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1. Wstęp

Bakterie należą do najbardziej zróżnicowanych pod 
względem zamieszkiwanych środowisk organizmów 
[36, 37]. Występują nawet w tych niszach środowisko-
wych, które ze względu na niekorzystne warunki nie 
są zasiedlane przez inne formy żywe. Jednym z czyn-
ników środowiskowych wpływających na wzrost orga- 
nizmów jest jego osmolarność. Wyższe ciśnienie osmo- 
tyczne wewnątrz komórki niż podłoża umożliwia 
komórce utrzymanie turgoru niezbędnego do jej wzro-
stu i  podziału [8, 12]. Zdolność adaptacji bakterii do 
zmian osmolarności środowiska zewnętrznego wiąże się 
z rozwojem szeregu strategii, które pozwalają im przeżyć 
w hiper- i hipoosmotycznych warunkach.

Wśród bakterii występują dwa mechanizmy odpo-
wiedzi na wzrost osmolarności podłoża [37]. Wiele 
halofilnych bakterii i archeonów stosuje K+ jako główny, 
cytoplazmatyczny czynnik osmotycznie czynny. Orga-
nizmy te rosną tylko w podłożach o wysokim stężeniu 
NaCl, a równowagę osmotyczną zapewnia im wysokie 
wewnątrzkomórkowe stężenie KCl. W  cytoplazmie 

Halobacterium sp. stężenie KCl dochodzi do 7 M. Adap-
tacja do tak wysokiego stężenia soli wiąże się z obec-
nością w białkach tych organizmów dużej liczby reszt 
aspartylowych i glutamylowych oraz reszt o  słabej 
hydrofobowości [20, 37]. 

Większość organizmów prokariotycznych wykorzy-
stuje K+ jako czynnik osmotycznie czynny tylko podczas 
wzrostu przy niskiej osmolarności. Przy wyższej osmo-
larności podłoża zachodzi dramatyczny wzrost stężenia 
związków zgodnych w cytoplazmie [7, 8, 22, 26, 31, 36, 
37]. Związki zgodne są to małe, wysoce rozpuszczalne 
cząsteczki, bez ładunku w pH fizjologicznym, które nie 
wchodzą w reakcje z białkami i nie zaburzają metabo-
lizmu komórki. Poza rolą w równoważeniu ciśnienia 
osmotycznego związki te funkcjonują jako efektywne sta-
bilizatory enzymów, DNA, błon komórkowych, chronią 
przed zasoleniem, wysoką temperaturą, a nawet wysu-
szeniem. W tym przypadku, K+ działa jako wtórny prze-
kaźnik i stymuluje gromadzenie związków zgodnych. 

Potas (K+) jest głównym wewnątrzkomórkowym 
kationem jednowartościowym u wszystkich organiz-
mów żywych [7, 18]. U bakterii, pełni kluczową rolę 
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w  adaptacji do zmieniających się warunków osmo-
tycznych środowiska [12], bierze udział w utrzymaniu 
komórkowego turgoru [12] i cytoplazmatycznego pH 
[5, 26], reguluje aktywność i ekspresję wielu enzymów 
[12, 32]. Mimo, że w większości środowisk K+ wystę-
puje w niewielkich ilościach (0.1–10 mM) to w cytoplaz-
mie komórek bakteryjnych jego stężenie jest wysokie  
(300–500 mM) [3]. Aby utrzymać określone wewnątrz-
komórkowe stężenie K+, bakterie wykształciły kilka sys-
temów transportujących potas, które różnią się kinetyką, 
źród łem energii i regulacją. Do najlepiej scharaktery-
zowanych importerów K+ u E. coli i innych bakterii jeli-
towych należą systemy: Trk, Kdp, Kup i Ktr [12, 37]. 
System Trk, charakteryzujący się niskim powinowac-
twem do K+, jest głównym transporterem przy pH obo-
jętnym i alkalicznym [35]. Jest to wielopodjednostkowy 
kompleks białkowy utworzony przez produkty genów, 
które ulegają konstytutywnej ekspresji. Transporter Ktr, 
przypominający system Trk, zbudowany jest z transbło-
nowego białka spinającego błonę i peryferyjnego białka 
związanego z błoną wiążącego nukleotydy (ATP, NAD+/
NADH) [23]. Głównym transporterem K+ do komórki 
przy pH kwaśnym jest system Kup o podobnym powino-
wactwie do K+ jak system Trk, ale transportuje go 10 razy 
wolniej [40, 41]. Systemem indukcyjnym, ulegającym 
ekspresji przy niskim stężeniu K+ w podłożu, jest trans-
porter Kdp o wysokim powinowactwie do potasu [3, 12]. 
Aktywność transporterów potasu jest ściśle regulowana 
przez wewnątrz- i zewnątrzkomórkowe stężenie K+ oraz 
turgor [12]. Jedynie w przypadku systemu Kdp ekspresja 
wiąże się ściśle ze wzrostem osmolarności podłoża [12]. 
Spadek ciśnienia turgorowego i/lub redukcja zewnątrz-
komórkowego stężenia K+ powoduje szybki wzrost eks-
presji systemu Kdp. Ma to związek z transmisją sygnału 
przez sensorową kinazę KdpD do regulatora odpowiedzi 
KdpE, który stymuluje transkrypcję genów kdp [3].

2. systemy transportu k+ do komórki bakteryjnej

2.1. system trk

Transporter Trk to wielokomponentowy kompleks 
zidentyfikowany u bardzo wielu bakterii i kilku gatun-
ków archeonów. Jest to system o umiarkowanym powi-
nowactwie do K+ tj. ~1 mM, wysokiej specyficzności do 
tego kationu i bardzo wysokim Vmax co pozwala odtwo-
rzyć pulę K+ w minutę lub dwie [12, 37]. System Trk 
wyraża się konstytutywnie i w podłożu o stężeniu K+ 
większym niż 1 mM jest dominującym transporterem 
tego kationu. Pobieranie K+ zachodzi drogą symportu 
z protonem co energizuje ten proces. 

Funkcjonowanie systemu Trk u E. coli i innych bak-
terii jelitowych determinują trzy różne, rozrzucone na 
chromosomie geny tj. trkA, trkE i trkH (u Salmonella 

enterica sv. Typhimurium są to odpowiednio geny sapG, 
sapD i sapJ) [2, 7, 9, 12, 37]. Gen trkA koduje peryfe-
ryjne białko błonowe zbudowane z 458 aminokwasów, 
które wiąże NAD i z wyższą aktywnością NADH. Pro-
duktem genu trkE jest jeden z dwóch wiążących ATP 
komponentów transportera ABC zwanego Sap, który 
jako transporter toksycznych peptydów został po raz 
pierwszy zidentyfikowany u S. enterica sv. Typhimurium 
[28]. Dalsze badania wykazały, że oporność komórek na 
toksyczne peptydy wiąże się z określonym poziomem K+ 
w cytoplazmie determinowanym przez system Trk. 

Produktem genu trkH jest białko zbudowane z 483 
aminokwasów, które spina błonę 10 razy i tworzy trans-
błonowy kanał translokujący K+ do komórki [12]. 

Jonem preferowanym do transportu przez system Trk 
jest K+. System ten nie transportuje jonów Cs+, a stopień 
translokacji Rb+ jest dziesięciokrotnie niższy niż K+ [12]. 
Translokator Trk wymaga do aktywności zarówno siły 
protonomotorycznej (PMF) jak i ATP [33]. Siłą napę-
dową tego transportera jest PMF, a  wejściu jednego 
jonu K+ towarzyszy wejście jednego protonu. W systemie 
Trk ATP nie służy jako źródło energii lecz pełni funkcję 
regulatorową. Stwierdzono bowiem, że produkt zmuto-
wanego genu trkE (sapD) jest funkcjonalny i prawdopo-
dobnie wiąże ATP, ale go nie hydrolizuje [12]. 

W niektórych szczepach E. coli K-12, które niosą 
defektywnego faga rac, w systemie Trk zamiast trans-
bło nowego białka TrkH występuje białko TrkG [35]. 
Sekwencja aminokwasowa TrkG i  TrkH jest w 41% 
identyczna, a niska zawartość GC (37%) w genie trkG 
sugeruje, że został on nabyty drogą horyzontalnego 
transferu z  innego filogenetycznie odległego gatunku 
bakterii. Każdy z tych dwóch transbłonowych kom-
ponentów zapewnia pełną aktywność systemu Trk, ale 
specyficzność transportera zależy od rodzaju białka 
transbłonowego. Kiedy TrkG jest obecny, aktywność Trk 
tylko częściowo zależy od TrkE, jakkolwiek ATP jest nie-
zbędny [14]. Wskazuje to, że komponenty wiążące ATP 
innych ABC transporterów mogą zastąpić TrkE kiedy 
TrkG jest obecny.

Systemy Trk, podobne do tych występujących w ro - 
dzi nie Enterobacteriaceae, stwierdzono również u innych 
bakterii [12, 17]. U halofilnych archeonów zidentyfiko-
wano geny homologiczne do bakteryjnych genów trk 
[23]. Ich produkty umożliwiają utrzymywanie wyso-
kiego stężenia K+ w cytoplazmie komórki, które równo-
waży wysoką osmolarność podłoża. 

2.2. system ktr

System Ktr, zidentyfikowany u wielu bakterii, zbu-
dowany jest z dwóch komponentów tj. KtrA i KtrB [25]. 
KtrA wykazuje niski stopień pokrewieństwa z  TrkA, 
a KtrB z TrkH. Transporter Ktr posiada region homo-
logiczny do domeny wiążącej NAD niektórych dehy-
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drogenaz, podobnie jak TrkA. Źródłem energii dla sys-
temu Ktr u Vibrio alginolyticus jest symport K+/Na +, 
a nie jak w przypadku transportera Trk symport K+/H+ 

[39]. Niezbędne są jednak dalsze badania mające na 
celu wyjaśnienie czy u wszystkich organizmów system 
Ktr energizowany jest symportem K+/Na + czy tylko 
u  mikroorganizmów morskich. System Ktr wykazuje 
również zdolność transportu Rb+ i to z taką samą maksy-
malną szybkością jak K+, jakkolwiek powinowactwo do 
Rb+ jest 5-krotnie niższe. 

U Bacillus subtilis zidentyfikowano dwa systemy Ktr 
[15]. Jeden z nich, KtrAB ma niskie powinowactwo do 
K+ w zakresie 1 mM, podczas gdy powinowactwo sys-
temu KtrCD wynosi około 10 mM. Kiedy oba systemu 
są zmutowane, bakterie wymagają do wzrostu przynaj-
mniej 25 mM K+ w środowisku zewnętrznym. Ekspresja 
systemów Ktr nie zależy od stężenia K+ w podłożu, ale 
transkrypcja ich genów jest większa kiedy inne systemy, 
w  wyniku mutacji, nie funkcjonują. Transportery Ktr 
pełnią istotną rolę w adaptacji bakterii do podwyższonej 
osmolarności środowiska zewnętrznego zawierającego 
2–4 mM K+. Adaptacja do wysokiej osmolarności pod-
łoża wymaga obecności w nim odpowiednio zwiększo-
nego stężenia K+ [12]. 

2.3. system kdp

Trzeci system transportu K+, zidentyfikowany u E. coli  
i innych bakterii, to Kdp [1, 3, 12, 22, 31]. Jest to system 
indukcyjny o wysokim powinowactwie (~2 µM) i spe-
cyficzności do K+. Kdp jest ATPazą typu P zbudowaną 
z czterech podjednostek: KdpFABC, które związane są 
z błoną komórkową [1, 3, 12]. KdpF jest małym 29 ami-
nokwasowym peptydem hydrofobowym prawdopo-
dobnie istotnym dla stabilności i być może składania 
transportera Kdp, ale nie dla jego funkcjonowania. 
KdpA to transbłonowy, 557  aminokwasowy peptyd 
spinający błonę w formie 12 α-helikalnych segmentów 
i uczestniczący w wiązaniu K+ (peryplazmatyczne pętle 
między transbłonowymi helisami 2–3, 4–5 i  10–11) 
i jego translokacji przez błonę wewnętrzną (helisy 5, 6, 
7 i 8). Podjednostką katalityczną, homologiczną z dużą 
podjednostką innych ATPaz typu P, jest podjednostka 
KdpB, która składa się z 682 aminokwasów i  zawiera 
wysoce konserwatywne miejsce fosforylacji. Jest to inte-
gralne białko błonowe z sześcioma α-helisami spinają-
cymi błonę, z dwiema cytoplazmatycznymi domenami 
i małym peryplazmatycznym regionem. Na podstawie 
podobieństwa sekwencji KdpB i innych ATPaz typu P 
można wnioskować, że: miejsce forsforylacji zaczyna 
się od asparaginy w  pozycji 307, a w pętli wiążącej 
ATP mieszczą się trzy reszty asparaginianowe: Asp447, 
Asp473 i Asp522. KdpC to 190 aminokwasowe białko, 
które jedną helisą położoną blisko końca NH2, spina 
błonę komórkową. Pozostała część tego białka znajduje 

się wewnątrz komórki w formie dwóch antyrównole-
głych β-kartek i jednej amfipatycznej α-helisy przy końcu 
COOH. Funkcją KdpC jest składanie kompleksu Kdp. 

2.4. system kup

Jest to system konstytutywny (wcześniej znany jako 
TrkD) o niskim powinowactwie i szybkości transportu K+ 

do komórki (Km ~0.5 mM, Vmax 0.1 µmol K+/min/mg 
białka), który kodowany jest przez gen trkD [40]. System 
ten tworzy pojedyncze, 622 aminokwasowe białko zbu-
dowane z dwóch domen tj. transbłonowej, która spina 
błonę komórkową 12 razy i C-terminalnej, 182 amino-
kwasowej, ulokowanej na cytoplazmatycznej stronie 
błony [41]. System Kup działa dzięki sile protonomo-
torycznej i przy niskim pH, kiedy aktywność transpor-
tera Trk jest niewystarczająca, a system Kdp, o wysokim 
powinowactwie do K+, nie jest indukowany [41]. 

3. systemy wypływu k+ z komórki bakteryjnej

Jednym z argumentów przemawiających za istnie-
niem systemów eksportu K+ z komórki bakteryjnej jest 
konieczność redukcji stężenia tego jonu kiedy turgor 
w  szoku hipoosmotycznym staje się niebezpiecznie 
wysoki [23]. Ponadto, stopniowy wypływ K+ zachodzi 
również przy wysokiej osmolarności podłoża zawierają-
cego tzw. związki zgodne (betaina glicynowa, ektoina), 
które transportowane są do komórki i działają osmo-
protekcyjnie. Aby zapobiec nadmiernemu wzrostowi 
turgoru, wynikającego z obecności związków zgodnych 
w cytoplazmie, K+ eksportowany jest z komórki. 

U E. coli i innych bakterii Gram-ujemnych dokład-
nie scharakteryzowano dwa systemy eksportu K+: KefB 
i KefC [13]. Każdy z nich jest dużym białkiem, z N-ter-
mi nalnym transbłonowym regionem i dużą C-termi- 
nalną domeną, prawdopodobnie cytoplazmatyczną, która 
wiąże nukleotydy. Oba transportery mają ponadto mniej-
sze rozpuszczalne białko, YheR i YabF. Ich brak wiąże 
się z bardzo niską aktywnością systemów KefB i KefC.

W wypływie K+ bardzo ważną rolę pełnią antypor-
tery K+/H+ obecne u większości bakterii [6]. Mają one 
umiarkowane powinowactwo do K+ (Km~2.5 mM) i niską 
specyficzność substratową, a z eksportem K+ konkurują 
jony Na+, Rb + i Li +. Mutanty, które nie mają aktyw-
ności antyporterowej K+/H+ są niezdolne do wzrostu 
przy wysokiej osmolarności i wysokim pH podłoża [29]. 

W eksporcie K+ z komórki bakteryjnej uczestniczą 
również specjalne kanały homologiczne z kanałami 
euka riotycznymi. Są to między innymi: kanał KcsA 
Strep tomyces lividans bramkowany protonami i MthK 
Methanobacterium thermoautotrophicum bramkowany 
Ca+ [10, 16]. Kanał KcsA wykazuje najwyższą prze- 
wodność dla K+, nieco niższą dla Rb+, Tl+ oraz NH4

+ 
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i  ponad 1000 razy niższą przewodność dla Na+, Li+ 

i Cs+ [21]. Kanał MthK bardziej preferuje jony K+ niż 
Na+ [16]. Fizjologiczna funkcja tych kanałów nie jest 
dotychczas poznana. 

Innym rodzajem bakteryjnych kanałów jonowych 
są mechanoczułe kanały reagujące na naprężenia błony 
komórkowej, które chronią bakterie przed nagłym spad-
kiem ciśnienia osmotycznego w środowisku [4, 12, 19]. 
U  E. coli zidentyfikowano trzy typy tych kanałów tj. 
MscL, MscS i MscM, odpowiednio o dużej (3 nS-nano-
siemens), średniej (1 nS) i małej (0.3 nS) przewodności, 
z których MscL i MscS należą do najlepiej poznanych 
kanałów mechanoczułych [38]. Struktura krystaliczna 
kanału MscL Mycobacterium tuberculosis pokazała, że 
jest to homopentamer, a każda podjednostka zbudo-
wana jest z dwóch helis transbłonowych TM1 i  TM2 
[4]. Przejście ze stanu zamkniętego do otwartego wiąże 
się ze zmianą kąta nachylenia helisy TM1 do osi kanału 
z 32 do 71. W otwartej konformacji kanał ten ma por 
o  średnicy 30–40 Å. Z kolei analiza struktury krysta-
licznej kanału MscS E. coli wykazała, że jest to heptamer 
z trzema transbłonowymi helisami: TM1, TM2 i TM3 
w każdej monomerycznej podjednostce z silnie rozbudo-
wanymi cytoplazmatycznymi regionami, których funk-
cja nie jest znana [19]. Por kanału MscS i jego bramkę 
tworzą helisy TM3. Ochronną funkcję kanałów mecha-
noosmotycznych potwierdza fakt, że szok hipoosmo-
tyczny przeżywa tylko 10% mutantów, które nie syntety-
zują MscL i MscS i aż 90% komórek dzikiego typu oraz 
komórek, które nie syntetyzują MscL lub MscS. 

4. regulacja systemów transportu k+

 do komórki bakteryjnej

4.1. kontrola systemów transportu k+

 na poziomie ich aktywności

Ponad pół wieku temu stwierdzono, że u E. coli wraz 
ze wzrostem osmolarności podłoża wzrasta transport K+ 
do komórki zachodzący w stopniu odwrotnie proporcjo-
nalnym do stężenia tych jonów w cytoplazmie [27]. Fakt 
ten potwierdzono także u innych gatunków bakterii [12]. 
Dokładny mechanizm regulacji tego procesu nie jest 
znany, ale przyjmuje się, że spadek turgoru, w odpowie-
dzi na wzrost ciśnienia osmotycznego podłoża, powoduje 
aktywację białek transportujących K+ do komórki. Model 
ten wyjaśnia przejściowy wzrost pobierania potasu tj. do 
momentu przywrócenia w komórce turgoru. Zgodnie 
z  tym modelem, podczas normalnego wzrostu, turgor 
w komórce jest nieco poniżej optymalnego co zapewnia 
stałą stymulację transportu K+ na poziomie odpowied-
nim do potrzeb komórki. Kiedy wzrost bakterii zostaje 
zahamowany, turgor komórki zwiększa się w niewielkim 
stopniu i import K+ ustaje [11].

4.2. Osmotyczna regulacja transportera kdp
 na poziomie transkrypcji

Wśród bakteryjnych transporterów K+ jedynie eks- 
presja systemu Kdp regulowana jest na poziomie 
transkrypcji genów [3, 12]. Indukcja strukturalnych 
genów tego translokatora zachodzi przy udziale dwóch 
białek, KdpD i KdpE, które tworzą dwuskładnikowy 
system transdukcji sygnału. Wszystkie bakteryjne 
operony kdp są represowane podczas wzrostu w pod-
łożu o wysokim stężeniu K+ ([K+]e), a u E. coli, ekspre-
sja genów kdp zachodzi przy zewnątrzkomórkowym 
stężeniu K+ poniżej 2 mM [3]. Regulatorowe białka 
KdpD/E E. coli kodowane są przez operon, który zacho-
dzi na operon genów kodujących funkcjonalne kom-
ponenty transportera Kdp, tj. kdpF, kdpA, kdpB i kdpC 
[1, 3]. W  genie kdpC mieści się względnie słaby pro-
motor i  miejsce startu transkrypcji operonu kdpD/E, 
z  tym że większość transkrypcji rozpoczynających się 
w  promotorze operonu kdpFABC kończy się w genie 
kdpD, ale niektóre obejmują również gen kdpE. Uło-
żenie genów strukturalnych kdpABC w  operonie jest 
generalnie podobne u wielu bakterii w przeciwieństwie 
do różnej lokalizacji genów regulatorowych kdpD/E 
(Rys. 1). Geny operonu regulatorowego kodują parę bia-
łek tj. duże białko sensorowe KdpD, związane z błoną 
komórkową o aktywności autokinazy, fosfotransferazy 
i fosfatazy oraz mniejsze cytoplazmatyczne białko efek-
torowe KdpE, zwane „regulatorem odpowiedzi”, które 
jest fosforylowane na reszcie aspartylowej przez białko 
sensorowe [30]. Ufosforylowane białko KdpE (KdpE~P) 
staje się transkrypcyjnym aktywatorem, wiąże się do 
sekwencji leżącej powyżej promotora operonu kdpABC 
i indukuje jego transkrypcję (Rys. 2). Sensorowe białko 
KdpD działa również jako fosfataza i  usuwając resztę 
fosforanową z  KdpE~P znosi jego aktywność trans-
krypcyjną. W sekwencji aminokwasowej 98.5-kD białka 
KdpD E. coli można wyróżnić duże cytoplazmatyczne 
terminalne regiony COOH i NH2 przedzielone czterema 
transbłonowymi domenami. W domenie N-terminalnej 

Rys. 1. Organizacja operonu kdp u bakterii
Strzałki wskazują kierunek transkrypcji określony na podstawie sekwencji 
nukleotydowej (Rysunek pochodzi z pracy: Ballal A., Basu B., Apte S.K., 

J. Biosci. 32, 559–568 (2007) za zgodą redakcji czasopisma)
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stwierdzono dwa motywy bardzo podobne do moty- 
wów „Walker A” i „Walker B”, które wiążą ATP i pra- 
wdo podobnie pełną ważną rolę w dostosowywaniu 
aktyw ności KdpD do aktualnych potrzeb komórki 
bakteryjnej. W domenie C-terminalnej występuje kon-
serwatywna reszta histydynowa, która ulega fosforyla-
cji. Przyjmuje się, że ulokowane w błonie komórkowej 
białko KdpD jest sensorem napięcia błonowego, które 
odzwierciedla wielkość ciśnienia turgorowego. Kon- 
formacyjne zmiany błony komórkowej, związane ze 
spadkiem ciśnienia turgorowego, indukują autofosfo-
rylację białka senso rowego KdpD. Wykazana in vitro 
autofosforylacja KdpD i  transfer reszty fosforanowej 
na białko KdpE, które wiąże się z DNA [1], potwierdza 
ideę, że ciśnienie turgorowe poprzez fosforylację dwu-
komponentowego systemu KdpD/E jest sygnałem do 
ekspresji genów kdp. Model ten nie może być jednak 
precyzyjnie badany z powodu trudności mierzenia tur-
goru w komórkach bakteryjnych.

5. podsumowanie

Jon potasu jest jednym z najważniejszych, jedno-
wartościowych kationów występujących w cytoplazmie 
komórki, który służy jako wewnątrzkomórkowy osmo-
lit utrzymujący turgor komórki [12]. U bardzo wielu 
gatunków bakterii, wewnątrzkomórkowe stężenie K+ 
jest proporcjonalne do osmolarności podłoża i wykazuje 

pozytywną korelację ze stopniem osmotolerancji mikro-
organizmu [8, 12, 37]. U E. coli, będącej w logarytmicz-
nej fazie wzrostu, stężenie K+ w cytoplazmie zwiększa 
się z 0.15 do 0.55 M przy wzroście osmolarności pod-
łoża z 0.1 do 1.2 osm. Korelacja ta ma miejsce jedynie 
w przypadku związków osmotycznie czynnych, które nie 
przenikają przez błonę komórkową (NaCl, sacharoza, 
glukoza), nie występuje zaś w  przypadku związków, 
które swobodnie dyfundują przez błonę komórkową 
(glicerol) [8]. Wskazuje to, że sygnałem do akumula-
cji K+ nie jest spadek aktywności wodnej cytoplazmy, 
a utrata turgoru. U  większości bakterii, gromadzenie 
K+ po szoku hiperosmotycznym jest tylko przejściowe 
i  po 30 minutach od jego wystąpienia rozpoczyna się 
usuwanie K+ z komórki, a funkcję ochronną przejmują 
tzw. związki zgodne [8]. 

W celu utrzymania odpowiedniego wewnątrzkomór-
kowego stężenia potasu, bakterie wykształciły wiele 
różnych systemów transportujących ten kation do 
i  z  komórki [12, 37]. Do najlepiej poznanych impor-
terów K+ u bakterii Gram-ujemnych należą transpor-
tery: Trk, Kdp, Ktr i Kup. System Trk, o niskim powi-
nowactwie do K+, jest głównym importerem tego jonu 
do komórek rosnących w podłożu o pH obojętnym 
i zasadowym oraz wysokim stężeniu K+. Jest to wielo-
podjednostkowy kompleks białkowy wyrażany konsty-
tutywnie. Podobne powinowactwo do K+, jak system Trk 
ma transporter Kup zbudowany z pojedynczego białka, 
który jest głównym importerem potasu w podłożu o pH 
kwaśnym. U wielu bakterii, u których nie stwierdzono 
transportera Trk, jak np. Mycoplasma pneumoniae, 
Deinococcus radiodurans, jak i tych posiadających ten 
transporter funkcjonuje Na+/K+ syporter Ktr. Importer 
ten zbudowany jest z transbłonowego białka KtrB i pery-
feryjnego białka KtrA związanego z błoną wiążącego 
nukleotydy. Kiedy aktywność opisanych transporterów 
potasu jest niewystarczająca, z powodu niskiego stężenia 
K+, indukcji ulega system Kdp o wysokim powinowac-
twie do substratu, który należy do ATPaz typu P. Jest 
to kompleks czterech białek błonowych: KdpF, KdpA, 
KdpB i  KdpC kodowanych przez operon kdpFABC, 
który ulega ekspresji w odpowiedzi na spadek ciśnienia 
turgorowego. Niski turgor jest sygnałem aktywującym 
dwukomponentowy system transdukcji sygnału, zbudo-
wany z sensorowej kinazy KdpD i regulatora odpowiedzi 
KdpE kontrolującego ekspresję operonu kdpFABC. 

Związek między transportem K+ u  bakterii, a  tur-
gorem wskazuje, że homeostatyczny mechanizm przy-
wracania turgoru przy wzroście osmolarności podłoża 
wiąże się ze zwiększonym importem potasu. Osmo-
tycznie indukowana akumulacja K+, będąca główną lub 
pierwszą fazą osmoadaptacji, zachodzi poprzez szybką 
aktywację systemów transportu o  niskim i  wysokim 
powinowactwie do K+, a w przypadku transportera Kdp 
także na poziomie transkrypcji kodujących go genów. 

Rys. 2. Aktywacja operonu kdpFABC przez dwuskładnikowy system 
transdukcji sygnału KdpD/KdpE

P – peryplazma, BK – błona komórkowa, C – cytoplazma, NTD – domena 
N’-terminalna, CTD – domena C’-terminalna, H – konserwatywna histy-
dyna, P – fosforylacja, RNA Pol – polimeraza RNA (Rysunek pochodzi 
z pracy: Ballal A, Basu B., Apte S.K., J. Biosci. 32, 559–568 (2007) za zgodą 

redakcji czasopisma)
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1. Wstęp

Ortomyksowirusy stanowią niewielką, ale ważną 
rodzinę, do której należą wirusy grypy, powszechnie 
wywołujące zakażenia układu oddechowego u zwie-
rząt i  ludzi (Rys. 1). Grypa jest ostrą chorobą zakaźną 
charakteryzującą się sezonowością oraz wysoką zacho-
rowalnością i śmiertelnością na całym świecie [3, 66]. 
W rodzinie Orthomyxoviridae wyróżnia się trzy rodzaje 
wirusa grypy:  A, B i C, różnicowane na podstawie 
budowy antygenowej białka błonowego (M) oraz nukle-
oproteiny (NP). Wirusy grypy typu A krążą wśród ludzi 
i wielu innych gatunków ssaków oraz ptaków, podczas 
gdy zakażenia wirusem typu B występują wyłącznie 
u ludzi, a typu C u ludzi i świń. Wirusy grypy typu A 
i  B wywołują podobne objawy chorobowe, jednak 
zakażenia typem B mają zwykle łagodniejszy charakter 
i  prowadzą do mniejszej liczby hospitalizacji. Wirus 
typu C różni się budową od pozostałych typów a w zaka-
żeniach u  ludzi odgrywa znacznie mniej istotną rolę, 
wywołując najczęściej zakażenia bezobjawowe [10]. 

W  omówione zostaną więc wyłącznie wirusy grypy 
typu A i B oraz wywoływane przez nie zakażenia u osób 
z niedoborami odporności.
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Rys. 1. Schemat krążenia wirusów grypy w środowisku
[wg 3, 66; zmienione]
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2. budowa wirusów grypy

Wiriony wirusów grypy mają najczęściej kształt 
sferyczny i średnicę między 80 a 120 nm, choć szczepy 
laboratoryjne może charakteryzować duży polimor-
fizm (formy wydłużone, nitkowate) [22]. Otoczone 
są one podwójną osłonką lipidową, w której umiesz-
czone jest białko błonowe M2 oraz dwie glikoproteiny, 
hemaglutynina (HA) i neuraminidaza (NA), tworzące 
na powierzchni charakterystyczne wypustki i stano-
wiące główne antygeny powierzchniowe. Pod osłonką 
znajduje się warstwa białka błonowego M1 otaczająca 
nukleokapsyd, rdzeń wirionu, w skład którego wchodzi 
genomowe RNA połączone z białkami strukturalnymi 
NP oraz kompleksem polimeraz PA, PB1 i PB2 [66]. 

Genom ortomyksowirusów zawiera od 6 do 8 seg-
mentów, zbudowanych z jednoniciowego RNA o pola-
ryzacji ujemnej – ss(–)RNA, które liczy około 12–15 tys. 
zasad [22]. Na obu krańcach genomu występują 
sekwencje powtarzalne, o długości 12–13  nukleoty-
dów na końcu 5’ oraz 9–11 nukleotydów na końcu 3’. 
Taka budowa genomu  wirusów grypy powoduje ich 
znaczny stopień zmienności i różnorodności antygeno-
wej w obrębie szczepów. Mechanizmy ciągłej ewolucji 
ortomyksowirusów spowodowane są głównie poprzez 
gromadzenie w wirusowym genomie mutacji punkto-
wych wynikających z  błędów zachodzących podczas 
replikacji (brak zdolności naprawczej polimerazy RNA) 
(zmiany określane jako tzw. przesunięcie antygenowe, 
ang. drift) oraz zjawisko reasortacji (tzw. skok antyge-
nowy, ang. shift), czyli wymiana całych segmentów RNA 
pomiędzy różnymi wariantami wirusów zakażających tą 
samą komórkę [10, 22].

Ewolucja wirusa grypy dotyczy wszystkich ośmiu 
segmentów, jednakże najbardziej znaczące zmiany za - 
chodzą w przypadku segmentu kodującego HA i NA, 
białka pełniące istotne funkcje zarówno w procesie 
zakażania komórek, rozprzestrzeniania wirusa, jak 
i indukowania odpowiedzi immunologicznej gospoda-
rza (produkcja przeciwciał neutralizujących). Na pod-
stawie budowy antygenowej HA i NA wśród wirusów 
grypy typu A jak dotąd zidentyfikowano 16 odmiennych 
podtypów (serotypów) hemaglutyniny (H1-H16) oraz 
9 podtypów neuraminidazy (N1-N9). U ludzi stwier-
dzono powszechne występowanie tylko trzech pod-
typów H1N1, H3N2 i H2N2. Sporadycznie opisywane 
są także przypadki zakażenia podtypami H5N1, H9N2, 
H1N2, H7N2 i H7N7 [3, 10].

Obecność lipoproteinowej otoczki powoduje stosun-
kowo niską odporność ortomyksowirusów na inakty-
wację za pomocą czynników fizycznych i chemicznych. 
W  temperaturze 20°C wirusy grypy mogą przetrwać 
w  środowisku do ośmiu godzin, jednak powyżej tej 
temperatury ich stabilność wyraźnie ulega zmniejszeniu: 
temperatura 56°C inaktywuje je w ciągu 180 minut, zaś 

60°C w czasie 30 minut [51]. Wiriony grypy są natomiast 
słabo wrażliwe na zamrożenie, bowiem ich otoczka lipi-
dowa w tych warunkach ulega stabilizacji, a sam wirus 
dłużej pozostaje wirulentny. 

3. Zakażenia wirusami grypy u pacjentów
 z niedoborami immunologicznymi

U osób z osłabionymi mechanizmami obrony immu-
nologicznej, podobnie jak w przypadku pozostałej części 
populacji, występowanie infekcji grypowych charakte-
ryzuje się zazwyczaj sezonowością. Jednakże ryzyko 
zakażenia wirusem grypy może być znacznie większe 
i nieść ze sobą szczególne zagrożenie życia [12, 50]. 
Ponadto z uwagi na często wydłużony pobyt w szpitalu 
osoby takie bardziej narażone są na zakażenia szpitalne 
wirusami atakującymi drogi oddechowe. C o u c h 
wykazał, że infekcje szpitalne wywołane wirusem grypy 
mogą stanowić nawet między 63 a 83% wszystkich 
infekcji grypowych występujących u pacjentów z nie-
doborem odporności [17]. Źródłem zakażeń mogą być 
osoby odwiedzające, jak i inni pacjenci oraz personel 
medyczny.

Od statusu immunologicznego gospodarza zależy 
szybkość ustąpienia objawów choroby. Przebieg grypy 
u osób z niedoborem odporności różni się od zakażeń 
u  osób immunokompetentnych często dłuższym cza-
sem trwania infekcji i wydłużonym okresem wydalania 
wirionów potomnych, cięższym przebiegiem, zwięk-
szonym ryzykiem wystąpienia poważnych powikłań 
pogrypowych nie tylko ze strony układu oddechowego 
oraz wyższą śmiertelnością [31, 46, 57]. Jednocześnie 
często wydłużony okres wydalania wirionów potom-
nych i  związana z tym konieczność długoterminowej 
terapii zwiększa ryzyko nabycia oporności wirusa na 
stosowane leki antygrypowe [12, 24, 29]. Niektóre dane 
literaturowe wskazują na ekstremalnie długie wyda-
lanie wirusa grypy, w  tym szczepów opornych, przez 
pacjentów z upośledzoną odpornością. B o i v i n  opi-
sał przypadek wydalania wirionów potomnych grypy 
typu A przez okres 3 miesięcy (w tym wirusa opornego 
na amantydynę od około 30 dnia) [6], a We i n s t o c k 
przez okres 18 miesięcy (w tym prawdopodobnie przez 
ponad rok wirusów opornych na rymantadynę i osel-
tamiwir) [67]. Dla porównania średni okres wydala- 
nia wirusa podczas eksperymentalnej infekcji u doro-
słych pacjentów z prawidłowo funkcjonującym układem 
odpornościowym i  nieleczonych wynosił 107 godzin, 
natomiast u  osób leczonych oseltamiwirem zaledwie 
56 godzin [23]. 

W przebiegu grypy u osób z niedoborem odporności 
często dochodzi do poważnych powikłań pogrypowych, 
które niejednokrotnie kończą się śmiercią [30]. Liczne 
dane literaturowe wskazują, że śmiertelność w następ-



ZAKAŻENIA ORTOMYKSOWIRUSAMI U OSÓB Z ZABURZENIAMI ODPORNOŚCI 101

stwie grypy w tej grupie pacjentów waha się przeważnie 
między 10 a 33% [17, 19, 35, 45, 57, 68, 70]. Do najczęs-
tszych powikłań pogrypowych należą komplikacje ze 
strony układu oddechowego, takie jak pierwotne wiru-
sowe oraz wtórne zapalenie płuc i zapalenie oskrzeli. Do 
zapalenia płuc dochodzi nawet u 53–80% pacjentów [17, 
19, 57, 68, 70]. Ponadto jest ono stwierdzane w więk-
szości śmiertelnych przypadków. 

Pierwotne grypowe zapalenie płuc, które wiąże się 
z  rozwojem rozległego śródmiąższowego zapalenia 
i zwłóknienia płuc, charakteryzuje szczególnie wysoka 
śmiertelność [27]. Wtórne zapalenia płuc mogą być 
wywołane przez wiele czynników, zarówno bakteryj-
nych (np. Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumo-
niae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, 
Enterobacteriaceae), grzybiczych (np. Aspergillus spp., 
Fusarium spp., Candida spp., Pneumocystis jirovecii), jak 
i wirusowych (np. wirus RS) [57, 69, 70]. Możliwe są 
także wtórne zakażenia mieszane, wywołane więcej niż 
jednym czynnikiem etiologicznym. Jednakże w wielu 
przypadkach patogeny odpowiedzialne za zakażenia 
wtórne i komplikacje w postaci zapalenia płuc są trudne 
do zdiagnozowania [57]. 

Czynniki sprzyjające rozprzestrzenieniu infekcji z gór- 
 nych do dolnych dróg oddechowych są wciąż słabo 
poznane. W badaniach przeprowadzonych w  grupie 
100 pacjentów z niedoborem odporności oróżnym 
podłożu (m.in. nowotwory, zakażenie HIV, terapia 
immunosupresyjna i kortykosteroidowa, przeszczepy) 
i potwierdzonym zakażeniem wirusem grypy, nie zaob-
serwowano występowania zależności pomiędzy zgo-
nem a  typem choroby podstawowej, statusem biorcy 
przeszczepu komórek hematopoetycznych, czy typem 
wirusa grypy jaki wywołał zakażenie [57]. Zaobserwo-
wano natomiast istotnie statystycznie wyższą śmiertel-
ność u mężczyzn, pacjentów z zakażeniem szpitalnym 
wirusem grypy oraz z infekcjami wtórnymi. Natomiast 
wśród czynników istotnie związanych z wystąpieniem 
zapalenia płuc był wiek pacjentów (osoby starsze), 
typ wirusa jaki wywołał chorobę (typ A) oraz wtórne 
infekcje. Z kolei N i c h o l s  stwierdził brak istotnego 
związku pomiędzy typem wirusa a progresją zakażenia 
z górnych do dolnych dróg oddechowych [45]. Wyka-
zano znacząco większe prawdopodobieństwo rozwoju 
zapalenia płuc u pacjentów z limfopenią (<100 limfo-
cytów/µl) i po autologicznym przeszczepie komórek 
hematopoetycznych oraz nie przyjmujących korty-
kosteroidów. Zwiększone ryzyko zgonu występowało 
u  pacjentów z  zapaleniem płuc a  zwiększone ryzyko 
zakażenia wirusem grypy u pacjentów z przeszczepem 
w okresie sezonu grypowego, u kobiet, a także wiązało 
się ze stopniem zaawansowania choroby [26]. W innych 
badaniach wykazano, że wiek poniżej roku, wystąpienie 
infekcji w ciągu pierwszych 3 miesięcy po transplantacji 
oraz zakażenie podczas intensywnej terapii immunosu-

presyjnej wiążą się z poważnym przebiegiem infekcji, 
podczas gdy rodzaj przeszczepionego narządu miąższo-
wego nie wpływa na ciężkość zakażenia [2].

4. powikłania pogrypowe u osób
 z upośledzoną odpornością

W przebiegu grypy u pacjentów z upośledzoną odpor- 
nością mogą wystąpić także powikłania nie związane 
z  układem oddechowym, takie jak zapalenie mięśnia 
sercowego, osierdzia, mięśni, powikłania neurolo-
giczne [33, 57, 69]. Ponadto zakażenie wirusem grypy 
u biorców przeszczepu grozi ostrym lub przewlekłym 
odrzuceniem przeszczepionego narządu [26, 29]. 
Zwiększone ryzyko odrzucenia przeszczepu występuje 
szczególnie u pacjentów po przeszczepie płuc, rzadziej 
innych narządów [25]. W badaniach V i l c h e z  biopsja 
przeszczepionego narządu u 18 biorców płuc, 2 biorców 
nerki i  1  biorcy wątroby, wykonana w czasie trwania 
infekcji grypowej, wykazała w 13 przypadkach (płuca 
(11) i nerki (2) różny stopień ostrego odrzucenia allo-
genicznego przeszczepu [69]. Według innych badań 
u  3 z  12 pediatrycznych biorców narządów miąższo-
wych zakażonych wirusem grypy typu B wystąpił odrzut 
allogenicznego przeszczepu [40]. Mechanizm odrzutu 
przeszczepu nie jest do końca wyjaśniony. Wirus grypy 
wydaje się być zdolny aktywować mechanizmy immu-
nologiczne w  przeszczepionym organie co prowadzi 
do odrzucenia przeszczepów u takich pacjentów i ma 
związek z produkcją podczas wirusowej replikacji takich 
cytokin, jak IL-1, TNF, IL-6 i IL-8 [69].

5. profilaktyka zakażeń wirusami grypy

Ze względu na zwiększone ryzyko wystąpienia cięż-
kich powikłań pogrypowych, niejednokrotnie prowa-
dzących do zgonu, profilaktyka przeciwgrypowa u pa- 
cjentów z upośledzoną odpornością jest niezwykle 
ważna. Najskuteczniejszą jej formą są coroczne szcze-
pienia przeciwko grypie sezonowej, szeroko zalecane dla 
tej grupy pacjentów zarówno przez Komitet Doradczy 
ds. Szczepień CDC (ACIP – The Advisory Committee on 
Immunization Practices) [20], jak i przez wiele zespołów 
badawczych [10, 34, 47, 59]. Jednakże efekt szczepienia 
w dużej mierze zależy od sprawności układu immuno-
logicznego, od jego zdolności do produkcji przeciwciał 
i odpowiedzi na antygen [30]. Niektóre dysfunkcje 
układu immunologicznego zwiększające ryzyko wystą-
pienia zakażenia i powikłań pogrypowych mogą jedno-
cześnie upośledzać odpowiedź szczepionkową i obni- 
żać efektywność szczepień u takich pacjentów. Po- 
szczepienne miano przeciwciał antyhemaglutyninowych 
≥1:40 lub czterokrotny wzrost miana w  porównaniu 
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z mianem przed szczepieniem uznaje się za poziom 
ochronny, zabezpieczający przed zachorowaniem co 
najmniej 50% zaszczepionych pacjentów [5]. Należy 
podkreślić, że miana przeciwciał uznawane za ochronne 
u zdrowych osób mogą nie zabezpieczać przed zachoro-
waniem pacjentów z niedoborem odporności. W litera-
turze brak jest danych dotyczących poziomu zapewnia-
jącego ochronę przed zakażeniem klinicznym u takich 
osób [55, 58].

Skuteczność szczepionki przeciwko grypie zależy nie 
tylko od statusu immunologicznego czy wieku osoby 
szczepionej, ale w dużej mierze także od stopnia podo-
bieństwa antygenowego pomiędzy wirusami szcze-
pionkowymi na dany sezon epidemiczny a szczepami 
krążącymi w tym czasie w populacji. Odpowiedź na 
poszczególne antygeny wirusa zawarte w szczepionce 
może różnić się znacznie, a tylko indukcja wzrostu mian 
przeciwciał do poziomów uznawanych za ochronne dla 
wszystkich 3 antygenów może dać pełną ochronę przed 
zachorowaniem na grypę [20].

U osób z upośledzoną odpornością nie zaleca się 
stosowania szczepionek żywych atenuowanych ze 
względu na bardzo wysokie ryzyko rozwoju choroby 
zakaźnej wywołanej wirusem pochodzenia szczepion-
kowego. Ponadto zarówno bezpieczeństwo, jak i efek-
tywność żywych, atenuowanych szczepionek przeciwko 
grypie nie została przebadana na osobach należących 
do grupy zwiększonego ryzyka wystąpienia powikłań 
[20]. Natomiast inaktywowane szczepionki przeciwko 
grypie mogą być bezpiecznie stosowane u pacjentów 
z niedoborem odporności. Jeżeli wirus szczepionkowy 
i krążące wirusy są pokrewne antygenowo szczepionki 
inaktywowane zapobiegają zachorowaniu na grypę 
u około 70–90% zdrowych dorosłych poniżej 65 roku 
życia i dzieci [20]. Natomiast wyniki badań dotyczących 
odpowiedzi na szczepienie przeciwko grypie u  osób 
z  niedoborem odporności są różne, niejednokrotnie 
nawet sprzeczne. Może to wiązać się z często niewielką 
liczbą przebadanych pacjentów, jak i znaczną niejedno-
rodnością badanej grupy (pacjenci różniący się stanem 
zdrowia, typem i stadium choroby, wiekiem, leczeniem 
– zarówno rodzajem terapii, jak i dawką, historią szcze-
pień, przedszczepiennym mianem przeciwciał) oraz 
różnicami w  składzie szczepionki rekomendowanej 
na poszczególne sezony [55]. Utrudnia to porównanie 
tych badań i wyciągnięcie jednoznacznych wniosków. 
Niemniej istnieje wiele danych literaturowych wska-
zujących na istotny wzrost po szczepieniu u pacjentów 
z  upośledzoną odpornością poziomu przeciwciał do 
wartości ochronnych, choć poziom ten niejednokrotnie 
był mniejszy niż w grupie kontrolnej, zdrowych osób.

Okres pierwszych 6 miesięcy po przeszczepie wiąże 
się z  największym ryzykiem odrzucenia przeszcze-
pionego narządu oraz najsłabszą odpowiedzią immu-
nologiczną ze względu na stosowane wówczas bardzo 

wysokie dawki leków immunosupresyjnych [37]. Dla-
tego szczepienia przeciwko grypie u takich osób zale-
cane są przed wykonaniem przeszczepu a następnie 
w każdym sezonie po upływie 6 miesięcy od transplan-
tacji. W  badaniach przeprowadzonych u pacjentów 
po transplantacji wątroby udział osób z ochronnymi 
mianami przeciwciał anty-HA, w zależności od anty-
genu, wynosił 14–43% w grupie poniżej 4 miesięcy po 
transplantacji, 56–89% u pacjentów między 4 a 12 mie-
siącem po transplantacji oraz 46–86% w przypadku co 
najmniej 12 miesięcy po transplantacji [33]. Według 
innych badań efektywność szczepień przeciwko grypie 
u pacjentów powyżej 6 miesiąca po przeszczepie szpiku 
kostnego wynosiła 80% [37], a u pacjentów co najmniej 
rok po transplantacji nerek współczynnik ochronny 
osiągnął wartość 79–93% w zależności od antygenu i nie 
różnił się istotnie statystycznie od wartości uzyskanej 
dla grupy kontrolnej [58]. Ponadto większą odpowiedź 
wykazywali pacjenci wcześniej szczepieni co pod kreśla 
potrzebę corocznych szczepień. Dane literaturowe 
dotyczące szczepień przeciwko grypie u pacjentów po 
przeszczepie bywają niekiedy sprzeczne. Jedne badania 
obejmujące osoby po transplantacji wątroby wskazują 
na wysoki współczynnik ochronny w tej grupie pacjen-
tów: 92–95% wg B u r b a c h  [11], a >75% wg M a d a n 
[38], podczas gdy w innych badaniach wskaźnik sero-
konwersji wynosił zaledwie 15–30% ([18]. F r a u n d 
i wsp. uzyskali ochronne miano przeciwciał u 32–100% 
pacjentów po transplantacji serca [21], zaś B l u m b e r g 
i wsp. u 68 pacjentów po przeszczepieniu serca, płuc, 
nerek lub wątroby wykazali istotnie statystycznie mniej-
sze miana niż w grupie kontrolnej, a wartości współ-
czynnika ochronnego i odpowiedzi kształtowały się na 
poziomie odpowiednio 50–71% oraz 16–26% [4]. 

M o r e l o n  wykazał u pacjentów po transplantacji 
nerek, że śródskórne podanie inaktywowanej szcze-
pionki może wzmagać jej immunogenność [43]. Nato-
miast S o e s m a n  u pacjentów po przeszczepieniu 
wątroby stwierdził istotne zwiększenie współczynnika 
ochrony z 68 na 80% po drugiej dawce szczepionki 
[60], jednakże w wielu innych badaniach nie potwier-
dzono istotnego wzrostu wartości przeciwciał anty-HA 
u pacjentów zaszczepionych dwiema dawkami [4, 38, 
58]. W licznych badaniach nie potwierdzono także, że 
stosowanie szczepionki przeciwko grypie u pacjentów 
po transplantacji może stymulować odpowiedź immu-
nologiczną prowadzącą w  konsekwencji do odrzutu 
przeszczepionego narządu [21, 33, 58]. 

Liczne dane literaturowe dotyczące szczepień prze-
ciwko grypie u pacjentów z nowotworami wskazują, że 
odpowiedź immunologiczna na antygeny szczepion-
kowe jest dobra, choć zazwyczaj słabsza niż u zdrowych 
osób. Szczepienie w trakcie przyjmowania chemiote-
rapii może jednak obniżyć jego efektywność [ 39, 49, 
55, 59]. O r t b a l s  wykazał, że wskaźnik serokonwersji 
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u  pacjentów szczepionych i  przyjmujących chemiote-
rapię wynosił 50% i  był znacznie niższy w  porówna-
niu z pacjentami zaszczepionymi pomiędzy kolejnymi 
cyklami chemioterapii (93%) [49]. Z kolei w badaniach 
P o r t e r a  u co najmniej 60% dzieci z ostrą białaczką 
limfoblastyczną w trakcie chemioterapii obserwowano 
czterokrotny lub większy wzrost przeciwciał dla wszyst-
kich antygenów i tylko w przypadku jednego szczepu 
wyniki uzyskane dla grupy dzieci chorych i zdrowych 
różniły się istotnie statystycznie [52]. W badaniach pro-
wadzonych przez N o r d ø y  72% pacjentów z guzem 
litym lub chłoniakiem złośliwym poddanych chemiote-
rapii łagodnej lub umiarkowanej wykazywało ochronne 
miano przeciwko co najmniej dwóm z  3  antygenów 
zawartych w szczepionce [47]. Natomiast u 78% pacjen-
tów z rakiem płuc co najmniej 4 tygodnie po zakoń-
czeniu chemioterapii uzyskano miana uznawane za 
ochronne na wszystkie antygeny zawarte w szczepionce 
[1]. W  innych badaniach obserwowano znamienne 
wyższe miana przeciwciał po szczepieniu oraz wartości 
współczynnika ochronnego i współczynnika odpowie-
dzi od określonego minimum wskazującego na immu-
nogenność szczepionki przeciwko grypie u pacjentów 
z ostrą białaczką limfoblastyczną [7], rakiem piersi [8] 
oraz chłoniakiem nieziarniczym (NHL – non-Hodgkin 
lymphoma) [14], niezależnie od wcześniejszego przyj-
mowania przez pacjentów chemioterapii. 

U pacjentów z zaawansowanym stadium zakażenia 
HIV i niskim poziomem limfocytów krążących CD4+ 
(< 200 × 106 komórek/L) odpowiedź na szczepienie prze-
ciwko grypie może być bardzo słaba, a druga dawka 
szczepionki nie zwiększa istotnie poziomu odporności. 
Osoby z wyższą liczbą limfocytów CD4+ wykazują prze-
ważnie dobrą odpowiedź na szczepienie, choć niejedno-
krotnie poszczepienne miana są znacząco mniejsze niż 
w kontroli [28, 61] Wśród pacjentów zakażonych HIV 
z liczbą limfocytów CD4+ < 200 × 106/L uzyskano miana 
ochronne u 29% badanych, przy CD4+ 200–500 × 106/L 
u  64%, a  przy CD4+ > 500 × 106/L u  100% pacjentów 
[61]. Wśród dzieci zakażonych HIV-1 poddanych 
wysoce aktywnej terapii antyretrowirusowej (HAART 
– highly active antiretroviral therapy) w zależności od 
antygenu ochronny poziom przeciwciał anty-HA ≥ 1:40 
lub co najmniej czterokrotny wzrost miana uzyskano 
u 57–83% [71], 50–70% [42], 40–100% badanych [63]. 
W badaniach Ta s k e r  obejmujących pacjentów zaka-
żonych HIV w przypadku 29% osób zaszczepionych 
przeciwko grypie oraz 49% osób po iniekcji placebo 
(roztwór soli fizjologicznej) wystąpiły objawy infekcji 
ze strony układu oddechowego, z  czego u  10% osób 
z grupy kontrolnej potwierdzono laboratoryjnie zaka-
żenie wirusem grypy (zarówno w hodowli, jaki i bada-
niu serologicznym), natomiast nie stwierdzono wirusa 
u żadnej z zaszczepionych osób [64]. W niektórych pra-
cach wykazano, że szczepionki przeciwko grypie mogą 

indukować spadek liczby limfocytów krążących CD4+ 
oraz replikację HIV w surowicy lub komórkach jedno-
jądrowych krwi obwodowej (wzrost RNA oraz prowiru-
sowgo DNA), jednak efekt ten w większości przypadków 
był przejściowy [53, 64]. W późniejszych latach poja-
wiło się wiele prac świadczących o tym, że stosowanie 
szczepionki przeciwko grypie u pacjentów zakażonych 
HIV jest bezpieczne [42, 63, 64, 71]. S u l l i v a n  i wsp. 
wykazali, że szczepionki przeciwko grypie u  pacjen-
tów HIV-serododatnich z poziomem limfocytów CD4+ 
zarówno < 200 × 106/L, jak i ≥ 200 × 106/L, nie tylko nie 
mają długo-terminowego (między 3 a 12 miesiącem od 
szczepienia) wpływu na liczbę limfocytów CD4+ i wzrost 
replikacji wirusa HIV, ale także nie zwiększają ryzyka 
progresji zakażenia i wystąpienia choroby wskazującej 
na AIDS oraz śmierci [62].

W badaniach B r y d a k  [9] nie stwierdzono istot-
nych statystycznie różnic w mianach przeciwciał anty-
-HA pomiędzy pacjentami poddanymi splenektomii 
a osobami zdrowymi (współczynnik ochronny i współ-
czynnik odpowiedzi wynosiły odpowiednio 62,9–90,5% 
i 50–75,8% dla pacjentów po usunięciu śledziony oraz 
81,8–94,5% i 60–70,9% dla grupy kontrolnej). Ponadto 
wysoki poziom przeciwciał występował niezależnie od 
czasu jaki upłynął pomiędzy operacją usunięcia śle-
dziony a szczepieniem [9]. Wyniki innych badań wyka-
zują na dobrą odpowiedź humoralną na szczepienie 
przeciwko grypie u dzieci i młodych osób z nieswoistym 
zapaleniem jelit, choć odpowiedź ta nie była jednakowa 
dla wszystkich 3 antygenów szczepionkowych [36, 56]. 
Ponadto wyższy współczynnik ochronny i współczyn-
nik odpowiedzi uzyskano w 6 miesiącu po szczepieniu 
w porównaniu z pierwszym miesiącem co może suge-
rować, że pacjenci powinni być szczepieni tak szybko 
jak tylko dostępne są szczepionki na nowy sezon [56]. 

Należy pokreślić, że szczepienia przeciwko gry-
pie zalecane są nie tylko dla pacjentów z niedoborem 
odporności, ale także i członków rodziny, osób z najbliż-
szego otoczenia oraz personelu medycznego, które mogą 
stanowić bezpośrednie źródło zakażenia [20]. Ponadto 
szczepienia dawców szpiku kostnego wykazały możli-
wość przeniesienia limfocytów B pamięci do biorców 
wraz z przeszczepieniem szpiku [17].

6. metody diagnostyczne stosowane
 w badaniu zakażeń wirusami grypy

Ze względu na dobre namnażanie się ortomyksowi-
rusów w hodowlach komórkowych in vitro przez dłu-
gie lata stanowiły one „złoty standard” w diagnostyce 
zakażeń wirusami grypy. Do ich namnażania używa 
się głównie kurzych zarodków w wieku 7–14 dni lub 
też ustalonych linii MDCK oraz RhMK, gdzie w ciągu 
10–14 dni pojawia się specyficzny efekt cytopatyczny, 
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potwierdzany często testami hemaglutynacji i immu-
nofluorescencji. Efektywność hodowli komórkowych 
zależy w dużej mierze od ilości cząstek zakaźnych wirusa 
w wyjściowym materiale klinicznym oraz od sposobu 
jego przechowywania i transportu. Zamrażanie i roz-
mrażanie próbek prowadzić może do spadku miana 
zakaźnego, a w konsekwencji do wyników fałszywie 
ujemnych [32]. 

Z metod serologicznych w diagnostyce ortomykso-
wirusów najpowszechniej stosowane są szybkie testy 
przeglądowe, oparte na zasadzie immunochromatografii 
oraz metody immunofluorescencji bezpośredniej (DFA). 
Testy należące do pierwszej grupy, zarówno w warian-
cie paskowym, jak i kasetkowym, ze względu prostotę 
oraz krótki czas wykonania (10–30 min) są jednymi 
z  najpowszechniej wykorzystywanych w  diag nostyce 
zakażeń wirusami grypy A i B. Wykazują one wysoką 
swoistość, wymagają jednak stosunkowo wysokich ilości 
zakaźnego wirusa (104–106 cząstek) w  materiale bada-
nym. Metody immunofluorescencyjne z wykorzystaniem 

znakowanych przeciwciał monoklonalnych pozwalają 
na wykrycie antygenów wirusa zarówno w preparatach 
bezpośrednich (Rys. 2), jak i w materiale namnożonym 
w hodowlach in vitro. Czas oczekiwania na wynik wynosi 
do 4 godz., przy czułości 85–95%, która może zostać 
zwiększona poprzez zastosowanie do badań preparatów 
cytospinowych. Do najpoważniejszych wad tej metody 
należy jej subiektywność, wynikająca z manualnego 
odczytu preparatów oraz wymagane doświadczenie per-
sonelu. Z tego też powodu wyniki otrzymane z użyciem 
DFA często różnią się pomiędzy laboratoriami [32].

Do diagnostyki molekularnej zakażeń wirusami 
grypy stosuje się powszechnie technikę PCR połączoną 
z reakcją odwrotnej transkrypcji (RT-PCR), lub też jej 
wariant real-time PCR (RT-qPCR). Metody real-time 
PCR pozwalają na skrócenie czasu detekcji, ograniczają 
ryzyko kontaminacji oraz umożliwiają badania iloś-
ciowe poziomu wirusa w materiale wyjściowym [32, 
50]. Testy diagnostyczne z tej grupy mają bardzo wysoką 
czułość (ok. 97–99%), jednak nie eliminują całkowicie 

Rys. 2. Immunofluorescencja antygenów wirusa grypy typu A w preparacie bezpośrednim z zakażonego
płuca ludzkiego (FITC – kolor zielony). Powiększenie mikroskopu 300x (badania własne).
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występowania wyników fałszywie ujemnych, zwłaszcza 
wśród pacjentów oddziałów intensywnej terapii z obja-
wami ze strony górnych dróg oddechowych [32, 54]. 

7. terapia zakażeń powodowanych
 przez ortomyksowirusy

Skuteczną formą kontroli zakażeń wywoływanych 
przez wirusy grypy jest także terapia antywirusowa, 
która może być brana pod uwagę jako wspomaganie 
dla szczepienia, a w sytuacjach słabej odpowiedzi na 
szczepienie jako alternatywa. Leczenie infekcji grypo-
wych wiąże się ze zmniejszeniem ryzyka wystąpienia 
powikłań związanych z zakażeniem dolnych dróg odde-
chowych (zapalenie płuc, zapalenie oskrzeli), skróce-
niem czasu występowania objawów chorobowych oraz 
zmniejszoną śmiertelnością [13, 41]. 

Dostępne są dwie grupy leków antygrypowych. Do 
pierwszej należą blokery kanału jonowego, tj. amanta-
dyna i jej metylowa pochodna – rymantadyna. Są one 
skuteczne w leczeniu zakażeń wywołanych przez wirus 
grypy typu  A, jako że celem ich działania jest białko 
matriksowe M2, obecne jedynie u tego typu wirusa. 
Druga grupa to inhibitory neuraminidazy (NAI), zana-
miwir i oseltamiwir, stosowane w  leczeniu i profilak-
tyce infekcji grypowych wywołanych zarówno wirusem 
grypy typu A, jak i B. Wiele badań retrospektywnych 
sugeruje, że leczenie oraz profilaktyka oseltamiwirem 
przynoszą wymierne korzyści w zapobieganiu i kontroli 
zakażeń grypowych u pacjentów z niedoborami odpor-
ności, zmniejszając ryzyko pojawienia się powikłań oraz 
śmiertelność [37]. Badania przeprowadzone na grupie 
pacjentów z  białaczką oraz po przeszczepie komórek 
krwiotwórczych wykazały istotny statystycznie spadek 
częstości występowania zapalenia płuc u osób zakażo-
nych wirusem grypy i leczonych oseltamiwirem (10%) 
w porównaniu z chorymi nie poddanymi leczeniu (42%) 
[15]. Natomiast pomimo wystąpienia zapalenia płuc 
u 12 spośród 25 pacjentów z białaczką chorych na grypę 
i  leczonych NAI, u  żadnego nie odnotowano zgonu, 
natomiast w grupie 8 chorych nie poddanych leczeniu 
wystąpiły 3 zgony w wyniku zapalenia płuc [16].

W przypadku zdrowych pacjentów, z prawidłowo 
funkcjonującym układem immunologicznym wdrożenie 
leczenia oseltamiwirem po 48 godzinach od wystąpie-
nia objawów infekcji przynosi niewiele korzyści. U osób 
z  obniżoną odpornością szczyt wirusowej replikacji 
i zakończenie wydalania wirusa grypy występuje znacz-
nie później, dlatego rozpoczęcie terapii po 48 godzinach 
może przynieść znaczącą poprawę, w tym zabezpieczyć 
organizm przed rozprzestrzenieniem choroby do dol-
nych dróg oddechowych oraz zmniejszyć śmiertelność 
[13, 31]. Podczas trwania antygrypowej terapii powinna 
być stale prowadzona diagnostyka, oparta na metodach 

hodowli i biologii molekularnej (PCR, sekwencjonowa-
nie), w celu kontroli wydalania wirusa oraz monitoro-
wania lekooporności szczepów. Wydłużona transmisja 
wirusa i długi okres trwania terapii znacznie zwiększają 
prawdopodobieństwo nabycia przez szczepy oporności 
na stosowane leki antywirusowe. I s o n  i wsp. badając 
oporność szczepów wirusa grypy izolowanych w kolej-
nych okresach trwania antywirusowej terapii wyka-
zali pomiędzy pierwszym a ostatnim izolatem ponad 
100-krotny wzrost wartości IC50 dla oseltamiwiru oraz 
3-krotny dla zanamiwiru [24]. W  innych badaniach 
u 4 z 7 hospitalizowanych i  leczonych oseltamiwirem 
pacjentów stwierdzono oporność na ten lek w 4 lub póź-
niejszym dniu od rozpoczęcia terapii [65].

Oporność wirusów grypy na leki przeciwgrypowe 
może występować już przed rozpoczęciem terapii anty-
wirusowej i jest zjawiskiem coraz bardziej powszech-
nym i  niepokojącym. Podczas sezonu epidemicznego 
2003/2004 znacznie wzrosła oporność na inhibitory 
białka  M2. Z uwagi na to, iż obecnie wiele szczepów 
grypy sezonowej podtypu A/H3N2 oraz krążące od 
2009 roku szczepy wirusa A(H1N1)/2009 oporne są na 
amantadynę i rymantadynę, nie zaleca się stosowania 
tej klasy leków samodzielnie zarówno w leczeniu, jak 
i profilaktyce grypy [20]. Większość aktualnie krążących 
szczepów wirusa grypy typu A i B pozostaje wrażliwa 
na inhibitory neuraminidazy. Niemniej podczas sezonu 
epidemicznego 2007/2008 zaobserwowano drastyczny 
wzrost oporności na oseltamiwir wśród szczepów 
grypy sezonowej podtypu A/H1N1 (mutacja H275Y 
w  genie  NA) izolowanych w  wielu krajach Europy. 
Największy odsetek szczepów opornych stwierdzono 
w Norwegii (67%) i Francji (47%), a pacjenci od których 
zostały wyizolowane nie byli leczeni oseltamiwirem, jak 
i nie mieli kontaktu z osobami przyjmującymi inhibitory 
neuraminidazy. Wśród krążących obecnie w populacji 
wirusów A(H1N1)2009 stwierdzono niewielki odse-
tek szczepów opornych zawierających mutację H275Y 
(492 przypadki) [72]. Oporność wirusów grypy na zana-
miwir w porównaniu z oseltamiwirem jest zjawiskiem 
bardzo rzadkim, na co mogą wpływać częściowo róż-
nice w budowie i wiązaniu obu leków do miejsca aktyw-
nego NA oraz ograniczone stosowanie zanamiwiru [48]. 
W związku z coraz większym wzrostem oporności zaleca 
się stosowanie wyższych dawek oseltamiwiru lub zasto-
sowanie kombinacji różnych leków przeciwwirusowych, 
takich jak oseltamiwir, amantadyna i rybawirina [13, 44].

8. podsumowanie

Zakażenia spowodowane przez przedstawicieli Ortho- 
 myxoviridae mogą przebiegać z różną manifestacją 
kliniczną i nasileniem [50]. Rozpowszechnienie zabie-
gów transplantacyjnych oraz upośledzenia odporności 
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wywołane AIDS spowodowały, iż w związku z wytwo-
rzoną głęboką immunosupresją infekcje wirusami grypy 
mogą przebiegać częściej i ze zwiększonymi objawami. 
Dodatkowo w grupie pacjentów z obniżoną wydolnością 
układu immunologicznego poważnym problemem stają 
się zakażenia mieszane, spowodowane przez nadkażenia 
bakteryjne [41].

Choć w większości przypadków zakażeń u osób z pra- 
widłową czynnością układu odpornościowego zaka-
żenia wirusami grypy nie wymagają leczenia, sytuacja 
ta nie dotyczy pacjentów poddanych immunosupresji. 
W tej grupie chorych wskazane jest rozpoczęcie terapii 
z wykorzystaniem NAI, nawet po upływie zalecanych 
48 godzin od wystąpienia pierwszych objawów klinicz-
nych, co może znacząco zwiększyć przeżywalność [31]. 
Jednocześnie osoby takie mają predyspozycje do wydłu-
żenia czasu trwania zakażenia, co wraz z  przewlekłą 
terapią przeciwwirusową, znacząco podwyższa ryzyko 
nabycia przez szczepy oporności na rutynowo stoso-
wane preparaty przeciwgrypowe. Możliwe jest także 
narażenie pacjentów z tej grupy na potencjalne efekty 
uboczne, które jak wiadomo w mniejszym lub większym 
stopniu, posiadają wszystkie chemioterapeutyki. 
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1. Wprowadzenie

W środowisku naturalnym występuje wiele toksyn 
pochodzenia biologicznego, które stanowią zanieczysz-
czenie surowców, zarówno pochodzenia roślinnego jak 
i zwierzęcego. Jedną z grup o największym znaczeniu 
są toksyczne metabolity grzybów pleśniowych. Obecnie 
poznano ponad 400 związków, które zdefiniowano jako 
mikotoksyny. Mogą być one magazynowane jako endo-
toksyny w grzybni i konidiach lub też wydzielane do śro-
dowiska jako egzotoksyny. Toksyny pleśniowe stanowią 
zanieczyszczenia surowców i produktów przemysłu spo-
żywczego, pasz oraz żywości pochodzenia zwierzęcego. 
Wytwarzane są na różnych etapach produkcji żywności, 
w trakcie wegetacji na polu i podczas zbioru przez tzw. 
„grzyby polowe” – patogeny roślin, oraz przez saprofity 
w trakcie przechowywania, transportu i przetwarzania 
[6, 28]. Skażenie surowców i produktów przemysłu 
spożywczego oraz pasz przez mikotoksyny stanowi 
poważny problem ekonomiczny, ale przede wszystkim 
zdrowotny. Prowadzone obecnie badania nad miko-
toksynami mają na celu nie tylko ustalenie stopnia ich 
toksyczności, ale także wpływu na zdrowie człowieka, 
oraz zmierzają w  kierunku opracowania skutecznych 
metod detoksykacji tych związków. 

W artykule przedstawiono aktualny przegląd piś- 
miennictwa dotyczący metod usuwania mikotoksyn 
z różnych środowisk przy wykorzystaniu mikroorganiz-
mów, ze szczególnym uwzględnieniem tych o znaczeniu 
biotechnologicznym, tj. bakterii fermentacji mlekowej 
i drożdży Saccharomyces cerevisiae.

1. mikotoksyny – produkcja, zagrożenia zdrowotne

Synteza mikotoksyn przez grzyby jest uwarunkowana 
genetycznie i związana z pierwszorzędowymi szlakami 
metabolicznymi, takimi jak metabolizm aminokwasów 
czy kwasów tłuszczowych, ale fenotypowo determino-
wana czynnikami środowiskowymi, do których należą: 
skład chemiczny substratu, jego konsystencja, obecność 
mikroelementów, wilgotność, temperatura oraz obec-
ność mikroflory konkurencyjnej. Wilgotność produktu 
i  otaczającej atmosfery oraz temperatura, wydają się 
jednak być najważniejszymi czynnikami określającymi 
podatność surowców i produktów spożywczych na 
rozwój pleśni i  wytwarzanie mikotoksyn. Wilgotność 
względna powietrza (WWP) powyżej 70%, zaś surowca 
roślinnego powyżej 15% stymuluje tworzenie miko - 
to ksyn. Temperatura i aktywność wody środowiska, 
przy których szczepy wytwarzają mikotoksyny często 
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są inne niż wartości tych parametrów optymalne dla 
wzrostu grzybni [67].

Uprawiane w Polsce rośliny są w większości przypad-
ków dobrymi substratami do rozwoju grzybów i zarazem 
do produkcji mikotoksyn. Największa liczba znanych 
mikotoksyn jest produkowana przez gatunki należące do 
rodzajów Aspergillus, Penicillium, Fusarium i Alternaria. 

W tabeli I przedstawiono mikotoksyny najlepiej po- 
znane i najważniejsze z ekonomicznego i toksykologicz-
nego punktu widzenia, gatunki grzybów toksynotwór-
czych, wśród których są szczepy je wytwarzające oraz 
najbardziej zagrożone surowce [6, 28, 32, 52, 61, 64, 66].

Głównym źródłem ekspozycji człowieka na działa-
nie mikotoksyn jest żywność. Do organizmu ludzkiego 
związki te przedostają się nie tylko z zanieczyszczonych 
produktów żywnościowych pochodzenia roślinnego 
(droga pierwotna), ale także wtórnie poprzez skażone 
tkanki zwierzęce (mięso, mleko i jaja), pochodzących od 
zwierząt karmionych skażoną paszą [81]. Skutki zdro-
wotne narażenia na mikotoksyny nazywane mikotok-
sykozami to zatrucia o zróżnicowanym przebiegu, ostre 
oraz przewlekłe powstające w wyniku przyjmowania 
małych dawek przez dłuższy czas. W naszych warun-
kach klimatycznych występują częściej u zwierząt niż 
u  ludzi [32, 81]. Mikotoksyny wykazują wielokierun-
kowe działanie na organizm człowieka i zwierząt, powo-
dują uszkodzenie wątroby, nerek, zakłócają funkcje 
przewodu pokarmowego i układu immunologicznego. 
Mogą wykazywać właściwości kancerogenne, muta-
genne, cytotoksyczne, teratogenne, neurotoksyczne czy 
estrogenne. Niektóre mikotoksyny, ze względu na swe 
właściwości kancerogenne zostały umieszczone przez 
Międzynarodową Agencję Badań na Rakiem w wyka-
zie substancji rakotwórczych. W grupie  1 kanceroge-
nów ludzkich znalazła się aflatoksyna B1, natomiast do 
grupy  2A, która obejmuje substancje o potencjalnym 
działaniu rakotwórczym zaliczone są ochratoksyna A, 
sterigmatocystyna, aflatoksyna M1, griseofulwina, fumo-
nizyna B1 i toksyny wytwarzane przez Fusarium monili-

forme. W tabeli II przedstawiono najważniejsze skutki 
zdrowotne mikotoksykoz [42, 81, 88, 96].

O skali problemu skażenia mikotoksynami świad-
czy liczba powiadomień alarmowych i informacyjnych 
w  europejskim systemie RASFF (Rapid Alert System 
for Food and Feed), do którego docierają informacje 
dotyczące żywności i  pasz, która stanowi zagrożenie 
dla konsumentów. Od stycznia 2010 roku do maja 
2011 roku w systemie odnotowano 64 powiadomienia 
alarmowe, 48 informacyjne i aż 834 z kontroli granicz-
nej, dotyczących skażenia żywności przez mikotoksyny. 
W większości przypadków produkty, głównie orzechy, 
zboża i przyprawy, były zanieczyszczone aflatoksynami 
(powyżej 75% ogólnej liczby powiadomień).

Badania prowadzone w ostatnich latach w  Polsce 
wykazały, że zanieczyszczenie mikotoksynami żyw noś ci 
i pasz stanowi duży problem również i w naszym kraju, 
zarówno w odniesieniu do produktów krajowych jak 
i importowanych [35, 36, 49, 59, 72, 78].

Aflatoksyny  Zboża, orzechy, przyprawy, suszone owoce Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius
Ochratoksyna A Zboża, suszone owoce, wino, kawa, przy- Aspergillus alutaceus, A. melleus, A. ochraceus, A. carbonarius, A.niger,
 prawy, żywność pochodzenia zwierzęcego A. ostianus, Penicillium verrucosum var. cyclopium, P. verrucosum var.
  verrucosum, P. commune, P. nordicum, P. purpurescens, P. variabile
Fumonizyny  Zboża i produkty zbożowe Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans
Trichoteceny  Zboża i produkty zbożowe Fusarium sporotrichioides, F. poae, F. equiseti, F. culmorum, 
  F. graminearum 
Patulina  Owoce i przetwory owocowe Aspergillus chevalieri, A. clavatus, A. terreus, Penicillium cyclopium,
  P. expansum, P. patulum, Byssochlamys fulva, B. nivea
Zearalenon  Zboża i przetwory zbożowe Fusarium cerealis, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum
Alternariol Owoce, warzywa, zboża Alternaria alternata, A. brassicae, A. tenuissima, A. tomato

Tabela I
Mikotoksyny i grzyby toksynotwórcze

Mikotoksyna Surowiec Gatunek

Rakotwórcze Aflatoksyna B1, ochratoksyna A,
 sterigmatocystyna, grizeofulwina,
 fumonizyna B1,
 toksyny Fusarium moniliforme 
Hepatotoksyczne Aflatoksyny, sterigmatocystyna, patulina
Neurotoksyczne Ochratoksyna A, cytrynina
Kardiotoksyczne Moniliformina 
Neurotoksyczne Alkaloidy sporyszu, citreowirydyna
Immunotoksyczne Aflatoksyny, ochratoksyna A, trichoteceny
Teratogenne Aflatoksyny, patulina, ochratoksyna A
Dermatotoksyczne Trichoteceny, toksyna T-2
Estrogenne  Zearalenon
Wymiotne Deoksynowalenol 
Krwotoczne Patulina, trichoteceny, toksyna T-2

Tabela II
Zagrożenia zdrowotne związane ze skażeniem żywności

mikotoksynami

Działanie toksyny Mikotoksyna
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Panuje zgodność, że mikotoksyny, jako substancje 
potencjalnie rakotwórcze dla człowieka, których nie 
można całkowicie wyeliminować, powinny być limi-
towane na możliwie najniższym poziomie. Ustalenie 
takich limitów wymaga uwzględnienia różnorodnych 
czynników, takich jak: warunki klimatyczne oraz zwy-
czaje żywieniowe w poszczególnych krajach, stopień 
dostępności danych toksykologicznych oraz danych 
dotyczących pobrania mikotoksyn z żywnością i oceny 
ryzyka, odpowiednie metody analityczne i prawidłowe 
procedury pobrania prób. Działania te mają służyć 
przede wszystkim zdrowiu konsumenta (Rozporządzenie 
Komisji UE 1881/2006; Dz.U. L364 z 20.12.2006, z póź-
niejszymi zmianami – 1126/2007; Dz.U. L255 z 29.9.2007 
i 165/2010; Dz.U. L50 z 27.2.2010), ustalające najwyż-
sze dopuszczalne poziomy niektórych zanieczyszczeń 
w środkach spożywczych). 

2. działania prewencyjne i usuwanie mikotoksyn 
 z surowców

Ze względu na niekorzystny wpływ mikotoksyn na 
zdrowie ludzi i zwierząt, jak również straty ekonomiczne 
wynikające ze skażenia żywności i pasz konieczne jest 
zminimalizowanie ryzyka narażenia produktu na zanie-
czyszczenie pleśniami toksynotwórczymi. Najlepszym 
sposobem są działania prewencyjne polegające na 
odpowiednim traktowaniu surowca roślinnego podczas 
wegetacji, zbioru i magazynowania. Należą do nich: 

− wybór odmian/hybryd odpornych na infekcje grzy-
bowe i na szkodniki owadzie, 

− minimalizowanie narażenia roślin na stres np. brak 
wody, zimno,

− uważne stosowanie środków ochrony roślin, 
− stosowanie środków owado- i chwastobójczych,
− selekcja siedliska dla tych samych gatunków roślin, 

przestrzeganie odległości między rzędami roślin,
− terminowe zbiory,
− unikanie uszkodzeń mechanicznych oraz zanie-

czyszczenia glebą,
− dobre gospodarowanie glebą (orka) w celu usu-

nięcia, zniszczenia lub zakopania zainfekowanych 
resztek pozostałych po żniwach,

− płodozmian, 
− magazynowanie surowców w odpowiednich wa- 

run kach temperatury i wilgotności.
Wytyczne do stosowania właściwych działań pre-

wencyjnych zostały przedstawione w Rozporządzeniu 
Komisji UE 1881/2006; Dz.U.L364 z 20.12.2006 oraz 
Zaleceniu Komisji UE 583/2006; Dz.U.L234 z 29.8.2006 
(w sprawie zapobiegania występowaniu i ograniczania 
występowania toksyn Fusarium w zbożach i produk- 
tach zbożowych), jak również omówione w piśmiennic-
twie [45, 46, 53, 70, 84].

Zminimalizowanie produkcji toksyn przez grzyby 
pleśniowe nie zawsze jest możliwe, jeśli już dojdzie do 
zanieczyszczenia surowców roślinnych przez te związki, 
to należy przeprowadzić ich dekontaminację, ale jest to 
dopuszczalne tylko w odniesieniu do pasz. Nie może być 
stosowane do żywności oraz do surowców przeznaczo-
nych do jej produkcji.

W zastosowanej metodzie dekontaminacji muszą 
być spełnione następujące kryteria według zaleceń FAO 
[20, 84]:

– usunięcie toksyn poprzez ich transformację do nie-
toksycznych związków,

– usunięcie z paszy toksyn w takiej ilości, aby nie 
stwierdzano ich w produktach żywnościowych 
pochodzących ze zwierząt karmionych tą paszą,

– zniszczenie wszystkich form morfologicznych grzy-
bów pleśniowych,

– zachowanie wartości odżywczej, sensorycznej oraz 
własności fizycznych produktu,

– ekonomiczne uzasadnienie procesu dekontamina-
cji (koszt usuwania toksyny mniejszy niż wartość 
paszy). 

Wyróżnia się kilka metod dekontaminacji pasz o róż-
nym stopniu praktycznego wykorzystania [20, 84]: 

– mechaniczne oddzielanie ziaren zanieczyszczonych 
(sortowanie),

– dodatek materiałów adsorpcyjnych do paszy,
– działanie czynnikami fizycznymi,
– działanie czynnikami chemicznymi,
– metody biologiczne.
Do metod fizycznych eliminowania mikotoksyn na- 

leżą działanie wysoką temperaturą oraz promieniowa-
niem UV i gamma, również w połączeniu ze związkami 
chemicznymi. Mikotoksyny są termostabilne, jednak 
traktowanie podwyższoną temperaturą przez dłuż-
szy czas prowadzi do ich częściowej degradacji. Wiele 
związków chemicznych, takich jak amoniak, NaOCl, 
H2O2, SO2 może reagować z toksynami powodując ich 
degradację. Wymienione metody nie znajdują jednak 
praktycznego zastosowania głównie ze względu na nie-
bezpieczeństwo tworzenia toksycznych pozostałości lub 
zmiany wartości odżywczej oraz cech organoleptycz-
nych oczyszczanych produktów [20].

Inne podejście do problemu dekontaminacji miko-
toksyn związane jest z dodatkiem do pasz obojętnych 
suplementów diety, które skutecznie adsorbują toksyny 
bezpośrednio w paszy lub w przewodzie pokarmo-
wym zwierząt, w wyniku, czego nie następuje wchła-
nianie toksyn do krwioobiegu oraz uniemożliwiona 
jest ich resorpcja [43]. Do takich adsorbentów można 
zaliczyć: glinki, kaolin, zeolity, węgiel aktywny, glino-
krzemiany sodu i magnezu oraz HSCAS (uwodniony 
glino krzemian sodowo-wapniowy) i bentonit. W pro-
cesie adsorpcji istotne są parametry fizyczne adsorbenta 
np. całkowita powierzchnia działania i wielkość porów 
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oraz właściwości substancji adsorbowanej np. wielkość 
i kształt cząsteczki oraz jej rozpuszczalność i polarność 
[43, 46]. Wadą tych adsorbentów jest także to, że wiążą 
witaminy, mikro – i  makroelementy oraz inne nie-
zbędne składniki pokarmowe. Adsorbenty dodawane 
do pasz znane są pod różnymi nazwami handlowymi. 
Jednym z nich jest Mycobond – glinokrzemian sodowo-
-wapniowo-potasowo-magnezowy. Związek ten nie 
ogranicza dostępności witamin, pierwiastków ślado-
wych i aminokwasów, przez co nie zmniejsza wartości 
odżywczej paszy. Produkowany jest przez firmę Optivite 
International z Wielkiej Brytanii. Adsorbentem uzu-
pełnionym o dodatki enzymatyczne jest Mycofix Plus, 
austriackiej firmy Biomin. Aflatoksyny są specyficznie 
przyłączane do powierzchni adsorbenta, natomiast inne 
toksyny, takie jak zearalenon i trichoteceny są rozkła-
dane enzymatycznie.

3. Wykorzystanie mikroorganizmów
 do usuwania mikotoksyn

Wobec ograniczeń metod fizycznych i chemicznych 
rozważane jest stosowanie innych metod, bardziej bez-
piecznych. Do takich zakwalifikowano metody bio-
logiczne, które skupiają się głównie na poszukiwaniu 
drobnoustrojów, które skutecznie metabolizowałyby 
mikotoksyny, a zarazem nie produkowałby żadnych 
toksycznych metabolitów ubocznych, stanowiących 
dodatkowe zagrożenie dla zdrowia człowieka i zwierząt. 
W tabeli III wymieniono mikroorganizmy, które według 
doniesień literaturowych charakteryzują się zdolnością 
do usuwania różnych mikotoksyn ze środowiska. 

Dane przedstawione w tabeli wskazują na duże zain-
teresowanie naukowców problemem usuwania toksyn 
pleśniowych, jednak obszar badań skupia się głównie 
na aflatoksynie B1 oraz ochratoksynie A, co jest uzasad-
nione, biorąc pod uwagę stopień skażenia pasz i żyw-
ności tymi związkami. 

Już w 1966 roku C i e g l e r  i wsp. [16] dokonał 
przeglądu mikroorganizmów pod kątem degradacji 
aflatoksyn. Stwierdził, że drożdże, promieniowce i glony 
nie wykazywały tej cechy, zaś niektóre pleśnie takie jak 
Aspergillus niger, A. parasiticus, A. terreus,  A. luchuensis, 
Penicillium reistrickii częściowo przekształcały aflatok-
synę  B1 do nowego produktu fluoryzującego. Jedynie 
bakterie Flavobacterium aurantiacum (obecnie Nocardia 
corynebacterioides) powodowały usuwanie aflatoksyny, 
zarówno z pożywki jak i ze środowisk naturalnych tj. 
mleka, oleju, masła kakaowego i zboża. W późniejszych 
badaniach potwierdzono przydatność tych bakterii do 
dekontaminacji nie tylko pożywek modelowych ale też 
surowców naturalnych [17, 38]. Do uzyskania widocz-
nego ubytku toksyny konieczne było zastosowanie 
populacji bakterii o gęstości powyżej 1010 jtk/ml [51]. 

Wykazano ponadto, że po termicznej destrukcji ko- 
mórek Flavobacterium aurantiacum aflatoksyny są uwal-
niane z komórek w niezmienionej formie, co świadczy 
o ich adsorbowaniu a nie biodegradacji do innych pro-
duktów. Jednak w pracy S m i l e y  i  D r a u g h o n  [87] 
stwierdzono, że również pod wpływem białkowego eks-
traktu komórkowego F. aurantiacum ilość afla toksyny B1 
uległa obniżeniu o 75% po 24 godzinach, przy początko-
wej zawartości toksyny 20 µg/ml. Według autorów jest 
to dowód na enzymatyczny charakter procesu. 

Obserwowano również, że toksynotwórcze kultury 
Aspergillus flavus i A. parasiticus były zdolne do obni-
żania zawartości aflatoksyn w środowisku. Toksyny te 
były degradowane przez szczepy je wytwarzające, ale 
dopiero po fragmentacji grzybni w przedłużonej do 
kilku tygodni hodowli. W wyniku reakcji otrzymywano 
produkt podobny w swej budowie do kwasu kojowego 
[21]. Według B r o w n a  i wsp. [10] zjawisko usuwa-
nia aflatosyny B1 następowało na skutek jej absorpcji 
do ściany komórkowej grzybni. Im bardziej zdezinte-
growana grzybnia tym degradacja zachodziła z większą 
wydajnością. Stwierdzono, że maksymalna degradacja 
aflatoksyny B1 i G1 przez grzyby toksynotwórcze nastę-
powała w temp. 28°C i przy wartości pH 5 do 6,5 [21]. 
Badania E n g l e r  i wsp. [27] potwierdziły, że cechą 
eliminowania aflatoksyny B1 obdarzone są również 
drożdże Kluyveromyces marxianus i bakterie Bacillus 
megaterium. Właściwości usuwania ochratoksyny A ze 
środowiska wykazywały bakterie Acinetobacter calco-
aceticus [44]. W pracy Š t y r i a k a  i wsp. [90] badano 
10 szczepów drożdży z rodzajów Saccharomyces, Kluy-
veromyces i  Rhodotorula w kierunku, biodegradacji 
fumonizyny B1,

 trichotecen i ochratoksyny  A. Wyka-
zano duże różnice pomiędzy szczepami, natomiast nie 
zaobserwowano preferencji, co do rodzaju mikotoksyny. 
Fumonizyny były usuwane przez większość szczepów 
w 100%, deoksynowalenol w zakresie od 63 do 100%, 
zaś ochratoksyna A od 69 do 100%. 

W badaniach M a t e o  i wsp. [55] do usuwania 
ochratoksyny A wykorzystano 10 szczepów bakterii fer-
mentacji mlekowej Oenococcus oeni (Leuconostoc oenos) 
wyizolowanych z  wina. Wykazano, że po 14  dniach 
inkubacji bakterii w pożywce kontaminowanej 2 µg/l 
ochratoksyny A, ilość tego związku uległa zmniejsze-
niu o 60%. Wydajność procesu zależna była od szczepu 
bakterii, czasu inkubacji, stężenia OTA, nie zależała zaś 
od żywotności komórek. 

Możliwość wykorzystania pleśni do usuwania ochra- 
toksyny A badana była przez Va r g a  i wsp. [94, 95]. 
Autorzy spośród 70 izolatów pleśni rodzaju Aspergillus, 
wyselekcjonowali dwa – Aspergillus fumigatus i Aspergil-
lus niger, które wykazywały cechę obniżania zawartości 
ochratoksyny A zarówno w pożywkach płynnych jak 
i stałych. Stwierdzono transformację ochratoksyny A do 
ochratoksyny α i fenyloalaniny w ciągu 7 dni inkubacji. 
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Podobna reakcja rozkładu wiązania peptydowego ochra-
toksyny A w sposób naturalny odbywa się u przeżuwaczy, 
co jest wynikiem działalności mikroorganizmów żwacza 
przy udziale karboksypeptydazy A (EC 3.4.17.1) [41, 
48, 65]. Badane grzyby pleśniowe metabolizowały rów-
nież ochratoksynę α. Jej ilość wzrastała w ciągu pierw- 
 szych 6 dni inkubacji, a następnie zaczynała maleć, by po 
10 dniach dojść do śladowych ilości. Dowodzi to degrada- 
cji również ochratoksyny α do nieznanego produktu [95].

Stwierdzono w badaniach in vitro, że efektem dzia-
łania na roztwór ochratoksyny A surowego preparatu 
lipazy pochodzącej od Aspergillus niger (handlowa 
nazwa Amano A) był rozkład ochratoksyny A z wydzie-
leniem ochratoksyny α i fenyloalaniny [89]. Podobne 
rezultaty uzyskał A b r u n h o s a  [1, 2] w odnie- 
sieniu do degradacji ochratoksyny A przez szczepy 
grzybów wyizolowanych z winogron oraz przez suro- 
we preparaty proteaz z Aspergillus niger, jak również 

Tabela III
Mikroorganizmy wykazujące cechę usuwania mikotoksyn

Aflatoksyna B1 Flavobacterium aurantiacum [16, 17, 38, 51, 87]

 Lactobacillus acidophilus, L. gasseri, L. rhamnosus, Lactococcus lactis [73]

 Lactobacillus rhamnosus [22, 23, 25, 26, 92]

 Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus  [9]

 Lactococcus sp. [57]

 Mycobacterium fluoranthenivorans [91]

 Rhodococcus erythropolis [3, 91]

 Bifidobacterium lactis, Lactobacillus johnsonii, L. salivarius, L. crispatus [69]

 Bifidobacterium sp.  [63]

 Kluyveromyces marxianus, Bacillus megaterium [27]

 Saccharomyces cerevisiae [83]

 Aspergillus niger, A. parasiticus, A. terreus, A. luchuensis, Penicillium reistrickii [16]

 Corynebacterium rubrum, Aspergillus niger, Trichoderma viride [54]

 Aspergillus parasiticus, A. flavus [10, 21]
Ochratoksyna A Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis [30]
 Bifidobacterium bifidum, Lactococcus salivarius subsp. thermophilus,
 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus [34, 85]
 Acinetobacter calcoaceticus [15, 44]
 Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. sanfranciscensis, L. acidophilus  [75, 76]
 Oenococcus oeni  [55]
 Saccharomyces cerevisiae [4, 8, 11, 56, 77, 90, 93]
 Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra [90]
 Phaffia rhodozyna, Xanthophyllomyces dendrorhous [71]
 Metschnikowia pulcherrima, Pichia guilliermondii, Rhodococcus erythropolis [68]
 Rhizopus sp. [94]
 Aureobasidium pullulans [19]
 Aspergillus niger, A. carbonarius, A. fumigatus, A. versicolor [1, 2, 7, 95]
Fumonizyna B1 Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides [62]

 Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra [90]
Trichoteceny Bakterie żwacza  [31]
 Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra [90]
Zearalenon Bakterie glebowe [58]
 Propionibacterium fraudenreichii  [37]
 Rhizopus sp. [94]
 Trichosporon mycotoxinivorans [60]
Patulina Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis [30]
 Rhizopus stolonifer [94]

Mikotoksyna Mikroorganizm Piśmiennictwo
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handlowe enzymy proteolityczne. Enzymatyczny roz-
kład ochratoksyny  A w  moszczach gronowych został 
również zaobserwowany w hodowli pleśni Aureobasi-
dium pullulans [19]. 

W pracy B e j a o u i  i wsp. [7] wykazano usuwanie 
ochratoksyny A z moszczy gronowych przez szczepy 
należące do sekcji Nigri rodzaju Aspergillus przebie-
gało według dwóch różnych mechanizmów. Konidia 
żywe prowadziły biodegradację OTA do fenyloalaniny 
i ochratoksyny α, zaś konidia inaktywowane termicznie 
adsorbowały toksynę. Na naturę procesu miał wpływ 
charakter powierzchni komórek, a głównie hydrofobo-
wość. Wydajność procesu była jednak taka sama nieza-
leżnie od stanu fizjologicznego pleśni. Wykorzystanie 
konidiów pleśni, szczególnie martwych, jako adsorben-
tów w praktyce enologicznej jest obiecującą metodą, 
jednak wymaga dopracowania w zakresie immobilizacji 
konidiów. Podstawową wadą jest też zmiana zabarwie-
nie moszczy pod wpływem konidiów pleśni.

Nieliczne doniesienia naukowe skupiają się na innych 
mikotoksynach występujących w środowisku. W bada-
niach in vitro prowadzonych przez Yo u n g a  i  wsp. 
[99] wykazano, że na skutek aktywności mikroorganiz-
mów wyizolowanych z przewodu pokarmowego kurcząt 
12 mikotoksyn należących do grupy trichotecen uległo 
biodegradacji. Transformacja toksyn polegała na ich 
częściowej bądź całkowitej deepoksydacji lub deacyla-
cji. Wyniki te są spójne z rezultatami badań F u c h s 
i  wsp. [31], których przedmiotem były trichoteceny 
typu A. Wykazano w nich, że szczep bakterii beztleno-
wych, gramdodatnich wyizolowany z żwacza, wstępnie 
zaklasyfikowany do rodzaju Eubacterium prowadził 
transformację tych związków do nietoksycznych form 
nie epo ksydowanych. Możliwe kierunki transformacji tri- 
chotecen pod wpływem czynników chemicznych i bio-
logicznych zostały omówione przez He i wsp. [40].

Przedstawione powyżej przykłady aktywności dro-
bnoustrojów w kierunku usuwania mikotoksyn mają 
głównie znaczenie naukowe, pozwalające na lepsze 
poznanie szczepów, ich właściwości oraz mechaniz-
mów zachodzących procesów. Ich ograniczona rola 
aplikacyjna sprawiła, że badania naukowe zwróciły się 
w stronę takich organizmów, które można zastosować 
w  procesach biotechnologicznych podczas produkcji, 
np. żywności fermentowanej, gdzie surowiec może być 
skażony mikotoksynami. Wśród nich szczególne zna-
czenie mają bakterie fermentacji mlekowej i  drożdże 
Saccharomyces cerevisiae. 

5. bakterie fermentacji mlekowej

Bakterie fermentacji mlekowej, w tym szczepy pro-
biotyczne budzą szczególne zainteresowanie ze względu 
na ich korzystne, fizjologiczne właściwości w organizmie 

człowieka i zwierząt. Ponadto bakterie te hamują wzrost 
pleśni oraz tworzenie przez nie mikotoksyn [18, 33].

Dane literaturowe wskazują na występowanie mię-
dzy typowymi bakteriami mlekowymi odmian o zróż-
nicowanych uzdolnieniach do detoksykacji środowisk 
z mikotoksyn, co wykazano zarówno w badaniach in 
vitro jak i in vivo. 

Badania różnych autorów dowodzą posiadania 
tej cechy przez szczepy probiotyczne Lactobacillus 
rhamnosus [22–25, 68, 75]. Szczepy L. rhamnosus 
GG, L. rhamnosus LC-705 zostały uznane za najbar-
dziej skutecznie wiążące aflatoksynę B1 w porównaniu 
z  innymi szczepami bakterii Gram-dodatnich (Lacto-
bacillus casei Shirota, L. acidophilus) i Gram-ujemnych 
(Escherichia coli). Brak zdolności do eliminowania 
aflatoksyn przez bakterie Gram-ujemne związany jest 
z  odmienną budową ściany komórkowej tych bak-
terii w  porównaniu ze ścianą komórkową bakterii 
Gram-dodatnich [23]. Wykazano, że proces ten jest 
bardzo szybki, już po 4 godzinach kontaktu bakterii 
z toksyną jej ilość uległa zmniejszeniu w zakresie od 50 
do 77%, zaś przedłużenie czasu inkubacji do 24 godzin 
nie zwiększyło istotnie wydajności procesu, a  nawet 
w niektórych przypadkach zaobserwowano uwalnianie 
się toksyny z komórek, co dowodzi nietrwałości połą-
czenia [22]. Szczepy bakterii Lactobacillus acidophilus 
i L. rhamnosus charakteryzowały się również zdolnoś-
cią do usuwania aflatoksyny M1 z mleka w zależności 
od szczepu w zakresie od 18 do 57% [73]. W każdym 
przypadku zaobserwowano, że komórki inaktywowane 
termicznie były bardziej skuteczne od komórek żywych, 
co wynika ze zmiany właściwości powierzchniowych 
komórek, które zachodzą pod wpływem wysokiej tem-
peratury [22, 68].

Wykazano, że szczepy Lactobacillus acidophilus oraz 
Bifidobacterium bifidum, B. longum i inne nie tylko 
zmniejszają ilość aflatoksyny  B1 w  pożywce, ale też 
obniżają mutagenność środowiska. Cechy te były bar-
dziej widoczne w przypadku szczepów inaktywowanych 
termicznie [9, 50].

Badania innych autorów skupiały się na bakteriach 
fermentacji mlekowej wykorzystywanych do produkcji 
jogurtu. Prowadzono fermentację mleka zawierającego 
aflatoksynę B1 w ilości 600, 1000 i 1400 µg/kg z wyko-
rzystaniem bakterii jogurtowych z rodzaju Strepto-
coccus. W  jogurcie o pH = 4,0 ilość toksyny została 
zredukowana, w zależności od jej początkowej zawar-
tości odpowiednio w 97, 91 i 90%. W doświadczeniach 
tych stwierdzono zmiany morfologiczne w komórkach, 
natomiast cechy organoleptyczne jogurtu pozostały bez 
zmian [57]. Inni autorzy badając obniżanie zawartości 
AFB1 w mleku w wyniku działania bakterii jogurtowych 
stwierdzili całkowitą transformację AFB1 do nowego 
produktu fluoryzującego o Rf = 0,18 identycznego z afla-
toksyną B2a [57, 79].
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Wykazano, że nie tylko aflatoksyna jest skutecz- 
nie usuwana przez bakterie mlekowe. W badaniach 
Š k i n j a r  i wsp. [85] potwierdzono zdolność do obni-
żania zawartości ochratoksyny A w mleku przez bakterie 
fermentacji mlekowej należące do gatunków Lactococ-
cus salivarius, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgari-
cus i Bifidobacterium bifidum. Ilość patuliny w pożywce 
zmniejszyła się w zakresie od 10 do 82% pod wpływem 
bakterii należących do rodzaju Lactobacillus oraz Bifi-
dobacterium. Potwierdziły się wcześniejsze obserwacje 
innych autorów, że przebieg procesu zależy od gęstości 
inokulum, pH i  stężenia toksyny. Spośród badanych 
szczepów L. acidophilus, usuwał nawet 96% toksyny doda- 
nej do pożywki w ilości 1 µg/ml [30]. N i d e r k o r n 
i wsp. [62] przeprowadził skrining bakterii fermentacji 
mlekowej i propionowej w  kierunku cechy usuwania 
deoksynowalenolu i fumonizyny z roztworów. Wyka-
zano, najlepszymi predyspozycjami do usuwania tych 
toksyn charakteryzowały się bakterie mlekowe: Lacto-
bacillus rhamnosus powodował usunięcie 55% deok-
syniwalenolu, Leuconostoc mesenteroides 82% fumo-
nizyny B1, zaś Lactococcus lactis 100% fumonizyny B2 
dodanych do pożywki.

Zainteresowanie bakteriami fermentacji mlekowej 
nie ogranicza się tylko do ich zdolności wiązania miko- 
toksyn. Obecnie, gdy zabronione jest stosowanie anty-
biotyków jako dodatków do pasz, z uwagi na antago-
nistyczne działanie w stosunku do wielu patogenów, 
organizmy te mogą stanowić alternatywę w ich stosowa-
niu. Badania in vivo wykazały, że bakterie Lactobacillus 
rhamnosus ograniczały w 75% adsorpcję aflatoksyny B1 
w przewodzie pokarmowym kurcząt [24]. Ekspery-
menty in vivo wskazują, że stosowanie bakterii probio-
tycznych jako dodatków do pasz ogranicza efekty miko-
toksykozy u zwierząt, jak również zmniejsza kumulację 
toksyn w  tkankach, obniżając w ten sposób skażenie 
żywności pochodzenia zwierzęcego przez toksyny [86].

Fakt usuwania toksyny również przez bakterie nie-
aktywne wyklucza enzymatyczny charakter procesu, 
a potwierdza, że jest to adsorpcja do komórki, a przede 
wszystkim do zewnętrznych warstw jej ściany komór-
kowej. Szczególną rolę w mechanizmie adsorpcji toksyn 
do komórek bakteryjnych, żywych i martwych mogą 
odgrywać peptydoglikan i egzopolisacharydy komórek, 
kwasy tejchonowe oraz oddziaływania związane z hydro- 
 fobowością komórki i  właściwościami elektrostatycz-
nymi [100]. Wykazano, że wiązanie toksyn z  komór-
kami bakterii fermentacji mlekowej jest powierzch-
niowe, a  przy zastosowaniu bakterii inaktywowanych 
termicznie trwałe, w odróżnieniu od bakterii żywych, 
z których komórek można wypłukać związaną wcześniej 
toksynę [39, 47]. Nie są jednak znane dane literaturowe 
na temat stabilności wiązania w warunkach przewodu 
pokarmowego. Trwałość takiego połączenia, a  jedno-
cześnie brak przylegania bakterii do nabłonka jelita, co 

umożliwiałoby resorpcję toksyny determinuje przyszłe 
zastosowanie praktyczne bakterii fermentacji mlekowej 
do dekontaminacji również żywności.

6. drożdże Saccharomyces cerevisiae

Drugą grupą organizmów o potencjalnym znacze-
niu aplikacyjnym są drożdże Saccharomyces cerevisiae. 
Organizmy te szeroko wykorzystywane są w wielu pro-
cesach biotechnologicznych, w piekarstwie, browarnic-
twie, winiarstwie, gorzelnictwie. Ze względu na częste 
skażenie mikotoksynami surowców używanych w tych 
procesach – mąki, słodu, moszczy gronowych, rozwa-
żana jest możliwość prowadzenia fermentacji przy uży-
ciu szczepów, które obok właściwych cech technolo-
gicznych, posiadają zdolność do obniżania zawartości 
toksyn, dzięki czemu produkt finalny będzie bardziej 
bezpieczny. Większość danych literaturowych w  tym 
obszarze dotyczy ochratoksyny A. Badania wykazały, że 
drożdże efektywnie usuwają ochratoksynę A z surow-
ców pochodzenia roślinnego podczas fermentacji, jak 
i w warunkach modelowych z pożywek mikrobiologicz-
nych. W badaniach S c o t t  i wsp. [82] stwierdzono, że 
ochratoksyna A dodana do brzeczki słodowej w iloś ci 
0,19 µg/ml, została wyeliminowana w 21% podczas 
fermentacji prowadzonej z udziałem drożdży browar-
niczych Saccharomyces cerevisiae var. carlsbergensis. 
Również podczas fermentacji zakwasu piekarskiego 
przez mieszaną kulturę starterową drożdży i bakterii 
mlekowej zawartość ochratoksyny A  w  mące ulegała 
znacznemu obniżeniu [76]. W  badaniach interakcji 
między ochratoksyną A a  szczepami drożdży Saccha-
romyces cerevisiae i  Kloeckera apiculata stosowanymi 
pojedynczo i  w  mieszaninie wykazano, że dodatek 
toksyny do medium hodowlanego nie wpływa negatyw-
nie na przebieg fermentacji alkoholowej. Ubytek toksyny 
wahał się od 28 do 40% wartości początkowej w zależ-
ności od szczepu i  ilości toksyny w medium. Badania 
potwierdziły też, że toksyna nie jest biodegradowana, 
a adsorbowana przez drożdże [4]. 

Skażenie ochratoksyną A moszczów gronowych jest 
poważnym problemem w winiarstwie. Niektóre szczepy 
enologiczne są zdolne do usuwania ochratoksyny  A 
z  soków i moszczów gronowych [8, 11, 13, 14, 56]. 
Doniesienia B e j a o u i  i wsp. [8] wskazują, że proces 
usuwania ochratoksyny A z soku gronowego jest bardzo 
szybki, już po 5 minutach kontaktu z komórkami droż-
dży 90% początkowej zawartości toksyny, tj 10 µg/ml 
uległo związaniu. Wyniki tych badań są spójne z rezulta-
tami uzyskanymi dla bakterii mlekowych, mimo znacz-
nych różnic w budowie komórek. Autorzy [8] wska-
zali na możliwość wykorzystania martwych drożdży 
odpowiednich szczepów jako adsorbentów w praktyce 
winiarskiej. Taki adsorbent jest tani, bezpieczny i nie 
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wpływa na zmiany organoleptyczne wina. Dyskusyjna 
jest jednak utylizacja komórek drożdży z ochratoksyną, 
ponadto wadą takiego sposobu dekontaminacji jest wią-
zanie innych korzystnych dla jakości wina składników, 
takich jak związki polifenolowe czy antocyjany [12].

Va r  i wsp. [93] dokonali przeglądu 21 różnych szcze-
pów drożdży wyizolowanych z winogron należących do 
rodzaju Candida, Kloeckera i Cryptococcus pod wzglę-
dem uzdolnień do usuwania ochratoksyny  A z  wina. 
Wykazano, że największą redukcją ilości toksyny ok. 30% 
charakteryzował się szczep Candida famata. Porównując 
te wyniki z rezultatami innych autorów należy stwierdzić, 
że wydajność tego procesu była bardzo dość niska, przy 
początkowym stężeniu toksyny 10 ng/ml. 

Podobnie jak w przypadku bakterii fermentacji mle-
kowej ustalono, że mechanizmem odpowiedzialnym 
za usuwanie toksyn przez drożdże jest adsorpcja do 
powierzchni komórek. Przemawia za tym fakt, że ana-
lizy chromatograficzne nie wykazały obecności produk-
tów metabolizmu ochratoksyny A, zaś komórki martwe 
i wypreparowane ściany komórkowe drożdży były rów-
nie efektywne [4, 8, 43, 68, 77, 80]. Mechanizm ten był 
niezależny od rodzju toksyny, co wykazano w odniesie-
niu do aflatoksyny B1, zearalenonu i toksyny T-2 i patu-
liny [29, 83, 98]. Składnikami ściany komórkowej, które 
biorą udział w wiązaniu mikotoksyn są glukany i man-
noproteiny [13, 80]. Według R a j u  i   D e v e g o w d a 
[80] za wiązanie toksyn odpowiada β-D-glukan ściany 
komórkowej drożdży, a szczególnie efektywna jest jego 
forma estryfikowana. W  oparciu o  badania metodą 
NMR stwierdzono, że grupy hydroksylowe, ketonowe 
i  laktonowe toksyn są odpowiedzialne za tworzenie 
zarówno wiązań wodorowych jak oddziaływań van 
der Waalsa między toksynami a β-D-glukanami [97]. 
Drożdże i składniki ich ściany komórkowej stosowane są 
również jako dodatki paszowe dla zwierząt, wykorzysty-
wane też jako adsorbenty, co skutecznie ogranicza efekty 
mikotoksykoz u zwierząt hodowlanych [5, 81]. Komer-
cyjnym preparatem jest dodatek paszowy o nazwie 
Mycorb (Alltech), który zawiera glukomamannany, 
wypreparowane składniki ściany komórkowej drożdży. 

Potencjalna aplikacja drożdży jako adsorbentów do 
żywności i pasz zależy jednak od stabilności wiązania 
toksyny z komórkami w warunkach przewodu pokar-
mowego. Według Ya n i k o u r i s a  i wsp. [99] adsorp-
cja zearalenonu jest najbardziej efektywna w pH kwaś-
nym i bliskim obojętnego, a więc takich, jakie panują 
w  niektórych regionach przewodu pokarmowego, zaś 
warunki alkaliczne zmieniają konformację glukanu 
w  taki sposób, że adsorpcja jest niemożliwa, a  więc 
można przypuszczać, że wiązanie jest dość trwałe.

Efektem zastosowanie drożdży do usuwania ochra-
toksyny A jest też detoksykacja środowiska, co wyka-
zano w testach cytotoksyczności i genotoksyczności 
z wykorzystaniem linii komórkowych nerek świńskich 

[74]. Niektóre drożdże wykazują też cechy probiotyczne, 
co jest dodatkowym argumentem przemawiającym za 
stosowaniem tych organizmów. 

7. podsumowanie

W świetle narastających zagrożeń zdrowotnych wyni- 
kających z obecności toksyn pleśniowych w środkach 
spożywczych, a także w otoczeniu człowieka poznanie 
istniejącego w naturze zjawiska biologicznego usuwania 
mikotoksyn wydaje się słuszne. Działania prewencyjne 
zmierzające do ochrony surowców roślinnych przed ich 
pleśnieniem są często nieskuteczne. Niezwykła zdol-
ność przystosowania się pleśni do różnych warunków 
środowiskowych sprawia, że prewencja nie stanowi 
rozwiązania skutecznego i uniwersalnego. Wykorzysta-
nie mikroorganizmów lub składników ich komórek do 
dekontaminacji żywności i pasz budzi duże nadzieje, ale 
też kontrowersje z punktu widzenia konsumenta. Brak 
jest unormowań prawnych w tej kwestii, a dane doty-
czące trwałości połączenia bakterie-toksyna w przewo-
dzie pokarmowym, jak również dane toksykologiczne 
są wciąż niepełne. Jedyną grupą drobnoustrojów, które 
obok innych korzystnych cech prozdrowotnych wyka-
zuje zdolność do usuwania toksyn są probiotyczne bak-
terie fermentacji mlekowej. Również drożdże Saccharo-
myces cerevisiae oraz składnik ich ściany komórkowej 
– glukan mogą być wykorzystywane w tym celu. Czyn-
niki te mogą być używane zarówno jako suplementy 
diety u ludzi i składniki paszowe w żywieniu zwierząt, 
jak i w trakcie procesów biotechnologicznych. 

W artykule dokonano przeglądu metod, które mogą 
być rozważane jako czynnik dekontaminacji surowców 
pochodzenia roślinnego, ze szczególnym uwzględnie-
niem metod biologicznych. 
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1. Wprowadzenie

Gryzonie laboratoryjne – myszy, szczury, myszo-
skoczki (gerbile), świnki morskie, bardzo często są 
wykorzystywane do badań eksperymentalnych. Według 
wykazu zwierząt laboratoryjnych hodowanych w Pol-
sce [10] obecnie wiele szczepów gryzoni (wsobnych, 
kongenicznych, koizogenicznych, nie krewniaczych) 
jest obiektem badań immunologicznych, farmakolo-
gicznych, toksykologicznych, biochemicznych, bio-
medycznych, nad nowotworami i innych. W  celach 
doświadczalnych powinny być wykorzystywane nie 
tylko zwierzęta zdrowe, ale również takie które nie są 
nosicielami zakażeń patogennych. 

Aby uniknąć takich zagrożeń została opracowana, 
przy udziale WHO, FAO, ILAR, ICLAS, kategoryzacja 
zwierząt laboratoryjnych z podziałem na: gnotobio-
tyczne (wśród nich germ-free, monobionty, dibionty 
i polibionty); zwierzęta SPF (Specified Pathogen Free) 
i  zwierzęta konwencjonalne (hodowle kontrolowane 
i otwarte) [3].

Zwierzęta konwencjonalne rzadko bywają badane 
w  kierunku zarażenia pasożytami, których obecność 
może zmienić interpretację ostatecznych wyników 
badań eksperymentalnych [18]. Jak wykazały eksper-
tyzy w wielu hodowlach u myszy stwierdzane są przede 
wszystkim jelitowe nicienie, owsiki Oxyuridae z gatun-
ków Syphacia obvelata i Aspiculuris tetraptera, a u szczu-

rów Syphacia muris, rzadziej tasiemce [1, 17]. Niewielka 
intensywność inwazji pasożytów nie wywołuje na ogół 
objawów chorobowych u tych zwierząt i może nie wzbu-
dzać niepokoju osób nadzorujących hodowle. Ustalono, 
że Oxyuridae mogą służyć jako biologiczne wskaźniki 
biologicznego zanieczyszczenia pomieszczeń dla zwie-
rząt laboratoryjnych i ich występowanie (z wyszczegól-
nieniem gatunków) powinno być wykazywane w spra-
wozdaniach z monitoringu ich zdrowia [23].

Pasożyty współwystępują w określonych odcinkach 
jelita (mikrohabitatach) z naturalną mikroflorą bakte-
ryjną zwierząt. Mikroflora występująca na całej długości 
układu pokarmowego, oprócz wspomagania procesów 
trawiennych zachodzących w jelitach, jest także waż-
nym czynnikiem zapobiegającym bądź ograniczającym 
osiedlanie drobnoustrojów chorobotwórczych oraz orga  - 
niz  mów pasożytniczych. Wysunięto tezę, że zmieniony 
skład jakościowy i ilościowy flory bakteryjnej żywiciela 
może przyczynić się do nasilenia inwazji patogenów 
i zintensyfikowania objawów chorobowych.

2. jelitowa flora bakteryjna gryzoni

Badania mikroflory jelitowej gryzoni zostały pod- 
jęte w  latach 60. XX wieku przez zespół R u s s e l a 
W. S c h a e d l e r a  [22]. Eksperymentalnie koloni-
zowano myszy laboratoryjne wybranymi szczepami 
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bakterii, izolowanymi z mikroflory zwierząt pochodzą-
cych z konwencjonalnych hodowli. W ich wyniku wyizo- 
lowano 8 szczepów bakterii najczęściej zasiedlających 
jelita gryzoni. W skład mikroflory wg S c h a e d l e r a 
wchodziły: Escherichia coli var. mutabilis, Strepto coccus 
(Enterococcus) faecalis, Lactobacillus acidophilus, L. sali-
varius, Streptococcus z grupy N, Bacteroides distasonis, 
Clostridium sp., a także bakterie EOS – Extremely Oxy-
gen Sensitive. W  roku  1978 badacze z  National Can-
cer Institute (NCI) dokonali weryfikacji składu flory 
opisanej przez S c h a e d l e r a  i złożonej z 8 szczepów 
bakterii. Celem ich pracy było ujednolicenie mikro-
flory stosowanej do kolonizacji myszy gnotobiotycz-
nych (germ-free). Autorzy [16] opracowali nową 
definicję mikroflory obecnie znaną jako „Zmieniona 
Flora Schaedlera” (ASF – Altered Schaedler Flora). 
W skład „Zmienionej Flory Schaedlera” (ASF) wchodzą 
3 gatunki z pierwotnego zestawu: Lactobacillus acidophi-
lus, L. salivarius, Bacteroides distasonis oraz szczególnie 
wrażliwe na tlen bakterie wrzecionowate (EOS), a także 
bakterie spiralne i 3 nowe szczepy niezwykle wrażliwych 
na tlen bakterii wrze cionowatych (EOS).

Na progu XXI wieku D e w h i r s t  i wsp. [4] na 
podstawie sekwencji 16S rRNA chcieli przekonać się 
czy w  skład mikroflory jelitowej gryzoni wchodzą te 
same szczepy które zostały zakwalifikowane jako „Zmie-
niona Flora Schaedlera” (ASF). Wykazano, że większość 
mikroflory jelit stanowią wrzecionowate bakterie lub 
stożkowate pałeczki określone jako niezwykle wrażliwe 
na tlen bakterie EOS – Extremely Oxygen Sensitive. 
Bakterie te przewyższają liczebnie bezwzględne beztle-
nowce. Wielu bakterii EOS nie udało hodować in vitro, 
a jeszcze mniej z nich zostało zidentyfikowanych. 

Również inni badacze, na przestrzeni lat, zajmowali 
się florą bakteryjną gryzoni wykazując że bezwzględnie 
beztlenowe bakterie stanowią co najmniej 99% flory jeli-
towej tych zwierząt. Według [6] są to głównie bakterie 
Lactobacillus sp., i Bacteroides sp. zaś inni badacze [7] 
wyizolowali z treści jelita grubego myszy laboratoryj-
nych dodatkowo bakterie z rodzajów: Eubacterium sp., 
Fusobacterium sp., Peptostreptococcus sp. i Propioni-
bacterium sp. U innych gryzoni laboratoryjnych mikro-
flora jelitowa jest podobna. Według Wo r t h i n g t o n a 
i  F u l g h u m a  [30] u myszoskoczków występują bakte-
rie z rodzajów: Lactobacillus sp. (najczęściej izolowany), 
Bacteroides sp., a  także Bifidobacterium sp. i  gatunki 
Escherichia coli oraz Acinetobacter calcoaceticus, zaś 
u szynszyli najczęściej identyfikowano bakterie z rodza-
jów Bacteroides sp., Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp.

Liczba mikroorganizmów w jelitach gryzoni jest 
ogromna. W 1 g treści jelita grubego myszy może wyno-
sić od 4,4 × 1010 do około 10 11 bakterii [4, 7]. 

Tak duża liczba mikroorganizmów zapewnia inten-
sywną działalność metaboliczną zwłaszcza w  jelicie 
grubym zwierzęcia [11]. Mikroorganizmy te nie tylko 

dostarczają niezbędnych substancji odżywczych (np. 
witaminy K) dla gospodarza, ale także chronią przed 
kolonizacją błon śluzowych przez drobnoustroje cho-
robotwórcze. Np. liczne badania wykazały zwiększoną 
podatność myszy laboratoryjnych pozbawionych bakte-
rii na różne czynniki zakaźne w porównaniu do myszy 
z normalną florą [4]. Wyniki innych badań [5, 6] ujaw-
niły, że flora bakteryjna jelit jest niezbędna do prawidło-
wego funkcjonowania układu pokarmowego, trawienia 
pokarmu a także kompetencji układu odpornościowego. 
Drobnoustroje pełnią również ważne funkcje metabo-
liczne, polegające na rozkładaniu obecnych w pożywie-
niu toksyn i karcynogenów.

3. badania na zwierzętach doświadczalnych

Pod koniec lat 50. XX wieku podjęto również bada-
nia wzajemnych oddziaływań między pasożytami a florą 
jelitową zwierząt, głównie laboratoryjnych. Nieliczne 
prace dotyczyły eksperymentalnych zarażeń gryzoni 
patogennymi pierwotniakami. P h i l l i p s  i Wo l f e 
[19] zaobserwowali że, u pozbawionych mikroflory jeli-
towej (gnotobiotycznych) świnek morskich, zarażonych 
pełzakiem czerwonki Entamoeba histolytica przebieg 
choroby jest łagodniejszy w porównaniu z osobnikami 
konwencjonalnymi. Lecz u monobiontów (zasiedlanych 
jednym gatunkiem bakterii), w zależności od użytych 
szczepów bakteryjnych, występowały objawy porówny-
walne do obserwowanych u zwierząt z pełną mikroflorą. 

Zdecydowanie więcej prac opartych jest na zaraże-
niach doświadczalnych gryzoni laboratoryjnych paso-
żytniczymi helmintami, a zwłaszcza nicieniami. Jednymi 
z pierwszych którzy przystąpili do badań dotyczących 
oddziaływań między pasożytami a  florą jelitową gry-
zoni byli polscy badacze – Zdzisław P r z y j a ł k o w -
s k i  i  Witold S t e f a ń s k i. Ich działalność przypa-
dała na lata 60. i 70. ubiegłego wieku, a  prace oparte 
były w dużej mierze na eksperymentalnych zarażeniach 
myszy i szczurów nicieniami Aspicularis tetraptera i Tri-
chinella spiralis [20, 21, 24]. W prowadzonych doświad-
czeniach autorzy wykazali, że naturalna flora bakte-
ryjna jelit wpływa korzystnie lub jest wręcz niezbędna 
do rozwoju inwazji pasożytniczych nicieni. W wyniku 
eksperymentów wykazali m.in. konieczność obecności 
prawidłowej flory jelitowej podczas zarażenia owsikiem 
A. tetraptera [25].

Także wpływ prawidłowej mikroflory jako czynnika 
stymulującego do osiedlania się pasożytów i ich rozwoju 
w jelicie żywiciela wykazały doświadczenia przeprowa-
dzane w tym okresie przez We s c o t t a  [26, 28]. Prace 
autora opierały się na obserwacjach zależności między 
obecnością bakterii a rozwojem i lokalizacją nicienia 
Nippostrongylus brasiliensis u myszy. N. brasiliensis jest 
kosmopolitycznym pasożytem szczurów i myszy, który 
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usadawia się na nabłonku śluzówki jelita, pomiędzy 
kosmkami. Do zarażenia nowych osobników dochodzi 
poprzez larwy inwazyjne (L3), które żyją w kale zaka-
żonych gryzoni i odżywiają się występującymi tam bak-
teriami [29]. Larwy te wnikają do żywiciela przez skórę 
lub per os. Cykl życiowy pasożyta obejmuje wędrówkę 
przez płuca i końcową lokalizację w obrębie jelita cien-
kiego w ciągu około tygodnia od momentu wniknięcia 
larw. W wyniku przeprowadzonego doświadczenia wię-
cej larw N. brasiliensis znaleziono w płucach myszy kon-
wencjonalnych niż u myszy germ-free zarówno po 48 h 
jak i 8 dniach od infekcji [26]. Podobne zależności zaob-
serwowano wcześniej [14] u eksperymentalnie zarażo-
nych tym pasożytem świnek morskich. Również tutaj 
zanotowano większą liczbę larw wędrujących nicienia 
u zwierząt z normalną florą jelitową niż u świnek gno-
tobiotycznych. Także w trakcie dalszej wędrówki tego 
nicienia w organizmie myszy z pełną florą bakteryjną 
w jelitach rozwinęło się więcej dorosłych osobników niż 
u myszy bezbakteryjnych. 

Lepszym modelem wydają się być pasożyty, których 
cykl rozwojowy odbywa się wyłącznie w obszarze układu 
pokarmowego i charakteryzuje się dłuższą przeżywal-
nością, stąd w dalszych doświadczeniach jako modelu 
użyto [27] nicienia Nippostrongylus dubius. Larwy tego 
pasożyta nie wędrują przez płuca, lecz krótko po rozpo-
częciu inwazji wnikają w śluzówkę by po okresie około 
tygodnia przedostać się z powrotem do światła jelita. 
U zwierząt zarażanych per os dorosłe osobniki pasożyta 
uzyskiwały dojrzałość po 10 dniach od zarażenia a inwa-
zja utrzymywała się do 4 miesięcy. Pierwsze obserwacje 
wykazały, że larwy N. dubius rozwijały się w osobniki 
dorosłe mniej licznie u myszy bezbakteryjnych niż kon-
wencjonalnych. Dodatkowo pasożyty izolowane z jelit 
myszy germ-free osiągały mniejsze wymiary i zawierały 
mniejszą liczbę jaj. Dalsze badania wykazały zmiany 
patologiczne (obecność guzków) w  jelitach obu grup 
myszy, które jednak zaczęły zanikać po około tygodniu 
u myszy z normalną florą jelitową, u pozostałych gry-
zoni utrzymywały się przez ponad 60 dni.

Podobne wnioski można wysnuć na podstawie póź-
niejszych badań [13], w których wykorzystano węgorki 
Strongyloides venezuelensis w eksperymentalnych zara-
żeniach gryzoni. Na podstawie analiz parazytologicz-
nych (określenie liczby pasożytów w jelitach) i histopa-
tologicznych (zmiany morfologiczne) badacze wykazali 
większą inwazyjność tego nicienia u myszy gnotobio-
tycznych niż u  myszy konwencjonalnych. Wyniki te 
wskazują że ekosystem bakterii jelitowych wpływa na 
przebieg infekcji S. venezuelensis a dodatkowe podawa-
nie antybiotyków gryzoniom może pogłębić patogen-
ność nicienia poprzez redukcję flory jelitowej.

Jednak w niektórych przypadkach mikroflora prze-
wodu pokarmowego wydaje się być obojętna w osiedla-
niu, rozwoju i egzystencji pasożytów, co wykazano na 

przykładzie tasiemców Hymenolepis diminuta. Pasożyty 
te żyją w świetle jelita, a sposób ich odżywiania nie jest 
związany z penetracją śluzówki jelit, rozwijają się równie 
dobrze zarówno u myszy i szczurów bezbakteryjnych, 
jak i konwencjonalnych [9].

Szereg prac dotyczy stymulującego lub hamującego 
działania monokultur bakterii na jelitowe pasożyty 
wewnętrzne – głównie nicienie. P r z y j a ł k o w s k i 
[21] doświadczalnie wykazał, że Staphylococcus epider-
midis hamuje rozwój włośni Trichinella spiralis a stymu-
lujący wpływ na jego rozwój mają bakterie Gram-ujemne 
Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Proteus sp.

W innych eksperymentach [12] wykazano, że w obec- 
 ności bakterii z grupy Bacillaceae samice nicienia jelito-
wego Heligmosomoides polygyrus pasożytujące u gryzoni 
produkują martwe, zdeformowane jaja z nie wykształ-
coną larwą. Dodatkowo u  dorosłych samic nicieni 
w części głowowej i w okolicy wulwy zaobserwowano 
anomalie w budowie oskórka. Zmiany te powiązano 
z wydzielaniem przez bakterie m.in. chitynazy oraz bra-
kiem prawidłowej flory bakteryjnej u myszy germ-free 
mogących neutralizować niekorzystny wpływ Bacilla-
ceae na rozwój nicieni. 

Doświadczenia przeprowadzane na gryzoniach bez-
bakteryjnych monobiontycznych, zasiedlonych jednym 
gatunkiem – Bacillus mesentericus, Pseudomonas aeru-
ginosa lub Lactobacillus sp. i zarażonych nicieniami 
Nippostrongylus dubius ujawniły, że w  jelitach takich 
zwierząt rozwijało się więcej dojrzałych form pasożyta 
niż u myszy germ-free, lecz mniej niż u gryzoni konwen-
cjonalnych [2]. W jelitach myszy zarażonych bakteriami 
z rodzaju Lactobacillus sp. obserwowano mniej zmian 
patologicznych w  postaci guzków, a  dorosłe samice 
nicienia były bardziej płodne (zawierały więcej jaj) 
w stosunku do pasożytów uzyskanych z myszy bezbak-
teryjnych. Stąd wniosek, że ten rodzaj bakterii ma zna-
czący wpływ na kształtowanie się układu pasożyt-żywi-
ciel, gdyż stymuluje rozwój inwazji pasożytniczych.

Także doświadczenia przeprowadzone na modelu 
mysim z użyciem włośni Trichinella spiralis wykazały, że 
dorosłe postacie pasożyta występowały liczniej u gryzoni 
z pełną florą jelitową niż u gryzoni zarażonych tylko jed-
nym gatunkiem bakterii – Pseudomonas aeruginosa [21]. 

Z nowych badań [8] wynika że niektóre gatunki 
bakterii wydają się być wręcz niezbędne do przebiegu 
inwazji pasożytniczej. Autorzy badali in vitro wpływ 
obecności żywych i martwych bakterii Escherichia coli 
na zdolność rozwoju larw włosogłówki mysiej Tri chu- 
ris muris. W zaprojektowanym doświadczeniu inku-
bowali jaja tego nicienia w treści jelitowej pochodzą-
cej z  jelita ślepego myszy oraz, aby określić znaczenie 
bakterii w procesie wylęgania, jaja inkubowano także 
w  monokulturze E. coli. W obu próbach uzyskano 
zbieżne wyniki – podobna liczba larw nicienia wylęgła 
się w obec ności pełnej flory jelitowej jak i w przypadku 
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kontaktu z  samymi pałeczkami okrężnicy. Wylęganie 
larw następowało tylko w temperaturze 37°C, sugeru-
jąc tym samym istotny wpływ tego czynnika na rozwój 
pasożyta, prawdopodobnie chroniący w ten sposób 
larwy przed opuszczaniem osłonek jajowych w śro-
dowisku zewnętrznym. Istotną częścią doświadczenia 
było również stwierdzenie czy do wylęgu larw włoso-
główki niezbędne są żywe bakterie czy tylko struktury 
tych mikroorganizmów. Ostatecznie wykazano, że wię-
cej larw włosogłówki wylęgło się w obecności żywych 
bakterii E. coli niż w obecności bakterii zabitych przez 
wysoką temperaturę. Badacze tym samym dowiedli, 
że komunikacja i oddziaływania między organizmami 
opierają się na kontakcie żywych organizmów a nie na 
działaniu neuroprzekaźników bądź wyłącznie obecności 
struktur komórkowych bakterii i pasożyta.

Cytowane wyżej wyniki badań uwidoczniły wpływ 
pełnej mikroflory, bądź poszczególnych bakterii na roz-
wój pasożytów jelitowych u  gryzoni laboratoryjnych. 
Natomiast badania autorów brazylijskich [15] dotyczą 
drugiego aspektu – wpływu nicieni Angiostrongylus 
costaricensis na stan endogennej flory jelitowej. U ekspe-
rymentalnie zarażonych myszy szczepu Swiss We b s t e r 
tymi pasożytami, które zasiedlają tylne odcinki jelita, 
znacząco wzrosła liczba jelitowych bakterii tleno- 
wych – w jelicie krętym z 4,4 × 107 do 1,7 × 108. Podczas 
gdy beztlenowce z rodzaju Peptostreptococcus w okręż-
nicy zarażonych zwierząt osiągnęły wartość 7,5 × 108 
a w grupie kontrolnej było ich 1,59. Badacze sugerują, 
że takie zmiany jelitowej mikroflory u myszy pod wpły-
wem zarażenia nicieniami mogą pomóc w  rozwiązy- 
waniu problemów w  niektórych infekcjach bakteryj- 
nych także u ludzi.

4. podsumowanie

Wpływ bakterii na osiedlanie i rozwój pasożytów 
jest faktem niezaprzeczalnym, podobnie jak niejedno-
stronność tych relacji. Dotychczasowe wyniki badań 
wskazują, że rola naturalnej flory bakteryjnej w regulacji 
układu pasożyt-żywiciel kształtuje się w sposób zróż-
nicowany. Na ogół ma wpływ stymulujący na rozwój 
pasożytów, jednak czasami jej obecność nie ma żadnego 
znaczenia. Wykazano również że monokultury poszcze-
gólnych bakterii mogą mieć dodatni lub hamujący 
wpływ na helminty jelitowe, a głównie nicienie. Badania 
wykazały także, że inwazja pasożytnicza rozwijająca się 
w jelicie żywiciele powoduje zmiany ilościowe bakterii 
bytujących we wspólnym mikrohabitacie.

Niestety współczesny stan wiedzy nie pozwala prze-
widzieć kierunku interakcji danego gatunku mikro-
organizmu i  organizmu pasożytniczego oraz efektu 
tego związku na organizm żywiciela, stąd tak ważnym 
wydaje się prowadzenie dalszych badań nad tym zagad-

nieniem. Znajomość poszczególnych oddziaływań być 
może pozwoli w przyszłości na bardziej skuteczną walkę 
zarówno z parazytozami zwierząt jak i człowieka.
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1. introduction

1.1. Candida as a commensal and as a pathogen

Candida albicans is a diploid microorganism belong-
ing to genus Candida of ascomycetous-like fungal species 
which has no known teleomorph [1]. Candida albicans 
is an ubiquitous human commensal yeast which resides 
mainly on mucosal surfaces of the oral cavity as well as 
in the urogenital, gastrointestinal and vaginal tracts and 
some cutaneous areas of healthy individuals without 
symptoms of disease [5, 53]. The latter strain in commen-
sal form can be detected in approximately 50% of the 
human population [75]. Furthermore, in all body loca-
tions, C. albicans represented the predominant Candida 
species (70%). On the other hand, results of previous 

studies established association between fungal colonisa-
tion and candidaemia, and furthermore the rate of pro-
gression from colonisation to invasive infection ranges 
from 15 to 40% [79]. Candida albicans is considered 
to be a major causative factor of opportunistic human 
infections (invasive candidiasis) with high morbidity 
and mortality rate of 30 to 70% [5, 9–11, 13–15, 53, 96].

The status of the host immune system is the major 
factor balancing the transition of C. albicans from 
a commensal to a pathogen [84]. Much has been done to 
elucidate the host defence mechanisms against systemic 
candidiasis [30, 37, 68]. Moreover, many of the previ-
ous studies showed that C. albicans aspartic proteinases 
are immunogenic and elicit mucosal and systemic anti-
body responses [7, 44, 53, 55, 92, 99]. Recently, it was 
reviewed [37] that transition from healthy to pathogenic 
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state occurs at the mucosal-fungal interface. Mucosal 
immune mechanisms are vital to prevent the systemic 
spread of pathogens from localized infection. The 
innate and adaptive arms of the immune response play 
key role in immunity to Candida. Several studies have 
demonstrated that innate immunity in mucosal infec-
tion involves many cell types: neutrophils, monocytes/ 
macrophages, Natural Killer (NK) cells, dendritic cells 
(DC), CD4+ and CD8+ T  cells, non-MHC restricted 
T cells such as γδ-T cells, mucosal epithelial cells, stro-
mal cells and keratinocytes [30, 37, 68]. In the case of 
systemic infection, the release of interferon-γ (INF-γ) 
and lymphotoxin-α (LTA) from Th1 cells is responsible 
for activation of the antifungal properties of neutrophils 
and macrophages in the deep tissues. Investigation in 
mice and humans has provided evidence for a protec-
tive role of the Th17 pathway in anti-fungal immunity 
at mucosal and epithelial surfaces, particularly the oral 
cavity and skin. During infection of mucosa, the release 
of IL-17 and IL-22 from specific Th17 lymphocytes 
recruits and activates neutrophiles for the elimination of 
infection [37, 49, 50, 52]. Moreover, commensal flora in 
the oral, gastrointestinal and vaginal tracts plays a vital 
role in limiting infections [46]. Candida albicans has 
three major mechanisms of its own that mediate patho-
genicity and invasiveness: (I) escape from host immune 
responses, (II) morphogenic change from the yeast to 
the hyphal form, which increases adherence and ability 
to invade host cells, and (III) host cell invasion, which 
is supported by factors associated with hyphae includ-
ing adhesion molecules, invasion-like molecules, and 
secreted hydrolytic enzymes [53]. 

The incidence of Candida endogenous infections 
appeared to be due to several predisposing factors such 
as immunosuppressant or steroids treatments, long-
term catheterization, abdominal surgery, treatment with 
broad-spectrum antibiotics, perforation of the gastro-
intestinal tract, destruction of the skin by deep burns, 
hyperalimentation, mechanical ventilation, renal fail-
ure, bone marrow transplant, premature very low birth 
weight infants, critically ill neonates, diabetes mellitus, 
Crohn’s disease, immunologically comprised individu-
als, spread of HIV infections [16–19, 21, 23, 45, 79, 83]. 
However, rare cases of exogenous acquisition have also 
been reported, they occurred due to contaminated solu-
tions and material (catheter-related), also via healthcare-
associated cross-transmission of C. albicans [6, 71].

1.2. candidiasis

Candidiasis may be classified as superficially-local-
ized or a systemic [5, 20, 22, 24, 25, 27]. The surface-
localized, mucocutaneous candidiasis can affect epider-
mal and mucosal surface including oral cavity, pharynx, 
esophagus, intestines, urinary bladder and vagina. It 

occurs in the form of oropharyngeal candidiasis (OPC), 
cutaneous candidiasis (CC), esophageal candidiasis and 
vulvovaginal candidiasis (VVC) [26]. Increased risk of 
OPC is seen either in smokers of tobacco products or 
in patients with the following disorders: xerostomia, 
Sjögren’s syndrome (SjS), cancer therapy followed by 
local mucosal injury, hyposalivation as well as in patients 
with local or systemic steroid and antibiotic treatments 
[8]. Furthermore, OPC is one of the first clinical signs of 
HIV infection, and is diagnosed in up to 95% of HIV+ 
patients [37]. The main described clinical forms of OPC 
are pseudomembranous (so-called thrush), erythema-
tous, and angular cheilitis [8]. A chronic mucocutane-
ous candidiasis (CMC) is characterized by chronic or 
recurring infection of the skin, nails, oropharyngeal and 
esophageal involvement without the tendency for sys-
temic dissemination and with increased frequency of 
endocrinopathy [5]. The CC has a number of predisposi-
tions, such as warmth, moisture and immunosuppres-
sion [26]. Candida albicans is responsible in over 85% 
for vulvovaginal candidiasis cases [28]. Fungal infection 
are very frequent in women, in fact, vulvovaginal can-
didiasis (VVC) affected up to 75% of all women [52]. 
Moreover, about 5–10% of women developed recurrent 
form – RVVC [5, 31–34]. Unlike systemic candidiasis, 
characterized by the presence of Candida in normally 
sterile sites locations in the body, VVC and RVVC affect 
vaginal tissue, where C. albicans is a natural commen-
sal [5]. The systemic, invasive C. albicans infection (ICI) 
can affects organs causing pneumonia, endocarditis, 
myocarditis, pericarditis, meningitis, endophthalmitis, 
arthritis, osteomyelitis [35, 36]. Candida albicans is the 
most frequent causative factor of 50–70% of all invasive 
infections [38]. 

Although the incidence of candidaemia in Europe 
(0.5 episodes per 10,000 patient days) is lower than in 
the United States (2 episodes per 10,000 patient days), 
the incidence in Europe has recently increased [36]. 
The recent study by S c h e l e n z  [93] on surveillance 
conducted in hospitals in the United Kingdom showed 
that C. albicans remains the most common species caus-
ing candidaemia in Intensive Care Unit patients. Fur-
thermore, study of Z a o u t i s  [100] and N g u y e n 
et al. [79] conducted in neonatal intensive care unit in 
the United States and France respectively showed that 
C. albicans was the most frequent species responsible for 
invasive candidiasis infection in neonatal patient group. 
According to S c h o f i e l d  et al. [95], M o r r i s o n 
et al. [73], B i a l k o v á  and Š u b í k  [9], S c h e l e n z 
[93], C. albicans was responsible for 59% of nosocomial 
candidaemia and for 55% of bloodstream infections. 
E n o c h  et al. [47] noted that C. albicans was responsi-
ble for 79.4% of candidaemias in intensive-care patients, 
but only for 37.5% in haematology patients. The con-
tribution of C. albicans in invasive and disseminated 
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candidiasis appears highly similar in United States and 
Europe and accounts from 49 to 55% [36]. According 
to Kul lberg  and Fi l ler  [65] among the risk factors 
that predispose to candidaemia and disseminated can-
didiasis are: cancer (26%), abdominal surgery (14%), 
diabetes mellitus (13%) or human immunodeficiency 
virus (10%). 

In the light of the above-mentioned literature data 
systemic mycoses of C. albicans etiology constitute 
a  serious clinical problem world-wide. The high fre-
quency of occurrence of these infections as well as the 
high mortality of patients with immunosuppression 
cause a tendency toward better understanding of C. albi-
cans virulence factors and developing sensitive and spe-
cific diagnostic methods and appropriate strategies for 
candidiasis treatment.

Candida albicans strains represent an important 
clinical problem as they from this species possess more 
virulence factors than non-Candida albicans strains [5, 
28, 39, 41]. Virulence factors identified so far include 
such phenomena as morphogenetic transition from 
yeast to pseudo- and true hyphae, adhesion to inert 
and biological substrates, production and secretion of 
hydrolytic enzymes, biofilm formation, antigenic vari-
ability and phenotype switching [1, 5, 13, 27, 43, 47, 
48]. This review focuses on characteristic and function 
of the members of aspartyl proteinase, which have been 
studied in more detail, and are key virulence factors in 
C. albicans pathogenesis.

2. extracellular enzymes and C. albicans virulence

Candida albicans is a producer of extracellular hydro-
lytic enzymes [9]. The hydrolytic enzymes produced by 
C. albicans in addition to the simple role of digesting 
molecules for nutrient acquisition, fulfil a number of 
functions [2]. It is generally considered that some of 
hydrolytic enzymes, such as beta-N-acetylhexosamini-
dase (HexNAcase), formerly known as N-acetyl-beta-
D-galactosaminidase (NAGase), acid phosphatase and 
beta-D-glucosidase contribute specifically to the differ-
entiation of C. albicans yeast strains [59, 60]. N i i m i 
et al. [80] reported the HexNAcase enzyme to be a viru-
lence factor for C. albicans since the HexNAcase-defi-
cient mutant (EOB4) of the ATCC 10261 strain was less 
pathogenic than the parental wild type strain in a mouse 
infection model. H u b e  and N a g l i k  [58] reported 
that production of hydrolases contributes to coloniza-
tion of host surfaces, enhances adhesion by degrading 
host surface molecules, and allows penetration into 
deeper host tissues by digesting host cell membranes or 
evasion of host defence mechanism by digesting cells 
and molecules of the host immune system. The three 
most significant extracellular hydrolytic enzymes pro-

duced by C. albicans i.e., the phospholipases, lipases 
and secreted aspartyl proteinases (Saps) are linked to 
virulence [12, 58]. Phospholipases are important patho-
genicity determinants in C. albicans. They play a signifi-
cant role in damaging cell membranes by destroying 
phospholipids in host cells, therefore inducing cell 
lysis and facilitating tissue invasion [3, 12]. There are 
four types of secreted phospholipases: A, B, C and D 
[27]. Among them phospholipase B contributes to the 
pathogenicity of C. albicans by abetting the fungus in 
damaging and traversing host cell membranes [12]. 
Lipases are enzymes that catalyze both the hydrolysis 
and synthesis of triacylglycerols [51]. Candida albicans 
can produce at least nine lipases which can hydrolyze 
ester bonds of mono-, di-, and triacylglycerols [92]. 
Moreover, secreted lipases may play role in the adhesion 
and penetration steps of infection process in murine 
model of haematogenously disseminated candidiasis 
[29, 51]. Based on observations made by K i t a n o v i c 
et al. [62], esterase activity (hydrolysis of ester bounds 
of triacylglycerols) is a common feature of C. albicans 
strains isolated from clinical specimens. The ability 
to secrete hydrolytic enzymes that destroy barriers to 
enable growth and break polymers to provide nutrients 
as well as inactivate the host defense molecules is con-
sidered as one of the virulence factors of C. albicans [54]. 
Among hydrolytic enzymes of Candida spp., aspartyl 
proteinases are by far the most commonly associated 
with virulence [75].

3. Candida albicans aspartic proteinases

Candida albicans secreted aspartic proteinases (Saps) 
represent a family of 10 related proteinases [57, 76] 
which catalyze the hydrolysis of peptide bonds (CO-NH) 
in proteins [35, 62, 69, 75, 99]. Ten SAP genes are 
located on five different chromosomes [43]. N a g l i k 
et al. [114] noted that within Sap isoenzyme family 
distinct groups based of sequence homology are clus-
tered: Sap1 to Sap3 are up to 67% identical, and Sap4 
to Sap6 are up to 89% identical, while Sap7 is only 
20 to 27% identical to other Sap proteins, which makes 
it the most diverged member of family. It seems appar-
ent from the previous studies [58, 75, 92] that Sap1-
Sap8 proteins are secreted extracellularly, whereas Sap9 
and Sap10 remain anchored in the fungal membrane. 
The proteases Sap9 and Sap10 are bound to the fun-
gal cell surface by a glycosylphosphatidylinositol (GPI) 
anchor motif. Of these, Sap9 seems to be predominantly 
located in the cell membrane, and Sap10 is located in 
the cell wall and membrane [4]. Many of the early pro-
teinase studies focused on the detection of Sap anti- 
gens inside the morphologies of C. albicans using poly - 
clonal antibodies [35, 73, 97]. Accordingly, reports using 
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immunogold-labelling techniques revealed that Sap pro-
teins are localized inside the cell wall of yeast and hyphal 
cells of C. albicans [86–88, 97]. Moreover, S t r i n g a r o 
et al. [97] demonstrated that in rats with developed vagi-
nitis the ultrastructural localization of Sap is observed 
only within the cell wall of hyphal cells. Similar results 
were observed in the in vitro model of experimental 
oral candidiasis [86] and reconstituted human epi-
dermis (RHE model) [88]. In our study (unpublished 
data), immunogold labeling showed that in pleomor-
phic forms Sap1-6 localize mainly in the cell wall and 
in the cytoplasm. The cytoplasm-located clusters of the 
enzyme marker surrounded by a membrane-like struc-
ture were observed (Fig. 1). For more information on 
processing cultivation and regulation of Sap, the reader 
is guided to reference by N a g l i k  et al. [75].

Many authors [35, 42, 58, 62, 69, 72, 73, 75, 76, 82, 
88, 91, 92, 99] pointed out that Sap production is asso-
ciated with a number of C. albicans virulence features, 
including hyphae formation, adhesion and phenotypic 
switching. These findings are supported by the fact 
that C. albicans SAP genes appear to have no equiva-
lents in less pathogenic yeast specie – Saccharomyces 
cerevisiae [69]. Furthermore, the proteinases appear 
to have adapted their biochemical properties to fulfil 
a number of specialized functions during the of infec-
tion process, e.g., digestion of host cell membranes and 
molecules of the host immune system to avoid antimi-
crobial attack by the host [56, 75, 76, 98]. For example, 
a more recent study by G r o p p  et al. [53] found that 
the Sap proteinases degrade and inactivate the central 
human complement components C3b, C4b as well as 

Fig. 1. Immunoelectron microscopy (IEM). Detection of Sap3 in pleomorphic cells of Candida albicans clinical 
strain using polyclonal rabbit anti-Sap3 serum and goat-anti-rabbit IgG conjugated to 5 nm gold particles. (a-d) 
Cells cultivated in Sap-inductive undiluted human serum for 18 h. (a) Control without anti-Sap3 antibody. No 
evidence of gold particles in control cells is seen. (b) Separate gold particles and clusters of them are visible in 
the cytoplasm (arrows) and in the cell wall (cw). (c) Note the vesicle packed with gold clusters in the cytoplasm 

(arrows). (d) Note the cytoplasm- and cell wall-located clusters of the enzyme marker (arrows). Bars = 1 µm
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C5 and block the damaging effects of the activated 
complement system. 

Numerous studies (see the following section) have 
correlated the SAP expression and morphogenesis pro-
cess under hyphae inducing conditions. SAP genes were 
shown to be expressed differentially according to the 
morphological form of the fungus and the surrounding 
environment supporting transition [74]. N a n t e l  et al. 
[78] showed that the serum favoured hyphae forma-
tion and expression of Sap4-6. In contrast, H u b e  and 
N a g l i k  [58] reported that hyphae induction alone is 
sufficient for Sap expression and that the protein com-
ponents of the serum are not necessary. On the contrary, 
early study of B r o w n  and G o w  [21] demonstrated 

that Sap6 is expressed when hyphae growth is stimu-
lated using polypeptide-containing culture media. To 
address this, two reports [35, 38] showed that hyphae 
formation was induced in modified Lee’s medium after 
18 h and under the same growth condition expression 
of Sap4-6 was detected. Finally, it was clearly established 
[35, 66, 75, 76, 91, 92] that yeast cells predominantly 
produce Sap1-3, while hyphae produce mainly Sap4-6. 
Supporting these data, more recent report by dos San-
tos [43] noted that the expression of SAP1-SAP3 and 
SAP8-SAP10 is detected in yeast cells, while the expres-
sion of SAP4-SAP6 is associated with the filamentous 
forms. However, N a g l i k  et al. [77] concluded that 
although Sap5 may play an indirect role in facilitating 

Table I
Expression of secreted aspartyl proteinases in human and in animal models

Model Infection
Secreted
aspartyl

proteinases
Assay Main findings Refer-

ences

Murine and Systemic SAP4-6 Southern blotting, SAP4, SAP5 and SAP6 expression was observed [43]
guinea pig infection  survival curves during progression of systemic infection
    by C. albicans in animals
Murine and Disseminated SAP1-3 Southern blotting, SAP1, SAP2 and SAP3 were detected during [20]
guinea pig infection  hybridization autoradiography C. albicans disseminated infections
Rat Infected rat Sap Immunoelectron microscopy, Sap secreted by C. albicans during rat vaginitis; [53]
 vagina  SDS-PAGE with antirabbit IgG Sap localized in the cell wall of hyphal forms
   or antimouse IgG-peroxidase during infection
   conjugated 
Human  Sera  Sap Western blot with monoclonal Detection of Sap antigen in the sera of patients [7]
   antibody (MAb) with invasive candidias
Human Oral candidiasis SAP1-7 RT-PCR SAP1-3 transcripts were observed in patients [34]
    with oral candidiasis
Human Oropharyngeal Sap1-3 Immunoelectron microscopy The expression of Sap1-3 does not confirm [46]
 candidiasis  with murine monoclonal a pathogenetic role of the Sap1-3 in host-fungal
   antibody interaction
Human Oral and Sap1-3 or Immunoelectron microscopy Sap1-3 crucial for mucosal and cutaneous [47]
 cutaneous Sap4-6  candidiasis
 candidiasis
Mice Gastrointestinal SAP1-6 RT-PCR, IVET Expression of SAP4-6 was detected in higher [25]
 infection   percentage than SAP1-3; individual Saps are
    not indispensable factors for virulence
Mice Disseminated SAP4-6 RT-PCR; immunoelectron Hyphal morphologies without expression [15]
 candidiasis  microscopy  of SAP6 are less virulent; Sap1-3 antigens were
    found on yeast and hyphal cells, Sap4-6 were
    predominantly found on hyphal cells in close
    contact with host cells
Human Vaginal SAP1-10 RT-PCR SAP5 and SAP2 transcript were expressed in [48]
 candidiasis   C. albicans cells infecting human epithelia in vivo 
Mice Keratitis SAP4-6 Southern blot analysis SAP6 appears to be associated with morpho- [23]
 infection model   genetic transformation of yeast to invasive
    filamentous forms, SAP6 contributes to corneal
    pathogenicity, 
Human Oral candidiasis SAP1-6 qRT-PCR SAP5 and SAP9 are the most highly expressed [37]
    proteinase genes in vivo
Mice  Disseminated SAP1-6 qRT-PCR Expression of SAP1-6 was low in murine model [11]
 infections   of haematogenously disseminated candidiasis
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hyphal invasion, but SAP5 expression can be hypha-
independent during oral and vaginal (RHE) infection. 
Yet, detailed information on Sap expression in different 
pleomorphic forms of C. albicans is still lacking. 

Research efforts by many investigators in different 
laboratory have concentrated on the correlation study 
between Sap production in vitro and the virulence of 
C. albicans [4, 13, 40, 56, 58, 61, 63, 64, 67, 76, 81, 83, 
85–91]. The first observation of extracellular proteinase 
involvement in C. albicans attachment to oral mucosa 
was presented by B o r g  and R ü c h e l  [13]. To address 
this, Sap production by C. albicans was demonstrated 
by S c h a l l e r  et al. [85, 86, 88, 91]. Although the gene 
expression pattern of the vaginal RHE model was dif-
ferent from that in the oral RHE model, it was clearly 
suggested that Sap1 to Sap3 are the main proteinases 
contributing to the early stages of mucocutaneous infec-
tions. Moreover, S c h a l l e r  et al. [87] also analyzed 
SAP expression in the in vitro model of cutaneous 
candidiasis based on reconstituted human epidermis. 
This analysis was undertaken to confirm the SAP1-3 
predominant expression in this type of infection. Two 
recent reports have correlated proteolytic activity of Saps 
in vitro with the virulence of C. albicans species [67, 77]. 
The latter authors studied the role of Sap isoenzymes 
in C. albicans pathogenesis by comparising virulence of 
mutants with one or multiple SAP genes disturbed to 
wild-type control strain. As a result, using RHE models 
of oral and mucosal infections in human, it was founded 
that only Sap5 is potentially contributed to C. albicans 
virulence. Moreover, N a g l i k  et al. [77] indicated that 
SAP9 is consistently the most highly expressed protein-
ase gene in monolayers and RHE models. According to 
the same group [77] SAP5 is the only gene significantly 
upregulated as infection progressed in oral and vaginal 
RHE models. This study [77], therefore allows to con-
clude that both genes (SAP5 and SAP9) do not influence 
fungus morphology. Finally, the latter studies abolished 
earlier findings that Sap1-3 subfamily is required for 
invasion of human epithelia as previously concluded 
[64, 74–76, 85–89, 91]. For example, N a g l i k  et al. 
[77] indicated that the overall individual contribution 
of Sap1-3 and Sap4-6 subfamilies in inducing epithelial 
damage in the RHE model appears to be low. On the 
other hand, studies [40] using fungal mutants as well as 
set of fungal and host cells inhibitors demonstrated that 
proteases Sap1-6 support invasion into oral or intestinal 
epithelial cells. Finally, one should be noted that all of 
the above discrepancies in the results presented by many 
authors may be related either to differences in the sensi-
tivity of methods used, or differences in infection mod-
els and stage of the epithelial cells, as well as variability 
among C. albicans strains [40, 67]. In fact, there are no 
directly comparable studies by different authors using 
the same technique, model, or site of infection (Table I). 

4. summary

In this review the of involvement secreted aspartic 
proteinase (Sap) members’ in the pathogenesis of C. albi-
cans infections, risk factors for candidiasis, as well as 
the incidences of candidiasis. The proteolytic activity 
of secreted aspartyl proteinases has been extensively 
studied in the last years [13, 24, 35, 57, 63, 75, 86–88, 
90]. Aspartic proteinases are considered most signifi-
cant extracellular hydrolytic enzymes as they are the key 
virulence factor in C. albicans pathogenesis. Saps have 
a number of specialized functions during infection e.g.: 
their proteolytic activity has been associated with tis-
sue invasion as they degrade host proteins at mucosal 
sites; also Sap isoenzymes degrade and inactivate the 
central human complement components [3, 4, 53, 75, 
76]. The Sap isoenzymes’ role in C. albicans virulence has 
been supported by the fact that Sap production is asso-
ciated with a number of other virulence factors such as 
adhesion, hyphal formation, pleomorphism, phenotypic 
switching [70]. At present, the roles and functions of the 
Saps during the infective process in humans are not clear 
and thus future functional studies have to be conducted.
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1. aspartic proteinase genes expression during
 Candida albicans infections in vivo

Enzymatic activities of C. albicans have received con-
siderable attention in several in vivo studies [7, 15, 36, 
42, 44]. Thus, the role of Saps in the development and 
progression of candidiasis has been studied for systemic 
and mucosal candidal infections [4, 23, 31, 37, 43, 53]. 
In addition, the research involving human samples and 
animal models are discussed in the manuscript (Table I). 
With regard to human mucosal infections, an early 
study by S c h a l l e r  et al. [43] suggested pathogenetic 
role of the Sap1-3 during oral candidiasis. This notion 
was supported when a sensitive, RT-PCR technique was 

used that was able to detect SAP1 to SAP3 transcripts 
in patients with oral candidiasis [34]. On the contrary, 
H u b e  and N a g l i k  [22] demonstrated the produc-
tion of Sap1-8 proteinases during oral and vaginal can-
didiasis. The results indicated that SAP1, SAP3, SAP4, 
SAP7, SAP8 expression was correlated with oral disease, 
whereas SAP1, SAP3, and SAP6-8 expression was cor-
related with vaginal disease. It should be noted that 
although SAP1, SAP3, and SAP8 were expressed either 
in oral or vaginal infections, the SAP1-3 were preferen-
tially expressed in vaginal, rather than oral, infections. 
Since then to more recent study [37], the results indi-
cated either the differential expression of the SAP in 
humans or correlation these genes with active disease 
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Abstract: Candida albicans is an opportunistic fungal pathogen known to produce several secreted hydrolytic enzymes, among which 
aspartic proteinases are considered to be a key virulence factor in pathogenesis. During last decade, Saps have been extensively studied 
in several in vivo studies based on human samples and animal models. It has been demonstrated that SAP5 and SAP9 are the most highly 
expressed proteinase genes in vivo. Despite many studies, very little is known about SAP7 and SAP8 role in C. albicans pathogenesis. 
Moreover, this review presents Sap regulation by nutritional supplementation and environmental factors, i.e. temperature, pH and 
the growth phase of C. albicans cells. In addition, Saps presence is discussed in Candida tropicalis as well as Candida parapsilosis and 
Candida guilliermondii as contribution of these non-albicans Candida strains in clinical infections is gradually increasing. Furthermore, 
the review underscores the need for studies using Sap enzymes as a potential drug-target due to their key role in virulence of Candida 
spp. The studies using the classical aspartic PI pepstatin A and HIV PIs provided evidence for the contribution of Sap to C. albicans 
virulence. Therefore, more conclusive studies concerning the 10 SAP gene expression and their regulation during infective process, 
association of Saps production with other virulence processes of C. albicans and Saps immune response in animal and human infection 
still have to be conducted.
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and anatomical location. Address to the above, the letter 
authors [37] found that SAP5 and SAP9 are the most 
highly expressed proteinase genes in vivo. 

Using animal models by S t r i n g a r o  et al. [53] 
and RHE by S c h a l l e r  et al. [46] both groups dem-
onstrated that Sap1 and Sap2 are favoured during experi-
mental rat vaginitis and actively secreted by C. albicans 
hyphal forms. Other studies [15, 41, 50, 51] showed that 
Sap4 and Sap6 are constitutively expressed during intra-
peritoneal infection of mouse models, while Sap2, Sap3, 
and Sap5 are only occasionally detected. A more recent 
study by C o r r e i a  et al. [11] suggested that Sap1 to 
Sap6 do not play a significant role in C. albicans virulence 
in a murine model of hematogenously disseminated can-
didiasis and that Sap1 to Sap3 are not necessary for suc-

cessful C. albicans infection. Finally, it was emphasized 
that Sap4-6 proteins play role during the initial phase of 
organ invasion, while Sap1-3 proteins play part in the 
later phases of the pathogenesis process. A more recent 
study by J a c k s o n  et al. [23] found that morphogenic 
conversion of C. albicans is closely associated with Sap6 
production during corneal infection. Moreover, J a c k -
s o n  et al. [23] using Sap mutants suggested that SAP6 
is involved in the pathogenesis of C. albicans keratitis as 
SAP6-altered strains did not establish persistent infection 
and failed either to invade or to trigger inflammation. 
Furthermore, reintroduction of the SAP6 gene into the 
fungal genome reconstituted corneal pathogenicity [23]. 

However, virulence differences in human data and 
previous mouse data (mentioned above) depend on dif-

Murine and Systemic SAP4-6 Southern blotting, SAP4, SAP5 and SAP6 expression was observed [43]
guinea pig infection  survival curves during progression of systemic infection
    by C. albicans in animals
Murine and Disseminated SAP1-3 Southern blotting, SAP1, SAP2 and SAP3 were detected during [20]
guinea pig infection  hybridization autoradiography C. albicans disseminated infections
Rat Infected Sap Immunoelectron microscopy, Sap secreted by C. albicans during rat vaginitis; [53]
 rat vagina  SDS-PAGE with antirabbit IgG Sap localized in the cell wall of hyphal forms
   or antimouse IgG-peroxidase during infection
   conjugated
Human  Sera  Sap Western blot with monoclonal Detection of Sap antigen in the sera of patients [7]
   antibody (MAb) with invasive candidias
Human Oral SAP1-7 RT-PCR SAP1-3 transcripts were observed in patients [34]
 candidiasis   with oral candidiasis
Human Oropharyngeal Sap1-3 Immunoelectron microscopy  The expression of Sap1-3 does not confirm [46]
 candidiasis  with murine monoclonal a pathogenetic role of the Sap1-3 in host-fungal
   antibody interaction
Human Oral and Sap1-3 or Immunoelectron microscopy Sap1-3 crucial for mucosal and cutaneous [47]
 cutaneous Sap4-6  candidiasis
 candidiasis  
Mice Gastrointestin SAP1-6 RT-PCR, IVET Expression of SAP4-6 was detected in higher  [25]
 al infection   percentage than SAP1-3; individual Saps are
    not indispensable factors for virulence  
Mice Disseminated SAP4-6 RT-PCR; immunoelectron Hyphal morphologies without expression [15]
 candidiasis  microscopy of SAP6 are less virulent; Sap1-3 antigens were
    found on yeast and hyphal cells, Sap4-6 were
    predominantly found on hyphal cells in close
    contact with host cells
Human Vaginal SAP1-10 RT-PCR SAP5 and SAP2 transcript were expressed in  [48]
 candidiasis   C. albicans cells infecting human epithelia in vivo
Mice Keratitis infection SAP4-6 Southern blot analysis SAP6 appears to be associated with morpho- [23]
 model   genetic transformation of yeast to invasive
    filamentous forms, SAP6 contributes to corneal
    pathogenicity
Human Oral candidiasis SAP1-6 qRT-PCR SAP5 and SAP9 are the most highly expressed [37]
    proteinase genes in vivo
Mice  Disseminated SAP1-6 qRT-PCR Expression of SAP1-6 was low in murine model [11]
 infections   of haematogenously disseminated candidiasis

Table I
Expression of secreted aspartyl proteinases in human and in animal models

Model Infection
Secreted
aspartyl

proteinases
Assay Main findings Refer-

ences
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ferent isolates of C. albicans and different infection mod-
els or molecular techniques employed. Animal models 
are powerful tools to study the pathogenesis of diverse 
types of candidiasis [9]. Moreover, murine models are 
particularly attractive because of cost, easy of handling, 
and experience with their use [9]. Despite of the above, 
there are differences in the interaction of C. albicans 
with these two mammalian species because of C. albi-
cans is a natural commensal/pathogen of human but 
not of mice [37]. 

In general, Sap expression is regulated by nutritional 
supplementation and environmental factors, i.e., tem-
perature, pH and the growth phase of C. albicans cells 
[35]. C h e n  et al. [8] determined that change of pH 
and temperature in the culture medium affect Sap4-6 
expression. According to some authors [1, 22, 28, 46], 
Sap2 and Sap3 expression were optimal at pH 3.5 while 
Sap6 was most efficiently expressed in a less acidic 
(pH 5.0) medium as determined by tests conducted 
at 37°C in media with nitrogen source. Furthermore, 
according to Wu  et al. [57] low levels of extracellular 
Sap may also stimulate the transcription and transla-
tion of SAP genes. Human serum provides proteins 
such as albumins and globulins generally considered to 
be cleaved by Sap enzymes which provide the essen-
tial nitrogen for cell growth [51, 55]. Early work [6] 
demonstrated that certain culture conditions influence 
proteolytic activity of Candida strains. The authors [6] 
claimed that among substrates hydrolyzed by Sap are: 
salivary lactoferrin, lactoperoxidase, mucin, secretory 
immunoglobulins, including secretory IgA. Moreover, 
three reports [6, 35, 46] noted that Sap2 exhibits broad 
substrate specificity. Their findings showed that col-
lagen, stratum corneum, laminin and fibronectin are 
efficiently degraded by Sap2. The first experimental 
evidence [9, 10] suggests that Sap2 may be involved in 
the progression extracellular digestion of the intestinal 
mucus barrier observed after oral-intragastric inocula-
tion of C. albicans in the infect mouse model. In addi-
tion, L e r m a n n  and M o r s c h h ä u s e r  [29] found 
that only SAP2 is required for C. albicans growth in 
YCB-BSA medium (yeast carbon base – bovine serum 
albumin). The authors examined sap4Δ sap5Δ sap6Δ 
triple mutant and demonstrated that SAP2 expression 
does not depend on any of those other proteinases. In 
summary, the studies [1, 6, 20, 21, 35, 38, 46] noted 
that Sap2 is the most abundant secreted protein in vitro 
under growth in presence of exogenous protein. Thus, 
in these conditions high levels of aspartic proteases must 
be secreted to support growth [20].

Very little is known about SAP7 and SAP8 role in 
C. albicans pathogenesis, however according to H o r n -
b a c h  et al. [19] the expressions of Sap7 and Sap8 do 
not correlate with virulence. Furthermore, A l b r e c h t 
et al. [4] note that mutants lacking SAP9 and/ or SAP10 

had altered adhesion properties and were mitigated in 
inducing tissue damage. According to H o r n b a c h 
et al. [19] expression of SAP9 is possibly independent of 
pH and morphotype. Studies of C. albicans gene expres-
sion during experimental infection reveal that different 
stress responses are mounted during different types of 
infections, presumably because different environments 
present different challenges [27]. In the future the search 
for Saps involvement in virulence and the molecules that 
determine the differences in Sap expression by quantifi-
cation of experimental data, with using real-time PCR 
ought to be conducted. 

2. Other non-Candida albicans species that produce
 aspartic proteinase

Many pathogenic non-albicans fungi of the genus 
Candida including such species as Candida glabrata, 
C. dubliniensis, C. tropicalis and C. parapsilosis possess 
SAP genes [24, 36]. For example, experiments held with 
using SAP1DNA as a probe allowed identifying cross-
reacting bands in the genomic DNA of C. tropicalis, 
C. parapsilosis and C. guillermondii [18, 32].

The yapsins of S. cerevisiae are a family of five glyco-
sylphosphatidylinositol (GPI)-linked aspartyl protein-
ases (Yps1-3, Yps6, and Yps7) that have been shown to 
cleave peptides C-terminal to basic residues both in 
vitro and in vivo [24, 26]. The S. cerevisiae YPS genes 
are induced during cell wall remodelling; furthermore 
they have homologues in other fungi such as C. albicans 
as well as C. glabrata [26]. In C. albicans, the Yps-related 
proteinases are Sap9 and Sap10 [24]. K a u r  et al. [24] 
using mouse macrophage-like cell line J774A.1 showed 
that macrophage-internalized C. glabrata exhibit tran-
scriptional induction of a specific for this species cluster 
of genes encoding a family of putative aspartyl protein-
ases. Furthermore, 11 GPI-linked aspartyl proteinases 
are encoded by C. glabrata are closely related to YPS 
genes of S. cerevisiae [24]. K a u r  et al. [24] noted that 
these genes are also required for survival within mac-
rophages and for virulence in a murine model of dis-
seminated candidiasis caused by C. glabrata. However, 
no typical SAP genes were described in C. glabrata [39].

Previously, the existence of the SAPT gene family in 
C. tropicalis was suggested [32]. Furthermore the study 
of Z a u g g  et al. [58] demonstrated that this gene family 
is likely to contain only four members (SAPT1-4). Dur-
ing in vitro studies it was observed that C. tropicalis show 
Sap activity in a medium containing bovine serum albu-
min as the sole source of nitrogen [57]. These authors 
[57] suggested that Sapt2, Sapt3, and Sapt4 could be 
produced under conditions yet to be described in vitro 
or during infection. However, it appears that Sapt1 plays 
a little role in C. tropicalis pathogenesis [18] as studies of 
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To g n i  et al. [55] showed that Sapt1 did not contribute 
significantly to fungal virulence in inoculation candidi-
asis of the normal mouse. Although mortality rate was 
slightly lower in groups infected with the Δsapt1 strain, 
the mutant still possessed the ability to invade and 
grow in the kidneys, which eventually led to the death 
of the infected mice [54]. Effect of disturbing Sapt2p, 
Sapt3p, and Sapt4p has yet to be studied [18]. Based 
on phylogenetic analyses, P a r r a - O r t e g a  et al. [39] 
demonstrated that C. tropicalis SAPT4 is orthologous to 
C. albicans SAP1 and C. dublin iensis SAPD1.

It has been described that C. dublinensis is species 
that is most closely related to C. albicans [33]. Further-
more, C. dublinensis strains show highly proteolytic 
activity by producing greater amounts of proteinase 
than reference C. albicans strains [17]. Existence of SAP 
family in C. dublinensis was confirmed by the study of 
G i l f i l l a n  et al. [17]. The latter authors [17] demon-
strated that all the C. dubliniensis isolates examined pos-
sessed homologues to each of the seven C. albicans SAP 
genes tested. In total, eight SAP genes (Sapcd1-Sapcd4; 
Sapcd7-Sapcd10) in C. dublinensis were described [39]. 
Furthermore, SAPD4 is only member of the Sap4-6 fam-
ily found in the C. dublinien sis genome and the other 
non-albicans Candida species have no Sap4-6 ortho-
logues [39]. However role of Sap isoenzymes in C. dub-
linensis pathogenesis requires further studies [18].

Candida parapsilosis exhibit proteinase activity in 
medium where BSA is the sole nitrogen source [13]. In 
the study of D e  V i r a g h  et al. [13] two genes encod-
ing putative secreted aspartic proteases were identified, 
though only one product was identified as extracellular 
aspartic proteinase [40]. Furthermore, the latter authors 
[13] reported the purification of C. parapsilosis acid 
proteinases produced by yeasts in BSA. In further stud-
ies of C. parapsilosis SAP genes, three Sap isoenzymes 
(Sapp1-Sapp3) had been identified [39]. However, the 
effect of disturbing C. parapsilosis SAP genes has not 
been investigated [18].

Although other species posses SAP genes, C. albicans 
aspartyl proteinase is by far most characterised in detail 
[36] as this yeast remains the key fungal pathogen of 
humans. According to P a r r a - O r t e g a  et al. [39] 
non-pathogenic yeast species con tain fewer SAP and 
YAP genes than their oppor tunistic pathogen relatives. 
However same authors mention that SAP genes expres-
sion studies of non-albicans Candida species such as 
C. tropicalis and C. parap silosis are still missing [39]. 

3. aspartic proteinase inhibitors

The role of Candida proteinases in pathogenesis and 
their potential as antifungal targets – have driven the 
use of aspartyl proteinase inhibitors (PIs) in Candida 

research. The studies using the classical aspartyl PI pep-
statin A and HIV PIs provided evidence for the contri-
bution of Sap to C. albicans virulence. S c h a l l e r  et al. 
[44] showed that pepstatin A was able to influence adhe-
sion and invasion of C. albicans in vitro. Their findings 
indicated that pepstatin A can reduce histological dam-
age during C. albicans infection in the model of human 
oral candidiasis. Furthermore, this would indicate that 
Sap activity contributes to the virulence in this in vitro 
model. Unfortunately, it was shown [42] that classical 
ligand pepstatin A cannot be used clinically, at least not 
systematically, because of its metabolism in the liver 
and rapid clearance from blood. Moreover, the results 
obtained by L e r m a n n  and M o r s c h h ä u s e r  [29] 
cannot unequivocally include the possibility that pepsta-
tin A inhibit Sap activity under the conditions used in the 
RHE model. Similar results were obtained by S c h i l d 
et al. [50], who demonstrated that Sap9/Sap10 exhibiting 
a  limited inhibition potential by pepstatin A. Candida 
albicans aspartic proteinase belongs to the same family 
as abundant HIV proteinase, the effect of three HIV pro-
teinase inhibitors (ritonavir, indinavir and saquinavir) 
was studied on Candida adhesion to epithelial cells [14]. 
Among them ritonavir was found to be the most potent 
inhibitor of fungal adhesion [5, 10]. The latter authors 
[5] concluded that although the HIV protease inhibi-
tors were found to attenuate adhession of C. albicans to 
epithelial cells in vitro, but were not able to modulate 
phagocytosis of cells by PLMNs. Indeed, the drug capa-
ble of blocking adhesion could prove to be attractive 
anti-fungal. However, later it was reviewed [14] that 
future derivatives designed to treat mucosal candidi-
asis in humans may require improvements. For more 
information on remain HIV PIs efficacy at inhibition 
of C. albicans proteinase activity, the reader is guided to 
reference by M a r d e g a n  et al. [30] and F e a r  et al. 
[14]. Another promising approach was the development 
of antibodies against Sap. In 2007 De B e r n a r d i s 
et al. [12] showed that human domain antibodies against 
Sap2 inhibit the adherence of C. albicans to epithelial 
cells of rat vagina and that they exert a protective activity 
against experimental vaginal candidiasis. 

As reviewed G a u w e r k y  et al. [16], today the 
obvious need for completely new antimycotic agents is 
clear. Thus, drug combination that target not only essen-
tial genes but also important virulence factors that are 
essential for steps in infection could be attractive in the 
treatment of candidasis.

4. summary

The role of Saps in the development and progression 
of candidiasis has been studied in vivo for systemic and 
mucosal candidal infections. In addition, the research 
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involving both human samples and animal models were 
discussed (Table I). Those studies indicate that there are 
differences in the interaction of C. albicans with in vivo 
human and animal model. Moreover, it has been dem-
onstrated that Sap mutants and specific aspartic pro-
teinases inhibitors (i.e. pepstatin A) reduce the ability 
of C. albicans to damage host tissues [3, 6, 9, 22, 36, 55].

Although other non-albicans Candida species posses 
SAP genes, C. albicans aspartyl proteinases by far remain 
best characterised [36]. 

The knowledge on how the pathogen regulates the 
production of different virulence factors contributes to 
our better understanding of the pathogenesis [2]. There-
fore further studies on SAP production and expression 
are required, which will not only help to develop more 
effective treatment of candidiasis but could also offer 
therapeutic options in the treatment of other inflam-
matory conditions.

acknowledgements
Our own work was su pported by the research project NN404 

113639 founded by the National Science Centre of Poland.

references

 1. Abad-Zapatero C., Goldman R., Muchmore S. W., Hutchins C., 
Stewart K., Navaza J., Payne C.D., Ray T.: Structure of a secre-
ted aspartic protease from C. albicans complexed with a potent 
inhibitor: implications for the design of antifungal agents. Pro-
tein Sci. 5, 640–65 (1996)

 2. Abegg M.A., Lucietto R., Alabarse P.V.G., Mendes M.F.A., 
Benfato M.S.: Differential Resistance to Oxidants and Produc-
tion of Hydrolytic Enzymes in Candida albicans. Mycopatho-
logia, 171, 35–41 (2011)

 3. Akçağlar S., Ener B., Töre O.: Acid proteinase enzyme activity in 
Candida albicans strains: a comparison of spectrophotometry 
and plate methods. Turk. J. Biol. 35, 559–567 (2011)

 4. Albrecht A., Felk A., Pichova I., Naglik J.R., Schaller M., 
de Groot P., MacCallum D., Odds F.C., Schafer W., Klis F., 
Monod M., Hube B.: Glycosylphosphatidylinositol-anchored 
proteases of Candida albicans target proteins necessary for both 
cellular processes and host-pathogen interactions. J. Biol. Chem. 
281, 688–694 (2006)

 5. Bektić J., Lell C.P., Fuchs A., Stoiber H., Speth C., Lass- 
Flörl C., Borg von Zepelin M., Dierich M.P., Würzner R.: HIV 
protease inhibitors attenuate adherence of Candida albicans to 
epithelial cells in vitro. FEMS Immunol. Med. Microbiol. 31, 
65–71 (2001)

 6. Borg M., Rüchel R.: Expression of extracellular acid proteinase 
by proteolytic Candida spp. during experimental infection of 
oral mucosa. Infect. Immun. 56, 626–631 (1988)

 7. Byoung-Kuk N., Gyung-Tae Ch., Chul-Young S.: Production, 
characterization, and epitope mapping of a monoclonal anti-
body against aspartic proteinase of Candida albicans. Clin. 
Diagn. Lab. Immunol. 6, 429–433 (1999)

 8. Chen Y. C., Wu C.C., Chung W.L., Lee F.J.S.: Differential secre-
tion of Sap4-6 proteins in Candida albicans during hyphae for-
mation. Microbiol. 148, 3743–3754 (2002)

 9. Cole G.T., Seshan K.R., Pope L.M., Yancey R.J.: Morphological 
aspects of gastrointestinal tract invasion by Candida albicans 
in the infant mouse. J. Med. Vet. Mycol. 26, 173–185 (1988)

10. Colina A.R., Aumont F., Deslauriers N., Belhumeur P., 
De Repentigny L.: Evidence for Degradation of Gastrointesti-
nal Mucin by Candida albicans Secretory Aspartyl Proteinase. 
Infect. Immun. 64, 4514–4519 (1996)

11. Correia A., Lermann U., Teixeira L., Cerca F., Botelho S., 
Gil da Costa R.M., Sampaio P., Gärtner F., Morschäuser J., 
Vilanova M., Pais C.: Limited Role of Secreted Aspartyl Pro-
teinases Sap1 to Sap6 in Candida albicans Virulence and Host 
Immune Response in Murine Hematogenously Disseminated 
Candidiasis. Infect. Immun. 78, 4839–4849 (2010)

12. De Bernardis F., Cassone A. and others: Human Domain Anti-
bodies against Virulence Traits of Candida albicans Inhibits 
Fungus Adherence to Vaginal Epithelium and Protect against 
Experimental Vaginal Candidiasis. J. Infect. Dis. 195, 149–157 
(2007)

13. De Viragh P.A., Sanglard D., Togni G., Falchetto R., Monod M.: 
Cloning and sequencing of two Candida parapsilosis genes 
encoding acid proteases. J. Gen. Microbiol. 139, 335–342 (1993)

14. Fear G., Komarnytsky S., Raskin I.: Protease inhibitors and their 
peptidomimetic derivatives as potential drugs. Pharmacol. Ther. 
113, 354–368 (2007)

15. Felk A., Kretschmar M., Albrecht A., Schaller M., Beinhauer S., 
Nichterlein T., Sanglard D., Korting H.C., Schäfer W., Hube B.: 
Candida albicans hyphal formation and expression of the Efg1-
-regulated proteinases Sap4 to Sap6 are required for the invasion 
of parenchymal organs. Infect. Immun. 70, 3689–3700 (2002)

16. Gauwerky K., Borelli C., Korting H.C.: Targeting virulence: 
A new paradigm for antifungals. Drug. Discov. Today, 14, 
214–222 (2009)

17. Gilfillan G.D., Sullivan D.J., Haynes K., Parkinson T., Cole-
man D.C., Gow N.A.R.: Candida dubliniensis: phylogeny and 
putative virulence factors. Microbiology, 144, 829–838 (1998)

18. Haynes K.: Virulence in Candida species. Trends Microbiol. 9, 
591–596 (2001)

19. Hornbach A., Heyken A., Schild L., Hube B., Löffler J., Kurzai O.: 
The Glycosylphosphatidylinositol-Anchored Protease Sap9 
Modulates the Interaction of Candida albicans with Human 
Neutrophils. Infect. Immun. 77, 5216–5224 (2009)

20. Hube B., Sanglard D., Odds F.C., Hess D., Monod M., Schafer W.,  
Brown A.J., Gow N.A.: Disruption of each of the secreted aspar-
tyl proteinase genes SAP1, SAP2 and SAP3 of Candida albicans 
attenuates virulence. Infect. Immun. 65, 3529–3538 (1997)

21. Hube B., Naglik J.: Candida albicans proteinases: resolving the 
mystery of the gene family. Microbiol. 147, 1997–2005 (2001)

22. Hube B., Naglik J.: Extracellular hydrolases. In: Calderone R.A. 
(ed) Candida and candidiasis. Washington: ASM Press. 2002, 
pp. 107–122.

23. Jackson B.E., Wilhelmus K.R., Hube B.: The Role of Secreted 
Aspartyl Proteinases in Candida albicans Keratitis. IOVS, 48, 
3559–3565 (2007)

24. Kaur R., Ma B., Cormack B.P.: A family of glycosylphosphati-
dylinositol-linked aspartyl proteases is required for virulence 
of Candida glabrata. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 104, 7628–7633 
(2007) 

25. Kretschmar M., Nichterlein T. and others: Individual acid 
aspartic proteinases (Saps) 1–6 of Candida albicans are not 
essential for invasion and colonization of the gastrointestinal 
tract in mice. Microb. Pathog. 32, 61–70 (2001)

26. Krysan D.J., Ting E.L., Abeijon C., Kroos L., Fuller R.S.: Yapsins 
Are a Family of Aspartyl Proteases Required for Cell Wall Inte-
grity in Saccharomyces cerevisiae. Eukaryot Cell, 4, 1364–1374 
(2005)

27. Kumamoto C.A.: Niche-specific gene expression during C. albi-
cans infection. Curr. Opin. Microbiol. 11, 325–330 (2008)

28. Lee S.A., Jones J., Hardison S., Kot J., Khalique Z., Ber-
nardo S.M., Lazzell A., Monteagudo C., Lopez-Ribot J.: Candida 



142 M. STANISZEWSKA, M. BONDARYK, K. SIENNICKA, J. PIŁAT, M. SCHALLER, W. KURZĄTKOWSKI

albicans VPS4 is Required for Secretion of Aspartyl Proteases 
and In Vivo Virulence. Mycopathologia, 167, 55–63 (2009)

29. Lermann U., Morschhäuser J.: Secreted aspartic proteases are 
not required for invasion of reconstituted human epithelia by 
Candida albicans. Microbiol. 154, 3281–3295 (2008)

30. Mardegan R.C., Foglio M.A., Gonçalves R.B., Höfling J.F.: Can-
dida albicans proteinases. Braz. J. Oral. Sci. 5, 944–952 (2006)

31. Matsubara V.H., Silva E.G., Paula C.R., Ishikawa K.H., Naka-
mae A.E.M.: Treatment with probiotics in experimental oral 
colonization by Candida albicans in murine model (DBA/2). 
Oral. Dis. 18, 260–264 doi: 10.1111/j.1601-0825.2011.01868.x 
(2011)

32. Monod M., Togni G., Hube B., Sanglard D.: Multiplicity of 
genes encoding secreted aspartic proteinases in Candida spe-
cies. Mol. Microbiol. 13, 357–368 (1994)

33. Moran G.P., Coleman D.C., Sullivan D.J.: Candida albicans ver-
sus Candida dublinensis: why is C. albicans more pathogenic? 
Int. J. Microbiol. doi: 10.1155/2012/205921 (2012)

34. Naglik J.R., Newport G., White T.C., Fernandes-Naglik L., 
Greenspan J.S., Greenspan D., Sweet S.P., Challacombe S.J., 
Agabian N.: In vivo analysis of secreted aspartyl proteinase 
expression in human oral candidiasis. Infect. Immun. 67, 
2482–2490 (1999)

35. Naglik J.R., Challacombe S.J., Hube B.: Candida albicans secre-
ted aspartyl proteases in virulence and pathogenesis. Microbiol. 
Mol. Biol. Rev. 67, 400–428 (2003)

36. Naglik J., Albrecht A., Bader O., Hube B.: Candida albicans 
proteinases and host/ pathogen interactions. Cell. Microbiol. 
6, 915–926 (2004)

37. Naglik J.R., Moyes D., Makwana J., Kanzaria P., Tsichlaki E., 
Weindl G., Tappuni A.R., Rodgers C.A., Woodman A.J., Chal-
lacombe S.J., Schaller M., Hube B.: Quantitative expression of 
the Candida albicans secreted aspartyl proteinase gene family in 
human oral and vaginal candidiasis. Microbiol. 154, 3266–3280 
(2008)

38. Nantel A., Dignard D., Bachewich C., Harcus D., Marcil A.,  
Bouin A-P., Sensen Ch. W., Hogues H., van het Hoog M., 
Gordon P., Rigby T., Benoit F., Tessier D.C., Thomas D.Y., 
Whiteway M.: Transcription profiling of Candida albicans cells 
undergoing the yeast-to-hyphal transition. Mol. Biol. Cell. 13, 
3452–3456 (2002)

39. Parra-Ortega B., Cruz-Torres H., Villa-Tanaca L., Hemández-
Rodrίguez C.: Phylogeny and evolution of the aspartyl prote-
ase family from clinically relevant Candida species. Mem. Inst. 
Oswaldo Cruz, 104, 505–512 (2009)

40. Pichová I., Pavličkowa L., Dostál J., Dolejši E., Hrušková-
-Hidingsfeldowá O., Weber J., Ruml T., Souček M.: Secreted 
aspartic proteases of Candida albican, Candida tropicalis, Can-
dida parapsilosis and Candida lusitaniae. FEBS Eur. J. Biochem. 
268, 2669–2677 (2001)

41. Ripeau J.S., Fiorillo M., Aumont F., Belhumeur P., de Repen-
tigny L.: Evidence for differential expression of Candida albi-
cans virulence genes during orla infection in intact and human 
immunodeficiency virus type 1-transgenic mice. J. Inf. Dis. 185, 
1094–1102 (2002)

42. Rüchel R., Ritter B., Schaffrinski M.: Modulation of Experi-
mental Systemic Murine Candidosis by Intravenous Pepstatin. 
Zentralbl. Bakteriol. Mikrobiol. Hyg. 273, 391–403 (1990).

43. Sanglard D., Hube B., Monod M., Odds F.C., Gow N.A.R.: 
A Triple Deletion of the Secreted Aspartyl Proteinase Genes 

SAP4, SAP5, and SAP6 of Candida albicans Causes Attenuated 
Virulence. Infect. Immun. 65, 3539–3546 (1997)

44. Schaller M., Schäfer W., Korting H.C., Hube B.: Differential 
expression of secreted aspartyl proteinases in a model of human 
oral candidiosis and in patient samples from oral cavity. Mol. 
Microbiol. 29, 605–615 (1998)

45. Schaller M., Korting H.C., Schäfer W., Bastert J., Chen W.C., 
Hube B.: Secreted aspartic proteinase (Sap) activity contributes 
to tissue damage in a model of human oral candidosis. Mol. 
Microbiol. 34, 169–180 (1999a)

46. Schaller M., Hube B., Ollert M.W., Schäfer W., Borg-von Zepe-
lin M., Thoma-Greber M., Korting H.C.: In vivo expression and 
localization of Candida albicans secreted aspartyl proteinases 
during oral candidiasis in HIV-infected patients. J. Invest. Der-
matol. 112, 383–389 (1999)

47. Schaller M., Januschke E., Schackert C., Woerle B., Korting H.C.: 
Different isoforms of secreted aspartyl proteinases (Sap) are 
expressed by Candida albicans during oral and cutaneous can-
didiosis in vivo. J. Med. Microbiol. 50, 743–747 (2001)

48. Schaller M., Bein M., Korting H.C., Baur S., Hamm G., 
Mond M., Beinhauer S., Hube B.: The secreted aspartyl prote-
inases Sap1 and Sap2 cause tissue damage in an in vitro model 
of vaginal cadidiasis based on reconstructed human vaginal 
epithelium. Infect. Immun. 71, 3227–3234 (2003)

49. Schaller M., Korting H.C., Borelli C., Hamm G., Hube B.: 
Candida albicans-Secreted Aspartic Proteinases Modify the 
Epithelial Cytokine Response in an In Vitro Model of Vaginal 
Candidiasis. Infect. Immun. 73, 2758–2765 (2005)

50. Schild L., Heyken A., de Groot P.W.J., Hiller E., Mock M., 
de Koster C., Horn U., Rupp S., Hube B.: Proteolytic Cleavage 
of Covalently Linked Cell Wall Proteins by Candida albicans 
Sap9 and Sap10. Eucaryot Cell, 10, 98–109 (2011)

51. Schofield D.A., Westwater C., Warner T., Nicholas P.J., Paul-
ling  E.E., Balish E.: Hydrolytic gene expression during oro-
esophageal and gastric candidiasis in immunocompetent and 
immunodeficient gnotobiotic mice. J. Inf. Dis. 188, 591–599 
(2003)

52. Staib P., Wirsching S., Strauß A., Morschhäuser J.: Gene regula-
tion and host adaptation mechanisms in Candida albicans. Int. 
J. Med. Microbiol. 291, 183–188 (2001)

53. Stringaro A., Crateri P., Pellegrini G., Arancia G., Cassone A., 
De Bernardis F.: Ultrastructural localization of the secretory 
aspartl proteinase in Candida albicans cell wall in vitro and 
in experimentally infected rat vagina. Mycopathologia, 137, 
95–105 (1997)

54. Szabo E.K., MacCallum D.M.: The contribution of mouse 
models to our understanding of systemic candidiasis. FEMS 
Microbiol. Lett. 320, 1–8 (2011)

55. Togni G., Sanglard D., Monod M.: Acid proteinase secreted by 
Candida tropicalis: virulence in mice of a proteinase negative 
mutant. J. Med. Vet. Mycol. 32, 257–265 (1994)

56. Wright R.J., Carne A., Hieber A.D., Lamont I.L., Emerson G.W., 
Sullivan P.A.: A second gene for a secreted aspartate proteinase 
in Candida albicans. J. Bacteriol. 174, 7848–7853 (1992)

57. Wu T., Samaranayake L.P., Leung W.K., Sullivan P.A.: Inhibition 
of growth and secreted aspartyl proteinase production in Can-
dida albicans by lysozyme. J. Med. Microbiol. 48, 721–730 (1999)

58. Zaugg C., Borg-von Zepelin M., Reichard U., Sanglard D., 
Monod M.: Secreted Aspartic Proteinase Family of Candida 
tropicalis. Infect. Immun. 69, 405–412 (2001) 



POST. MIKROBIOL.,
2012, 51, 2, 143–149
http://www.pm.microbiology.pl

* Autor korespondencyjny: Katedra Mikrobiologii i Immunologii, Wydział Biologii, Uniwersytet Szczeciński, ul. Felczaka 3c, 
71-412 Szczecin; tel.: (091) 444 16 05, 444 15 92; fax: (091) 444 16 06; e-mail: kurp13@univ.szczecin.pl

1. Wprowadzenie

Chlamydie od wielu lat znane są głównie jako pato-
geny człowieka i zwierząt, a ich systematyka do końca 
XX wieku obejmowała jeden rodzaj z 4 gatunkami [40]. 
W 1999 roku na podstawie badań molekularnych nastą-
piła „rewolucja” w systematyce chlamydii, na podstawie 
której wyodrębniono w rzędzie Chlamydiales 4 rodziny: 
Chlamydiaceae z dwoma gatunkami Chlamydia sp. 
i Chlamydophila sp. oraz 3 nowe rodziny Parachlamydia-
ceae, Simkaniaceae i Waddliaceae [29]. Te trzy rodziny 
utworzyły bakterie bytujące w nowych niszach ekolo-
gicznych, jako że pierwotnie stwierdzano je u ameb, ryb, 
owadów, a obecnie izoluje się je także od ludzi i zwie-
rząt ze stanów chorobowych [1, 18, 29, 58]. Fakty te 
przybliżyliśmy w poprzedniej pracy [58], która po raz 
pierwszy w piśmiennictwie polskim, scharakteryzowała 
chlamydie środowiskowe tworzące rodziny Parachlamy-
diaceae, Simkaniaceae i Waddliaceae. Obecna systema-
tyka chlamydii [52] została rozbudowana o  następne 
4  nowe rodziny, zaliczane także do chlamydii środo-
wiskowych, to jest Rhabdochlamydiaceae, Piscichlamy-
diaceae, Clavochlamydiaceae i Criblamydiaceae (tab. I). 
O chlamydiach środowiskowych pojawiły się nowe 
dane, także dotyczące ich potencjalnej chorobotwór-
czości dla człowieka oraz zwierząt i te fakty prezen- 
tujemy w obecnej pracy. 

2. charakterystyka rodziny Parachlamydiaceae

Do rodziny Parachlamydiaceae (tab. I) przynależą 
dwa rodzaje Parachlamydia i Neochlamydia, każdy 
z jednym gatunkiem, odpowiednio Parachlamydia (P.) 
acan thamoebae, Neochlamydia (N.) hartmanelleae oraz 
rodzaj Protochlamydia z dwoma gatunkami: Protochla-
mydia (Pr.) amoebophila i Pr. nagleriophila oraz przypi-
sany do rodziny „Candidatus Metachlamydia lacustris” 
[1, 5, 12, 15, 33, 42, 54, 66]. Charakterystykę rodziny oraz 
gatunków P. acanthamoebae, N. hartmanelleae i Pr. amoe-
bophila, opisano poprzednio [58]. Obecnie należy tylko 
dodać, że parachlamydie, mimo że pierwotnie zostały 
wyizolowane jako endosymbionty ameb, są potencjal-
nymi patogenami dla ludzi i zwierząt [28, 37], gdyż mają 
zdolność do namnażania się w komórkach ludzi i małp 
[9, 11, 36]. Pierwsze doniesienia o chorobotwórczości 
u ludzi dotyczyły zapalenia rogówki u osób noszących 
soczewki kontaktowe, jako że ich gospodarze (ameby), 
znajdowały się w biofilmie występującym na szkłach 
kontaktowych [17, 37]. U osób z obniżoną odpornoś-
cią wykazano, że parachlamydie mogą powodować 
zmiany skórne [17, 37]. Nadto zdolność parachlamydii 
do przeżywania wewnątrz ameb, może doprowadzać 
do utajonych infekcji dróg oddechowych u ludzi, gdyż 
ameby ulegają lizie w błonie śluzowej nosa, a uwalniane 
parachlamydie zakażają komórki układu oddechowego 
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[17]. Warto dodać, że ameby z parachlamydiami izolo-
wano od ludzi z epidemią gorączki wilgotnej [27]. Ich 
patogenność potwierdzono wywołując eksperymen-
talnie zapalenie płuc u myszy i wykazując w ich płu-
cach metodą PCR, obecność materiału genetycznego 
P. acanthamoebae [8]. Ponadto stwierdzono metodami 
biologii molekularnej udział tej bakterii w pozaszpi-
talnym zapaleniu płuc u  ludzi [38] oraz wykazano ją 
w płynie mózgowo-rdzeniowym pacjentów chorych na 
stwardnienie rozsiane [13], w płytkach miażdżycowych 
u ludzi [35], a także w poronionych płodach u bydła [6, 
67], owiec i kóz [62]. U kobiet zakażonych P. acantha-
moebae, wykazano możliwość jej przechodzenia przez 
łożysko i prowokowanie przedwczesnych porodów [2], 
jak też powodowanie schorzeń układu oddechowego 
u wcześniaków [53]. Bakterię tę wykazano metodą PCR 
w zapaleniu płuc, osierdzia, nerek i wątroby u  gadów 
(węże, żółwie, jaszczurki) [64]. P. acanthamoebae stwier-
dzano również u kotów z zapaleniem rogówki, nekrozą 
i  erozją rogówki, nie wykazując obecności ameb, co 
sugerowałoby przeżywalność tych bakterii poza swois-
tym gospodarzem [59]. Bakterię wykryto u kurczaków 
z objawami typowymi dla chlamydiozy (zapalenie spo-
jówek, osłabienie) [59]. Zainfekowanie P. acanthamoebae 
hodowli makrofagów (BMDM – bone-marrow derive-
red macrophages), powoduje ich stymulację poprzez 
receptor TLR2 i TLR4, do produkcji TNFα, IL-6 i IL-12 
[61]. Natomiast Neochlamydia sp. –  szczep UWC22, 
izolowano z ameb rodzaju Acanthoamoeba występują-
cych na soczewkach kontaktowych u osób z zapaleniem 
rogówki [31]. Nowo opisany gatunek Pr. naegleriophila, 
został wyizolowany jako endosymbiont ameb z rodzaju 
Naegleria, występujących w wodach słodkich [9]. Bak-
teria ta wykazuje około 70% podobieństwo genetyczne 
w rejonie 16S rRNA do bakterii z  rzędu Chlamydiales 
oraz 91,1% podobieństwo do P. acanthamoebae [9]. Zara-
zek ten może być przyczyną zapalenia płuc u ludzi, jako 
że ma zdolność przeżywania w  ludzkich makrofagach 
[36]. Stwierdzono ją także w  próbach pochodzących 
z płukania pęcherzyków oskrzelowych u osób z zapa-
leniem płuc [9]. Do rodziny Parachlamydiaceae przy-
pisano także „Candidatus Metachlamydia lacustris”, 
zidentyfikowany jako endosymbiont nowo opisanego 
gatunku ameb Saccamoeba lacustris [15]. Analiza gene-
tyczna jego 16S rDNA, wykazała podobieństwo 99,4% 
do P. acanthamoebae, 93,9% do bakterii z rodzaju Proto-
chlamydia i 93,5% do rodzaju Neochlamydia oraz poniżej 
89% do innych „linii chlamydialnych” [15]. Cechą tego 
endosymbionta jest to, że tworzy typowe chlamydialne 
inkluzje, ale namnaża się jedynie w amebie Saccamoeba 
lacustris, a nie namnaża się w amebach z rodzaju Acan-
thoamoeba [15]. Również do tej rodziny (Parachlamydia-
ceae) zaliczono dwa nowe fylotypy, oznaczone jako cvC7 
i  cvC15, otrzymane w  próbach pochodzących odpo-
wiednio z popłuczyn z nosa i plwociny człowieka [19]. 

Obydwa izolaty wykazują 93,8% podobieństwo sekwen-
cji 16S rDNA wobec siebie oraz 93,5% (cvC15) i 95,3% 
(cvC7) do P. acanthamoebae [19]. Także do tej rodziny 
przypisano wyizolowany z osadu słonego jeziora Burton 
(Wschodnia Antarktyda), izolat Burton-46, wykazujący 
92% podobieństwo do bakterii z rodziny Parachlamydia-
ceae [7], a także 88,7% do W. chondrophila [20]. Nadto 
D e v e r e a u x  i  wsp. [23] do tej rodziny przypisali 
także 9 nowych fylotypów (UKC1-9) zidentyfikowa-
nych u koali w Australii. Bakterie te wykryto w populacji 
koali, u których w latach 1999–2000 wykazano oprócz 
zakażeń typowych dla Chlamydophila (Cp.) pneumoniae 
i  Cp. pecorum, obecność materiału genetycznego tych 
nowych „chlamydii”, wykazujących podobieństwo do 
bakterii z  rodziny Parachlamydiaceae. Warto również 
wspomnieć, że do Parachlamydiaceae zaklasyfikowano 
izolaty CRIB35, CRIB36 i  CRIB37, zidentyfikowane 
odpowiednio w  biofilmie i  osadzie zbiornika wod-
nego oraz w amebach Acanthoamoeba [14]. Izolaty te 
(CRIB35 i CRIB36) wykazują podobieństwo na pozio-
mie 97,5–97,6% do Pr. amoebophila i  99,4–99,5% do 
Pr. naegleriophila, zaś izolat CRIB37 wykazuje podo-
bieństwo rzędu 97,1% do N. hartmannellae i 99,8% do 
szczepu UWC22 N. hartmannellae [14].

3. charakterystyka rodziny Simkaniaceae

Rodzinę Simkaniaceae (tab. I) tworzy obecnie rodzaj 
Simkania (S.) z jednym gatunkiem oraz rodzaj Frit-
schea z dwoma gatunkami. Poprzednio [58] należały 
tu także dwa gatunki Rhabdochlamydia (R.) porcellionis 
i R. crassificans, ale obecnie tworzą one nową rodzinę 
Rhabdochlamydiaceae. Rodzaje Simkania i  Fritschea 
zostały opisane i  scharakteryzowane w poprzedniej 
pracy [58]. Dodać należy, że zdolność do przenoszenia 
tej bakterii przez ameby potwierdzono, wprowadza-
jąc zakażone tą bakterią ameby Acanthoamoeba poly-
phaga do hodowli monocytów i makrofagów ludzkich, 
w których stwierdzono po pewnym czasie S. negeven-
sis [45]. Także obecnie do tej rodziny przypisano klady 
cvE6 i cvE9, wyizolowane z wody świeżej, odpowiednio 
z Francji i Włoch, które wykazują 87,9–92,7% podobień-
stwo do bakterii z rodzaju Simkania [20]. Ponadto opi-
sano fylotypy cvE38 i cvE41, zidentyfikowane w wodzie 
słodkiej, które wykazują 98% podobieństwo do kladu 
cvE9 z  rodziny Simkaniaceae, co dowodzi, że można 
umieścić je także w tej rodzinie [18].

4. charakterystyka rodziny Rhabdochlamydiaceae

Rodzinę tę tworzą bakterie wcześniej klasyfikowane 
do rodziny Simkaniaceae, czyli R. porcellionis i R. cras-
sificans (tab. I). Po raz pierwszy izolowano je z  ciał 
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owadów, a obecnie także identyfikuje się je metodami 
biologii molekularnej u  pacjentów w  pozaszpitalnym 
zapaleniu płuc [38] oraz wcześniaków z problemami 
ze strony układu oddechowego [53], choć także otrzy-
mano je z przypadków poronień u bydła [67]. Do tej 
rodziny, oprócz opisanych dwóch gatunków R. porcel-
lionis i R. crassificans [58], przypisano izolaty CRIB33 
i CRIB34 otrzymane w Hiszpanii, odpowiednio z osadu 
ze zbiornika wodnego oraz z wody powierzchniowej 
[14]. Analiza genetyczna wykazała 89,0% (CRIB33) 
i 87,5% (CRIB34) podobieństwo do R. crassificans [14]. 

5. charakterystyka rodziny Waddliaceae

Do rodziny Waddliaceae należy rodzaj Waddlia (W.) 
z  dwoma gatunkami: W. chondrophila i  W. malasyen-
sis (tab. I), które scharakteryzowano poprzednio [58]. 
Dowiedziono, że W. chondrophila odpowiedzialna jest za 
ronienia u bydła [6, 24, 50], ale także może powodować 
ronienia u ludzi, co wykazano na podstawie występo-
wania przeciwciał anty-W. chondrophila w teście immu-
nofluorescencyjnym i western-blott u kobiet po poro-
nieniach [3, 4]. Także metodą nested-PCR wykazano 
występowanie materiału genetycznego W. chondrophila 
u pacjentów z pozaszpitalnym zapaleniem płuc [38], zaś 
metodą PCR-HRM stwierdzono ją u kur [60]. Bakteria 
ta ma zdolność namnażania się w ludzkich makrofagach 
[32], powodując odpowiedź immunologiczną, manife-
stującą się słabą syntezą IL-1β i IL-10 [34]. Wykazano 
także, że bakteria ta w hodowlach ameb Acanthoamo-
eba castellani, wykazuje wrażliwość na doksycyklinę 
i  azytromycynę [33]. Opisano także, że W. chondro-
phila charakteryzuje się nieco odmiennym cyklem 
replikacyjnym w ludzkich makrofagach, niż klasyczne 
chlamydie czy parachlamydie [22]. Dowiedziono, że 
wczesna inkluzja tych bakterii przemieszcza się pobliże 
mitochondrium w komórce gospodarza oraz łączy się 
z kalneksyną – białkiem siateczki endoplazmatycznej, 
co pozwala na przetrwanie tych zarazków w komórkach 
gospodarza [22].

6. charakterystyka rodziny Piscichlamydiaceae

Do tej rodziny przynależą bakterie izolowane z cyst 
skrzelowych łososi, dla których zaproponowano nazwę 
„Candidatus Piscichlamydia salmonis” [26], a opisano 
wcześniej jako bakterię należącą do chlamydii nieskla-
syfikowanych [58]. Bakteria ta wykazuje cykl życiowy 
z trzema formami (ciałko podstawowe EB, ciałko sia-
teczkowate RB i ciałko pośrednie IB), a jej podobieństwo 
genetyczne do bakterii z rodziny Parachlamydiaceae 
wynosi 81–82% i 80% do bakterii z  rodzaju Chlamy-
dophila [26].

7. charakterystyka rodziny Clavochlamydiaceae

Do tej rodziny przynależy „Candidatus Clavochla-
mydia salmonicola” izolowany z cyst skrzelowych 
łososi norweskich oraz ze skrzeli łososi atlantyckich 
hodowanych w Irlandii (tab. I). Otrzymano je również 
u wolno żyjących łososi, które wykazywały objawy ze 
strony układu oddechowego, m.in. cysty skrzeli [49]. 
W badaniach tych wykazano w oparciu o analizę genu 
16S rRNA, ponad 90% podobieństwo do bakterii z rzędu 
Chlamydiales [49]. Analiza filogenetyczna „umieściła” tę 
bakterię w rodzinie Chlamydiaceae i ECLVII [49], choć 
podobieństwo Clavochlamydia salmonicola na poziomie 
81% do Piscichlamydia salmonis, pozwoliło na utworze-
nie nowej rodziny Clavochlamydiaceae. 

8. charakterystyka rodziny Criblamydiaceae

Do tej rodzinie zaklasyfikowano Criblamydia sequ-
anensis (tab. I) wyizolowaną z wód Sekwany [66], choć 
także obecność materiału genetycznego tego zarazka 
stwierdzono w hodowli ameb Acanthoamoeba castella-
nii. Analiza genetyczna polegająca na sekwencjonowa-
niu genów 16S rRNA, 16S rDNA, translokazy ADP/ATP 
i  RnpB, wykazała 88,5–89,8% podobieństwo ich do 
przedstawicieli rodziny Parachlamydiacea, 87,1–88,3% 
do bakterii z rodziny Waddliaceae, 86,2–85,6% do 
zarazków z rodziny Chlamydiaceae oraz 84,7–85,6% 
do mikroorganizmów z rodziny Simkaniaceae. Stąd 
oceniono, że nowa bakteria nie przynależy do żadnej 
z  rodzin, ale cechuje ją podobieństwo do zarazków 
z  rzędu Chlamydiales i zaproponowano utworzenie 
nowej rodziny Criblamydiaceae fam. nov. [66]. Bakte-
ria ta charakteryzuje się tym, że posiada cykl życiowy 
z  dwiema formami morfologicznymi ciałkiem EB 
o kształcie gwiaździstym i ciałkiem RB. Próby hodowli 
tego zarazka w liniach tkankowych Vero, HEL, Hep-2 
i A549, dały wynik negatywny, ale wykazano możliwość 
reinfekcji kultur ameb supernatantem z tych hodowli 
[66]. Również do tej rodziny przynależy Estrella lau-
sannensis, wyizolowana w wody gruntowej w Hisz panii 
i oznaczona pierwotnie jako CRIB30 [14], a która wyka-
zuje podobieństwo, zarówno morfologiczne jak i gene-
tyczne, we fragmencie 16S rDNA, do Criblamydia sequ-
anensis, które wynosi 93% [14].

9. charakterystyka niesklasyfikowanych
 chlamydii środowiskowych

W obrębie rzędu Chlamydiales, oprócz 8 rodzin, to 
jest Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae, Simkaniaceae, 
Rhabdochlamydiaceae, Waddliaceae, Psiscichlamydia-
ceae, Clavochlamydiaceae i Criblamydiaceae, znajdują 
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się inne bakterie wewnątrzkomórkowe, które jeszcze nie 
zostały całkowicie sklasyfikowane (tab. I). Do tej grupy 
został przypisany jeszcze nie nazwany endosymbiont 
wyizolowany z  komórek gastrodermy bezkręgowca 
Xenoturbella [43], który na podstawie analiz 16S i 23S 
rRNA, wykazuje podobieństwo do rodzaju Fritschea 
i  do rodzaju Simkania. Jest to forma pleomorficzna, 
posiadająca spłaszczone dyskoidale ciałko elementarne, 
owalne lub kształtu muchy, w przekroju poprzecznym 
oraz sferyczne, wielokątne lub nieregularne ciałko sia-
teczkowate. Podobnie jak u  wszystkich chlamydii nie 
zauważa się efektu cytopatycznego w hodowli [43]. Do 
tej grupy zalicza się także chlamydiopodobną bakterię 
wyizolowaną z naskórka białych krewetek pacyficznych 
(Litopenaeus vannamei) [44], która charakteryzuje się 
pleomorfizmem dwóch stadiów rozwojowych, ciałka EB 
jak i ciałka RB, bo są albo sferyczne albo owalne i obie 
formy mogą występować jako małe lub duże komórki 
[44]. Podkreślić należy, że nie wykazano obecności tej 
bakterii poza naskórkiem, co potwierdzałoby tropizm 
tych zarazków do komórek nabłonkowych [44]. W tej 
grupie niesklasyfikowanych chlamydii znalazł się także 
izolat Taynaya-24, otrzymany z osadu słonego jeziora 
z  terenu Wschodniej Antarktydy [7]. Wykazuje on 
87,9% podobieństwo do izolatu cvE6 należącego do 
rodziny Simkaniaceae [19]. Ponieważ oba nie reagowały 
ze starterami specyficznymi dla S. negevensis, sugeruje 
się, że stanowią one osobna linię. Również do niesklasy-
fikowanych chlamydii środowiskowych, należą bakterie 
zidentyfikowane genetycznie w cystach nabłonkowych 
skrzeli pławikonika australijskiego (CRG20) i  okonia 
srebrzystego (CRG18) oraz z cyst skrzeli i skóry bara-
mundi (CRG98) [55]. Analiza filogenetyczna wykazała, 
że nie należą one do rodzin w  rzędzie Chlamydiales, 
a  grupują się odpowiednio CRG20 z  R. porcellionis, 
CRG18 z endosymbiontami ameb TUME1 i UWC22, 
zaś CRG98 tworzy odrębną linię, pomiędzy liniami 
z  Piscichlamydia salmonis i  R. porcellionis [55]. Także 
do chlamydii środowiskowych, przynależy otrzymany 
z biofilmu ze zbiornika wody w Hiszpanii izolat CRIB32 
[14], który tworzy osobną linię w analizie genetycznej 
i wykazuje 85,6–88,7% podobieństwo do innych bakterii 
z rzędu Chlamydiales [14].

10. podsumowanie

Z przedstawionych faktów wynika, że chlamydie śro-
dowiskowe są mikroorganizmami powszechnie wystę-
pującymi w środowisku, zarówno wodnym jako endo-
symbionty ameb, krewetek czy ryb, ale także lądowym, 
gdyż stwierdza się je u owadów i ssaków. Wśród nich 
są bakterie patogenne dla człowieka, izolowane głównie 
ze schorzeń układu oddechowego i są to Parachlamydia 
acanthamoebae, Protochlamydia naegleriophila i Simka-

nia negevensis lub z przypadków poronień u kobiet i jest 
to Waddlia chondrophila. Bakterie te izolowano nie tylko 
od ssaków (bydło, koty), ale także od gadów (np. węże, 
żółwie, jaszczurki). Wykazują też zdolność do infeko-
wania takich komórek jak monocyty/makrofagi. Fakty 
te, czyli powszechne występowanie ich w  środowisku 
oraz potencjał chorobotwórczy, dowodzi konieczności 
przybliżania ich biologii, gdyż stają się one nowymi 
patogenami dla ssaków, w tym człowieka. 
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