwija sig
przy niskim potencjale redoks a jest rekomendowany
jako probiotyk takze jest powodem schorzen [17, 54].
E. faecalis i E. faecium s3 zdolne do tworzenia biofilméw
na roznych powierzchniach biotycznych i abiotycznych,
w tym réwniez urzadzeniach medycznych, rozprzestrze-
niajac sie [48].

W tabeli II podano $rednie warto$ci parametréw
kinetycznych szybkosci zmiany potencjalu redoks
w hodowlach dziesieciu gatunkéw LAB w odtluszczo-
nym sterylnym mleku. Niektore z tych szczepow jak
wida¢ mogg rosnac tylko w warunkach, gdzie istnieje
dodatni potencjat redoks. Wydaje sie, ze ta informa-
cja dyskryminuje je jako gatunki probiotyczne. Sg to:
Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus,
Pediococcus pentosaceus a nawet L. delbrueckii subsp.
bulgaricus. Wszystkie z dziewigciu badanych szczepow,
w tym L. delbrueckii subsp. bulgaricus, rosng tylko przy
potencjale redoks nie nizszym niz +23 mV, ale niektore
przy + 87 mV [7], co wydaje si¢ dyskryminowac je jako
szczepy probiotyczne.

Tabela IT

Srednie warto$ci parametréw kinetycznych szybkosci obnizania potencjatu redoks w czasie w hodowlach LAB w odtluszczonym stery-
lizowanym mleku (Z: Brasca M., Morandi S., Lodi R., Tamburini A. 2007. Redox potential to discriminate among species of lactic acid
bacteria. Journal of Applied Microbiology, 103, 1516—1524; dzigki uprzejmosci i za zgoda Wydawnictwa Wiley-Blackwell)

Gatunek Eh  (mV) t . (h) - t* (h)
Enterococcus faecalis -221,1+13,4 2,7+0,6 326,849,0 1,1+0,3
Enterococcus faecium -137,7+31,3 3,7£1,7 141,1+37,6 2,4+0,5
Enterococcus durans -120,5+29,0 3,4+0,6 154,3+53,3 2,2+0,6
Streptocococus thermophilus 7,9+12,3 22,2432 26,5+14,7 3,6£0,9
Lactobacillus lactis subsp. lactis -162,3+32,9 3,8+0,8 246,6+79,2 2,2+0,9
Pediococcus pentosaceus 59,0+23,5 20,3+4,7 24,3189 5,8+2,2
Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus 54,2+20,4 15,746,1 41,7+13,1 6,0+1,7
Lactobacillus plantarum -153,8+18,2 7,6%0,6 229,5+88,6 5,4+0,4
Lactobacillus helveticus 54,4+23,8 13,6+5,5 30,8+10,5 6,4+1,6
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei -169,1+13,8 7,5%2,7 174,2+56,2 4,2+1,3

Legenda: A
warto$¢ Eh po 24 h; t_ - czas korespondujacy z Eh .

‘min

- maksymalna réznica miedzy oznaczeniami; t* — czas przy ktérym wystepuje najnizsza warto$¢ potencjatu redoks; Eh - minimalna
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6. Wielkos$ci genomow LAB

Dotychczas zsekwencjonowano niewiele ponad dwa-
dziescia genomoéw LAB oraz pietnascie gatunkow Bifi-
dobacteria, produkujacych kwas mlekowy. Sekwencje
te opublikowano pod adresem: http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genomes/MICROBES/microbial _taxtree.html.
Szczegolowy wykaz prac dotyczacych zsekwencjonowa-
nych genoméw wybranych gatunkéw bakterii mleko-
wych probiotycznych mozna znalezé pod ww adresem.

LAB w swoich chromosomach wielkosci 1.269.484 pz
do 3.308.274 pz (odpowiednio dla Lactobacillus iners
DSM 13335 i L. plantarum WSES1), koduja gtéwnie
bialka strukturalne i funkcjonalne, najmniej auksotro-
ficzny gatunek L. plantarum koduje tylko 3.007 bialek.
Niewielka liczba genéw u bakterii mlekowych w poréw-
naniu z prototroficznym szczepem K12 Escherichia coli
(4290 bialek) wskazuje na ich utrate w czasie rozwoju
ewolucyjnego [42]. Dobroczynny i probiotyczny zda-
niem wielu autoréw L. delbrueckii subsp. bulgaricus
zawiera tylko 1.856.951 pz w swoim chromosomie oraz
syntetyzuje nieco ponad pottora tysigca biatek struktu-
ralnych i funkcjonalnych. U bakterii mlekowych okoto
10-12% sekwencji chromosomowych to pseudogeny
(od 17 do 206). Z analizy sekwencji genéw wynika, ze
genomy LAB zawierajg kilka szlakow uniwersalnych,
wlaczajgc proces glikolizy. Rozne genetyczne zdarzenia,
jak mutacje, duplikacja genéw, horyzontalny transfer
genow, itd. nadaja pewne swoiste cechy gatunkom LAB.
W 2003 roku zsekwencjonowano genom L. plantarum
WCES1 jako pierwszy wsrdd rodzaju Lactobacillus [47].
Zawiera on najdiuzszy analizowany do tej pory genom,
ktory sklada sie z kolistego chromosomu (3.3 Mpz) oraz
trzech plazmidéw (1,9 i 2,3 i 36 kpz). Genom zawiera
3.052 geny kodujace biatka, w tym pig¢ operondw rrn
oraz sekwencje sze$¢dziesieciu dwdoch tRNA. Genom
koduje szlaki wielu aminokwaséw, z wyjatkiem val, leu
iileu oraz nie zawiera sekwencji pozakomorkowej pro-
teazy — odpowiednika PrtP wystepujacej u Lactococcus
lactis. Genom L. plantarum koduje wszystkie enzymy
dwdch szlakéw przemian glukozy - glikolizy oraz fos-
foketolazy oraz przemian kwasu pirogronowego, co
zwigzane jest z pojawianiem si¢ réznych produktow
koncowych fermentacji. Nadto posiada duze ilosci
gendw kodujgcych systemy regulacyjne, transportowe
(wlaczajac 25 kompletnych PEP-PTS systemoéw trans-
portu cukru) oraz biatka kilku rodzajow stresu. Geny
te pozwalaja gatunkowi L. plantarum na zasiedlanie
réznych $rodowisk i zajmowania okreslonych nisz
ekologicznych. Genom zawiera informacje o ponad
200 réznych pozakomorkowych bialtkach, pozwalaja-
cych na budowe otoczki oraz ochrone przed fagocytoza.
Stosunkowo duzy odcinek genomu w okolicach odcinka
poczatku replikacji DNA zawiera geny odpowiedzialne
za transport, degradacjg itd. Lactobacillus sakei 23K,

ktérego genom ma 1,8 Mpz, nie jest zdolny do syntezy
aminokwasow, z wyjatkiem kwasu asparaginowego i glu-
taminowego, ale posiada geny odpowiedzialne za syn-
teze substancji antybakteryjnych, opornosci na wysokie
stezenia soli kuchennej oraz zmiany potencjatu redoks
[47]. Probiotyczny Lactobacillus salivarius subsp. saliva-
rius UCC118, obok chromosomu, posiada megaplazmid
pMP118, ktéry koduje hydrolaze soli zétciowych oraz
produkcje bakteriocyny Abpl18 in vivo, skierowanej
m.in. przeciwko Listeria monocytogenes [47].

7. Fermentacja weglowodandw i produkcja
kwasu mlekowego

LAB s3 wykorzystywane w utrwalaniu zZywno$ci.
Nadaja one nie tylko wyglad i smak wielu produktom
fermentacji, ale takze hamuja wzrost bakterii, ktére zyw-
no$¢ te psuje. Rosng w zakresie temperatur od 10 do
45°C, przy zasoleniu 6,5% NaCl, i pH w zakresie 4-9,6.
Pewne z nich w procesie fermentacji wydzielaja CO,
inne (homofermentacyjne) w procesie fermentacji pro-
dukujg albo obydwa izomery L i D - kwasu mlekowego
lub tylko izomer L. W czasie fermentacji weglowoda-
now syntetyzuja ATP w procesie fosforylacji substrato-
wej. ATP jest nastepnie wykorzystywane do biosyntez
komorkowych. Pierwsza grupa bakterii mlekowych pro-
wadzi fermentacje glukozy tylko do kwasu mlekowego
(homofermentacja) wykorzystujgc szlak degradacji glu-
kozy EM (Embden-Meyerhof) i zawiera L. delbrueckii,
L. acidophilus, L. plantarum, gatunki nalezace do rodzaju
Brochothrix, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococ-
cus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus oraz
Vagococcus. Homofermentatywne bakterie mlekowe
katabolizujg jeden mol glukozy do dwdch moli kwasu
pirogronowego, ktory przy zréwnowazonym poten-
cjale redoks utlenia NADH, redukujac si¢ do kwasu
mlekowego. Druga grupa zawierajaca gatunki nalezace
do rodzaju Leuconostoc, Oenococcus i Weissella oraz
L. fermentum, L. brevis i L. kefiri to bakterie mlekowe
heterofermentatywne, ktdére katabolizujg glukoze szla-
kiem PP (pentozowo-fosforanowym). Z jednego mola
glukozy, poddanej uprzednio dekarboksylacji powstaja:
jeden mol gliceryloaldehydu fosforanowego, z ktérego
powstaje mol kwasu mlekowego oraz jeden mol fosfo-
ranu acetylu, ktory jest redukowany do etanolu (Rys. 2).

W sumie z mola glukozy powstaja: mol kwasu mle-
kowego, mol etanolu i mol dwutlenku wegla. Gatunki
posiadajace obydwie dehydrogenazy mleczanowe, pro-
dukujg mieszaning racemiczng izomeréw kwasu mle-
kowego, posiadajace tylko jedng z dehydrogenaz pro-
dukuja tylko jeden z izomerdéw.

Lactobacillus casei KH-1 ros$nie optymalnie w po-
diozu MRS o pH 5,7, zawierajacym ekstrakt drozdzowy,
namok kukurydziany i glukoze odpowiednio w steze-
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Rys. 2. Przemiany kwasu pirogronowego u bakterii mlekowych [3]

(Z: Baj i Markiewicz (red.). Biologia molekularna bakterii. Wyd. Naukowe
PWN, Warszawa 2006, za zgoda wydawnictwa PWN)

niach 1,276%, 3,505% i 2,390%, przy p__ wynoszacym
0,994h". Jednakze optymalna produkcja kwasu mle-
kowego (~0,7g/lh™') ma miejsce przy stezeniu tych
surowcéw odpowiednio: 0,697%, 1,708%12,215% iy
wynoszacym 0,491 h™' [28]. Wydajno$¢ produkcji kwasu
mlekowego dla wybranych szczepéw bakterii mleko-
wych przedstawia Tabela III.

Cytrynian jest substratem obecnym w wielu natu-
ralnych substratach jak mleko, owoce, warzywa i jest
metabolizowany przez niektére gatunki LAB. Hetero-
fermentatywne bakterie mlekowe jak Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis oraz Leuconostoc mesen-
teroides subsp. cremonis sa zdolne do metabolizmu cytry-
nianu w warunkach beztlenowych w obecnosci fermen-
towanego cukru np. glukozy czy laktozy [15]. W tych
wlasnie warunkach powstaje specyficzny produkt silnie
zapachowy, jakim jest diacetyl. Kwas cytrynowy pobrany
przez permeaze cytrynianiowg jest najpierw hydrolizo-
wany do octanu, pirogronianu i CO,. Losy obecnego
w komorce pirogronianu moga by¢ nastepujace: (1) piro-
gronian moze by¢ przeksztatcony do acetyloCoA i dalej
do octanu i/lub aldehydu octowego/etanolu; (2) jest
konwertowany do mréwczanu przy udziale liazy piro-
gronian:mrowczan; (3) jest przeksztalcany do acetomle-
czanu, ktory jest konwertowany do acetoiny i diacetylu
(CH,-CO-CO-CH,) oraz 2,3-butanediolu. Produkcja dia-
cetylu oraz produktu posredniego — acetoiny - zachodzi
przy pH ~5,5. (4) redukowany do mleczanu, przy udziale
dehydrogenazy mleczanowej. Inne szczepy tego typu jak

Tabela IIT
Produkcja kwasu mlekowego przez wybrane szczepy bakterii mlekowych na podlozach z réznymi substratami
Szczep LAB Substrat Kwas mlekowy g/l | Wydajnos¢ g/l x godz™ | Pismiennictwo

Lactobacillus amylovorans ATCC 33620 kukurydza 10,1 0,8 [72]

kassava 48 0,2 [72]

ziemniaki 4,2 0,1 [76]
Lactobacillus amylophilus GV6 jeczmien 27,3 0,3 [67]
Lactobacillus casei NRRL B-441 serwatka 46,0 4,0 [9]

jeczmien 162,0 3,4 [41]
Lactobacillus delbrueckii NCIBMB 8130 melasa 90,0 3,8 [37]
Lactobacillus delbrueckii NRRL B-445 drewno 108,0 0,9 [49]
Lactobacillus coryniformis subsp. torquens celuloza 24,0 0,5 [76]
ATCC 25600 pulpa 23,1 0,5 [76]
Lactobacillus lactis subsp. lactis ATCC 19435 pszenica 106,0 1,0 [31]
Lactobacillus paracasei No. 8 zyto 84,5 2,4 [60]

SOrgo 81,5 2,7 [60]

SOrgo 106,0 3,5 [59]
Lactobacillus helveticus R211 jeczmien 66,0 1,4 [61]
Lactobacillus sp.RKY-2 ryz 129,0 2,9 [77]
Enterococcus faecalis RKY1 melasa 95,7 4,0 [72]

pszenica 102,0 4.8 [52]

kukurydza 63,5 0,5 [52]

drewno 93,0 1,7 [71]
Bifidobacterium longum kozie mleko - 1,62 [29]
Lactobacillus acidophilus kozie mleko - 2,4 [29]
Lactobacillus plantarum ATTC 21028 laktoza 41,0 1,0 [19]
Lactobacillus pentosus ATCC 8041 $cieki winiarskie 21,8 0,8 (8]
Lactobacillus delbrueckii mutant Uc-3 celobioza 90 2,2 [1]
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 $cieki papiernicze 73 2,9 [45, 74]
Lactobacillus bulgaricus jeczmien 20,8 0,3 [25]
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Streptococcus thermophilus oraz Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus nie metabolizuje cytrynianu. Zdolno$§¢
ta jest wykorzystywana w fermentacji zywnosci, nadajac
jej charakterystyczny zapach (np. serom). Wyproduko-
wany diacetyl nadaje charakterystyczny zapach $wiezym
serom, sfermentowanemu mleku, $mietanie oraz mastu.
Losy kwasu cytrynowego moga by¢ jeszcze inne. W $ro-
dowisku, w ktérym znajduje si¢ maltoza i kwas cytry-
nowy, niektdre gatunki bakterii mlekowych (np. L. san-
franciscensis) produkuja kwas mlekowy i octowy, ale po
wyczerpaniu cytrynianu, gtéwnym produktem fermen-
tacji maltozy jest kwas mlekowy i etanol. Jak wynika
z obserwacji maltoza jest Zrédlem wegla i energii, za$
kwas cytrynowy jest akceptorem elektrondw [64].

8. Metabolizm azotowy LAB

LAB maja ograniczone mozliwosci syntezy amino-
kwasow, jesli do ich syntezy wykorzystujg nieorganiczne
formy azotu. Bakterie mlekowe do wzrostu wymagaja
egzogennych aminokwasow i peptyddéw, ktore sg uwal-
niane w procesie proteolizy bialek obecnych w surowym
materiale. Niektore z bakterii do wzrostu wymagaja od
6 do 13-18 aminokwaséw w podlozu hodowlanym. Lac-
tobacillus johnsonii, L. sakei i L. delbrueckii, sa auksotro-
ficzne w stosunku do 18 aminokwaséw a L. acidophilus
do 14 aminokwasow [49]. L. plantarum jest auksotro-
ficzny tylko w stosunku do 3 aminokwaséw: leucyny,
izoleucyny i waliny. Przy braku dostatecznej ilosci ami-
nokwaséw w srodowisku bakterie mlekowe posiadaja
sprawny system proteolityczny, pozwalajacy na hydro-
lize peptydow oraz bialek celem uzyskania odpowiednich
aminokwaséw. Degraduja nie tylko kazeine w mleku,
ale takze albuminy, globuliny, gliadyny (np. w zacierach
pszenicznych). I tak u L. acidophilus istnieje prawdopo-
dobnie az 20 réznych peptydaz oraz dwa kompletne sys-
temy transportu oligopeptydow a nie tylko aminokwa-
sow, dzieki ktorym zaspakajane sg potrzeby zwigzane
gloéwnie ze ich wzrostem i produkecjg biomasy [2].

Proteolityczna aktywno$¢ bakterii mlekowych jest
wykorzystywana przy produkcji zywnosci, ktore degra-
dujac biatka nadaje smak, zapach i teksture wyproduko-
wanej Zzywnosci np. sery typu Cheddar.

Auksotroficznoé¢ bakterii mlekowych dotyczy nie
tylko aminokwasoéw, ale takze witamin i zasad puryno-
wych i pirymidynowych. I tak Lactobacillus plantarum
do wzrostu wymaga 18 réznych zwigzkéw organicz-
nych z tej grupy, zas L. casei, L. helveticus i L. acidophilus
wymagaja odpowiednio 20, 29 i 31 réznych zwigzkow
organicznych koniecznych dla zaspokojenia ich podsta-
wowych potrzeb [50].

W przemianach aminokwasow uczestnicza liczne
enzymy, ktdre katalizujg reakcje transaminacji, deami-
nacji, dekarboksylacji oraz rozszczepienie fancucha

aminokwaséw [36]. Transaminacja jest kluczowym
etapem konwersji aminokwaséw do zwigzkéw aroma-
tycznych przy udziale bakterii mlekowych. Tego typu
reakcje obserwowane s3 w hodowlach mezofilnych
gatunkow takich jak np.: L. paracasei, L. casei, L. plan-
tarum, L. rhamnosus oraz w hodowlach gatunkoéw ter-
mofilnych jak: L. helveticus, L. delbrueckii (subsp. lactis
oraz subsp. bulgaricus). W transaminacji leucyny, feny-
loalaniny a takze innych aminokwaséw przy udziale
L. sakei oraz L. plantarum bierze udzial a-ketoglutaran
jako akceptor grupy aminowej. Rozgalezione ami-
nokwasy moga ulega¢ transaminacji do ketokwasow,
ktére dalej sa konwertowane do aldehydéw i kwasow
karboksylowych [63]. W procesie degradacji amino-
kwasoéw zwigzanej z dekarboksylacja bakterie mlekowe
w biatkowych produktach zywnosciowych tworzg aminy
pierwszorzedowe, pelnigce role obronng tych bakterii
[43, 44]. Ich nadmiar, w szczegdlnosci wysoki poziom
putrescyny i agmatyny, moga stwarza¢ problemy toksy-
lologiczne. Putrescyna i agmatyna wzmacniajg dzialanie
histaminy, ktéra w nadmiernych ilo$ciach jest toksyczna
dla ludzi. Istniejg doniesienia o zwigkszonej ilosci tych
dwodch amin (putrescyna i agmatyna), ktore powstaja
w czasie degradacji argininy i ornityny przez Lactobacil-
lus hilgardii w sokach owocowych oraz dojrzewajgcym
winie. Nadto aminy takie jak putrescyna (w winie) oraz
kadaweryna (w piwie) sg prekursorami karcynogennych
nitrozoamin. W sokach owocowych obok wymienio-
nych wyzej amin w znacznych ilosciach moga wystepo-
wac¢ histamina, tyramina i fenyloetyloamina. Aktywno$¢
dekarboksylazy histaminowej oraz synteze histaminy
stwierdza si¢ u Pediococcus pentosaceus, Oenococcus oeni
oraz Lactobacillus hilgardii.

9. Metabolizm innych zwigzkow

LAB sg zdolne do degradacji ttuszczéw zawartych
w produktach mlecznych, zamieniajac je do metyloketo-
noéw, laktonow, tioestrow, keto- i hydroksykwasow, ktore
nadaja produktom mlecznym ostateczny zapach. Bak-
terie mlekowe posiadaja odpowiedni zestaw enzymow
esterolitycznych i lipolitycznych, dzigki ktérym hydro-
lizujg estry kwasow tluszczowych do kwasow ttuszczo-
wych. Powstale nienasycone kwasy ttuszczowe moga
ulega¢ autooksydacji lub oksydacji przy udziale lipo-
oksygenazy bakterii mlekowych. Aktywno$¢ enzymow
estero- i lipolitycznych jest obserwowana w zakresie
temperatury od zera do 65°C, powyzej ktdrej s trwale
inaktywowane.

10. Polisacharydy produkowane przez LAB
LAB produkujg pozakomorkowe polisacharydy, ktdre

sg albo bezposrednio zwigzane z powierzchnig komorek
jako otoczki lub wydzielane z komoérek do $rodowiska
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Tabela IV
LAB produkujace egzopolisacharydy oraz ich skfad chemiczny
Gatunek/podgatunek Cukry budujace LPS Ciezar molekularny Pi$miennictwo
L. delbrueckii subsp. bulgaricus | glukoza, galaktoza, ramnoza 5x10° [10]
L. bulgaricus HP1 glukoza, galaktoza - [18]
L. helveticus glukoza, galaktoza, ramnoza, N-acetyloglukozoamina 1,6 x 10° [74]
L. paracasei subsp. paracasei glukoza, galaktoza, ramnoza - [11]
S. thermophilus glukoza, galaktoza, N-acetyloglukozoamina 1x10° [14]
S. thermophilus T10 glukoza, galaktoza, mannoza - [18]
L. lactis subsp. cremoris galaktoza - [26]
L. lactis subsp. cremoris glukoza, galaktoza, N-acetyloglukozoamina 1x10° [46]
L. lactis subsp. cremoris glukoza, galaktoza, ramnoza, N-acetyloglukozoamina 1x 10 [43]

w postaci §luzu. Sg to egzopolisacharydy (EPS) [70]. Petl-
nig one w ich naturalnym $rodowisku wazna role: zabez-
pieczaja przed odwodnieniem komorek, fagocytoza, ata-
kiem fagéw, antybiotykami i substancjami toksycznymi,
zzeraniem przez pierwotniaki, stresem osmotycznym.
Nie jest pewne czy EPS stuzy jako rezerwa pokarmowa
dla bakterii, poniewaz nie sg w stanie ich katabolizowa¢
[46]. Przyktadami bakteryjnych egzopolisacharydow sa
takze dekstran, ksantan, gellan, pullulan, alginian. Wiele
mikroorganizméw wykorzystywanych w produkgji zyw-
nosci produkuje EPS, w szczegolnosci dotyczy bakterii
mlekowych, Propionibacteria i Bifidobacteria. Wiele
produkujacych EPS bakterii mlekowych zostato wyizo-
lowane z produktéw mleczarskich takich jak jogurty, fer-
mentowane mleko, ziaren kefiru, seréw dojrzewajacych,
fermentowanego miesa i warzyw.

EPS bakterii mlekowych mozna podzieli¢ na dwie
grupy [70]: (1) homopolisacharydy, ktére mozna zali-
czy¢ do czterech kategorii: (a) K-D-glukany np. pro-
dukowany przez Leuconostoc mesenteroides dekstran,
zbudowany z czasteczek glukozy, potaczonych ze soba
wigzaniem K-1,6-glikozydowym, z odgatezieniami K-1,3
lub K-1,6; (b) L-D-glukany zbudowane z czasteczek glu-
kozy polaczonych wigzaniami L-1,3, z rozgatezieniami
L-1,2, produkowane przez Pediococcus i Streptococcus;
(c) fruktany zbudowane z czasteczek D-fruktozy pola-
czonych ze sobg wigzaniami typu L-2,6 np. lewan pro-
dukowany przez Streptococcus salivarius; (d) inne jak
np. poligalaktany. (2) heteropolisacharydy produkowane
przez szczepy bakterii mlekowych odpowiednio mezo-
filnych i termofilnych: Lactococcus lactis subsp. lactis,
L. lactis subsp. cremoris, Lactobacillus casei, L.sake,
L. rhamnosus oraz L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. helveticus i Streptococcus thermophilus
[11]. Pewne z tych polisacharydéw przyczyniaja sie do
zdrowia ludzi albo jako niestrawialna frakcja przeciw-
guzowa, przeciwwrzodowa (np. zoladka), albo immu-
nomodulacyjna albo obnizajaca poziom cholestrolu we
krwi. Ilosci wyprodukowanych egzopolisacharydow
w warunkach laboratoryjnych w zaleznosci od szczepu

i wielu innych czynnikéw wahaja si¢ od kilkudziesieciu
do jednego grama/l. W tabeli IV wymieniono bakterie
mlekowe produkujace egzopolisacharydy oraz produkty
uwalniane w procesie ich hydrolizy.

11. Podsumowanie

Pewne zdolno$ci LAB takie jak fermentacja laktozy,
metabolizm cytrynianu, aktywno$¢ proteinazowa, pro-
dukcja niektérych bakteriocyn, produkcja polimeréw
weglowodanowych, oporno$¢ na bakteriofagi, opornosé
na metale ciezkie, sg kodowane plazmidowo i sg opisane
w pracach [24, 34-36, 51, 53, 62, 69].

Istnieje stosunkowo duzo informacji naukowych do-
tyczacych niewielkiej grupy prokariota — LAB. Pomimo
swojej wyjatkowo wielokrotnej auksotroficznosci (chro-
mosomy od ~1,3 do 3,2Mpz), to dzigki wielkiemu
potencjalowi metabolicznemu sg dobrodziejstwem dla
ludzi i zwierzat, ich kolejne aplikacje biotechnologiczne
zadziwiaja. Zrozumienie tej grupy bakterii odbywa si¢
takze poprzez rozszyfrowywanie zapisdw genomowych
(sekwencjonowanie kolejnych gatunkéw). LAB dziataja
gltéwnie poprzez wydzielane do $rodowiska ich zycia
produkty metaboliczne pierwotne i wtérne. Warto
doda¢, ze tak wazne biotechnologicznie, nie sg istotne
ekologicznie w $rodowiskach dominujgcych na globie
ziemskim — w wodach i na ladach, cho¢ ostatnio méwi
sie o ,,morskich bakteriach mlekowych”
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Abstract: The aerobic granular activated sludge process is a promising technology for compact wastewater treatment plants. This
system is superior to conventional activated sludge processes in terms of high biomass retention, high conversion capacity, less biomass
production, excellent settleabilty and resistance to inhibitory and toxic compounds. The majority of research on granular sludge has
focused on optimization of engineering aspects related to reactor operation with little emphasis on fundamental microbiology. The
combination of physico-chemical characteristics of granular sludge and the new microbiological methods may provide conceptual
information benefiting start-up procedures for full-scale granular-sludge reactors. This article presents a short review of microbiological
fingerprinting techniques such as denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE), SDS-PAGE or fluorescence in situ hybridization
(FISH) and other techniques such as transmission and scanning electron microscopy (TEM, SEM) or confocal microscopy (CLSM) to
give additional information about the structure and bacterial composition of granules.

1. Introduction. 2. Extracellular polymeric substances. 2.1. Characterization of EPS by new microscopic techniques. 2.2. Analysis
of exoprotein composition by SDS-PAGE technique. 3. Characterization of granules. 3.1. Characterization of canales and pores by
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1. Wprowadzenie

Najpopularniejszym i stosowanym na szeroka skale
sposobem oczyszczania $ciekdw jest metoda osadu
czynnego. Osad czynny stanowi skupisko réznych grup
bakterii zooglealnych, bakterii nitkowatych, grzybow,
glonéw i pierwotniakdéw. Mikroorganizmy te tworza
mate ktaczki o srednicy 50-300 um [7, 8, 34]. W reak-
torach, w ktérych osad czynny poddany jest dzialaniu
duzych sit hydrodynamicznych, mate agregaty taczg sie
ze sobg i tworza granule o sferycznym lub elipsoidalnym
ksztalcie, a ich $rednica wynosi wtedy od 0,2 mm do
20 mm. Pierwsze wzmianki o beztlenowych granulach
formujacych sie¢ w reaktorze UASB (Upflow Anaero-
bic Sludge Blanket) pojawily sie w latach 80-tych [20].
Obecnie trwaja badania nad technologig granulowanego
osadu w warunkach tlenowych [17, 21, 37]. Granule
o kompaktowej, gestej strukturze, duzej bioréznorod-

noéci oraz o doskonatych wlasciwo$ciach sedymentacyj-
nych wykorzystuje si¢ do oczyszczania $ciekow zaréwno
o niskim, jak i wysokim obcigzeniu tadunkiem zanie-
czyszczen, usuwania zwigzkow azotu i fosforu, a takze
toksycznych substancji.

Zaletg procesow wykorzystujacych granulowany osad
czynny jest przede wszystkim zmniejszenie wymiaréw
reaktoréw, w ktérych prowadzone sa procesy. Dodat-
kowo zwieksza sie czas retencji i stopien koncentracji
biomasy w uklfadzie, a poprzez to nast¢puje poprawa
efektow oczyszczania $ciekéw. Granule osadu czynne-
go formuja si¢ w obecnosci réznorodnych substratow,
takich jak np. glukoza, skrobia, octan sodu, etanol, me-
tanol, fenol, fruktoza, maltoza oraz przy zapewnieniu
odpowiednich warunkéw, takich jak wysokie stezenie
tlenu rozpuszczonego, krotki czas sedymentacji, warunki
»uczta/gtoéd”, dziatanie sit hydrodynamicznych, wysokie
obcigzenie fadunkiem zanieczyszczen [24]. Doktadny
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mechanizm granulacji osadu nie zostal jeszcze poznany
i wymaga dalszych badan, tak aby z sukcesem udalo si¢
pozyska¢ granule w pelnowymiarowych reaktorach.
W pismiennictwie odnajdujemy wiele informacji na
temat wlasciwosci fizykochemicznych granul, oceny
skuteczno$ci usuwania zwigzkow wegla, azotu i fosforu.
Jednakze, aby méc doktadnie zdefiniowaé¢ mechanizm
formowania granul, konieczne jest poznanie interakeji
pomiedzy grupami mikroorganizméw egzystujacymi
w granuli, poznanie mechanizmu ich adaptacji do zycia
w warunkach stresowych oraz opisanie relacji pomie-
dzy struktura granul a kompozycja $ciekéw, warunkami
pracy reaktora czy jego konfiguracja. Uformowanie
granul osadu o zwartej, jednorodnej strukturze, ktére
beda zachowywaly diugo swoja stabilnos¢, niezaleznie
od obcigzenia reaktora tadunkiem zanieczyszczen bio-
gennych czy obecnosci substancji toksycznych w doply-
wajacych Sciekach, stanowi wyzwanie dla badaczy.

W ciagu ostatnich 10 lat badania skupione byty na
ocenie populacji mikroorganizméw wystepujacych
w granuli, a takze dystrybucji polimeréw zewnatrz-
komorkowych, kanatéw i poréw w strukturach granuli.
Oceny mikrostruktury dokonuje si¢ z wykorzysta-
niem najnowoczes$niejszych technik mikroskopowych,
takich jak mikroskopia fluorescencyjna z wykorzysta-
niem hybrydyzacji in situ (FISH - fluorescent in situ
hybridization), transmisyjna mikroskopia elektronowa
(TEM - transmission electron microscopy), skaningowa
mikroskopia elektronowa (SEM - scanning electron
microscopy), mikroskopia konfokalna (CLSM - confo-
cal laser scanning microscopy), a takze nowoczesnych
technik biologii molekularnej, takich jak technika
PCR-DGGE, analiza bialek z wykorzystaniem techniki
SDS-PAGE [1, 12, 13, 22, 32]. W artykule zgromadzono
najwazniejsze informacje dotyczace budowy granul tle-
nowych w mikro skali. Zebranie i usystematyzowanie
wiedzy na temat struktury granul w odniesieniu do
warunkow, w jakich zostajg uformowane jest niezwykle
praktyczng wskazowka dla przysztych badaczy. Wska-
zuje, w jakim kierunku powinny by¢ prowadzone dalsze
badania, pozwala tez lepiej zrozumiec¢ istote i mecha-
nizm procesu formowania granul.

2. Charakterystyka polimerow zewnatrzkomorkowych

Polimery zewnatrzkomoérkowe - EPS (Extracellu-
lar Polymeric Substances) sa to substancje wydzielane
przez mikroorganizmy, produkowane podczas lizy
komorki badz adsorbowane z pozywki i akumulowane
na powierzchni komorki, do ktérych zaliczamy rézno-
rodne zwigzki organiczne, takie jak egzopolisacharydy
(PS), egzoproteiny (PN), DNA, kwasy humusowe, kwasy
uronowe itp. Odgrywaja one bardzo wazng role w pro-
cesie granulacji [35].

Rys 1. Tlenowe granule osadu czynnego. (Fot. B. Konczak)

Wydzielanie polimeréw zewnatrzkomorkowych jest
powszechnie spotykane w przyrodzie. Dla wigkszosci
mikroorganizmow jest strategia zyciowa. I tak na przy-
kiad bakterie plytki nazebnej intensywnie produkcja
polimery zewnatrzkomérkowe i tworza warstwe bio-
filmu, ktéra pomaga im przyczepic¢ sie do powierzchni
zeba, dlugo na niej utrzyma¢, a dodatkowo zapewnia im
ochrong przed sitami mechanicznymi.

Granule sg bardzo dynamicznym i aktywnym ukfa-
dem, poddanym silnemu oddzialywaniu sit hydrody-
namicznych (rys.1). Szanse przetrwania majg tylko
mikroorganizmy o silnych wlasciwosciach adhezyjnych
i majacych zdolno$¢ wydzielania polimeréw zewnatrz-
komoérkowych [23, 33]. Macierz EPS pokrywajaca po-
wierzchni¢ granuli stanowi material, do ktérego przycze-
piaja si¢ czastki, komorki badz male agregaty komorek,
a zarazem pomaga w utrzymywaniu integralnosci struk-
tur granul. Polimery zewnatrzkomérkowe tworzg kap-
sulki, ktdre otaczajg i zamykajg skupiska komorek w gra-
nuli osadu. Mogg one tez pokrywac ciala orzesek, badz
tez formowa¢ macierz wokot kolonii bakterii.

Dzigki otoczce utworzonej z EPS mozliwe jest koeg-
zystowanie kolo siebie réznych typéw mikroorganiz-
mow, nawet, gdy jedne z nich produkuja substancje
toksyczne dla innych. I tak na przyktad, w srodowisku
naturalnym kolonie bakterii Acinetobacter sp. uniemoz-
liwiaja rozwdj bakterii Bacillus sphaericus, natomiast
w granuli obserwuje si¢ wzrost tychze populacji w nie-
wielkiej odleglosci od siebie. Jest to mozliwe dzigki pro-
dukeji EPS, ktore tworza ochronng przestrzen dla kazdej
z kolonii mikroorganizméw i efektywnie adsorbujg sub-
stancje toksyczne [2].

2.1. Wizualizacja i ocena struktury EPS za pomoca
nowoczesnych technik mikroskopowych

Wizualizowanie i ocena struktury EPS za pomoca
konwencjonalnego mikroskopu $wietlnego jest prak-
tycznie niemozliwe. Stad tez w ostatnich latach coraz
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wiecej uwagi poswigca si¢ technikom mikroskopii elek-
tronowej oraz konfokalne;j.

W mikroskopie elektronowym swiatlo widzialne
zastagpione jest przez wigzke elektronéw, dzigki czemu
mozna bada¢ strukture polimeréw zewnatrzkomorko-
wych juz na poziomie atomowym. W praktyce wyko-
rzystuje si¢ trzy rodzaje mikroskopow:

o TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy,

¢+ SEM - skaningowy mikroskop elektronowy,

« ESEM - $rodowiskowy skaningowy mikroskop

elektronowy.

Mikroskopia elektronowa z uwagi na wysoka proznie
panujaca w komorze mikroskopu wymaga specjalnego
przygotowania preparatu. W mikroskopie transmisyj-
nym typowa procedura obejmuje: utrwalanie, odwad-
nianie, nasycenie obiektu zywica syntetyczna i jej
polimeryzacje, pociecie bloku zywicy na ultracienkie
skrawki (ponizej 0,1 um) oraz barwienie skrawkow
solami metali ciezkich. Technika ta umozliwia szcze-
gotowe obserwacje na poziomie makroczasteczko-
wym elementéw struktury obiektu biologicznego, np.
komorki bakterii, réznigce sie powinowactwem do
jondw metali cigzkich, a uzyskany obraz tych struktur
jest ,,plaski”, dwuwymiarowy [18].

W przeciwienstwie do TEM preparaty biologiczne
badane w mikroskopie elektronowym typu SEM moga
by¢ réznej grubosdci, a wiazka elektronéw skanujac
powierzchnie analizowanego preparatu uwalnia z niej
sygnaly elektronowe, ktdre nastepnie po przetworzeniu
dajg tréjwymiarowy obraz probki. Ponadto preparaty
oprocz utrwalania i odwadniania musza by¢ wysuszone,
W przeciwnym razie umieszczone w prozni moga stac
sie zrédtem par i spowodowac uszkodzenie mikroskopu.
Suszenie odbywa si¢ poprzez technike liofilizacji badz
technike suszenia w punkcie krytycznym, ktéra pozwala
wysuszy¢ material biologiczny bez jego deformacji. Nie-
stety probki przed suszeniem muszg zosta¢ utrwalone
w glutaraldehydzie, ktéry moze powodowaé zmiang
struktury EPS i by¢ zrédtem niepozadanych artefaktow.
Aby tego unikna¢ stosuje sie stabilizacje glikokaliksu
poprzez uzycie przeciwcial, czy lecytyny, a takze bar-
wienie EPS za pomocg barwnikéw zawierajacych czer-
wien rutenu, dzieki czemu mozna wizualizowaé materiat
fibrylarny lezacy pomiedzy komdrkami [30, 36]. Nato-
miast nowoczesny mikroskop elektronowy ESEM moze
pracowac przy wyzszym ci$nieniu (si¢ggajacym ci$nienia
pary nasyconej wody w temp. 20°C), w obecnosci gazu
w komorze obserwacyjnej, dzigki czemu mozliwe jest
badanie materiatéw mokrych i oleistych. Preparaty bio-
logiczne wizualizowane za pomocg ESEM nie wymagaja
uprzedniego przygotowania probek ani napylania ich
czasteczkami ztota [39].

Nowe techniki badawcze, takie jak SEM czy TEM,
pozwolily nie tylko na stwierdzenie, iz w obr¢bie gra-
nuli wystepuja réznorodne typy morfologiczne bak-

Rys. 2. Roéznorodnoé¢ form fibrylarnych EPS.
SEM (Fot. J. Karcz)

terii (pateczki lub ziarenkowce), ale takze na okresle-
nie dystansu pomiedzy nimi. Okazalo sie, iz w kazdym
agregacie utworzonym przez odmienne populacje
bakteryjne ten dystans jest inny. W agregatach o gesto
upakowanych komorkach, ilos¢ EPS jest mniejsza niz
w agregatach utworzonych z luzno rozrzuconych komé-
rek [19]. Ponadto udalo si¢ stwierdzi¢, iz w centralnej
czesci granuli, znajduja si¢ gesto upakowane komorki
bakteryjne i polimery zewnatrzkomdrkowe, natomiast
w warstwach zewnetrznych ilos¢ komorek, jak i poli-
merdw zewnatrzkomorkowych jest mniejsza, co z kolei
ulatwia dyfuzje oraz transport masy i tlenu rozpuszczo-
nego do glebszych warstw [27, 34].

Lemerie i wsp. [19], zwracaja uwage, iz ksztalt
komorek bakteryjnych w centralnej czesci granuli jest
nieregularny, co sugeruje, iz s3 to martwe komorki.
Wiékna utworzone z EPS prezentuja réznorodnosé
ksztaltow, deseni, ktore uwidaczniajg si¢ podczas obser-
wagcji za pomoca skaningowego mikroskopu elektrono-
wego, a wynikaja z réznorodnej chemicznej kompozycji
EPS (rys. 2).

Nowy poglad na temat polimeréw zewnatrzkomor-
kowych przyniosta technika mikroskopii konfokalnej
CLSM (confocal laser scanning microscopy), stanowiaca
odmiane mikroskopii $wietlnej, charakteryzujacej sie
duzg rozdzielczo$cig i kontrastem. Dzieki tej technice
udalo si¢ zidentyfikowac i okresli¢ dystrybucje miedzy-
komoérkowych EPS. McSwain iwsp. [23] podaja, iz
kompozycja i stezenie EPS zmienia sie wraz z glebo-
koscig warstwy. W technice CLSM $wieze, uwodnione
granule wybarwia si¢ stosujac barwniki zawierajace
odpowiedni fluorochrom, ktéry wiaze sie z reaktywnymi
grupami. Do najpopularniejszych zaliczamy:



70 BEATA KONCZAK, JAGNA KARCZ, KORNELIUSZ MIKSCH

o Fluoresceina (FITC) (488 nm/500-550 nm)* — barw-
nik reagujacy z grupami aminowymi, stuzacy do
wybarwiania wszystkich bialek i aminocukréw [3];

« Konkanawalina A (conA) (561/570-590 nm)* — stu-
zy do wybarwiania a-mannopiranozy i a-glukopi-
ranozy (polisachrydy) [25];

« Bialy kalkofluor (CW) (347/450 nm)* — wybarwia
$ciany komodrkowe bakterii i grzybow [15];

o Grupa barwnikéw SYTO - wybarwianie kwasow
nukleinowych oraz znakowanie Zywych i martwych
komorek, dzieki wykorzystaniu réznicy w prze-
puszczalnosci bton komdrkowych; najczesciej sto-
suje sie SYTO63 (633/650-700 nm)* i Syto Blue
(458/460-480 nm)* [3];

« Czerwien Nilu (514/625-700 nm)* - wybarwianie
lipidow [14].

Badania technikg mikroskopii konfokalnej wyka-
zaly, iz zewnetrzne warstwy granul utworzone s przede
wszystkim z zywych komorek, ,,sklejonych” ze sobg za
pomocg a- i p-D-glukopiranozy (polisacharydy) i chro-
nione sg warstwa lipidow. Natomiast biatka rozproszone
sa w calej objetosci, przy czym ich najwigksza ilo§¢ znaj-
duje si¢ w centrum granuli [1, 9,23]. Chen iwsp. [9]
i Adav iwsp. [1], zwracaja uwage no to, iz centrum
granuli utworzone jest przede wszystkim z martwych
komorek, zatem obecne tam bialtka, to najprawdopo-
dobniej polimery wewnatrzkomérkowe, uwolnione
w wyniku lizy komoérek. W centrum granuli penetra-
cja substratu i tlenu jest utrudniona, uwolnione biatka
moga wigc stanowi¢ zrédlo substancji odzywczych dla
zywych i aktywnych mikroorganizméw z tej strefy.

2.2. Analiza skladu bialek zewnatrzkomoérkowych
z wykorzystaniem techniki SDS-PAGE

Jak wspomniano powyzej, biatka sg istotnym kom-
ponentem granul, dla tego wielu badaczy podejmuje
sie prob analizy jakosciowej bialek wspoltworzacych
macierz EPS. W tym celu wykorzystuje si¢ najczesciej
technike SDS-PAGE. Jest to jedna z metod elektroforezy
polegajaca na rozdzielaniu bialek w zelu poliakrylami-
dowym w obecnosci dodecylosiarczanu sodu (SDS).
SDS jest zwigzkiem denaturujacym i oplaszczajacym
biatko. W wyniku jego dzialania wszystkie biatka nabie-
rajg charakteru liniowego, posiadajg tfadunek ujemny
i moga swobodnie migrowa¢ w zelu, przy czym szyb-
kos¢ ich migracji zalezy od masy czasteczkowej bialka.
Po wybarwieniu zelu, uzyskane prazki poréwnuje si¢
ze wzorcem, dzieki czemu mozna wyznaczy¢ mase cz3-
steczkowg analizowanych bialek [26]. Badacze podaja,
iz egzoproteiny wystepujace w macierzy EPS maja mase
czasteczkowa rzedu 31-97,4kDa. W wyniku analizy
profilu biatek w zelu, Fen g i wsp. [12] stwierdzili, iz

*

(eksytacja/emisja)

ilos¢ biatek wzrasta wraz z procesem granulacji, czesto
tez pojawiaja sie nowe prazki, ktére swiadczg o tym, iz
mikroorganizmy syntetyzuja nowe bialka podczas facze-
nia si¢ w agregaty. Istnieje takze korelacja pomiedzy
iloscig zewnatrzkomoérkowych bialek a hydrofobowoscia
komorek. Stwierdzono, iz wraz z procesem granulacji
roénie ilo§¢ wydzielanych bialek, wzrasta hydrofobo-
wos¢, maleje natomiast fadunek powierzchniowy.

3. Charakterystyka granul
3.2. Struktura granul

Tlenowe granule charakteryzuje heterogenna budo-
wa, a kazda granula sklada si¢ z kilku matych agregatow
ulozonych radialnie badz w postaci koncentrycznych
warstw. W wiekszych granulach obserwuje si¢ obecno$¢
mikrogranul w obrebie jednej, duzej granuli [11, 23, 31].

Warstwowa i heterogenna budowa granuli jest wyni-
kiem ograniczonej dyfuzji substratéw i tlenu do wne-
trza granuli. Srodowisko chemiczne w granuli czesto
zmienia si¢ diametralnie wraz z glebokoscia. Substan-
cje biogenne wystepujace w cieczy otaczajacej sa konsu-
mowane przez mikroorganizmy z warstw zewnetrznych
iich stezenie maleje wraz z glebokoscig. Z drugiej strony
wzrasta stezenie produktow metabolicznych, ktére aku-
mulowane sg we wnetrzu granuli. Zatem, ograniczona
dytuzja wywoluje poziomy badz odwrotny gradient sub-
stancji i generuje zmienno$¢ mikroorganizméw w gra-
nuli, ktére dostosowuja si¢ do lokalnych warunkéw. Naj-
lepszym tego przykladem jest ograniczona dyfuzja tlenu.
Tlen konsumowany jest szybko w powierzchniowych
warstwach granuli (do 100 pm glebokosci) przez mikro-
organizmy wykazujace tlenowy metabolizm i utlenia-
jace azot amonowy do azotynéw. Natomiast w glebszych
warstwach powstajg warunki odpowiednie do rozwoju,
mikroorganizmdw utleniajacych azotyny do azotanéw
[4, 10]. W centrum granuli, gdzie dyfuzja tlenu jest
ograniczona, azotany redukowane sa do wolnego azotu.

Agregaty bakterii utleniajacych azot amonowy s3
wydluzone radialnie, co zwigzane jest z krokowg dyfuzja
tlenu do wnetrza granuli, a takze z odwrotnym gradien-
tem azotu amonowego uwalnianego z gltebokich warstw
utworzonych z martwych komoérek. Radialne wydtuza-
nie agregatdw jest tez strategia przezyciowa, poniewaz
posiadaja one wtedy wysoki stosunek powierzchni do
wysokosci, co znacznie poprawia transfer substratu.
Grubo$¢ warstwy aktywnej w duzej mierze zalezy od
koncentracji substancji biogennych w cieczy oraz aktyw-
nosci metabolicznej mikroorganizmoéw. Kiedy wyste-
puje nadmiar substancji odzywczych, penetruja w gtab
i warstwa aktywna jest wtedy cienisza. Natomiast, gdy
substancji odzywczych jest mniej, przeciwnie sg one
szybko zuzywane i wtedy warstwa aktywnych mikroor-
ganizmow jest relatywnie grubsza.
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Tabela I

Charakterystyka poszczegdlnych warstw granuli [1, 16, 23, 24, 32, 33]

Warstwa

Srednia gleboko$¢ warstwy od powierzchni
granuli i jej grubos¢

Rola w granuli, informacje dodatkowe

Warstwa utworzona z agregatow
bakterii utleniajacych azot amonowy

70 um (glebokos¢), 20 pm (grubos¢)

Najaktywniejsza warstwa, ktdrej grubos¢
zalezy od ilosci tlenu i stopnia jego dyfuzji.

Fakultatywne bakterie beztlenowe

Koncentracja wzrasta, az osigga maksymalna
warto$¢ na glebokosci 450 um i az do 850 um
utrzymuje stalg warto$¢

Przeprowadzaja procesy tlenowego
i beztlenowego utleniania zanieczyszczen.

Obligatoryjne bakterie beztlenowe
(Bacteroides sp.)

850um (glebokos¢), 150pum (grubosc)

Odpowiedzialne za beztlenowe procesy
rozkladu zanieczyszczen.

Bialka Rozproszone w calej objetosci granuli Sa zrédtem substancji zapasowych dla
mikroorganizmoéw z glebszych warstw.
Polisacharydy Wystepuja w calej objetosci, przy czy Stanowig szkielet granuli. Moga utrudnia¢

najwieksze stezenie polisacharydoéw wystepuje
tuz przy powierzchni

dyfuzj¢ substratu w glab granuli.

Kora utworzona z martwych komorek

Glegbokoé¢ 1000 pm. Grubos¢ zalezy

Dostarczaja monomerdw i wolnego azotu

w centrum granuli od $rednicy granuli

do warstw zewnetrznych.

W kazdej granuli wyr6zni¢ mozemy dwie strefy: kore
oraz obrzeze. Luzna warstwa zewnetrzna utworzona
jest w glownej mierze przez bakterie, orzeski osiadle
i grzyby. Ta czgs¢ granuli jest najbardziej dynamicznym
i aktywnym ukladem poddanym silnemu oddzialywaniu
sit hydrodynamicznych. W granulach o kompaktowe;j
i zwartej strukturze, w powierzchniowych warstwach
obserwuje sie tylko grzyby i orzeski. Kora utworzona jest
przez gesto upakowane komorki bakteryjne i polimery
zewnatrzkomorkowe (27, 34].

3.1. Wizualizacja kanalow i poréw z wykorzystaniem
techniki CLSM

Kanaly i pory obserwowano w granulach kultywowa-
nych na pozywce z dodatkiem octanu sodu [38]. Tworza
one w granuli sie¢, ktora uczestniczy w transporcie sub-
stratow i metabolitow. Lemaire iwsp. [19] podajg, iz
w duzych granulach wystepuje duzy por, potaczony sys-
temem kanalikéw z warstwami zewnetrznymi (rys. 3).
Ponadto informuja, iz duze granule o zbitej strukturze
z czasem rozpadajg sie i tworzg si¢ z nich nowe granule.

Kanaly czesto wypelnione sg polimerami zewnatrz-
komoérkowymi, a transport w nich przypomina trans-
port wod podziemnych, ktére cyrkulujg wolnymi prze-
strzeniami i porami wystepujacymi w glebie. W tym
typie kanaléw nie wystepuja mikro-agregaty, ze wzgle-
du na staly przeplyw cieczy w kanatach, ktéry unie-
mozliwia adhezje i powoduje wymywanie czastek.
W sytuacji, gdy kanaly nie s3 wypetnione polimerami
zewnatrzkomoérkowymi, transport przypomina ruch
wod srodladowych, ktory nie jest prawie niczym ogra-
niczony. Ten typ kanaléw najczesciej ulokowany jest
pomiedzy dwoma agregatami o ksztalcie przypomina-
jacym ,kalafiorowg rézyczke”

Zheng i wsp. [38] badali technikg mikroskopii
konfokalnej dystrybucje kanatéw i poréw o srednicy
wiekszej niz 0,1 um z uzyciem TetraSpec Fluorescent
Microsphere Standards (Molecular Probes, OR, USA).
Wykazali oni pozytywna relacje pomiedzy aktywnoscia
granul a obecno$cig pordw. Wykazali tez, iz ilo§¢ porow
maleje wraz ze wzrostem $rednicy granul. Najprawdo-
podobniej jest to wynikiem zablokowania poréw przez
polimery zewnatrzkomoérkowe. Mniejsza ilo$¢ wolnych
poréw wplywa na ograniczony transport substancji bio-
gennych do wnetrza, a to z kolei wplywa na mniejsza
aktywnos$¢ mikroorganizmow tej strefy.

Jak podaja Ivanow iwsp. [16] grubo$¢ warstwy
porow koreluje ze $rednica granuli. Jako przykiad podaja,
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Rys. 3. Dystrybucja kanaléw i poréw w tlenowej granuli.
CLSM (ultraskrawek o gruboéci 300 pum). (Fot. B. Koniczak)
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Koncentracja

kanatow i poréw Odlegtos¢

od powierzchnii

1200

Rys. 4. Rozklad kanaléw i poréw w granuli o §rednicy 1200 pm

iz w granuli o $rednicy 1000 um, grubos¢ warstwy poréow
siega 350 um. Natomiast w granuli o $rednicy 550 um,
grubos¢ ta wynosi 250 um. W granuli, ktérej $rednica
wynosi 1200 um rozklad poréw i kanatéw prezentuje sie
tak jak przedstawia to rys. 4.

Pory i kanaly penetruja granule az do glebokosci
900 pm. Najwieksza ich koncentracja wystepuje w obsza-
rze 300-500 um od powierzchni granuli. Zaznaczaja
takze, iz w przypadku duzych granul nie obserwuje si¢
penetracji czastek o $rednicy wigkszej niz 0,1 um do cen-
tralnych warstw granuli.

3.2. Dystrybucja mikro-populacji w granuli
z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej

Dystrybucje zywych i martwych populacji w gra-
nuli bada sie z wykorzystaniem barwnikéw fluorescen-
cyjnych SYTOG63 i Baclight Live-Dead Staining Kit.
Zardwno w centrum, jak i na powierzchni obserwuje si¢
komorki zamkniete w macierzy utworzonej z EPS. Zywe
komorki wystepujace w powierzchniowych warstwach
maja gltadky powierzchnie i kolisty ksztalt, natomiast
martwe komorki wystepujgce w centrum charaktery-
zuje nieregularny ksztalt [19]. Podczas oceny sktadu
populacji granulowanego osadu czesto wykorzystuje sie
mikroskopie fluorescencyjng i cytogenetyczng technike

EUB338
Bakterie
Proteobakterie
ALF1b BET42a GAM42a
a-Proteobakterie B-Proteobakterie y-Proteobakterie
Nitrospira briensis (AOB)
Nitrosovibrio tenuis (AOB)
Nitrosolobus multiformus (AOB) NSO
NEU | 790

Nitrosomonas eutropha (AOB)
Nitrococcus mobilis (AOB)
Nitrosomonas C56 (AOB)

Nitrosomonas europea (AOB)
i| 653

Rys. 5. Sondy uzywane w badaniach granulowanego osadu czynnego

hybrydyzacji in situ stuzaca do wykrywania w badanym
materiale genetycznym okreslonej sekwencji DNA za
pomocg fluorescencyjnych sond DNA.

Dzieki mikroskopii fluorescencyjnej mozna okresli¢
dystrybucje poszczegdlnych grup mikroorganizmoéw
w granuli. W badaniu tym wykorzystuje si¢ podstawowe
sondy, takie jak ALF1b, BET42a, GAM42a, ktére pozwa-
lajg na okreslenie rozmieszczenia w granuli mikroorga-
nizméw nalezacych do klas: Alfa, Beta i Gamma proteo-
bakterii. Sondy te uzywa si¢ w pofaczeniu z EUB3381.
Jak podaja Figueroa iwsp. [13] wickszo$¢ bakterii,
wspoltworzacych mikro-populacje w granuli nalezy
do klasy p-proteobakterie. Pozostale naleza do klasy
v- 1 wigkszo$§¢ z nich to mikroorganizmy nitkowate.
Ze wzgledu na to, iz granule osadu czynnego moga
by¢ wykorzystane do oczyszczania Sciekow ze zwigz-
kéw azotu, bardzo czesto wykonuje si¢ badania, majace
na celu okreslenie dystrybucji bakterii nitryfikacyj-
nych w granuli. W tym celu najczgsciej uzywamy sond
NEU653 oraz NSO190. Badania Figueroa i wsp.
[13] wykazaly dominacj¢ bakterii heterotroficznych
w granuli i tylko niewielki udzial bakterii nitryfikacyj-
nych z rodzaju Nitrosomonas (sonda NEU653).

Podobne wyniki badan zaprezentowala Arrojo
i wsp. [5], ktorzy podaja, iz wigkszos¢ bakterii nalezy
do bakterii amonifikacyjnych. Populacje bakterii nitry-
tikacyjnych wystepowaly rzadziej i przede wszystkim
byly to bakterie z rodzaju Nitrospira i Nitrobacter.

Badania z wykorzystaniem techniki FISH wciaz wy-
magaja ustalenia jednoznacznej procedury. Jak do tej
pory nie udalo sie¢ ustali¢ optymalnego czasu inkubacji
prob z sondami, z reguty wynosit on od 5 do 30 min. Ze
wzgledu na ograniczong dyfuzje substratu, czas inkubacji
powinien by¢ dobrany zgodnie ze $rednicg granul [9, 23].

3.2. Dystrybucja mikro-populacji w granuli
z wykorzystaniem techniki PCR-DGGE

Badania populacji wspéttworzacych granule z wyko-
rzystaniem tradycyjnych metod posiewowych sg nieuzy-
teczne ze wzgledu na wolne tempo wzrostu, zwlaszcza
bakterii nitryfikacyjnych. Rozwigzanie tych problemdw
przyniosta technika PCR-DGGE. Technika PCR polega
na amplifikacji badanej sekwencji DNA przy uzyciu
pary oligonukleotydowych starteréw, z ktérych kazdy
jest komplementarny do jednego konca sekwencji doce-
lowej DNA. Startery te s3 wydluzane w kierunku prze-
ciwnym, za pomocg termostabilnej polimerazy DNA,
w cyklu, ktory obejmuje trzy podstawowe etapy:

- denaturacja dwuniciowej matrycy - 90-95°C,

- wigzanie starterow do jednoniciowej matrycy

50-65°C,

- synteza nici komplementarnej 68-72°C.

Wizualizacji produktow PCR dokonuje si¢ poprzez
rozdzial elektroforetyczny z wykorzystaniem m.in. elek-
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troforezy w gradiencie czynnika denaturujacego (DGGE).
Czasteczki DNA umieszczone w zelu migrujg w polu
elektrycznym od ujemnie do dodatnie naladowanej
elektrody, a ich szybko$¢ zalezy od wielkosci czasteczki.
Nastepnie prazki wybarwia si¢ bromkiem etydyny i staja
sie one widoczne po naswietleniu $wiattem UV [26].

Technike PCR-DGGE wykorzystuje si¢ miedzy
innymi w celu okreslenia populacji dominujgcych w tle-
nowych granulach w zaleznosci od warunkéw prowa-
dzenia procesu [28, 29]. Wykonuje si¢ tez analizy ilosci
i bioréznorodnosci populacji bakterii z grupy Alfa, Beta
proteobakterii, a takze bakterii utleniajacych azot amo-
nowy (AOB) czy bakterii nitryfikacyjnych podczas roz-
ruchu i normalnej pracy reaktoréw biologicznych z kla-
sycznym osadem czynnym oraz granulowang biomasa
[32]. Badania Baek i in. [6] wykazaly, iz technika PCR-
-DGEE moze by¢ wykorzystana w monitoringu popu-
lacji bakterii utleniajacych azot amonowy w oczyszczal-
niach $ciekow.

4. Podsumowanie

W ostatniej dekadzie wiele pionierskich badan po-
$wieconych jest formowaniu tlenowych granul. Gtow-
nym zainteresowaniem cieszg si¢ badania charakteryzu-
jace fizykochemiczne wlasciwosci granul, takie jak roz-
miar, hydrofobowos¢, fadunek powierzchniowy, gestos¢,
morfologia. Pomimo, iz na calym $wiecie wzrasta bardzo
szybko liczba publikacji skupiajacych sie wokot tematu
granulowanego osadu czynnego, wcigz nieznanych jest
wiele aspektéw zwigzanych z formowaniem granul. Dal-
sze badania powinny da¢ odpowiedz na wiele nurtuja-
cych pytan, takich jak: skad wynika utrata stabilno$ci
granul i jak ja poprawi¢, jaki jest sktad mikropopulacji
wspoltworzacych granule, jakie znaczenie maja poli-
mery zewngtrzkomorkowe, a zwlaszcza miedzykomor-
kowe, czy wystepuje zmienno$¢ iloéci i kompozycji EPS
w trakcie formowania granul. Odpowiedzi na te pyta-
nia nalezy szuka¢ w oparciu o fundamentalne badania
mikrobiologiczne. Polaczenie fizykochemicznych metod
z nowoczesnych technikami mikroskopii (SEM, TEM,
ESEM) i biologii molekularnej (FISH, PCR-DGGE,
SDS-PAGE) pozwoli na uzyskanie pelnego obrazu na
temat charakterystyki granul i moze by¢ zZrédtem nie-
zbednych informacji do projektowania reaktoréw w pet-
nej skali, a nastepnie do ich rozruchu.
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JUBILEUSZ 90-LECIA PROF. MIECZYSEAWA JANOWCA

Tadeusz M Zielonka

Katedra i Zaklad Medycyny Rodzinnej, Warszawski Uniwersytet Medyczny
02-097 Warszawa ul. Banacha 1a, tel./faks: 22 599 2190; e-mail: tmzielonka@wp.pl

Prof. Mieczystaw Janowiec i Prof. Zofia Zwolska

W grudniu 2011 r. Polskie Towarzystwo Choréb Pluc zorga-
nizowalo sesje naukowa z okazji 90. urodzin prof. Mieczystawa
Janowca, Honorowego Czlonka PTChP. Sesja odbyla si¢ w Insty-
tucie Gruzlicy i Choréb Pluc, w ktérego Zakladzie Mikrobiologii
prof. Janowiec pracowat przez 36 lat. Pomimo obaw Jubilata, ze nikt
juz nie pamieta o starym profesorze sala wykladowa nie pomiescita
wszystkich przybylych. Sesje otworzyl przewodniczacy Warszaw-
sko-Otwockiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Choréb Pluc
Tadeusz M. Zielonka, ktory powital dostojnego Jubilata i wszyst-
kich przybytych wyjasniajac dlaczego zorganizowano to spotkanie.
W dobie dewaluacji autorytetéw i krélowania celebrytow, ktorzy
znani sg tylko z tego, ze sa znani, rodzi si¢ pytanie kto tak naprawde
zasluguje na szacunek spoleczny i pamig¢ pokolen. Na motto kon-
ferencji wybrano znane od tysiecy lat stwierdzenie: poznacie ich
po owocach. Nawiazujac w tym konteksécie do Jubilata wskazano
na trzy elementy. Owocem pracy prof. Mieczystawa Janowca jest
z pewnoécig zmiana sytuacji epidemiologicznej w gruzlicy, ktéra
dokonata si¢ w Polsce w ostatnich dekadach. Gdy w latach 50.
prof. Mieczystaw Janowiec rozpoczynal prace w Instytucie Gruz-
licy, zapadalnos¢ na gruzlice w Polsce wynosita 290/100 tys. popu-
lacji, czyli tyle ile obecnie odnotowuje si¢ w krajach afrykanskich,
w ktorych jest najgorsza sytuacja epidemiologiczna na $wiecie.
W 2010 roku zapadalno$¢ na gruzlice w Polsce zmniejszyla si¢ do
19,5/100 tys. Tak istotna poprawa sytuacji epidemiologicznej nie

bytaby mozliwa, gdyby nie wieloletnia wytezona praca wielu 0séb,
w tym mikrobiologéw, wsrdd ktdrych prof. Mieczystaw Janowiec
zajmuje szczegdlnie wazne miejsce. Drugim owocem jego dzia-
talnosci sa liczne publikacje. W zbiorach Narodowej Biblioteki
Medycznej Stanéw Zjednoczonych nazwisko profesora Janowca
widnieje jako autora 155 artykuléw. Pierwszy z nich ukazal sie
w 1951 a ostatni w 2005 r. Zdecydowana wiekszo$¢ z nich to prace
doswiadczalne a profesor Janowiec najczesciej byt ich pierwszym
autorem. Najwazniejsze z nich dotyczyly badan eksperymental-
nych nad lekami skutecznymi w gruzlicy oraz rozpowszechnie-
nia pratkéw atypowych i diagnostyki mykobakteriozy. Artykuty
widoczne w Pubmedzie to zaledwie czes¢ z ponad 400 publikacji
jakie ma on w swoim dorobku. Trzecim waznym owocem dziatan
prof. Mieczystawa Janowca sg jego znakomici nastgpcy w osobie
prof. Zofii Zwolskiej a obecnie réwniez prof. Ewy Augustynowicz-
-Kope¢. Patrzac na dokonania jego wychowanek mozna doceni¢
klase mistrza. Nastepnie glos zabral prof. Marek Niemialtowski,
przewodniczacy Komitetu Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk,
ktory w imieniu $rodowiska mikrobiologéw skupionych w PAN
pogratulowat Jubilatowi wielkich osiagniec i dokonan w dziedzinie
mikrobiologii pratka z uznaniem odnoszac si¢ do szacunku jakiem
obdarza go srodowisko od tak wielu juz lat. Prof. Zofia Zwolska,
wiceprzewodniczgca Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw, odczy-
tala specjalny adres przestany przez przewodniczaca PTM panig
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prof. Walerie Hryniewicz, z serdecznymi pozdrowieniami dla
dostojnego Jubilata z okazji urodzin. W kolejnym wystapieniu
dr Klimkowska-Misiak, wiceprezes Okregowej Izby Lekarskiej
w Warszawie, odczytala list Prezesa OIL w Warszawie, w ktorym
podkreslono olbrzymi wktad Jubilata w zwalczanie gruzlicy w Pol-
sce i zastugi jakie polozyt w rozw6j mikrobiologii polskiej. Kolejny
uroczysty adres od Izby Diagnostéw przekazala wiceprzewodni-
czgca Izby prof. Ewa Augustynowicz-Kope¢. Serdeczne podzigko-
wania za wiele lat wspoltpracy zakonczonej kilkoma patentami,
habilitacjami, doktoratami i licznymi wspélnymi artykutami na
temat nowych lekéw przeciwpratkowych, zlozyt Jubilatowi przybyty
specjalnie z Gdanska prof. Henryk Foks z Katedry i Zaktadu Che-
mii Organicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Niezwykle
cieplo wspominat prof. Mieczystawa Janowca dr Zbigniew Jozwik,
przyrodnik, chemik, ale takze artysta grafik i polarnik, zajmujacy
si¢ badaniem pratkéw na Spitsbergenie, ktéry podkredlit, ze caty
swoja wiedze mikrobiologiczng zawdziecza profesorowi Janowcowi.
Ofiarowal Jubilatowi osobiscie wykonane okoliczno$ciowe eksli-
brysy i ozdobne wizytowki. Wiele dawnych wychowankéw profe-
sora, zaréwno lekarzy jak i mikrobiologdw, niezwykle cieplo wspo-
minato kontakty z profesorem Janowcem, ktére gleboko wryly si¢
im w pamiec¢ i odegraly wazna role w ich zawodowej karierze.

Po uroczystym otwarciu Zofia Zwolska przedstawila sylwetke
profesora Mieczyslawa Janowca. Byl to wyklad o historii mikro-
biologii polskiej na tle wydarzen w Polsce XX wieku. Ojciec profe-
sora Janowca byl lekarzem w Rabce-Zdroj, uczestnikiem kampanii
wrzesniowej w 1939 roku, wigzniem Starobielska zamordowanym
w Charkowie. Dyplom lekarza Mieczystaw Janowiec uzyskal po
wojnie na wydziale lekarskim Uniwersytetu Jagielloniskiego. Mikro-
biologia byla od zawsze jego wielka pasja. Jeszcze przed ukoncze-
niem studiéw rozpoczal prace w Zakladzie Mikrobiologii Slaskiej
Akademii Medycznej w Zabrzu kierowanej przez prof. Stefana
Slopka, pod jego kierunkiem rozpoczat prace nad hodowla prat-
kéw gruzlicy. Po uzyskaniu specjalizacji z mikrobiologii klinicznej
zostal przeniesiony do Zakladu Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy.
Réwnoczes$nie pracowal takze w Zakladzie Antybiotykéw Pan-
stwowego Zakladu Higieny i w Instytucie Lekow. Jego kolejnymi
nauczycielami byli prof. Wt. Kurytowicz i prof. E. Mikulaszek. Dok-
toryzowat si¢ dysertacja na temat hodowli pratkéw gruzlicy metoda
szkietkowq a habilitowal z badan nad odczynem hemaglutynacji
w diagnostyce gruzlicy i w badaniach odpornoéci. Wspélpracowat
z wieloma stawami polskiej nauki w osobach profesoréw Venuleta,
Bojarskiej-Dahling i Woznickiej. Przez 18 lat kierowal Zaktadem
Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy, byt zastepca dyrektora ds. nauki
Instytutu Gruzlicy i zastepca specjalisty krajowego ds. ftyzjopneu-
monologii. Otrzymal wiele nagrod Ministra Zdrowia. Waznym
tematem jego zainteresowan byly pratki atypowe — poszukiwatl ich
w $rodowisku cztowieka i okreglit algorytm ich typowania. Wielka
jego pasja byta chemioterapia do$wiadczalna, badal skutecznoéé
lekéw przeciwpratkowych u roznych zwierzat, zajmowatl si¢ leko-
opornoscia, stworzyl rézne modele zakazania zwierzat gruzlica.
Prof. Zofia Zwolska podkreslila, ze uczyt swoich wspétpracowni-
kéw humanitarnego obchodzenia si¢ ze zwierzetami doswiadczal-
nymi. Osobiscie skonstruowal wiele aparatow, ktore wykorzystywat
w badaniach naukowych. Przed wielu juz laty prowadzit hodowle
tkankowa pratkéw gruzlicy. Niezwykle nowatorskim dzialaniem
bylo zorganizowanie i nadzdr nad ponad 200 laboratoriami pratka
w calym kraju. Wprowadzit kontrole jakosci i wiarygodnosci pracy

laboratoriéw pratka i coroczne sprawozdania z ich dziatalnosci.
Odegralo to znaczaca rolg w zwalczaniu gruzlicy w naszym kraju.
Hobby profesora Mieczyslawa Janowca byla fotografia, fotografowat
pratki na pozywkach, pod mikroskopem, ale takze wazne wyda-
rzenia w zakladzie. Niektdre zdjecia prezentujace znane postacie
polskiej mikrobiologii i pneumonologii zostaly zademonstrowane
w trakcie tego wystapienia.

W nastepnym wykladzie prof. Ewa Augustynowicz-Kopec
przedstawila niezwykle interesujace zagadnienie pratka tradu. Jest
to jedna z najciekawszych bakterii, charakteryzujaca si¢ bardzo
powolnym cyklem rozwoju. Trad uwazany jest za jedng z najstar-
szych chordb $wiata, ale cho¢ opisywana byla przed wiekami to
dopiero w 1873 roku norweski lekarz A. Hansen odkryt bakterie
wywolujaca ta intrygujaca wielu badaczy chorobe skory i nerwéw
obwodowych. W Norwegii stwierdzano w przesztoéci wiele zacho-
rowan, gdyz wbrew obiegowe] opinii bakterie te preferuja zimne
$rodowisko. Obecnie choroba dominuje w Afryce i poludniowo-
-wschodniej Azji. Trad wywarl wielki wplyw na dzieje $wiata,
wywolujac strach powodujacy wykluczenie ze spoltecznosci oséb
chorych. Szpecace zmiany skorne, szczegélnie widoczne na twa-
rzy oraz na dloniach stygmatyzowaly chorych i juz w IV wieku
powstawaly leprozoria, w ktérych izolowano chorych od reszty
spoleczenstwa. Chorzy ci byli calkowicie wykluczeni, a na $wiecie
i nawet w Europie (Rumunia) wcigz istnieja takie miejsca. Postep
badan nad tradem nastapil, gdy wykryto, ze oprocz ludzi chorujg na
te chorobe rowniez amerykanskie pancerniki. Umozliwito to stwo-
rzenie modeli eksperymentalnych badan nad patogeneza choroby
ijej leczeniem. Dzieki wprowadzeniu dapsonu a nastepnie rifampi-
cyny i klofazyminy udalo si¢ w ostatnim czasie skutecznie wyleczy¢
kilkana$cie milionéw chorych. Kazdego roku stwierdza si¢ jednak
250 tysigcy nowych zachorowan. Kolejnym kamieniem milowym
w rozwoju badan nad tradem byly osiagniecia w dziedzinie gene-
tyki. Okre$lenie pelnego genomu Mycobacterium leprae pozwolito
okresli¢ historie rozprzestrzenienia si¢ choroby w przesztosci. Inte-
resujace bylo stwierdzenie, ze pratek tradu pozbawil si¢ wszyst-
kich genéw determinujacych funkcje, ktére nie byty niezbedne.
W dyskusji prof. Urszula Demkow, przewodniczaca Warszawskiego
Oddziatu Polskiego Towarzystwa Immunologii Do$wiadczalnej
i Klinicznej, podkreslila, Ze bakteria ta jest intrygujaca nie tylko
dla mikrobiologdw; ale tez dla immunologéw, gdyz wywoluje catko-
wicie odmienne reakcje immunologiczne, w poréwnaniu z innymi
bakteriami, w tym réwniez pratkami gruzlicy. Dr Jerzy Walczak
podzielil si¢ swoimi wspomnieniami z pracy w Afryce, gdzie nie-
jednokrotnie leczyt chorych na trad i gruzlice.

Na zakonczenie glos zabrat Jubilat, ktéry podziekowat wszyst-
kim za przybycie, tak wiele cieplych stéw wypowiedzianych pod
jego adresem oraz kwiaty i upominki jakimi zostal obdarowany.
Byl zaskoczony, ze tak wiele 0sdb serdecznie go wspomina. Przy-
pomnial o bardzo bliskich kontaktach z naukowcami z innych
krajow pracujacych w Budapeszcie, Pradze, Paryzu, Rosji, Wlo-
szech itp. Wyrazil ubolewanie, ze tak wiele przyjazni i owocnej
wspolpracy nie jest kontynuowanych. Po sesji profesor Janowiec
byt dostownie oblegany w kuluarach, wielu przybylych ustawito si¢
w dlugiej kolejce by méc zamienic¢ z nim cho¢ kilka stéw. Wszyscy
zebrani wyrazali nadzieje, ze za 10 lat bedziemy mogli sie spotkaé
z okazji kolejnego jubileuszu.

Warszawa 21 01 2012



»REKOMENDACJE DIAGNOSTYCZNO-TERAPEUTYCZNO-PROFILAKTYCZNE
NARODOWEGO PROGRAMU OCHRONY ANTYBIOTYKOW”

W ramach realizacji programu zdrowotnego ,,Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw na lata 2011-2015” oraz programu zdrowot-
nego ,,Narodowy Program Ochrony Antybiotykéw” Modut I ,,Monitorowanie zakazen szpitalnych oraz inwazyjnych zakazen bakteryjnych
dla celéw epidemiologicznych, terapeutycznych i profilaktycznych na lata 2009-2013” ukazaly sie Rekomendacje diagnostyczno-tera-
peutyczno-profilaktyczne, sfinansowane ze srodkéw bedacych w dyspozycji Ministra Zdrowia w ramach w/w programéw zdrowotnych.

Rekomendacje dostgpne sg na stronie internetowej Narodowego Programu Ochrony Antybiotykéw www.antybiotyki.edu.pl

zagadnienia: Rekomendacje zawierajg definicje wprowadzone

1. ,,Szpitalna lista antybiotykéw”, Warszawa 2011.

autorzy:

prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz

Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa

Centralny Osrodek Badan Jakosci w Diagnostyce Mikrobio-
logicznej, Warszawa

dr n. med. Tomasz Ozorowski

Szpital Kliniczny Przemienienia Panskiego UM, Poznan
Szpital Kliniczny im. Karola Jonschera UM, Poznan
Szpital Wojewddzki w Poznaniu

zagadnienia: ,Szpitalna lista antybiotykéw” stanowi wsparcie
szpitali w procesie tworzenia receptariusza lekowego w zakresie
antybiotykow i stanowi cze$¢ receptariusza szpitalnego, ktory jest
zbiorem zasad bedacych podstawa stosowania lekdéw w szpitalu.

. nSzpitalna polityka antybiotykowa”, Warszawa 2011.

autorzy:

prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz

Narodowy Instytut Lekow, Warszawa

Centralny Osrodek Badan Jakosci w Diagnostyce Mikrobio-
logicznej, Warszawa

dr n. med. Tomasz Ozorowski

Szpital Kliniczny Przemienienia Paniskiego UM, Poznan
Szpital Kliniczny im. Karola Jonschera UM, Poznan
Szpital Wojewddzki w Poznaniu

zagadnienia: ,,Szpitalna polityka antybiotykowa” skierowana
jest przede wszystkim do: zespotu ds. antybiotykoterapii, zastepcy
dyrektora ds. medycznych, przewodniczacego i cztonkéw komi-
tetu terapeutycznego, przewodniczacego i cztonkéw komitetu
ds. kontroli zakazen szpitalnych, przewodniczacego i czlonkow
zespolu ds. zakazen szpitalnych, farmaceuty szpitalnego, mikro-
biologa szpitalnego.

. wZakazenia Clostridium difficile.

Diagnostyka, terapia, profilaktyka”, Warszawa 2011.

autorzy:

prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz

Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa

Centralny Osrodek Badan Jakosci w Diagnostyce Mikrobio-
logicznej, Warszawa

prof. dr hab. med. Gayane Martirosian
Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach
Warszawski Uniwersytet Medyczny

dr n. med. Tomasz Ozorowski

Szpital Kliniczny Przemienienia Paniskiego, Poznan
Szpital Kliniczny im. Karola Jonschera UM, Poznan
Szpital Wojewddzki w Poznaniu

przez Centrum Kontroli Choréb w Atlancie w 2007 roku w celu
ujednolicenia monitorowania choréb spowodowanych przez
Clostridium difficile i s3 tozsame ze stanowiskiem europejskiej
grupy badawczej — European Society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases. Przedstawiaja diagnostyke, terapie i pro-
filaktyke zakazen Clostridium difficile.

4. ,,Stosowanie antybiotykéw w profilaktyce okolooperacyjnej”,

Warszawa 2011.

autorzy:
prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz
Narodowy Instytut Lekow, Warszawa

prof. dr hab. med. Jan Kulig
Uniwersytet Jagielloriski CM, Krakow

dr n. med. Tomasz Ozorowski
Szpital Kliniczny Przemienienia Panskiego, Poznan

dr n. med. Piotr Kulig
Uniwersytet Jagielloriski CM, Krakow

dr n. med. Dariusz Wachol
Uniwersytet Jagielloniski CM, Krakéw

zagadnienia: Rekomendacje obejmujg zagadnienia dotyczace
rodzajéw ran operacyjnych i ryzyka powiktan infekcyjnych,
zasad ogolnych profilaktyki okolooperacyjnej, rekomendacji
podawania antybiotyku wg rodzaju zakazenia. Rekomendacje
sg zalecane przez Konsultanta Krajowego w dziedzinie chirurgii
ogdlnej oraz Konsultanta Krajowego w dziedzinie mikrobiologii
lekarskiej.

. »Rekomendacje postepowania w zakazeniach bakteryjnych

osrodkowego uktadu nerwowego” Warszawa 2011.

autorzy:

dr hab. n. med. Piotr Albrecht

Klinika Gastroenterologii i Zywienia Dzieci,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

prof. dr hab. n. med. Waleria Hryniewicz
Narodowy Instytut Lekdw, Warszawa

dr n. med. Alicja Kuch

Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Diagnostyki Bakteryjnych
Zakazen OUN,

Narodowy Instytut lekéw, Warszawa

dr n. med. Witold Przyjatkowski

Klinika Chordéb Zakaznych dla Dorostych,
Warszawski Uniwersytet Medyczny,
Wojewddzki Szpital Zakazny, Warszawa
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dr hab. n. med. Anna Skoczynska

Krajowy O$rodek Referencyjny ds. Diagnostyki Bakteryjnych
Zakazenn OUN,

Narodowy Instytut lekow, Warszawa

dr hab. n. med. Leszek Szenborn
Katedra i Klinika Pediatrii i Choréb Infekcyjnych
Akademia Medyczna im. Piastéw Slaskich, Wroctaw

zagadnienia: Rekomendacje sa zalecane przez Konsultanta
Krajowego w dziedzinie choréb zakaznych oraz Konsultanta
Krajowego w dziedzinie mikrobiologii lekarskiej.
Przedstawiaja diagnostyke, terapie i profilaktyke zakazen bak-
teryjnych o$rodkowego ukladu nerwowego.

Rekomendacje skierowane sg do lekarzy podstawowej opieki
zdrowotnej i lecznictwa zamknietego, epidemiologéw, mikro-
biologow.

. »Rekomendacje postepowania w pozaszpitalnych zakazeniach
ukladu oddechowego”, Warszawa 2010.

autorzy:
prof. dr hab. n. med. Waleria Hryniewicz
Narodowy Instytut Lekow, Warszawa

dr n. med. Tomasz Ozorowski
Szpital Kliniczny Przemienienia Panskiego, Poznan

prof. dr hab. n. med. Andrzej Radzikowski
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa

dr n. med. Tadeusz M. Zielonka
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa

dr n. med. Piotr Albrecht
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa

dr hab. n. med. Witold Lukas
Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

prof. dr hab. n. med. Ewa Nizankowska-Mogilnicka
Uniwersytet Jagiellonski CM, Krakow

prof. dr hab. n. med. Jerzy Kozielski
Slaski Uniwersytet Medyczny, Zabrze

dr n. med. Pawet Grzesiowski
Narodowy Instytut Lekéw, Warszawa

dr n. med. Jozef Meszaros
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa

prof. dr hab. n. med. Elzbieta Hassmann-Poznanska
Uniwersytet Medyczny, Biatystok

prof. dr hab. n. med. Antoni Krzeski
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa

prof. dr hab. n. med. Jan Ku$
Instytut Gruzlicy i Choréb Pluc, Warszawa

prof. dr hab. n. med. Michat Pirozynski
CMKP, Warszawa

prof. dr hab. n. med. Tadeusz Plusa
Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa

zagadnienia: Rekomendacje stanowia zbidr wskazéwek ulatwia-
jacych lekarzowi podjecie wlasciwych decyzji diagnostycznych
i terapeutycznych w szeroko pojetych zakazeniach drog odde-
chowych. W Rekomendacjach opartych na EBM uwzgledniono
wylacznie antybiotyki i chemioterapeutyki zarejestrowane
w Polsce w odpowiednich wskazaniach oraz aktualng sytuacje
epidemiologiczng w naszym kraju dotyczaca najczesciej wyste-
pujacych czynnikow etiologicznych i ich lekowrazliwosci.



Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw
Uchwata z dnia 21 lutego 2012 roku

oglasza

kolejng edycje Konkursu o Nagrode Naukowg im. prof. E. Mikulaszka

Przewidziane sg nagrody pieniezne:

| stopnia w wysokoéci 5.000,— zt
Il stopnia w wysokosci 3.000,— zt
Il stopnia w wysokoéci 2.000,— zt

Nagroda Naukowa im. prof. E. Mikulaszka bedzie wreczana na
XXVII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw w Lublinie

Laureat Nagrody Naukowej im. prof. E. Mikulaszka zobowigzany jest do prezentacji
nagrodzonej pracy na XXVII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw

Szczegotowe informacje dotyczace zasad konkursu przedstawia Regulamin Konkursu
zamieszczony na stronie internetowej Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow

www.microbiology.pl

Prace nalezy zgtasza¢ w terminie do dn. 31.05.2012 r. na adres:

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
ul. Chetmska 30/34
00-725 Warszawa
z dopiskiem: ,Nagroda Naukowa im. prof. E. Mikulaszka”

¢

BIOME|RIEUX

Zarzaqd Gtowny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow
ogtasza
IT edycje Konkursu o Nagrode bioMérieux/PTM
za wybitne osiqgniecia w dziedzinie mikrobiologii klinicznej
Szczegétowe informacje dotyczace zasad konkursu
przedstawia Regulamin Konkursu dostepny na stronie internetowej PTM
www.microbiology.pl
Whiosek o przyznanie nagrody nalezy przestaé
w_terminie do dn. 15.06.2012 r.

ha adres:

Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw
ul. Chetmska 30/34
00-725 Warszawa

z dopiskiem: ,Nagroda bioMérieux/PTM"
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Postepy Mikrobiologii zamieszczajg artykuly przegladowe ze
wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych czaso-
pismach oraz w dziale Nowo$ci Wydawniczych recenzje nowych
ksigzek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrewnych, ktore ukazuja
sie w Polsce. Artykuly drukowane w Postgpach Mikrobiologii nie
mogg by¢ bez zgody Redakcji publikowane w innych periodykach.

1. Sposob przygotowania manuskryptu
1.1. Tekst

Prace nalezy przysyta¢ do Sekretariatu Redakeji w postaci elek-
tronicznego zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word dowolnej
edycji w wersji PL na dyskietkach komputerowych (3,5” 1,44 MB),
na plytach CD lub DVD. Do dyskietki powinny by¢ dotaczone
2 egz. tekstu artykutu catkowicie zgodnego z zapisem elektronicz-
nym. Objetoé¢ pracy nie powinna przekraczaé wraz z piSmien-
nictwem i ilustracjami 30 stron maszynopisu. Maszynopis powi-
nien by¢ jednostronny (wielko$¢ czcionki 12, odstep pomiedzy
wierszami 1,5), z numeracjg stron. Po tytulach wydzielonych nie
nalezy stawia¢ kropek. Na oddzielnej stronie (strona tytulowa)
nalezy poda¢ tytul pracy, pod nim w pelnym brzmieniu imiona
i nazwiska autoréw, adresy autordéw i afiliacje, telefony oraz e-mail
z zaznaczeniem autora korespondencyjnego, spis tresci (tytuly
poszczegdlnych rozdziatéw) oraz kilka (nie wiecej jak piec) stow
kluczowych (keywords). Tytul pracy, spis tresci i stowa kluczowe
nalezy powtdrzy¢ w jezyku angielskim. Stowa kluczowe moga badz
nie pojawiac si¢ w tytule pracy — nalezy je poda¢ w porzadku alfa-
betycznym. W przypadku prac kierowanych do dziatu ,,Publikacje
metodyczne i standardy” prace przygotowane wg. wyzej wymie-
nionych wytycznych nalezy przesta¢ na adres Redaktora Dziatu.
Praca powinna konczy¢ sie krotkim podsumowaniem, zawieraja-
cym najistotniejsze elementy tre$ci. Na oddzielnej stronie nalezy
dolaczy¢ krotkie streszczenie pracy w jezyku angielskim (maksy-
malnie 250 stéw). Tekst pracy powinien by¢ zgodny z zaleceniami
szczegbtowymi Redakgji.

Przestane do redakcji prace winny by¢ napisane poprawna pol-
szczyzng. Redakcja rekomenduje PT. Autorom Stownik Poprawnej
Polszczyzny (red. Witold Doroszewski, Halina Kurkowska, Wydaw-
nictwo Naukowe PWN. Warszawa, 1998) jako pomoc w redagowa-
niu tekstu. Jakkolwiek Postgpy Mikrobiologii sa polskojezyczne, nie
wyklucza sie druku prac, napisanych w jezyku angielskim.

1.2. Ilustracje

Tabele i rysunki powinny by¢ dostarczone w wersji elektro-
nicznej oraz w formie wydruku z drukarki laserowej lub atramen-
towej. Maksymalne rozmiary rysunkéw planowanych w artykule
w jednej szpalcie nie powinny przekracza¢ 7,5 cm x 16 cm (szer./
wys.), a zaplanowanych w obszarze dwoch szpalt 11 cm x 21 cm
(szer./wys.). Szeroko$¢ planowanych tabel nie powinna przekra-
czaé rozmiaréw rysunkéw (odpowiednio 7,5 cm lub 11 cm), a ich
wysoko$¢ nie powinna by¢ wigksza od 10 cm, niezaleznie od zapla-
nowanej szerokosci tabeli. Podane wymiary rysunkéw obowiazuja
zaréwno ilustracje wykonane i zalaczone w wersji elektronicznej
i w papierowe;j.

W maszynopisach nie nalezy pozostawia¢ wolnych miejsc na
rysunki i zdjecia, a tylko na kopii zaznaczy¢ miejsce, w ktorym
powinny by¢ umieszczone, np. tab. 1, rys. 1. Liczbe rysunkéw i tabel

nalezy ograniczy¢ do istotnie niezbednej ilosci. Te same wskazowki
odnoszg si¢ do pojedynczych wzoréw chemicznych. Kazda tabela
powinna by¢ oznaczona kolejnym numerem rzymskim oraz mie¢
nagloéwek opisujacy jej tres¢. Na osobnej kartce nalezy zalaczyé
spis z objasnieniami jakie powinny si¢ znalez¢ pod rysunkami lub
z uwaga ,obja$nienia w tekscie”. Podpisy pod wykresami, rysun-
kami, zdjeciami nalezy umiesci¢ na osobnej stronie.

1.2.1. Elektroniczne wersje ilustracji

Pliki cyfrowe zawierajgce ilustracje akceptowane do druku
nalezy przygotowacé zgodnie z zaleceniami Redakcji. Ilustracje we
wstepnej wersji artykutu przeznaczonej dla recenzentéw moga
by¢ dostarczone jako pliki PDF, ale w wersji ostatecznej do druku
muszg by¢ dostarczone jako pliki TIFF albo EPS. Pliki pochodzace
z programu Power Point akceptowane sa jedynie w wersji ilustra-
¢ji czarno bialej. Wszystkie rysunki (oprécz czarno bialych z pro-
gramu Power Point) wyeksportowane do formatu bitmapy musza
by¢ zachowane w skali szaro$ci albo w systemie CMYK (ang. Cyan,
Magenta, Yellow, blacK). Nie nalezy stosowa¢ zapisu w systemie
RGB (ang. Red, Green, Blue). Obrazy stonowane (zréZnicowanie
gestosci lub cienie) musza by¢ sporzadzone w skali szaroéci (nie
uzywac bitmapy). Pliki kolorowe sporzadzone w programie Power
Point nie sg akceptowane z powodu réznic pomiedzy RGB i CMYK
podczas wydruku.

Wszystkie grafiki nalezy przesyta¢ w 100% wymiarze bez
koniecznosci skalowania. Minimalna rozdzielczo$¢ stosowana
w ilustracjach powinna wynosi¢ 300 dpi dla zdje¢ szarych i kolo-
rowych, 600 dpi dla liter i 1200 dpi dla linii w wykresach. Kolorowe
ilustracje musza pozostawacé takze w systemie CMYK jako obrazy
CMYK TIFF o rozdzielczosci 300 dpi.

Grafiki nalezy przesyta¢ w ich naturalnym planowanym forma-
cie, aby nie istniata konieczno$¢ ich powigkszania lub zmniejszania
w Wydawnictwie. Wszystkie ostateczne napisy, oznaczenia czy tez
klucze oznaczen muszg by¢ wprowadzone do rysunkéw. Kazdy
rysunek musi by¢ dolaczony jako osobny plik, a rysunki wielo pane-
lowe muszg by¢ podane w jednym pliku. Aby unikna¢ problemu
z ré6znymi fontami Redakcja zaleca stosowanie nastepujacych
czcionek: Times New Roman, Times New Roman Pl, Arial, Arial
Pl oraz Symbol. Dane sg przyjmowane na standardowych mediach
takich jak dyskietki (3,5 cala), ptyty CD lub DVD. Przestane dyski
lub dyskietki nie beda zwracane autorom. Zalecang przez redakcje
kompresjg informacji jest ZIP lub PKZIP (Windows). Redakcja nie
akeeptuje ilustracji wykonanych Microsoft Office, poniewaz s3 one
zapisane w systemie RGB. Elementy rysowane, takie jak wykresy,
formuly matematyczne czy diagramy nie powinny zawieraé
dodatkowych naniesien recznych i powinny by¢ fatwo odtwarzane
w dostepnych programach. W celu szczegotowej informacji prosze
wysylaé zapytanie przez e-mail na adres: jbielecki@biol.uw.edu.pl.

1.3. PiSmiennictwo

Cytowana literature (PiSmiennictwo) nalezy wpisa¢ oddzielnie
jako ostatnie strony maszynopisu, wymieniajac pozycje w kolejno-
$ci alfabetycznej. W wykazie powinny by¢ podane kolejno: liczba
porzadkowa, nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska
wspolautoréw pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejnosci poda-
nej w cytowanej pracy), pelny tytul cytowanej pracy, skrocony tytut
czasopisma, tom, strona, i rok wydania (w nawiasie), np.



Arendsen A.F, Solimar M.Q. i Ragsdale S.W.: Nitrate-dependent
regulation of acetate biosynthesis and nitrate respiration by Clo-
stridium thermoaceticum. J. Bacteriol. 181, 1489-1495 (1999).
Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych nalezy poda¢

kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora lub wspotautoréw,
tytut dziela, wydawnictwo, miejsce i rok wydania. W przypadku
odwolywania sie do artykulu w pracy zbiorowej nalezy dodatkowo
podac tytul tej pracy oraz nazwisko jej redaktora, wydawnictwo,
miejsce wydania, rok, tom oraz na koncu strone, np.:

Portnoy D.A., Sun A.N., Bielecki J.E.: Escape from the phagosome
and cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes (w) Microbial
Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L. Switalski, Springer
Verlag, New York, 1991, s. 86.

W przypadku gdy liczba wspotautoréw pracy przekracza 10,
nalezy poda¢ nazwiska i inicjaly pierwszego oraz ostatniego wspél-
autora a nastepnie doda¢ uwage i wsp., np.:

Tomb J.E, Venter J.C. i wsp.: The complete genome sequence of
the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature, 338, 539-543
(1997) (wyzej cytowana praca jest dzielem 42 autoréw)
Powolywanie sie w tekscie na pozycje cytowanej literatury naste-

puje przez wymienienie liczby porzadkowej w nawiasach np. [10].

Liczba cytowan w pismiennictwie nie moze przekracza¢ 100 pozycji.

1.4. Pi$miennictwo danych cytowanych z sieci internetowej

Cytowanie danych z sieci internetowej moze jedynie dotyczy¢
informacji pochodzacych z prac oryginalnych zamieszczanych
w sieci przez uznane w $rodowisku naukowym oraz recenzowane
czasopisma. Redakeja bedzie réwniez uznawa¢ cytacje informacji
ze zrodel autoryzowanych przez uznane w $rodowisku autorytety
z dziedziny nauk przyrodniczych. Warunkiem koniecznym przy
uzyciu informacji ze strony internetowej jest sprawdzenie i aktu-
alizacja zapisu informacyjnego na stronie WEB w dniu wysylania
maszynopisu. W przypadku niewladciwego adresu i niemozli-
woéci odtworzenia informacji z sieci komputerowej, prace beda
zwracane autorom. Cytowanie informacji publikowanej na stro-
nach sieci internetowej powinno wyglada¢ nastepujaco: 14. XYZ
Website 14 listopada 2004 roku (online), nazwisko wydawcy, jesli
jest znane, http://cbx.iou.pgr. (10 Pazdziernika 2004 roku, data
ostatniego sprawdzenia adresu). Cytowanie ksiazek powinno zawie-
raé szczegotowe dane o wydawnictwie. Cytacje prac oryginalnych
przesytanych poprzez sie¢ komputerowa powinna zawieraé naste-
pujace dane: nazwisko autora, inicjaty imion, data przyjecia pracy,
tytut pracy. Nazwa czasopisma, numer: strony (jesli sa dostepne)
(online), adres internetowy, data potwierdzenia waznosci adresu.

2. Prawo autorskie

Autorskie prawo osobiste (Ustawa z dn. 4-tego lutego 1994,
Dz.U. Nr 90, poz. 631 ze zm.), zwane dalej w Informacji dla Auto-
réw prawem autorskim dotyczy niemajatkowych intereséw tworcy
zwigzanych z danym utworem oraz okresla zasady ochrony wiezi
tworcy z utworem. Do praw tych miedzy innymi nalezy:

e prawo do autorstwa utworu — wyrazajace m.in. zakaz ,,przy-
wlaszczania” utworu przez inne niz tworca osoby (zakaz
dokonywania plagiatow)

e prawo do oznaczenia utworu swoim nazwiskiem albo udo-
stepnienia utworu anonimowo

e prawo do nienaruszalnosci treéci i formy utworu oraz jego
rzetelnego wykorzystania.

Koniecznoé¢ ochrony Autorskich praw osobistych innych
Autoréw przez Redakeje Postepoéw Mikrobiologii obliguje nas do
przyjecia nastepujacej procedury:

(a) Reprodukcja utworéw wytworzonych przez innych Auto-
réw w pracy wlasnej, przestane do opublikowania w PM. tj. cudzych

81

rysunkéw lub tabel - pochodzacych z oryginalnej, pierwotnej pracy
innego Autora/twércy - badz cytowanie fragmentéw cudzego
tekstu, wymaga od Autoréw PM. wczeéniejszego uzyskania przez
nich pisemnej zgody od Autoréw pierwotnej pracy lub Wydawnic-
twa (z ktdrej materialy te pochodza) na ich reprodukcje. Zgode te
w formie oryginalnego zaswiadczenia nalezy przysta¢ wraz z mate-
riatami reprodukowanymi do Redakcji PM.

e Pod cytowanym rysunkiem nalezy w opisie poda¢ nazwi-
sko pierwotnego Autora, pelng bibliografie pracy z ktorej
pochodzi rysunek oraz informacje o zgodzie Wydawnictwa
lub Autora na jego reprodukcje.

e Cytowany tekst powinien by¢ wyraznie oznaczony w odpo-
wiednim miejscu manuskryptu, zas u dolu strony powinna
by¢ zamieszczona informacja dotyczaca pochodzenia cytatu
oraz uzyskanej zgody na przedruk.

(b) Dozwolone jest wprowadzanie zmian w cytowanych rysun-
kach innych Autoréw/twércéw pod warunkiem kazdorazowego
uzyskania ich zgody (lub oséb upowaznionych przez nich) na
dokonanie takich zmian. Zmiany w oryginalnych rysunkach moga
wynika¢ z checi Autoréw PM. do dokonania nowego opracowania
lub nowego przedstawienia omawianego przez siebie zagadnienia.
W tych przypadkach wskazane jest, aby zgoda tworcy wskazywala
na zakres dokonywanych zmian, gdyz pozwoli to unikna¢ watpli-
woéci odnosnie zakresu wyrazonej tak zgody. Wreszcie koniecznoé¢
uzyskania zgody pierwotnego Autora/twércy na dokonanie zmian
w reprodukowanym rysunku wynika z mozliwoéci ingerencji Auto-
réw PM. w autorskie prawo osobiste w postaci nienaruszalnosci
formy i tresci utworu oraz jego rzetelnego wykorzystania.

(c) Warunkiem przyjecia przez Redakcje PM. manuskryptu
pracy oraz poddania jej dalszej procedurze wydawniczej jest zlo-
zenie wraz z manuskryptem Oswiadczenia o oryginalnosci pracy,
Oswiadczenia dotyczacego praw autorskich oraz w przypadku prac
metodycznych O$wiadczenia dotyczacego ,,konfliktu interesow”.

3. Zalecenia szczegélowe*
3.1. Nazewnictwo drobnoustrojow

Nalezy stosowa¢ dwuczlonowe nazwy zawierajace nazwe rodza-
jowa oraz gatunkowa (np. Escherichia coli). Nazwy rodzajowe moga
by¢ uzyte same tj. bez nazwy gatunkowej, natomiast nie mozna uzy¢
samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy podaje si¢ pierw-
szy raz nazwe gatunku, musi ona sktada¢ sie z pelnych wyrazoéw,
przy ponownym uzyciu tej nazwy, podaje sie tylko pierwsza litere
nazwy rodzajowej (zawsze duzg ) oraz nazwe gatunkowa w pelnym
brzmieniu np. E. coli. Nazwy gatunku, rodziny, rzedu, klasy, dzialu
oraz krélestwa nalezy pisa¢ kursywa. Informacje szczegétowe doty-
czace pisowni oraz prawidlowego nazewnictwa (zgodnego z wymo-
gami wspolczesnej systematyki) — przyjete przez Redakeje Postepéw
Mikrobiologii, za instrukcja ASM — mozna znalez¢ w Instructions
to Authors, J. Bacteriol., Jan. 2007.

Zgodnie z propozycjami WHO - Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella (“Antigenic Formulas of the
Salmonella Serovars” (M.Y. Popoff and L. Le Minor, WHO Colla-
borating Centre for Reference and Research on Salmonella, Institut
Pasteur, Paris, France, 1997) and ,Identification and Serotyping
of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White Scheme”
(A.C. McWhorter-Murlin and EW. Hickman-Brenner, Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.) do rodzaju Salmo-
nella nalezg tylko dwa gatunki tj. S. enterica i S. bongori - pierwszy

* Fragmenty instrukcji dla autoréw czasopism wydawanych przez
American Society for Microbiology - wykorzystywanie w PM. za zgoda
Journals Departments ASM.
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z nich podzielony zostat na 6 podgatunkéw. Stosowane dotychczas
Zwyczajowe nazwy, nie posiadajace statusu taksonomicznego, takie
jak serotyp, typ serologiczny, zostaly zastapione nazwa serowaru
(w oryginale serovar, sv.). Nazwe serowaru nalezy pisa¢ duzg litera
oraz prostym pismem (np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.).
Zgodnie z powyzszym, nazwe pierwszego podgatunku rodzaju Sal-
monella mozna zapisa¢: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimurium
lub Salmonella subsp. L. sv. Typhimurium, badz po prostu, Salmo-
nella Typhimurium.

3.2. Nomenklatura genetyczna

Wladciwosci genetyczne szczepu opisywane sg w terminach
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane wlasciwo-
$ci organizmu. Genotyp okresla genetyczng strukture organizmu,
zwykle odnosi sie do szczepu dzikiego. Ww. okre$lenia sa blizej
objasnione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61: 76, 1966.

(a) Fenotypowe okreslenie wlaciwosci organizmu stosuje sie
gdy zmutowane loci nie zostaly zidentyfikowane oraz zmapowane.
Moze by¢ takze uzyte w przypadku, gdy identyfikuje sie produkt
genu np. bialko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo sklada sie
z trzech liter, nie mozna ich pisaé kursywa, pierwsza litera powinna
by¢ zawsze duza litera. Preferuje si¢ uzycie liczb rzymskich lub arab-
skich dla oznaczania blizniaczych fenotypéw np. Poll, Pol2, Pol3
itd. Typ dziki mozna zapisa¢ dodatkowym oznaczeniem plus (Pol+);
w odrdznieniu do tego oznaczenie minus okresla¢ bedzie fenotyp
mutanta (Pol-). Czasami pewne charakterystyczne wilasciwosci
organizmu mozna zapisa¢ uzywajac liter np. (StrS).

(b) Genotypowe oznaczenia s3 podobne do fenotypowych
- w obu przypadkach stosuje si¢ zestaw trzech liter; genotyp pisze
sie zawsze maltymi literami oraz kursywa (np. ara, his, rps.). Pro-
motor, terminator oraz operator oznacza si¢ literami p, t oraz o (np.
lacZp, lacZt, lacZo; Bachman i Low; Microbiol. Rev. 44, 1-56, 1980).

(c) Typ dziki alleli mozna zaznaczy¢ wpisujac dodatkowe ozna-
czenie plus nad oznaczeniem genu np. ara+, his+, nie oznacza sie
natomiast zmutowaych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza si¢ poprzez wstawiania liczby
kolejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus
(np. araAl, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie locus
istnieje, lub gdy nie wiadomo w ktérym kolejnym locus mutacja
powstala — po oznaczeniu genu wstawia sie myélnik w miejscu
duzej litery oznaczajacej locus , za$ dalej podaje sig liczbe izolacji
(np. ara-23).

(e) Zapis genotypu moze by¢ wzbogacony innymi oznacze-
niami jak plus, dla typu dzikiego czy minus dla mutanta - mozna
wprowadzi¢ oznaczenia okre$lajace mutacje jak np. mutacja Amber
(Am), mutant termowrazliwy (Ts), mutant konstytutywny (Con),
mutant wrazliwy na niskie temperatury (Cs), bialko hybrydowe
(Hyb) np. araA230(Am), his D21(Ts). Wprowadzanie innych wzbo-
gacen powinno by¢ poprzedzone w tekscie odpowiednim wyjas-
nieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia moga tez by¢ uzyte w przypadku
koniecznosci rozrdznienia tego samego genu znajdujacego sie
w réznych organizmach lub szczepach tego samego gatunku np.
his, . lub his,_ . Dodatkowe oznaczenia stosuje si¢ rowniez dla roz-
réznienia pomiedzy genetycznymi elementami o tej samej nazwie
np. promotory operonu gln; glnAl1iglnA2.

(g) Delecje oznacza si¢ symbolem, D usytuowanym przed
zdelecjonowanym genem lub regionem np. D trpA432, D(aroP-
-aceE)419, lub Dhis(dhuA his] hisQ)1256. Fuzje genéw ara i lac
mozna przedstawi¢ w ten sam sposob — F (ara-lac)1256. Podobnie
F (araB’-lacZ+)(Hyb) oznacza, ze fuzja nastapita pomiedzy genami
araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana nastepujaco IN (rrnD-rrnE)1.
Insercje genu his E. coli do plazmidu pSC101 w pozycji 0 zasad
(0kb) zapisuje sie nastepujaco pSC101 W (Okb::K-12hisB)4.

Oznaczenie obecnosci episomu polega na podaniu jego sym-
boli w nawiasie po nazwie szczepu rodzicielskiego np. W3110/F

8(gal+).
3.3. Skroty nazw chemicznych

Nie wymagaja dodatkowych wyjasnien skréty nazw, takich jak:

- nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme International
dc Unites (SI), ogolnie akcetowane jednostki takie jak bp, kb,
Da, masa czgst., m. czast.

- skroty nazw chemicznych takich jak: DNA, cDNA, RNA,
cRNA, RNaza, DNaza, rRNA, mRNA, tRNA; AMP, ADP,
ATP, dATP, ddATP, GTP itp.,

- ATPaza, dGTPaza itp. NAD+, NADH, NADPH, NADP+,
poly(A), poly(dT) itp.,

- nazwy powszechnie stosowanych technik biologii moleku-
larnej np. PCR, SDS-PAGE, nazwy ogélnie znanych linii
komoérkowych np. HeLa, J774

- nazwy jednostek biologicznych; PFU (jednostka formowania
tysinek), CFU (jednostka formowania kolonii), MIC (mini-
malne stezenia hamujace wzrost), itp.

Zasady ksztaltowania nomenklatury endonukleaz restrykcyj-
nych oraz metylotransferaz zostaly opublikowane w Nucleic Acids
Research 2003, 31: 1805-1812. Przy pisaniu prac prosimy o korzy-
stanie z zawartych tam informacji.

3.4. Pisownia danych numerycznych

Standardowe jednostki metryczne sg stosowane dla okresla-
nia dlugosci, wagi i objetoéci. W przypadku przedstawiania tych
warto$ci oraz molarnosci nalezy stosowa¢ przedrostki m, g, n oraz
p dla wartosci 10-3, 10-6, 10-9 oraz 10-12. Temperature nalezy
przedstawia¢ tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

Jesli wyznakowana jest pojedyncza czasteczka w zwiazku che-
micznym nalezy nazwe tego zwiazku zapisa¢ w nastepujacy spo-
s6b 14C0O2 , 3H20, H235504. Taki sam sposob zapisu stosuje sie
gdy radioaktywna czasteczka nie wystepuje w naturalnej formie
wyznakowanego zwigzku np. 32S-ATP lub gdy symbol izotopu
zwigzany jest z niespecyficzng nazwa zwiazku np. 14C aminokwasy,
3H-liganty itp. W przypadku niektdrych specyficznych zwiazkoéw
chemicznych mozna stosowa¢ nawiasy kwadratowe obejmujace
symbole radioaktywnej czasteczki przed nazwa chemiczng zwigzku
np. [14C] mocznik, L-[metylo-14C] metionina, [g -32P] ATP.

4. Procedura recenzowania i przyjecia prac

Prace przysylane do Redakeji w celu ich opublikowania w Poste-
pach Mikrobiologii podlegaja podwodjnej ocenie tj. ich wartosci
merytorycznej (Recenzje) oraz poprawnoséci pod wzgledem redak-
cyjnym (uktad pracy, jezyk, zataczniki ilustrujace tekst, o§wiadcze-
nia autoréw).

e Kazda praca przestana do Redakgji jest oceniana przez dwoch
stalych Recenzentéw PM. (lista Recenzentéw, patrz Rada
Redakeyjna jest rowniez publikowana w kazdym zeszycie PM.
oraz na stronie internetowej http:www.pm. microbiology.pl).
W przypadku braku w Radzie Redakcyjnej PM. Recenzenta
o odpowiedniej specjalnosci lub jego braku z innych waz-
nych przyczyn, Redaktor naczelny powoluje Recenzenta
spoza Rady Redakcyjnej.

e Recenzje s3 anonimowe oraz dokonywane na specjalnie do
tego przygotowanych arkuszach



e Recenzenci nie otrzymujg zaplaty od PTM za wykonang
prace.

o Nazwiska Recenzentéw z poza Rady Redakcyjnej sa wraz
z podzigkowaniami publikowane w kazdym 4-tym zeszycie
PM. odpowiedniego roku.

e W przypadku negatywnej oceny pracy przez Recenzenta oraz
jego sugestii skierowanej do Redaktora naczelnego odrzuce-
nia recenzowanej pracy, badz jej znacznego przeredagowa-
nia, Autor PM. ma prawo odwotlania si¢ od tej sugestii do
Redaktora naczelnego. W opisywanym przypadku decyzja
Redaktora powolywany jest dodatkowy Recenzent z poza
Rady Redakcyjnej PM.

5. Uwagi dodatkowe

Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ dokonywania skrotow
i poprawek nie wplywajacych na tres¢ pracy. W przypadku koniecz-
nosci wprowadzenia zmian w tresci odsyta si¢ autorowi jeden
egzemplarz pracy oraz dyskietke w celu dokonania poprawek.
Adresy instytucji, w ktorych pracujg autorzy (adres pocztowy oraz
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e-mail) nalezy podawa¢ w maszynopisie pracy po pi$miennictwie.
Prace nie odpowiadajace wymaganiom Redakeji beda odsylane
autorom bez rozpatrzenia merytorycznego. W razie nie przyjecia
pracy do druku Redakeja zwraca dyskietke oraz jeden egzemplarz
wydruku, drugi zatrzymuje u siebie. Za date wplywu przyjmuje sie
dzien otrzymania pracy w formie zgodnej z instrukeja dla autoréw.
Autorzy otrzymuja bezplatnie 15 odbitek pracy. Za prace opubli-
kowane w Postepach Mikrobiologii nie przewiduje sie honorariow
autorskich. Prace nalezy nadsyla¢ na adres sekretarza naukowego
redakeji:

Dr Bohdan Jerzy Staroéciak

Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej

Warszawski Uniwersytet Medyczny

ul. Oczki 3, 02-007 Warszawa

tel. (22) 628-08-22 lub 621-13-51

e-mail: zmf@wum.edu.pl

W przypadku prac kierowanych do dziatu ,,Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przegladowe przygotowane zgodnie
z wyzej wymienionymi zasadami nalezy przesta¢ na adres Redak-
tora Dziatu.

Za opOznienia z géry przepraszamy.

KOMUNIKAT

Redakcja Postepow Mikrobiologii uprzejmie informuje, iz zeszyt nr 3, tom 51 PM zawiera¢
bedzie materialy przygotowane na XVII Zjazd PTM w Lublinie (skrocone referaty do prezen-
tacji na sesjach plenarnych oraz inaugurujace obrady w sekcjach), stad przewidujemy opdznie-
nia w druku standardowych prac przegladowych przesylanych przez PT. Autoréw do Redakcji.

Jerzy Hrebenda
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INFORMACJE DOTYCZACE PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

W dziale zatytulowanym PUBLIKACJE METODYCZNE
I STANDARDY publikowane sg artykuly przegladowe o charak-
terze metodycznym, reprezentujace dowolng dziedzing mikrobio-
logii. Redakcja Postepow Mikrobiologii (PM), w porozumieniu
z Zarzagdem Gléwnym PTM ustalila, iz drukowanych bedzie rocz-
nie nie wiecej niz cztery artykuly tej kategorii.

Redaktorem odpowiedzialnym za warto$¢ merytoryczng,
redakcje tekstu oraz ostateczne przyjecie pracy do druku jest prof.
dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba (adres: prof. dr hab. Stefania
Giedrys-Kalemba - Katedra i Zaklad Mikrobiologii i Inmuno-
logii Pomorskiej Akademii Medycznej. Al. Powstanicow Wlkp. 72,
70-111 Szczecin, tel/fax (091) 46 616 51, 52, fax (091)46 616 59,
e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@sci. pam.szczecin.pl)

Prace metodyczne przeznaczone do druku podlegaja ocenie
dokonywanej przez stalych Recenzentéw lub Ekspertéw powoty-
wanych kazdorazowo przez Redaktora dziatu.

Lista statych Recenzentdw, patrz Zalecenia dla Autoréw, pkt. 5.

Strona tytulowa kazdego artykutu zaopatrzona bedzie w infor-
magcje, iz praca nalezy do PUBLIKACJI METODYCZNYCH
I STANDARDOW oraz kazdorazowo podana bedzie data otrzy-
mania od Autoréw manuskryptu jak i data zaakceptowania go
do druku.

Zalecenia dla Autoréw:

1. Przesylanie publikacji:

e Manuskrypt (w dwu egzemplarzach w formie papierowej oraz
jednym egzemplarzu na nosniku elektronicznym wraz z rysun-
kami, tabelami itp.) prosz¢ przesyta¢ bezposrednio do Redak-
tora PUBLIKACJI METODYCZNYCH I STANDARDOW.

o Podajac adres/y Autoréw publikacji nalezy zaznaczy¢ Autora
korespondencyjnego — procz adresu pocztowego, numeru
telefonu i ew. faxu nalezy obligatoryjnie poda¢ adres e-mail
Autora korespondencyjnego.

2. Sposob przygotowania manuskryptu — Prace nalezy opracowa¢
zgodnie z ogolnymi zaleceniami zawartymi w INFORMAC]I
DLA AUTOROW Postgpéw Mikrobiologii (POST. MIKROB.
2009, 48, 1, Zeszyt 1) z uwzglednieniem nastepujacych zmian:
e Objetos¢ pracy nie moze przekracza¢ wraz z piSmiennictwem

i ilustracjami 20 stron maszynopisu.

5.

e Ilo$¢ cytowan w rozdziale PiSmiennictwo nie powinna prze-
kracza¢ 50 pozycji.

e W spisie cytowanego piSmiennictwa nalezy umieszczacé
wylacznie prace drukowane w czasopismach naukowych,
niedopuszczalne jest zamieszczanie danych bibliograficznych
prospektow reklamowych lub promocyjnych firm farmaceu-
tycznych.

. Prawa autorskie - do kazdej przygotowanej do druku publika-

cji zalaczy¢ Oswiadczenie dotyczace praw autorskich. Wzor
o$wiadczenia mozna pobrac ze strony internetowej P.M.

. Zalecenia i uwagi dodatkowe:

W celu uniknigcia kryptoreklamy, prosze o zwrdcenie szcze-

gblnej uwagi na sposéb przedstawienia czytelnikom produktow

komercyjnych lub metod opracowanych przez producentéw.

Autorzy sg réwniez zobowigzani do ujawnienia (jezeli takie ist-

nieja) wszelkich powiazan (honoraria, granty, ptatne ekspertyzy

lub inne formy uzyskiwania korzysci osobistych) miedzy Auto-
rami a firma, ktorej produkt ma istotne znaczenie w nadestanej
pracy. W tym celu kazdy z Autoréw proszony jest o zlozenie

Oswiadczenia o oryginalnosci pracy, O$wiadczenia dotyczacego

praw autorskich oraz Oswiadczenia dotyczacego ,,konfliktu inte-

resow”. Konflikt intereséw wystepuje, kiedy Autor lub zaktad
pracy Autora ma finansowe lub osobiste zwigzki z innymi oso-

bami lub instytucjami, ktore moga wplywa¢ na jego dzialania i

decyzje. Wz6r deklaracji mozna pobrac ze strony internetowej

PM.

e Redakcja PM zastrzega sobie prawo ostatecznej decyzji o ak-
ceptacji pracy przeznaczonej do druku w dziale PUBLIKACJE
METODYCZNE I STANDARDY.

e Wszelkie proponowane zmiany w INFORMACJI DLA
AUTOROW PM. zostana przedstawione PT Czytelnikom
Postgpow Mikrobiologii przed ich wprowadzeniem.

Stali recenzenci dzialu PUBLIKACJE METODYCZNE I STAN-
DARDY:

Jerzy Dlugonski (Uniwersytet Lodzki)
Waleria Hryniewicz

(Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego)
Jozef Kur (Politechnika Gdanska)
Anna Przondo-Mordarska

(Akademia Medyczna we Wroctawiu)
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[Wzor]

Oswiadczenie o oryginalnosci pracy

Data ztozenia pracy w Redakcji Postgpdw Mikrobiologii

Oswiadczam, ze zlozona przeze mnie praca, zatytulowana jak wyzej, jest moim oryginalnym utworem i stanowi przedmiot prawa
autorskiego w my$l Ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dn. 4 lutego 1994 r.

Os$wiadczam réwniez, ze praca ta ani w catoéci, ani we fragmentach nie zostata opublikowana wczesniej w zadnym innym czasopi$mie
lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, iz w/w pracy nie wystano réwnolegle do opublikowania w innym czasopi$mie
naukowym lub wydawnictwie.

Warszawa, dnia ...
- podpis Autora korespondencyjnego —
[Wzor]
Oswiadczenie dotyczace praw Autorskich
L i
(nazwisko/a i imi¢/ona autora/éw — prosze podkresli¢ autora korespondencyjnego)
AAIES QULOTOW: .. oottt ettt ettt et ettt et e e et e e e e e e e e e e e e e
Tyt PraCY: . oo e

2. O$wiadczenie (prosze¢ wypelni¢ a lub b)

(a) Oswiadczam, iz w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, sa dzielem mojej/naszej oryginalnej
tworczosci (tzn. zostaly wymyslone i zaprojektowane przez autoréw przedkladanego Redakeji manuskryptu), nie s3 obciazone jakimi-
kolwiek prawami osob trzecich, ani nie naruszajg jakichkolwiek przepiséw prawa i intereséw dobr oséb trzecich. W pracy nie ma
cytatow z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy czym wszystkie
zamieszczone cytaty zostaly nalezycie oznaczone wraz z wymienieniem tworcy i zrodla cytatu.

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

(b) Oswiadczam, iz uzyskatem/liémy wymagang prawem zgode uprawnionych autorsko podmiotéw na reprodukeje rysunkow

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)
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[Wzor]

Oswiadczenie dotyczace ,konfliktu interesow™

3. O$wiadczenie (prosze wypelni¢ a lub b, niepotrzebne skresli¢)

(a) Oswiadczam, ze ,,konflikt intereséw” nie wystepuje

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

! Konflikt intereséw wystepuje, kiedy autor lub zaktad pracy autora ma finansowe lub osobiste zwigzki z innymi osobami lub instytucjami, ktére moga
wplywac na jego dziatania i decyzje.

Od Redakgji

Uprzejmie prosze PT. autoréw o mozliwie szybkie uregulowanie zaleglych oplat za publikowanie artykutéw w Postepach
Mikrobiologii.
Z gory dzigkujemy za pozytywny odzew na naszg prosbe.
Za Redakcj¢ PM.
Jerzy Hrebenda

INFORMACJA DLA AUTOROW
o oplatach za prace publikowane w Postepach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autoréw PM, ze zgodnie z decyzja Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw z dnia 6
lutego 2007 roku oraz z dnia 2 marca 2011 r. wprowadzono zasady platnoéci za prace przyjmowane do druku w naszym pismie. Autorzy
manuskryptéw proszeni s 0 wnoszenie opfat w wysokosci 250 PLN + VAT 23% - razem 307,50 PLN za kazdy artykul na konto Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologow:

Bank Pekao S.A. 18 1240 5992 1111 0000 4774 7434.

Oplate mozna wnosi¢ indywidualnie. W tym przypadku dowdd wplaty jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej.
W imieniu Autoréw oplate¢ moze wnosi¢ sponsorujaca instytucja, fundacja itp. Wtedy Autorzy zobowigzani sa do zlozenia w Redakcji
wraz z manuskryptem pisemnego zobowiazania si¢ do bezzwlocznej optaty za publikacje po otrzymaniu faktury VAT. Nalezy dodatkowo:

e Przesyla¢ zgloszenia proponowanych do publikacji artykutéw wraz z danymi do wystawienia faktury VAT (NIP, nazwa i adres
instytucji lub osoby fizycznej) na nr faksem (022) 841-29 49, lub droga pocztowa na adres siedziby Zarzadu PTM: 00-725 Warszawa,
ul. Chelmska 30/34.

e Do dowodu wplaty lub zobowigzania zaplaty dolaczac informacje zawierajace tytul pracy i nazwisko autora korespondencyjnego.

Otrzymanie przez Redakcj¢ pracy wraz z kopia potwierdzenia wplaty lub zobowigzaniem zaplaty jest warunkiem uruchomienia
procedury wydawniczej.
W przypadku nie przyjecia przez Redakcje do druku pracy zwrot oplaty wraz z korekta faktury dokonany bedzie przez ksiggowo$¢ PTM.
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INSTRUKCJA DLA AUTOROW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTEPY MIKROBIOLOGII

W celu utatwienia publikowania w jednym miejscu artykuléw o podobnej problematyce, Postepy Mikrobiologii wydawa¢ beda w formie
suplementow, nastepujace prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdéw naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjow organizowanych staraniem Zarzadu
Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego
referatu nie powinien przekraczaé¢ 25-ciu stron i powinien by¢ przygotowany wg Informacji dla Autoréw Postgpéw Mikrobiologii.
Calo$¢ materialéw przygotowanych do jednego suplementu nie moze przekracza¢ 150 stron maszynopisu.

2. Streszczenia przyjetych przez organizatorow referatow oraz doniesienl prezentowanych na ww. Zjazdach naukowych, Konferencjach
oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekracza¢ jednej strony maszynopisu i koniczy¢ si¢ nie wiecej jak trzema pozycjami
cytowanego pi$miennictwa.

W suplemencie nie beda publikowane oryginalne prace doswiadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych. Prace te po odpo-
wiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukeja dla autoréw, mozna przesyta¢ do Redakcji Polish Journal of Microbiology (Acta Microbiologica
Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiajacy suplement ponosza pelny koszt jego opracowania oraz wydania. Mozliwy jest druk czterech suplementéw
rocznie. Poniewaz materialy przeznaczone do suplementu nie s3 opracowywane oraz nie podlegaja ocenie Zespolu Redakcyjnego Postgpow
Mikrobiologii, zamawiajacy suplement, tj. osoba upowazniona przez Zarzad Gléwny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw lub Komitet
Mikrobiologii PAN, bierze catkowita odpowiedzialno$¢ za redakcje oraz warto$¢ merytorycznag suplementu. Wydanie suplementu powinno
by¢ poprzedzone jego akceptacja przez Zespol Redakeyjny Postepow Mikrobiologii.

Oferta Reklamy

Postepy Mikrobiologii udostepnia w kazdym numerze kilka stron (lacznie z wewnetrznymi stronami okladek) reklamie.

Pismo nasze dociera co kwartat do kilku tysigcy odbiorcow. Sg wérdd nich specjalisci réznych dziedzin mikrobiologii, pracujacy jako
nauczyciele wyzszych uczelni, szkét $rednich oraz pracownicy naukowi instytutéw badawczych, biotechnolodzy oraz lekarze. Duzg grupe
naszego pisma stanowia studenci.

Cena ogloszenia czarno-bialego wewnatrz numeru wynosi:

1/2 strony 250,- zk

calastrona  500,- z1

Proponujemy réwniez ogloszenia kolorowe - cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam prosze sktada¢ na adres Redakcji Postepéw Mikrobiologii, 02-007 Warszawa, ul. Oczki 3,
tel. 628 08 22.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialnosci za tres$¢ reklam i ogloszen

Uprzejmie informujemy PT Czytelnikow, ze od wrze$nia 2008 roku na stronie internetowej Postepow
Mikrobiologii dziata wyszukiwarka. Umozliwia ona odnajdywanie informacji zaréwno w biezacych jak
i archiwalnych zeszytach naszego pisma.

Redakcja i Administrator Strony Internetowej
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