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1. Wstep. 2. Systemy transportu K+ do komorki bakteryjnej. 2.1. System Trk. 2.2. System Ktr. 2.3. System Kdp. 2.4. System Kup. 3. Systemy
wyplywu K* z komorki bakteryjnej. 4. Regulacja systeméw transportu K* do komérki bakteryjnej. 4.1. Kontrola systeméw transportu K*
na poziomie ich aktywnoéci. 4.2. Osmotyczna regulacja transportera Kdp na poziomie transkrypcji. 5. Podsumowanie

Osmoadaptation and potassium transport systems in Gram-negative bacteria

Abstract: Potassium (K*) is the major intracellular cation in bacterial cells. It plays a key role in maintaining the cell turgor, pH, adaptation
to osmotic conditions, enzyme activation, and gene expression. The intracellular concentration of K* is generally much higher than
that in a growth medium and bacteria use a number of transporters and efflux pumps to maintain respective K* concentration in
cytoplasm. The best characterized K* uptake systems in Gram-negative bacteria are: Trk, Kup, Ktr, and Kdp. Under hyperosmotic stress,
in potassium-replete media at neutral and alkaline pH, the Trk system is the main K* importer. It is a low - affinity, multiunit protein
complex encoded by constitutively expressed genes that are. Under acidic conditions, when the activity of Trk is insufficient, a single
component, i.e. the constitutive Kup transporter, with the affinity for K* similar to that of the Trk system, is thought to be important. The
Ktr transporter, resembling that of the Trk system, is composed of a membrane-spanning protein and a peripheral membrane-associated
nucleotide - binding subunit. The Kdp-ATPase is a high affinity K* uptake system that is expressed at very low potassium concentrations
in the environment and in response to a decrease in cell turgor. Turgor, which is a signal and end the resulte of K* import, is involved not
only in the regulation of the Kdp transporter expression but also in the control of the activity of potassium uptake systems.

1. Introduction. 2. K* uptake systems in bacterial cells. 2.1. Trk system. 2.2. Ktr system. 2.3. Kdp system. 2.4. Kup system. 3. K* efflux
systems in bacterial cells. 4. Regulation of K* uptake systems. 4.1. Control of K* uptake system activities. 4.2. Osmotic regulation of Kdp

expression. 5. Summary

Stowa kluczowe: bakterie Gram-ujemne, osmoadaptacja, systemy importu K*: Trk, Kup, Ktr, Kdp
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1. Wstep

Bakterie naleza do najbardziej zréznicowanych pod
wzgledem zamieszkiwanych $rodowisk organizmoéw
[36, 37]. Wystepuja nawet w tych niszach srodowisko-
wych, ktore ze wzgledu na niekorzystne warunki nie
s3 zasiedlane przez inne formy zywe. Jednym z czyn-
nikow srodowiskowych wplywajacych na wzrost orga-
nizmow jest jego osmolarnos¢. Wyzsze cisnienie osmo-
tyczne wewnatrz komorki niz podloza umozliwia
komorce utrzymanie turgoru niezbednego do jej wzro-
stu i podzialu [8, 12]. Zdolno$¢ adaptacji bakterii do
zmian osmolarnosci srodowiska zewnetrznego wiaze si¢
z rozwojem szeregu strategii, ktore pozwalaja im przezy¢
w hiper- i hipoosmotycznych warunkach.

Wisrdd bakterii wystepuja dwa mechanizmy odpo-
wiedzi na wzrost osmolarnosci podloza [37]. Wiele
halofilnych bakterii i archeondw stosuje K* jako gtéwny,
cytoplazmatyczny czynnik osmotycznie czynny. Orga-
nizmy te rosng tylko w podfozach o wysokim stezeniu
NaCl, a réwnowage osmotyczng zapewnia im wysokie
wewnatrzkomoérkowe stezenie KCL. W cytoplazmie

Halobacterium sp. stezenie KCl dochodzi do 7 M. Adap-
tacja do tak wysokiego stezenia soli wiaze si¢ z obec-
no$cig w bialkach tych organizméw duzej liczby reszt
aspartylowych i glutamylowych oraz reszt o slabej
hydrofobowosci [20, 37].

Wiekszo$¢ organizmoéw prokariotycznych wykorzy-
stuje K* jako czynnik osmotycznie czynny tylko podczas
wzrostu przy niskiej osmolarnosci. Przy wyzszej osmo-
larnos$ci podioza zachodzi dramatyczny wzrost stezenia
zwigzkow zgodnych w cytoplazmie (7, 8, 22, 26, 31, 36,
37]. Zwiazki zgodne s3 to male, wysoce rozpuszczalne
czasteczki, bez fadunku w pH fizjologicznym, ktore nie
wchodza w reakeje z bialkami i nie zaburzajg metabo-
lizmu komorki. Poza rolg w réwnowazeniu cisnienia
osmotycznego zwigzki te funkcjonujg jako efektywne sta-
bilizatory enzyméw, DNA, blon komérkowych, chronig
przed zasoleniem, wysoka temperaturg, a nawet wysu-
szeniem. W tym przypadku, K* dziata jako wtérny prze-
kaznik i stymuluje gromadzenie zwigzkéw zgodnych.

Potas (K*) jest gléwnym wewnatrzkomdrkowym
kationem jednowarto$ciowym u wszystkich organiz-
mow zywych [7, 18]. U bakterii, petni kluczows role

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki i Mikrobiologii, Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii, Uniwersytet M. Curie-Skto-
dowskiej, ul Akademicka 19, 20-033 Lublin; tel.: (81) 537 59 76; e-mail: wanda.malek@poczta.umcs.lublin.pl
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w adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkéw osmo-
tycznych srodowiska [12], bierze udzial w utrzymaniu
komoérkowego turgoru [12] i cytoplazmatycznego pH
[5, 26], reguluje aktywnos$¢ i ekspresje wielu enzymow
[12, 32]. Mimo, ze w wigkszosci srodowisk K* wyste-
puje w niewielkich ilosciach (0.1-10 mM) to w cytoplaz-
mie komorek bakteryjnych jego stezenie jest wysokie
(300-500 mM) [3]. Aby utrzymac okreslone wewnatrz-
komorkowe stezenie K+, bakterie wyksztalcily kilka sys-
temow transportujacych potas, ktore rdznig si¢ kinetyka,
zrodlem energii i regulacjg. Do najlepiej scharaktery-
zowanych importeréw K* u E. coli i innych bakterii jeli-
towych naleza systemy: Trk, Kdp, Kup i Ktr [12, 37].
System Trk, charakteryzujgcy si¢ niskim powinowac-
twem do K, jest gtéwnym transporterem przy pH obo-
jetnym i alkalicznym [35]. Jest to wielopodjednostkowy
kompleks biatkowy utworzony przez produkty gendw,
ktore ulegaja konstytutywnej ekspresji. Transporter Ktr,
przypominajacy system Trk, zbudowany jest z transbfo-
nowego bialka spinajacego blone i peryferyjnego biatka
zwigzanego z blong wiazacego nukleotydy (ATP, NAD*/
NADH) [23]. Gléwnym transporterem K* do komorki
przy pH kwasnym jest system Kup o podobnym powino-
wactwie do K jak system Trk, ale transportuje go 10 razy
wolniej [40, 41]. Systemem indukcyjnym, ulegajacym
ekspresji przy niskim stezeniu K* w podlozu, jest trans-
porter Kdp o wysokim powinowactwie do potasu [3, 12].
Aktywno$¢ transporteréw potasu jest $cisle regulowana
przez wewnatrz- i zewnatrzkomorkowe stezenie K* oraz
turgor [12]. Jedynie w przypadku systemu Kdp ekspresja
wiaze sie $cisle ze wzrostem osmolarnosci podloza [12].
Spadek ci$nienia turgorowego i/lub redukcja zewnatrz-
komarkowego stezenia K* powoduje szybki wzrost eks-
presji systemu Kdp. Ma to zwigzek z transmisjg sygnatu
przez sensorow kinaze KdpD do regulatora odpowiedzi
KdpE, ktéry stymuluje transkrypcje genéw kdp [3].

2. Systemy transportu K* do komorki bakteryjnej
2.1. System Trk

Transporter Trk to wielokomponentowy kompleks
zidentyfikowany u bardzo wielu bakterii i kilku gatun-
kéw archeondw. Jest to system o umiarkowanym powi-
nowactwie do K* tj. ~1 mM, wysokiej specyficznosci do
tego kationu i bardzo wysokim V__ co pozwala odtwo-
rzy¢ pule K* w minute lub dwie [12, 37]. System Trk
wyraza sie konstytutywnie i w podiozu o stezeniu K*
wiekszym niz 1 mM jest dominujgcym transporterem
tego kationu. Pobieranie K*zachodzi drogg symportu
z protonem co energizuje ten proces.

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

enterica sv. Typhimurium sg to odpowiednio geny sapG,
sapD i sap]) [2, 7, 9, 12, 37]. Gen trkA koduje peryfe-
ryjne biatko blonowe zbudowane z 458 aminokwasow,
ktore wigze NAD i z wyzsza aktywnoscia NADH. Pro-
duktem genu trkE jest jeden z dwoch wigzacych ATP
komponentéw transportera ABC zwanego Sap, ktory
jako transporter toksycznych peptydéw zostal po raz
pierwszy zidentyfikowany u S. enterica sv. Typhimurium
[28]. Dalsze badania wykazaty, ze oporno$¢ komoérek na
toksyczne peptydy wiaze si¢ z okreslonym poziomem K*
w cytoplazmie determinowanym przez system Trk.

Produktem genu #rkH jest biatko zbudowane z 483
aminokwasow, ktdre spina btone 10 razy i tworzy trans-
blonowy kanat translokujacy K* do komorki [12].

Jonem preferowanym do transportu przez system Trk
jest K*. System ten nie transportuje jonéw Cs®, a stopien
translokacji Rb* jest dziesieciokrotnie nizszy niz K* [12].
Translokator Trk wymaga do aktywnosci zaréwno sity
protonomotorycznej (PMF) jak i ATP [33]. Sitg nape-
dowg tego transportera jest PME a wejsciu jednego
jonu K* towarzyszy wejscie jednego protonu. W systemie
Trk ATP nie stuzy jako zrédlo energii lecz pelni funkcje
regulatorowa. Stwierdzono bowiem, ze produkt zmuto-
wanego genu trkE (sapD) jest funkcjonalny i prawdopo-
dobnie wigze ATP, ale go nie hydrolizuje [12].

W niektdrych szczepach E. coli K-12, ktdre niosg
defektywnego faga rac, w systemie Trk zamiast trans-
blonowego biatka TrkH wystepuje bialko TrkG [35].
Sekwencja aminokwasowa TrkG i TrkH jest w 41%
identyczna, a niska zawarto$¢ GC (37%) w genie trkG
sugeruje, ze zostal on nabyty droga horyzontalnego
transferu z innego filogenetycznie odleglego gatunku
bakterii. Kazdy z tych dwoch transbtonowych kom-
ponentéw zapewnia pelng aktywnos¢ systemu Trk, ale
specyficzno$¢ transportera zalezy od rodzaju biatka
transblonowego. Kiedy TrkG jest obecny, aktywnos¢ Trk
tylko czg$ciowo zalezy od TrkE, jakkolwiek ATP jest nie-
zbedny [14]. Wskazuje to, ze komponenty wigzace ATP
innych ABC transporter6w mogg zastapi¢ TrkE kiedy
TrkG jest obecny.

Systemy Trk, podobne do tych wystepujacych w ro-
dzinie Enterobacteriaceae, stwierdzono réwniez u innych
bakterii [12, 17]. U halofilnych archeonéw zidentyfiko-
wano geny homologiczne do bakteryjnych genéw trk
[23]. Ich produkty umozliwiajg utrzymywanie wyso-
kiego stezenia K* w cytoplazmie komarki, ktére rowno-
wazy wysokg osmolarnos¢ podtoza.

2.2. System Ktr

System Ktr, zidentyfikowany u wielu bakterii, zbu-
dowany jest z dwdch komponentow tj. KtrA i KtrB [25].
KtrA wykazuje niski stopien pokrewienstwa z TrkA,
a KtrB z TrkH. Transporter Ktr posiada region homo-
logiczny do domeny wigzacej NAD niektérych dehy-
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drogenaz, podobnie jak TrkA. Zrédlem energii dla sys-
temu Ktr u Vibrio alginolyticus jest symport K*/Na ¥,
a nie jak w przypadku transportera Trk symport K*/H*
[39]. Niezbedne s3 jednak dalsze badania majace na
celu wyjasnienie czy u wszystkich organizméw system
Ktr energizowany jest symportem K*/Na* czy tylko
u mikroorganizméw morskich. System Ktr wykazuje
réwniez zdolno$¢ transportu Rb* i to z takg samg maksy-
malng szybkoscig jak K*, jakkolwiek powinowactwo do
Rb* jest 5-krotnie nizsze.

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 okoto 10 mM. Kiedy oba systemu
sa zmutowane, bakterie wymagaja do wzrostu przynaj-
mniej 25 mM K* w $rodowisku zewnetrznym. Ekspresja
systemow Ktr nie zalezy od stezenia K* w podlozu, ale
transkrypcja ich gendw jest wieksza kiedy inne systemy,
w wyniku mutacji, nie funkcjonuja. Transportery Ktr
pelnig istotng role w adaptacji bakterii do podwyzszonej
osmolarnosci srodowiska zewnetrznego zawierajacego
2-4mM K". Adaptacja do wysokiej osmolarnosci pod-
foza wymaga obecnoséci w nim odpowiednio zwiekszo-
nego stezenia 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 pM) i spe-
cyficznosci do K*. Kdp jest ATPaza typu P zbudowang
z czterech podjednostek: KdpFABC, ktdre zwigzane sa
z blong komoérkows [1, 3, 12]. KdpF jest matym 29 ami-
nokwasowym peptydem hydrofobowym prawdopo-
dobnie istotnym dla stabilnosci i by¢ moze skladania
transportera Kdp, ale nie dla jego funkcjonowania.
KdpA to transblonowy, 557 aminokwasowy peptyd
spinajacy blone¢ w formie 12 a-helikalnych segmentow
i uczestniczacy w wigzaniu K* (peryplazmatyczne petle
miedzy transblonowymi helisami 2-3, 4-5 i 10-11)
i jego translokacji przez blon¢ wewnetrzng (helisy 5, 6,
7 18). Podjednostka katalityczng, homologiczng z duza
podjednostka innych ATPaz typu P, jest podjednostka
KdpB, ktora sklada si¢ z 682 aminokwasow i zawiera
wysoce konserwatywne miejsce fosforylacji. Jest to inte-
gralne biatko blonowe z szescioma a-helisami spinajg-
cymi btone, z dwiema cytoplazmatycznymi domenami
i matym peryplazmatycznym regionem. Na podstawie
podobienstwa sekwencji KdpB i innych ATPaz typu P
mozna wnioskowa¢, ze: miejsce forsforylacji zaczyna
sie od asparaginy w pozycji 307, a w petli wigzacej
ATP mieszczg si¢ trzy reszty asparaginianowe: Asp447,
Asp473 i Asp522. KdpC to 190 aminokwasowe biatko,
ktére jedng helisg polozong blisko korica NH,, spina
blong komédrkowsa. Pozostala czgs¢ tego biatka znajduje

sie wewnatrz komorki w formie dwoch antyréwnole-
glych B-kartek i jednej amfipatycznej a-helisy przy koncu
COOH. Funkcjg KdpC jest skladanie kompleksu Kdp.

2.4. System Kup

Jest to system konstytutywny (wczesniej znany jako
TrkD) o niskim powinowactwie i szybkosci transportu K*
do komérki (K_~0.5mM, V_ 0.1 umol K*/min/mg
biatka), ktéry kodowany jest przez gen trkD [40]. System
ten tworzy pojedyncze, 622 aminokwasowe biatko zbu-
dowane z dwdch domen tj. transblonowej, ktéra spina
blon¢ komérkowsa 12 razy i C-terminalnej, 182 amino-
kwasowej, ulokowanej na cytoplazmatycznej stronie
blony [41]. System Kup dziala dzieki sile protonomo-
torycznej i przy niskim pH, kiedy aktywnos¢ transpor-
tera Trk jest niewystarczajaca, a system Kdp, o wysokim
powinowactwie do K, nie jest indukowany [41].

3. Systemy wyplywu K* z komorki bakteryjnej

Jednym z argumentéw przemawiajgcych za istnie-
niem systemow eksportu K* z komorki bakteryjnej jest
koniecznos$¢ redukcji stezenia tego jonu kiedy turgor
w szoku hipoosmotycznym staje si¢ niebezpiecznie
wysoki [23]. Ponadto, stopniowy wyptyw K* zachodzi
réwniez przy wysokiej osmolarnoéci podloza zawieraja-
cego tzw. zwigzki zgodne (betaina glicynowa, ektoina),
ktére transportowane sa do komorki i dziataja osmo-
protekcyjnie. Aby zapobiec nadmiernemu wzrostowi
turgoru, wynikajacego z obecnosci zwiazkéw zgodnych
w cytoplazmie, K* eksportowany jest z komorki.

U E. coli i innych bakterii Gram-ujemnych doktad-
nie scharakteryzowano dwa systemy eksportu K*: KefB
i KefC [13]. Kazdy z nich jest duzym biatkiem, z N-ter-
minalnym transblonowym regionem i duza C-termi-
nalng domeng, prawdopodobnie cytoplazmatyczna, ktdra
wigze nukleotydy. Oba transportery maja ponadto mniej-
sze rozpuszczalne bialko, YheR i YabE Ich brak wigze
sie z bardzo niskg aktywnoscig systemow KefB i KefC.

W wyplywie K* bardzo wazng role petnig antypor-
tery K*/H* obecne u wigkszosci bakterii [6]. Maja one
umiarkowane powinowactwo do K* (K _~2.5 mM) i niskg
specyficznos¢ substratows, a z eksportem K* konkuruja
jony Na*, Rb* i Li*. Mutanty, ktére nie majg aktyw-
noéci antyporterowej K*/H* sg niezdolne do wzrostu
przy wysokiej osmolarnosci i wysokim pH podtoza [29].

W eksporcie K* z komorki bakteryjnej uczestnicza
réwniez specjalne kanaly homologiczne z kanatami
eukariotycznymi. Sa to miedzy innymi: kanal KcsA
Streptomyces lividans bramkowany protonami i MthK
Methanobacterium thermoautotrophicum bramkowany
Ca* [10, 16]. Kanal KcsA wykazuje najwyzsza prze-
wodno$¢ dla K*, nieco nizszg dla Rb*, TI" oraz NH *
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i ponad 1000 razy nizsza przewodnos¢ dla Na*, Li*
i Cs* [21]. Kanal MthK bardziej preferuje jony K* niz
Na* [16]. Fizjologiczna funkcja tych kanaléw nie jest
dotychczas poznana.

Innym rodzajem bakteryjnych kanaltéw jonowych
sa mechanoczule kanaty reagujace na naprezenia btony
komorkowej, ktore chronig bakterie przed nagltym spad-
kiem ci$nienia osmotycznego w srodowisku [4, 12, 19].
U E. coli zidentyfikowano trzy typy tych kanalow tj.
MscL, MscS i MscM, odpowiednio o duzej (3 nS-nano-
siemens), Sredniej (1 nS) i matej (0.3 nS) przewodnosci,
z ktérych MscL i MscS naleza do najlepiej poznanych
kanatéw mechanoczulych [38]. Struktura krystaliczna
kanatu MscL Mycobacterium tuberculosis pokazala, ze
jest to homopentamer, a kazda podjednostka zbudo-
wana jest z dwoch helis transblonowych TM1 i TM2
[4]. Przejscie ze stanu zamknietego do otwartego wigze
sie ze zmiang kata nachylenia helisy TM1 do osi kanalu
z 32 do 71. W otwartej konformacji kanal ten ma por
o $rednicy 30-40 A. Z kolei analiza struktury krysta-
licznej kanatu MscS E. coli wykazala, ze jest to heptamer
z trzema transblonowymi helisami: TM1, TM2 i TM3
w kazdej monomerycznej podjednostce z silnie rozbudo-
wanymi cytoplazmatycznymi regionami, ktérych funk-
cja nie jest znana [19]. Por kanatu MscS i jego bramke
tworzg helisy TM3. Ochronna funkcje¢ kanaléw mecha-
noosmotycznych potwierdza fakt, ze szok hipoosmo-
tyczny przezywa tylko 10% mutantéw, ktore nie syntety-
zujg MscL i MscS i az 90% komorek dzikiego typu oraz
komorek, ktore nie syntetyzujg MscL lub MscS.

4. Regulacja systeméw transportu K*
do komorki bakteryjnej

4.1. Kontrola systeméw transportu K*
na poziomie ich aktywnosci

Ponad pét wieku temu stwierdzono, ze u E. coli wraz
ze wzrostem osmolarnosci podtoza wzrasta transport K*
do komorki zachodzacy w stopniu odwrotnie proporcjo-
nalnym do stezenia tych jonéw w cytoplazmie [27]. Fakt
ten potwierdzono takze u innych gatunkow bakterii [12].
Doktadny mechanizm regulacji tego procesu nie jest
znany, ale przyjmuje sie, Ze spadek turgoru, w odpowie-
dzi na wzrost cisnienia osmotycznego podtoza, powoduje
aktywacje bialek transportujacych K* do komoérki. Model
ten wyjasnia przej$ciowy wzrost pobierania potasu tj. do
momentu przywrdécenia w komorce turgoru. Zgodnie
z tym modelem, podczas normalnego wzrostu, turgor
w komorce jest nieco ponizej optymalnego co zapewnia
stalg stymulacje transportu K* na poziomie odpowied-
nim do potrzeb komorki. Kiedy wzrost bakterii zostaje
zahamowany, turgor komorki zwieksza sie w niewielkim
stopniu i import K* ustaje [11].

4.2. Osmotyczna regulacja transportera Kdp
na poziomie transkrypcji

Wiréd bakteryjnych transporteréw K* jedynie eks-
presja systemu Kdp regulowana jest na poziomie
transkrypcji genow [3, 12]. Indukcja strukturalnych
gendw tego translokatora zachodzi przy udziale dwoch
biatek, KdpD i KdpE, ktére tworza dwuskladnikowy
system transdukcji sygnalu. Wszystkie bakteryjne
operony kdp sa represowane podczas wzrostu w pod-
tozu o wysokim stezeniu K* ([K*] ), a u E. coli, ekspre-
sja genow kdp zachodzi przy zewnatrzkomdrkowym
stezeniu K* ponizej 2mM [3]. Regulatorowe biatka
KdpD/E E. coli kodowane sa przez operon, ktdry zacho-
dzi na operon genéw kodujacych funkcjonalne kom-
ponenty transportera Kdp, tj. kdpE kdpA, kdpB i kdpC
[1, 3]. W genie kdpC miesci si¢ wzglednie staby pro-
motor i miejsce startu transkrypcji operonu kdpD/E,
z tym Zze wiekszo$¢ transkrypcji rozpoczynajacych sie
w promotorze operonu kdpFABC konczy si¢ w genie
kdpD, ale niektére obejmuja réwniez gen kdpE. Uto-
zenie gendw strukturalnych kdpABC w operonie jest
generalnie podobne u wielu bakterii w przeciwienstwie
do réznej lokalizacji genéw regulatorowych kdpD/E
(Rys. 1). Geny operonu regulatorowego koduja pare bia-
tek tj. duze biatko sensorowe KdpD, zwigzane z btong
komoérkows o aktywnosci autokinazy, fosfotransferazy
i fosfatazy oraz mniejsze cytoplazmatyczne biatko efek-
torowe KdpE, zwane ,,regulatorem odpowiedzi’, ktore
jest fosforylowane na reszcie aspartylowej przez bialko
sensorowe [30]. Ufosforylowane biatko KdpE (KdpE~P)
staje si¢ transkrypcyjnym aktywatorem, wigze si¢ do
sekwencji lezacej powyzej promotora operonu kdpABC
i indukuje jego transkrypcje (Rys. 2). Sensorowe biatko
KdpD dziala réwniez jako fosfataza i usuwajac reszte
fosforanowa z KdpE~P znosi jego aktywnos¢ trans-
krypcyjna. W sekwencji aminokwasowej 98.5-kD biatka
KdpD E. coli mozna wyrézni¢ duze cytoplazmatyczne
terminalne regiony COOH i NH, przedzielone czterema
transbfonowymi domenami. W domenie N-terminalnej

G ) B K E—C— )

Escherichia coli

£ [ M) BCEN) K3 KCH) ) 1)

Clostridium acetobutylicum

G (Emr ) ) E—— 1)

Mycobacterium tuberculosis

Rys. 1. Organizacja operonu kdp u bakterii
Strzatki wskazujg kierunek transkrypcji okreslony na podstawie sekwencji
nukleotydowej (Rysunek pochodzi z pracy: Ballal A., Basu B., Apte S.K,,
J. Biosci. 32, 559-568 (2007) za zgoda redakcji czasopisma)
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bodziec
KdpD
mlejsce
wigzania ATP
KdpE Q
KdpE 0 RNA Pol kdpFABC

‘°°o> aktywacja transkrypcji genéw kdpFABC

Rys. 2. Aktywacja operonu kdpFABC przez dwusktadnikowy system
transdukeji sygnatu KdpD/KdpE

P - peryplazma, BK - blona komoérkowa, 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 zgoda
redakgji czasopisma)

stwierdzono dwa motywy bardzo podobne do moty-
wow ,Walker A” i ,Walker B”, ktore wigza ATP i pra-
wdopodobnie pelng wazng role w dostosowywaniu
aktywnosci KdpD do aktualnych potrzeb komorki
bakteryjnej. W domenie C-terminalnej wystepuje kon-
serwatywna reszta histydynowa, ktora ulega fosforyla-
cji. Przyjmuje sie, ze ulokowane w blonie komoérkowej
bialko KdpD jest sensorem napigcia blonowego, ktore
odzwierciedla wielko$¢ cisnienia turgorowego. Kon-
formacyjne zmiany blony komoérkowej, zwigzane ze
spadkiem ci$nienia turgorowego, indukuja autofosfo-
rylacje biatka sensorowego KdpD. Wykazana in vitro
autofosforylacja KdpD i transfer reszty fosforanowe;j
na biatko KdpE, ktore wigze si¢ z DNA [1], potwierdza
ideg, ze ci$nienie turgorowe poprzez fosforylacje dwu-
komponentowego systemu KdpD/E jest sygnalem do
ekspresji genéw kdp. Model ten nie moze by¢ jednak
precyzyjnie badany z powodu trudnosci mierzenia tur-
goru w komorkach bakteryjnych.

5. Podsumowanie

Jon potasu jest jednym z najwazniejszych, jedno-
wartosciowych kationow wystepujacych w cytoplazmie
komorki, ktory stuzy jako wewnatrzkomoérkowy osmo-
lit utrzymujacy turgor komorki [12]. U bardzo wielu
gatunkow bakterii, wewngtrzkomorkowe stezenie K*
jest proporcjonalne do osmolarnosci podloza i wykazuje

pozytywna korelacje ze stopniem osmotolerancji mikro-
organizmu [8, 12, 37]. U E. coli, bedacej w logarytmicz-
nej fazie wzrostu, stezenie K* w cytoplazmie zwigksza
sie z 0.15 do 0.55M przy wzroscie osmolarnosci pod-
foza z 0.1 do 1.2 osm. Korelacja ta ma miejsce jedynie
w przypadku zwigzkéw osmotycznie czynnych, ktore nie
przenikaja przez blone komodrkowa (NaCl, sacharoza,
glukoza), nie wystepuje za$§ w przypadku zwigzkow,
ktére swobodnie dyfunduja przez blone komdrkowa
(glicerol) [8]. Wskazuje to, ze sygnalem do akumula-
cji K* nie jest spadek aktywnos$ci wodnej cytoplazmy,
a utrata turgoru. U wigkszosci bakterii, gromadzenie
K* po szoku hiperosmotycznym jest tylko przejsciowe
i po 30 minutach od jego wystgpienia rozpoczyna si¢
usuwanie K* z komorki, a funkcje ochronng przejmuja
tzw. zwigzki zgodne [8].

W celu utrzymania odpowiedniego wewnatrzkomor-
kowego stezenia potasu, bakterie wyksztalcily wiele
réznych systemoéw transportujacych ten kation do
i z komorki [12, 37]. Do najlepiej poznanych impor-
terow K* u bakterii Gram-ujemnych naleza transpor-
tery: Trk, Kdp, Ktr i Kup. System Trk, o niskim powi-
nowactwie do K*, jest gtéwnym importerem tego jonu
do komorek rosnacych w podlozu o pH obojetnym
i zasadowym oraz wysokim stezeniu K*. Jest to wielo-
podjednostkowy kompleks biatkowy wyrazany konsty-
tutywnie. Podobne powinowactwo do K, jak system Trk
ma transporter Kup zbudowany z pojedynczego bialka,
ktory jest glownym importerem potasu w podlozu o pH
kwasnym. U wielu bakterii, u ktérych nie stwierdzono
transportera Trk, jak np. Mycoplasma pneumoniae,
Deinococcus radiodurans, jak i tych posiadajacych ten
transporter funkcjonuje Na*/K* syporter Ktr. Importer
ten zbudowany jest z transblonowego biatka KtrB i pery-
feryjnego biatka KtrA zwigzanego z blong wigzacego
nukleotydy. Kiedy aktywnos¢ opisanych transporteréw
potasu jest niewystarczajaca, z powodu niskiego stezenia
K*, indukcji ulega system Kdp o wysokim powinowac-
twie do substratu, ktéry nalezy do ATPaz typuP. Jest
to kompleks czterech bialek blonowych: KdpF, KdpA,
KdpB i KdpC kodowanych przez operon kdpFABC,
ktory ulega ekspresji w odpowiedzi na spadek ci$nienia
turgorowego. Niski turgor jest sygnalem aktywujacym
dwukomponentowy system transdukcji sygnatu, zbudo-
wany z sensorowej kinazy KdpD i regulatora odpowiedzi
KdpE kontrolujacego ekspresje operonu kdpFABC.

Zwiazek miedzy transportem K* u bakterii, a tur-
gorem wskazuje, ze homeostatyczny mechanizm przy-
wracania turgoru przy wzroscie osmolarnoéci podioza
wigze si¢ ze zwigkszonym importem potasu. Osmo-
tycznie indukowana akumulacja K*, bedaca gléwna lub
pierwsza faza osmoadaptacji, zachodzi poprzez szybka
aktywacje systemow transportu o niskim i wysokim
powinowactwie do K*, a w przypadku transportera Kdp
takze na poziomie transkrypcji kodujacych go gendw.
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1. Wstep

Ortomyksowirusy stanowig niewielka, ale wazna 2 cziowiek
rodzing, do ktdrej nalezg wirusy grypy, powszechnie .

wywolujace zakazenia uktadu oddechowego u zwie-
rzat i ludzi (Rys. 1). Grypa jest ostrg chorobg zakazna
charakteryzujacy si¢ sezonowoscig oraz wysoka zacho-
rowalno$cig i $miertelno$cig na catym $wiecie [3, 66].

W rodzinie Orthomyxoviridae wyrdznia si¢ trzy rodzaje ;ﬁgg;lﬂ
wirusa grypy: A, B i C, réznicowane na podstawie

budowy antygenowej bialka btonowego (M) oraz nukle-

oproteiny (NP). Wirusy grypy typu A kraza wérod ludzi

i wielu innych gatunkoéw ssakéw oraz ptakéw, podczas N\ N
gdy zakazenia wirusem typu B wystepuja wylacznie re—

u ludzi, a typu C u ludzi i $win. Wirusy grypy typu A o
i B wywoluja podobne objawy chorobowe, jednak
zakazenia typem B maja zwykle fagodniejszy charakter
i prowadza do mniejszej liczby hospitalizacji. Wirus
typu C rézni si¢ budowg od pozostalych typéw a wzaka- W omowione zostang wigc wylacznie wirusy grypy
zeniach u ludzi odgrywa znacznie mniej istotng role,  typu A i B oraz wywolywane przez nie zakazenia u os6b
wywolujac najczesciej zakazenia bezobjawowe [10].  z niedoborami odpornosci.

Rys. 1. Schemat krazenia wiruséw grypy w $rodowisku
[wg 3, 66; zmienione]

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Chatubinskiego 5,
02-004 Warszawa; tel: 022 599 17 74; e-mail: dzieciatkowski@wp.pl
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2. Budowa wirusow grypy

Wiriony wiruséw grypy maja najczesciej ksztalt
sferyczny i srednice miedzy 80 a 120 nm, cho¢ szczepy
laboratoryjne moze charakteryzowa¢ duzy polimor-
fizm (formy wydluzone, nitkowate) [22]. Otoczone
s3 one podwdjng ostonka lipidows, w ktorej umiesz-
czone jest biatko btonowe M2 oraz dwie glikoproteiny,
hemaglutynina (HA) i neuraminidaza (NA), tworzace
na powierzchni charakterystyczne wypustki i stano-
wiace gloéwne antygeny powierzchniowe. Pod ostonka
znajduje si¢ warstwa biatka blonowego M1 otaczajaca
nukleokapsyd, rdzen wirionu, w sktad ktérego wchodzi
genomowe RNA polaczone z bialkami strukturalnymi
NP oraz kompleksem polimeraz PA, PB1 i PB2 [66].

Genom ortomyksowiruséw zawiera od 6 do 8 seg-
mentow, zbudowanych z jednoniciowego RNA o pola-
ryzacji ujemnej — ss(—)RNA, ktdre liczy okolo 12-15 tys.
zasad [22]. Na obu krancach genomu wystepuja
sekwencje powtarzalne, o dlugosci 12-13 nukleoty-
doéw na koncu 5" oraz 9-11 nukleotydéw na koncu 3.
Taka budowa genomu wiruséw grypy powoduje ich
znaczny stopien zmienno$ci i réznorodnosci antygeno-
wej w obrebie szczepow. Mechanizmy cigglej ewolucji
ortomyksowiruséw spowodowane sa gtéwnie poprzez
gromadzenie w wirusowym genomie mutacji punkto-
wych wynikajacych z bledéw zachodzacych podczas
replikacji (brak zdolnosci naprawczej polimerazy RNA)
(zmiany okreslane jako tzw. przesunigcie antygenowe,
ang. drift) oraz zjawisko reasortacji (tzw. skok antyge-
nowy, ang. shift), czyli wymiana catych segmentéw RNA
pomiedzy réznymi wariantami wiruséw zakazajacych tg
samg komorke [10, 22].

Ewolucja wirusa grypy dotyczy wszystkich o$miu
segmentow, jednakze najbardziej znaczace zmiany za-
chodzg w przypadku segmentu kodujacego HA i NA,
bialka pelnigce istotne funkcje zaréwno w procesie
zakazania komorek, rozprzestrzeniania wirusa, jak
i indukowania odpowiedzi immunologicznej gospoda-
rza (produkeja przeciwcial neutralizujacych). Na pod-
stawie budowy antygenowej HA i NA wsréd wirusow
grypy typu A jak dotad zidentyfikowano 16 odmiennych
podtypéw (serotypéw) hemaglutyniny (H1-H16) oraz
9 podtypow neuraminidazy (N1-N9). U ludzi stwier-
dzono powszechne wystepowanie tylko trzech pod-
typéw HIN1, H3N2 i H2N2. Sporadycznie opisywane
sa takze przypadki zakazenia podtypami H5N1, HON2,
HIN2, H7N2 i H7N7 [3, 10].

Obecnos¢ lipoproteinowej otoczki powoduje stosun-
kowo niska odpornos¢ ortomyksowiruséw na inakty-
wacje za pomocg czynnikow fizycznych i chemicznych.
W temperaturze 20°C wirusy grypy moga przetrwac
w $rodowisku do o$miu godzin, jednak powyzej tej
temperatury ich stabilno$¢ wyraznie ulega zmniejszeniu:
temperatura 56°C inaktywuje je w ciggu 180 minut, zas

60°C w czasie 30 minut [51]. Wiriony grypy s3 natomiast
stabo wrazliwe na zamrozenie, bowiem ich otoczka lipi-
dowa w tych warunkach ulega stabilizacji, a sam wirus
dluzej pozostaje wirulentny.

3. Zakazenia wirusami grypy u pacjentow
z niedoborami immunologicznymi

U 0s6b z ostabionymi mechanizmami obrony immu-
nologicznej, podobnie jak w przypadku pozostalej czesci
populacji, wystepowanie infekeji grypowych charakte-
ryzuje si¢ zazwyczaj sezonowoscig. Jednakze ryzyko
zakazenia wirusem grypy moze by¢ znacznie wigksze
i nie$¢ ze sobg szczegdlne zagrozenie zycia [12, 50].
Ponadto z uwagi na czesto wydluzony pobyt w szpitalu
osoby takie bardziej narazone sa na zakazenia szpitalne
wirusami atakujgcymi drogi oddechowe. Couch
wykazal, ze infekcje szpitalne wywolane wirusem grypy
moga stanowi¢ nawet miedzy 63 a 83% wszystkich
infekcji grypowych wystepujacych u pacjentéw z nie-
doborem odpornoéci [17]. Zrédlem zakazen mogg by¢
osoby odwiedzajace, jak i inni pacjenci oraz personel
medyczny.

Od statusu immunologicznego gospodarza zalezy
szybko$¢ ustapienia objawéw choroby. Przebieg grypy
u 0s6b z niedoborem odpornosci rozni sie od zakazen
u oso6b immunokompetentnych czesto dltuzszym cza-
sem trwania infekcji i wydtuzonym okresem wydalania
wirionéw potomnych, ci¢zszym przebiegiem, zwiek-
szonym ryzykiem wystgpienia powaznych powiklan
pogrypowych nie tylko ze strony ukladu oddechowego
oraz wyzsza $miertelnoscig [31, 46, 57]. Jednoczesnie
czesto wydluzony okres wydalania wirionéw potom-
nych i zwigzana z tym koniecznos¢ dtugoterminowej
terapii zwigksza ryzyko nabycia opornosci wirusa na
stosowane leki antygrypowe [12, 24, 29]. Niektdre dane
literaturowe wskazuja na ekstremalnie dlugie wyda-
lanie wirusa grypy, w tym szczepéw opornych, przez
pacjentow z uposledzong odpornoscig. Boivin opi-
sal przypadek wydalania wirionéw potomnych grypy
typu A przez okres 3 miesiecy (w tym wirusa opornego
na amantydyne od okoto 30 dnia) [6],a Weinstock
przez okres 18 miesiecy (w tym prawdopodobnie przez
ponad rok wiruséw opornych na rymantadyne i osel-
tamiwir) [67]. Dla poréwnania $redni okres wydala-
nia wirusa podczas eksperymentalnej infekcji u doro-
stych pacjentéw z prawidlowo funkcjonujacym uktadem
odporno$ciowym i nieleczonych wynosit 107 godzin,
natomiast u oséb leczonych oseltamiwirem zaledwie
56 godzin [23].

W przebiegu grypy u 0séb z niedoborem odpornosci
czesto dochodzi do powaznych powiktan pogrypowych,
ktére niejednokrotnie konczg si¢ $miercig [30]. Liczne
dane literaturowe wskazujg, ze $miertelno$¢ w nastep-
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stwie grypy w tej grupie pacjentow waha sie przewaznie
miedzy 10 a 33% [17, 19, 35, 45, 57, 68, 70]. Do najczgs-
tszych powiklan pogrypowych naleza komplikacje ze
strony uktadu oddechowego, takie jak pierwotne wiru-
sowe oraz wtorne zapalenie pluc i zapalenie oskrzeli. Do
zapalenia ptuc dochodzi nawet u 53-80% pacjentow [17,
19, 57, 68, 70]. Ponadto jest ono stwierdzane w wigk-
szosci $miertelnych przypadkow.

Pierwotne grypowe zapalenie ptuc, ktdre wigze sie
z rozwojem rozleglego $rédmigzszowego zapalenia
i zwidknienia pluc, charakteryzuje szczegdlnie wysoka
$miertelnos¢ [27]. Wtérne zapalenia pluc moga by¢
wywolane przez wiele czynnikéw, zaréwno 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]. Mozliwe s3
takze wtdrne zakazenia mieszane, wywolane wiecej niz
jednym czynnikiem etiologicznym. Jednakze w wielu
przypadkach patogeny odpowiedzialne za zakazenia
wtorne i komplikacje w postaci zapalenia pluc s3 trudne
do zdiagnozowania [57].

Czynniki sprzyjajace rozprzestrzenieniu infekcji z gor-
nych do dolnych drég oddechowych s3 wcigz stabo
poznane. W badaniach przeprowadzonych w grupie
100 pacjentow z niedoborem odpornosci ordéznym
podlozu (m.in. nowotwory, zakazenie HIV, terapia
immunosupresyjna i kortykosteroidowa, przeszczepy)
i potwierdzonym zakazeniem wirusem grypy, nie zaob-
serwowano wystepowania zaleznosci pomiedzy zgo-
nem a typem choroby podstawowej, statusem biorcy
przeszczepu komorek hematopoetycznych, czy typem
wirusa grypy jaki wywotat zakazenie [57]. Zaobserwo-
wano natomiast istotnie statystycznie wyzszg Smiertel-
no$¢ u mezczyzn, pacjentéw z zakazeniem szpitalnym
wirusem grypy oraz z infekcjami wtérnymi. Natomiast
wsrod czynnikow istotnie zwigzanych z wystapieniem
zapalenia pluc byl wiek pacjentéw (osoby starsze),
typ wirusa jaki wywotat chorobe (typ A) oraz wtérne
infekcje. Z kolei Nichols stwierdzil brak istotnego
zwigzku pomiegdzy typem wirusa a progresja zakazenia
z gornych do dolnych drég oddechowych [45]. Wyka-
zano znaczaco wigksze prawdopodobienistwo rozwoju
zapalenia pluc u pacjentéw z limfopenig (<100 limfo-
cytow/ul) i po autologicznym przeszczepie komdrek
hematopoetycznych oraz nie przyjmujacych korty-
kosteroidéw. Zwiekszone ryzyko zgonu wystepowalo
u pacjentéw z zapaleniem pluc a zwigkszone ryzyko
zakazenia wirusem grypy u pacjentdw z przeszczepem
w okresie sezonu grypowego, u kobiet, a takze wigzalo
sie ze stopniem zaawansowania choroby [26]. W innych
badaniach wykazano, ze wiek ponizej roku, wystapienie
infekcji w ciggu pierwszych 3 miesi¢cy po transplantacji
oraz zakazenie podczas intensywnej terapii immunosu-

presyjnej wiaza sie z powaznym przebiegiem infekcji,
podczas gdy rodzaj przeszczepionego narzadu migzszo-
wego nie wplywa na ciezko$¢ zakazenia [2].

4. Powiklania pogrypowe u 0s6b
z uposledzona odpornoscia

W przebiegu grypy u pacjentdw z uposledzona odpor-
nosécig moga wystapi¢ takze powiklania nie zwigzane
z ukladem oddechowym, takie jak zapalenie migénia
sercowego, osierdzia, mies$ni, powiklania neurolo-
giczne [33, 57, 69]. Ponadto zakazenie wirusem grypy
u biorcéw przeszczepu grozi ostrym lub przewlektym
odrzuceniem przeszczepionego narzadu [26, 29].
Zwigkszone ryzyko odrzucenia przeszczepu wystepuje
szczegolnie u pacjentéw po przeszczepie pluc, rzadziej
innych narzadéw [25]. W badaniach Vilchez biopsja
przeszczepionego narzadu u 18 biorcdw pluc, 2 biorcow
nerki i 1 biorcy watroby, wykonana w czasie trwania
infekcji grypowej, wykazata w 13 przypadkach (ptuca
(11) i nerki (2) rozny stopien ostrego odrzucenia allo-
genicznego przeszczepu [69]. Wedlug innych badan
u 3 z 12 pediatrycznych biorcéw narzadéw miazszo-
wych zakazonych wirusem grypy typu B wystapit odrzut
allogenicznego przeszczepu [40]. Mechanizm odrzutu
przeszczepu nie jest do konca wyjasniony. Wirus grypy
wydaje sie by¢ zdolny aktywowaé mechanizmy immu-
nologiczne w przeszczepionym organie co prowadzi
do odrzucenia przeszczepdéw u takich pacjentéw i ma
zwiazek z produkejg podczas wirusowej replikaciji takich
cytokin, jak IL-1, TNF IL-6 i IL-8 [69].

5. Profilaktyka zakazen wirusami grypy

Ze wzgledu na zwigkszone ryzyko wystapienia cigz-
kich powiklan pogrypowych, niejednokrotnie prowa-
dzacych do zgonu, profilaktyka przeciwgrypowa u pa-
cjentéw z upo$ledzona odpornoscia jest niezwykle
wazna. Najskuteczniejszg jej forma sg coroczne szcze-
pienia przeciwko grypie sezonowej, szeroko zalecane dla
tej grupy pacjentéw zaréwno przez Komitet Doradczy
ds. Szczepienn CDC (ACIP - The Advisory Committee on
Immunization Practices) [20], jak i przez wiele zespotéw
badawczych [10, 34, 47, 59]. Jednakze efekt szczepienia
w duzej mierze zalezy od sprawnosci uktadu immuno-
logicznego, od jego zdolnosci do produkcji przeciwciat
i odpowiedzi na antygen [30]. Niektore dysfunkcje
ukladu immunologicznego zwigkszajace ryzyko wysta-
pienia zakazenia i powiktan pogrypowych mogg jedno-
cze$nie uposledza¢ odpowiedz szczepionkowy i obni-
za¢ efektywnos¢ szczepien u takich pacjentéw. Po-
szczepienne miano przeciwcial antyhemaglutyninowych
21:40 lub czterokrotny wzrost miana w poréwnaniu
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z mianem przed szczepieniem uznaje si¢ za poziom
ochronny, zabezpieczajacy przed zachorowaniem co
najmniej 50% zaszczepionych pacjentéw [5]. Nalezy
podkresli¢, ze miana przeciwcial uznawane za ochronne
u zdrowych osdb moga nie zabezpiecza¢ przed zachoro-
waniem pacjentéw z niedoborem odpornosci. W litera-
turze brak jest danych dotyczacych poziomu zapewnia-
jacego ochrone przed zakazeniem klinicznym u takich
0s6b [55, 58].

Skutecznos¢ szczepionki przeciwko grypie zalezy nie
tylko od statusu immunologicznego czy wieku osoby
szczepionej, ale w duzej mierze takze od stopnia podo-
bienstwa antygenowego pomiedzy wirusami szcze-
pionkowymi na dany sezon epidemiczny a szczepami
krazacymi w tym czasie w populacji. Odpowiedz na
poszczegélne antygeny wirusa zawarte w szczepionce
moze roznic si¢ znacznie, a tylko indukcja wzrostu mian
przeciwcial do pozioméw uznawanych za ochronne dla
wszystkich 3 antygendw moze da¢ pelng ochrone przed
zachorowaniem na grype [20].

U os6b z uposdledzong odpornoscig nie zaleca sie
stosowania szczepionek zywych atenuowanych ze
wzgledu na bardzo wysokie ryzyko rozwoju choroby
zakaznej wywolanej wirusem pochodzenia szczepion-
kowego. Ponadto zaréwno bezpieczenstwo, jak i efek-
tywnos¢ zywych, atenuowanych szczepionek przeciwko
grypie nie zostala przebadana na osobach nalezgcych
do grupy zwiekszonego ryzyka wystapienia powiktan
[20]. Natomiast inaktywowane szczepionki przeciwko
grypie moga by¢ bezpiecznie stosowane u pacjentow
z niedoborem odpornosci. Jezeli wirus szczepionkowy
i krazace wirusy sa pokrewne antygenowo szczepionki
inaktywowane zapobiegaja zachorowaniu na grype
u okoto 70-90% zdrowych dorostych ponizej 65 roku
zyciaidzieci [20]. Natomiast wyniki badan dotyczacych
odpowiedzi na szczepienie przeciwko grypie u osob
z niedoborem odpornosci sg rozne, niejednokrotnie
nawet sprzeczne. Moze to wigzac sie z czesto niewielkg
liczbg przebadanych pacjentow, jak i znaczng niejedno-
rodnoscig badanej grupy (pacjenci roznigcy sie stanem
zdrowia, typem i stadium choroby, wiekiem, leczeniem
- zaréwno rodzajem terapii, jak i dawka, historig szcze-
pien, przedszczepiennym mianem przeciwcial) oraz
réznicami w skladzie szczepionki rekomendowanej
na poszczegélne sezony [55]. Utrudnia to poréwnanie
tych badan i wyciagniecie jednoznacznych wnioskow.
Niemniej istnieje wiele danych literaturowych wska-
zujacych na istotny wzrost po szczepieniu u pacjentow
z uposledzong odpornoscig poziomu przeciwcial do
warto$ci ochronnych, cho¢ poziom ten niejednokrotnie
byt mniejszy niz w grupie kontrolnej, zdrowych oséb.

Okres pierwszych 6 miesiecy po przeszczepie wigze
sie z najwiekszym ryzykiem odrzucenia przeszcze-
pionego narzadu oraz najslabsza odpowiedzig immu-
nologiczng ze wzgledu na stosowane wéwczas bardzo
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wysokie dawki lekéw immunosupresyjnych [37]. Dla-
tego szczepienia przeciwko grypie u takich oséb zale-
cane s3 przed wykonaniem przeszczepu a nastepnie
w kazdym sezonie po uplywie 6 miesiecy od transplan-
tacji. W badaniach przeprowadzonych u pacjentéw
po transplantacji watroby udzial 0séb z ochronnymi
mianami przeciwcial anty-HA, w zaleznos$ci od anty-
genu, wynosil 14-43% w grupie ponizej 4 miesigcy po
transplantacji, 56-89% u pacjentéw miedzy 4 a 12 mie-
sigcem po transplantacji oraz 46-86% w przypadku co
najmniej 12 miesiecy po transplantacji [33]. Wedtug
innych badan efektywno$¢ szczepien przeciwko grypie
u pacjentdw powyzej 6 miesigca po przeszczepie szpiku
kostnego wynosita 80% [37], a u pacjentéw co najmniej
rok po transplantacji nerek wspoélczynnik ochronny
osiagnal warto$¢ 79-93% w zaleznosci od antygenu i nie
réznil sie istotnie statystycznie od wartosci uzyskanej
dla grupy kontrolnej [58]. Ponadto wi¢ksza odpowiedz
wykazywali pacjenci wczesniej szczepieni co podkresla
potrzebe corocznych szczepien. Dane literaturowe
dotyczace szczepien przeciwko grypie u pacjentéw po
przeszczepie bywaja niekiedy sprzeczne. Jedne badania
obejmujace osoby po transplantacji watroby wskazuja
na wysoki wspotczynnik ochronny w tej grupie pacjen-
tow: 92-95% wg Burbach [11],a>75% wg Madan
[38], podczas gdy w innych badaniach wskaznik sero-
konwersji wynosil zaledwie 15-30% ([18]. Fraund
i wsp. uzyskali ochronne miano przeciwciat u 32-100%
pacjentow po transplantacji serca [21],za$§ Blumberg
i wsp. u 68 pacjentow po przeszczepieniu serca, pluc,
nerek lub watroby wykazali istotnie statystycznie mniej-
sze miana niz w grupie kontrolnej, a wartosci wspot-
czynnika ochronnego i odpowiedzi ksztaltowaly si¢ na
poziomie odpowiednio 50-71% oraz 16-26% [4].

Morelon wykazal u pacjentéw po transplantacji
nerek, ze $réddskorne podanie inaktywowanej szcze-
pionki moze wzmagac jej immunogenno$¢ [43]. Nato-
miast Soesman u pacjentdw po przeszczepieniu
watroby stwierdzil istotne zwigkszenie wspotczynnika
ochrony z 68 na 80% po drugiej dawce szczepionki
[60], jednakze w wielu innych badaniach nie potwier-
dzono istotnego wzrostu wartoéci przeciwciat anty-HA
u pacjentow zaszczepionych dwiema dawkami [4, 38,
58]. W licznych badaniach nie potwierdzono takze, ze
stosowanie szczepionki przeciwko grypie u pacjentéw
po transplantacji moze stymulowa¢ odpowiedz immu-
nologiczng prowadzaca w konsekwencji do odrzutu
przeszczepionego narzadu [21, 33, 58].

Liczne dane literaturowe dotyczace szczepien prze-
ciwko grypie u pacjentéw z nowotworami wskazuja, ze
odpowiedZ immunologiczna na antygeny szczepion-
kowe jest dobra, cho¢ zazwyczaj stabsza niz u zdrowych
0sob. Szczepienie w trakcie przyjmowania chemiote-
rapii moze jednak obnizy¢ jego efektywnos¢ [ 39, 49,
55,59]. Ortbals wykazal, ze wskaznik serokonwersji
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u pacjentow szczepionych i przyjmujacych chemiote-
rapie wynosit 50% i byl znacznie nizszy w poréwna-
niu z pacjentami zaszczepionymi pomiedzy kolejnymi
cyklami chemioterapii (93%) [49]. Z kolei w badaniach
Portera u co najmniej 60% dzieci z ostrg bialaczka
limfoblastyczng w trakcie chemioterapii obserwowano
czterokrotny lub wiekszy wzrost przeciwciat dla wszyst-
kich antygenoéw i tylko w przypadku jednego szczepu
wyniki uzyskane dla grupy dzieci chorych i zdrowych
réznily sie istotnie statystycznie [52]. W badaniach pro-
wadzonych przez Nordey 72% pacjentéw z guzem
litym lub chloniakiem ztosliwym poddanych chemiote-
rapii tagodnej lub umiarkowanej wykazywato ochronne
miano przeciwko co najmniej dwém z 3 antygenow
zawartych w szczepionce [47]. Natomiast u 78% pacjen-
tow z rakiem pluc co najmniej 4 tygodnie po zakon-
czeniu chemioterapii uzyskano miana uznawane za
ochronne na wszystkie antygeny zawarte w szczepionce
[1]. W innych badaniach obserwowano znamienne
wyzsze miana przeciwcial po szczepieniu oraz wartosci
wspolczynnika ochronnego i wspotczynnika odpowie-
dzi od okreslonego minimum wskazujacego na immu-
nogennos¢ szczepionki przeciwko grypie u pacjentow
z ostrg biataczka limfoblastyczng [7], rakiem piersi [8]
oraz chtoniakiem nieziarniczym (NHL - non-Hodgkin
lymphoma) [14], niezaleznie od wczesniejszego przyj-
mowania przez pacjentéw chemioterapii.

U pacjentdéw z zaawansowanym stadium zakazenia
HIV i niskim poziomem limfocytéw krazacych CD4*
(<200 % 10° komorek/L) odpowiedz na szczepienie prze-
ciwko grypie moze by¢ bardzo staba, a druga dawka
szczepionki nie zwieksza istotnie poziomu odpornosci.
Osoby z wyzsza liczbg limfocytéw CD4* wykazuja prze-
waznie dobrg odpowiedz na szczepienie, cho¢ niejedno-
krotnie poszczepienne miana s3 znaczaco mniejsze niz
w kontroli [28, 61] Wsrod pacjentéw zakazonych HIV
z liczbg limfocytéw CD4* <200 x 10%/L uzyskano miana
ochronne u 29% badanych, przy CD4* 200-500 x 10°/L
u 64%, a przy CD4">500x10°L u 100% pacjentéw
[61]. Wsréd dzieci zakazonych HIV-1 poddanych
wysoce aktywnej terapii antyretrowirusowej (HAART
- highly active antiretroviral therapy) w zaleznosci od
antygenu ochronny poziom przeciwcial anty-HA >1:40
lub co najmniej czterokrotny wzrost miana uzyskano
u 57-83% [71], 50-70% [42], 40-100% badanych [63].
W badaniach Tasker obejmujacych pacjentéw zaka-
zonych HIV w przypadku 29% oséb zaszczepionych
przeciwko grypie oraz 49% osob po iniekeji placebo
(roztwor soli fizjologicznej) wystapity objawy infekcji
ze strony ukladu oddechowego, z czego u 10% oséb
z grupy kontrolnej potwierdzono laboratoryjnie zaka-
zenie wirusem grypy (zaréwno w hodowli, jaki i bada-
niu serologicznym), natomiast nie stwierdzono wirusa
u zadnej z zaszczepionych oséb [64]. W niektorych pra-
cach wykazano, ze szczepionki przeciwko grypie moga
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indukowac¢ spadek liczby limfocytéw krazacych CD4*
oraz replikacje HIV w surowicy lub komérkach jedno-
jadrowych krwi obwodowej (wzrost RNA oraz prowiru-
sowgo DNA), jednak efekt ten w wigkszo$ci przypadkow
byl przejsciowy [53, 64]. W pdzniejszych latach poja-
wilo si¢ wiele prac §wiadczacych o tym, ze stosowanie
szczepionki przeciwko grypie u pacjentéw zakazonych
HIV jest bezpieczne [42, 63,64, 71]. Sullivan iwsp.
wykazali, ze szczepionki przeciwko grypie u pacjen-
tow HIV-serododatnich z poziomem limfocytow CD4*
zardwno <200 x 10%/L, jak i =200 x 10°/L, nie tylko nie
majg dlugo-terminowego (miedzy 3 a 12 miesigcem od
szczepienia) wptywu na liczbe limfocytéw CD4* i wzrost
replikacji wirusa HIV, ale takze nie zwigkszajg ryzyka
progresji zakazenia i wystgpienia choroby wskazujacej
na AIDS oraz $mierci [62].

W badaniach Brydak [9] nie stwierdzono istot-
nych statystycznie réznic w mianach przeciwciat anty-
-HA pomiedzy pacjentami poddanymi splenektomii
a osobami zdrowymi (wspoétczynnik ochronny i wspot-
czynnik odpowiedzi wynosily odpowiednio 62,9-90,5%
i 50-75,8% dla pacjentéw po usunieciu $ledziony oraz
81,8-94,5% i 60-70,9% dla grupy kontrolnej). Ponadto
wysoki poziom przeciwcial wystepowat niezaleznie od
czasu jaki uplynal pomiedzy operacja usunigcia sle-
dziony a szczepieniem [9]. Wyniki innych badan wyka-
zuja na dobra odpowiedz humoralng na szczepienie
przeciwko grypie u dzieci i mtodych oséb z nieswoistym
zapaleniem jelit, cho¢ odpowiedz ta nie byta jednakowa
dla wszystkich 3 antygendw szczepionkowych [36, 56].
Ponadto wyzszy wspolczynnik ochronny i wspolczyn-
nik odpowiedzi uzyskano w 6 miesigcu po szczepieniu
w pordwnaniu z pierwszym miesigcem co moze suge-
rowacé, ze pacjenci powinni by¢ szczepieni tak szybko
jak tylko dostepne sg szczepionki na nowy sezon [56].

Nalezy pokre$li¢, ze szczepienia przeciwko gry-
pie zalecane s3 nie tylko dla pacjentéw z niedoborem
odpornosci, ale takze i czlonkdw rodziny, 0séb z najbliz-
szego otoczenia oraz personelu medycznego, ktore moga
stanowi¢ bezpo$rednie zrodto zakazenia [20]. Ponadto
szczepienia dawcow szpiku kostnego wykazaly mozli-
wos¢ przeniesienia limfocytéw B pamieci do biorcow
wraz z przeszczepieniem szpiku [17].

6. Metody diagnostyczne stosowane
w badaniu zakazen wirusami grypy

Ze wzgledu na dobre namnazanie si¢ ortomyksowi-
ruséw w hodowlach komoérkowych in vitro przez dtu-
gie lata stanowily one ,,ztoty standard” w diagnostyce
zakazen wirusami grypy. Do ich namnazania uzywa
sie gtéwnie kurzych zarodkéw w wieku 7-14 dni lub
tez ustalonych linii MDCK oraz RhMK, gdzie w ciggu
10-14 dni pojawia si¢ specyficzny efekt cytopatyczny,
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Rys. 2. Immunofluorescencja antygenéw wirusa grypy typu A w preparacie bezposrednim z zakazonego
pluca ludzkiego (FITC - kolor zielony). Powi¢kszenie mikroskopu 300x (badania wlasne).

potwierdzany czesto testami hemaglutynacji i immu-
nofluorescencji. Efektywnos¢ hodowli komérkowych
zalezy w duzej mierze od ilosci czastek zakaznych wirusa
w wyj$ciowym materiale klinicznym oraz od sposobu
jego przechowywania i transportu. Zamrazanie i roz-
mrazanie probek prowadzi¢ moze do spadku miana
zakaznego, a w konsekwencji do wynikéw falszywie
ujemnych [32].

Z metod serologicznych w diagnostyce ortomykso-
wiruséw najpowszechniej stosowane sg szybkie testy
przegladowe, oparte na zasadzie immunochromatografii
oraz metody immunofluorescencji bezposredniej (DFA).
Testy nalezace do pierwszej grupy, zaréwno w warian-
cie paskowym, jak i kasetkowym, ze wzgledu prostote
oraz krotki czas wykonania (10-30 min) sg jednymi
z najpowszechniej wykorzystywanych w diagnostyce
zakazen wirusami grypy A i B. Wykazuja one wysoka
swoistos¢, wymagaja jednak stosunkowo wysokich ilosci
zakaznego wirusa (10*-10° czastek) w materiale bada-
nym. Metody immunofluorescencyjne z wykorzystaniem

znakowanych przeciwcial monoklonalnych pozwalaja
na wykrycie antygenéw wirusa zaréwno w preparatach
bezposrednich (Rys. 2), jak i w materiale namnozonym
w hodowlach in vitro. Czas oczekiwania na wynik wynosi
do 4godz., przy czulosci 85-95%, ktora moze zostaé
zwiekszona poprzez zastosowanie do badan preparatow
cytospinowych. Do najpowazniejszych wad tej metody
nalezy jej subiektywnos$¢, wynikajaca z manualnego
odczytu preparatéw oraz wymagane doswiadczenie per-
sonelu. Z tego tez powodu wyniki otrzymane z uzyciem
DFA czgsto réznig sie pomiedzy laboratoriami [32].
Do diagnostyki molekularnej zakazen wirusami
grypy stosuje si¢ powszechnie technike PCR potaczona
z reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR), lub tez jej
wariant real-time PCR (RT-qPCR). Metody real-time
PCR pozwalajg na skrécenie czasu detekeji, ograniczaja
ryzyko kontaminacji oraz umozliwiajg badania ilos-
ciowe poziomu wirusa w materiale wyjsciowym [32,
50]. Testy diagnostyczne z tej grupy maja bardzo wysoka
czutos¢ (ok. 97-99%), jednak nie eliminujg catkowicie



ZAKAZENIA ORTOMYKSOWIRUSAMI U OSOB Z ZABURZENIAMI ODPORNOSCI 105

wystepowania wynikow falszywie ujemnych, zwlaszcza
wsrod pacjentow oddzialéw intensywnej terapii z obja-
wami ze strony gornych drég oddechowych [32, 54].

7. Terapia zakazen powodowanych
przez ortomyksowirusy

Skuteczng forma kontroli zakazen wywotywanych
przez wirusy grypy jest takze terapia antywirusowa,
ktéra moze by¢ brana pod uwage jako wspomaganie
dla szczepienia, a w sytuacjach stabej odpowiedzi na
szczepienie jako alternatywa. Leczenie infekcji grypo-
wych wiaze sie ze zmniejszeniem ryzyka wystgpienia
powiktan zwigzanych z zakazeniem dolnych drég odde-
chowych (zapalenie pluc, zapalenie oskrzeli), skroce-
niem czasu wystepowania objawéw chorobowych oraz
zmniejszong $miertelnoscia [13, 41].

Dostepne s3 dwie grupy lekéw antygrypowych. Do
pierwszej nalezg blokery kanalu jonowego, tj. amanta-
dyna i jej metylowa pochodna - rymantadyna. Sg one
skuteczne w leczeniu zakazen wywotanych przez wirus
grypy typu A, jako ze celem ich dzialania jest biatko
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 wywotanych zaréwno wirusem
grypy typu A, jak i B. Wiele badan retrospektywnych
sugeruje, ze leczenie oraz profilaktyka oseltamiwirem
przynosza wymierne korzysci w zapobieganiu i kontroli
zakazen grypowych u pacjentéw z niedoborami odpor-
nosci, zmniejszajac ryzyko pojawienia si¢ powiklan oraz
$miertelno$¢ [37]. Badania przeprowadzone na grupie
pacjentow z biataczka oraz po przeszczepie komoérek
krwiotwdrczych wykazaly istotny statystycznie spadek
czestosci wystepowania zapalenia pluc u 0sdéb zakazo-
nych wirusem grypy i leczonych oseltamiwirem (10%)
w poréwnaniu z chorymi nie poddanymi leczeniu (42%)
[15]. Natomiast pomimo wystgpienia zapalenia pluc
u 12 sposrod 25 pacjentéw z biataczka chorych na grype
i leczonych NAI, u zadnego nie odnotowano zgonu,
natomiast w grupie 8 chorych nie poddanych leczeniu
wystapily 3 zgony w wyniku zapalenia ptuc [16].

W przypadku zdrowych pacjentéw, z prawidtowo
funkcjonujgcym ukladem immunologicznym wdrozenie
leczenia oseltamiwirem po 48 godzinach od wystapie-
nia objawow infekcji przynosi niewiele korzysci. U oséb
z obnizona odpornoscig szczyt wirusowej replikacji
i zakonczenie wydalania wirusa grypy wystepuje znacz-
nie pozniej, dlatego rozpoczecie terapii po 48 godzinach
moze przynies¢ znaczgcg poprawe, w tym zabezpieczy<¢
organizm przed rozprzestrzenieniem choroby do dol-
nych drég oddechowych oraz zmniejszy¢ $miertelnos¢
[13, 31]. Podczas trwania antygrypowej terapii powinna
by¢ stale prowadzona diagnostyka, oparta na metodach

hodowli i biologii molekularnej (PCR, sekwencjonowa-
nie), w celu kontroli wydalania wirusa oraz monitoro-
wania lekoopornosci szczepdéw. Wydtuzona transmisja
wirusa i dtugi okres trwania terapii znacznie zwigkszaja
prawdopodobienstwo nabycia przez szczepy opornosci
na stosowane leki antywirusowe. I'son iwsp. badajac
opornos¢ szczepow wirusa grypy izolowanych w kolej-
nych okresach trwania antywirusowej terapii wyka-
zali pomiedzy pierwszym a ostatnim izolatem ponad
100-krotny wzrost wartosci IC, | dla oseltamiwiru oraz
3-krotny dla zanamiwiru [24]. W innych badaniach
u 4 z 7 hospitalizowanych i leczonych oseltamiwirem
pacjentow stwierdzono opornos¢ na ten lek w 4 lub péz-
niejszym dniu od rozpoczecia terapii [65].

Oporno$¢ wiruséw grypy na leki przeciwgrypowe
moze wystepowac juz przed rozpoczeciem terapii anty-
wirusowej i jest zjawiskiem coraz bardziej powszech-
nym i niepokojacym. Podczas sezonu epidemicznego
2003/2004 znacznie wzrosla oporno$¢ na inhibitory
biatka M2. Z uwagi na to, iz obecnie wiele szczepéw
grypy sezonowej podtypu A/H3N2 oraz krazace od
2009 roku szczepy wirusa A(HIN1)/2009 oporne s na
amantadyne i rymantadyne, nie zaleca si¢ stosowania
tej klasy lekéw samodzielnie zaréwno w leczeniu, jak
i profilaktyce grypy [20]. Wiekszo$¢ aktualnie krazacych
szczepOw wirusa grypy typu A i B pozostaje wrazliwa
na inhibitory neuraminidazy. Niemniej podczas sezonu
epidemicznego 2007/2008 zaobserwowano drastyczny
wzrost opornosci na oseltamiwir wsrdd szczepow
grypy sezonowej podtypu A/HIN1 (mutacja H275Y
w genie NA) izolowanych w wielu krajach Europy.
Najwigkszy odsetek szczepdéw opornych stwierdzono
w Norwegii (67%) i Francji (47%), a pacjenci od ktérych
zostaly wyizolowane nie byli leczeni oseltamiwirem, jak
i nie mieli kontaktu z osobami przyjmujacymi inhibitory
neuraminidazy. Wsrdd krazacych obecnie w populacji
wiruséw A(HIN1)2009 stwierdzono niewielki odse-
tek szczepdw opornych zawierajacych mutacje H275Y
(492 przypadki) [72]. Opornos¢ wiruséw grypy na zana-
miwir w poréwnaniu z oseltamiwirem jest zjawiskiem
bardzo rzadkim, na co moga wplywac czesciowo roz-
nice w budowie i wigzaniu obu lekéw do miejsca aktyw-
nego NA oraz ograniczone stosowanie zanamiwiru [48].
W zwiazku z coraz wigkszym wzrostem opornosci zaleca
sie stosowanie wyzszych dawek oseltamiwiru lub zasto-
sowanie kombinacji réznych lekéw przeciwwirusowych,
takich jak oseltamiwir, amantadyna i rybawirina [13, 44].

8. Podsumowanie

Zakazenia spowodowane przez przedstawicieli Ortho-
myxoviridae moga przebiega¢ z rdzng manifestacjg
kliniczng i nasileniem [50]. Rozpowszechnienie zabie-
gow transplantacyjnych oraz uposledzenia odpornosci
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wywolane AIDS spowodowaly, iz w zwigzku z wytwo-
rzong gleboka immunosupresja infekcje wirusami grypy
moga przebiega¢ czesciej i ze zwigkszonymi objawami.
Dodatkowo w grupie pacjentéw z obnizong wydolnoscia
ukladu immunologicznego powaznym problemem stajg
sie zakazenia mieszane, spowodowane przez nadkazenia
bakteryjne [41].

Cho¢ w wiekszosci przypadkow zakazen u 0sob z pra-
widlowa czynnoscig ukladu odpornosciowego zaka-
zenia wirusami grypy nie wymagaja leczenia, sytuacja
ta nie dotyczy pacjentéw poddanych immunosupresji.
W tej grupie chorych wskazane jest rozpoczecie terapii
z wykorzystaniem NAI, nawet po uplywie zalecanych
48 godzin od wystapienia pierwszych objawdw klinicz-
nych, co moze znaczaco zwigkszy¢ przezywalnos¢ [31].
Jednoczesnie osoby takie majg predyspozycje do wydtu-
zenia czasu trwania zakazenia, co wraz z przewlekly
terapig przeciwwirusows, znaczaco podwyzsza ryzyko
nabycia przez szczepy opornosci na rutynowo stoso-
wane preparaty przeciwgrypowe. Mozliwe jest takze
narazenie pacjentdw z tej grupy na potencjalne efekty
uboczne, ktore jak wiadomo w mniejszym lub wigkszym
stopniu, posiadaja wszystkie chemioterapeutyki.
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Using of microorganisms for mycotoxin removal from food and feed

Abstract: Contamination of food and feeds with mycotoxins is a serious economic problem and primarily a phenomenon threatening
human and animal health due to of their carcinogenic, nephrotoxic, genotoxic and teratogenic properties. In order to prevent mycotoxin
production by fungi, special precautions should by applied, such as good agriculture practice, storing raw products under proper humidity
and temperature conditions. Such actions are not always effective. Therefore, several possibilities are available for the decontamination
of raw materials, including physical and chemical methods. Few of these have practical application. Biological decontamination to using
microorganisms and enzymes has created new opportunities. This review discusses the available literature on the mycotoxins removal
by microorganisms. Special attention was paid to Saccharomyces cerevisiae yeast and lactic acid bacteria. It seems that the application of
selected strains of lactic acid bacteria and yeast in the production of fermented food and probiotic products may reduce the health risk
related to human exposure to fungal toxins.

Introduction. 2. Mycotoxins — production, health risks. 3. Prevention and mycotoxin removal from raw materials. 4. Using of micro-

organisms for mycotoxins removal. 5. Lactic acid bacteria. 6. Saccharomyces cerevisiae. 7. Conclusions

Slowa kluczowe: bakterie fermentacji mlekowej, dekontaminacja, drozdze, mikotoksyny, zywnos¢
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1. Wprowadzenie

W $rodowisku naturalnym wystepuje wiele toksyn
pochodzenia biologicznego, ktére stanowig zanieczysz-
czenie surowcow, zarowno pochodzenia rodlinnego jak
i zwierzecego. Jedng z grup o najwigkszym znaczeniu
sa toksyczne metabolity grzybow plesniowych. Obecnie
poznano ponad 400 zwigzkow, ktore zdefiniowano jako
mikotoksyny. Moga by¢ one magazynowane jako endo-
toksyny w grzybni i konidiach lub tez wydzielane do $ro-
dowiska jako egzotoksyny. Toksyny plesniowe stanowia
zanieczyszczenia surowcow i produktéw przemystu spo-
Zywczego, pasz oraz zywosci pochodzenia zwierzecego.
Wytwarzane s na réznych etapach produkeji zywnosci,
w trakcie wegetacji na polu i podczas zbioru przez tzw.
»grzyby polowe” — patogeny roslin, oraz przez saprofity
w trakcie przechowywania, transportu i przetwarzania
[6, 28]. Skazenie surowcéw i produktéw przemystu
spozywczego oraz pasz przez mikotoksyny stanowi
powazny problem ekonomiczny, ale przede wszystkim
zdrowotny. Prowadzone obecnie badania nad miko-
toksynami majg na celu nie tylko ustalenie stopnia ich
toksycznosci, ale takze wplywu na zdrowie cztowieka,
oraz zmierzaja w kierunku opracowania skutecznych
metod detoksykacji tych zwigzkow.

W artykule przedstawiono aktualny przeglad pis-
miennictwa dotyczacy metod usuwania mikotoksyn
z r6znych $rodowisk przy wykorzystaniu mikroorganiz-
mow, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych o znaczeniu
biotechnologicznym, tj. bakterii fermentacji mlekowej
i drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

1. Mikotoksyny - produkcja, zagrozenia zdrowotne

Synteza mikotoksyn przez grzyby jest uwarunkowana
genetycznie i zwigzana z pierwszorzedowymi szlakami
metabolicznymi, takimi jak metabolizm aminokwasow
czy kwasow tluszczowych, ale fenotypowo determino-
wana czynnikami srodowiskowymi, do ktérych naleza:
sklad chemiczny substratu, jego konsystencja, obecnos¢
mikroelementdw, wilgotno$¢, temperatura oraz obec-
nos$¢ mikroflory konkurencyjnej. Wilgotnos¢ produktu
i otaczajacej atmosfery oraz temperatura, wydaja si¢
jednak by¢ najwazniejszymi czynnikami okreslajagcymi
podatnos$¢ surowcéw i produktéw spozywczych na
rozwdj plesni i wytwarzanie mikotoksyn. Wilgotnos¢
wzgledna powietrza (WWP) powyzej 70%, zas surowca
roslinnego powyzej 15% stymuluje tworzenie miko-
toksyn. Temperatura i aktywno$¢ wody $rodowiska,
przy ktorych szczepy wytwarzaja mikotoksyny czesto
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Tabela I
Mikotoksyny i grzyby toksynotworcze
Mikotoksyna Surowiec Gatunek
Aflatoksyny Zboza, orzechy, przyprawy, suszone owoce | Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius
Ochratoksyna A | Zboza, suszone owoce, wino, kawa, przy- | Aspergillus alutaceus, A. melleus, A. ochraceus, A. carbonarius, A.niger,
prawy, zywno$¢ pochodzenia zwierzecego | A. ostianus, Penicillium verrucosum var. cyclopium, P. verrucosum var.
verrucosum, P. commune, P. nordicum, P. purpurescens, P. variabile
Fumonizyny Zboza i produkty zbozowe Fusarium verticillioides, E proliferatum, F. subglutinans
Trichoteceny Zboza i produkty zbozowe Fusarium sporotrichioides, E. poae, F. equiseti, F. culmorum,
E graminearum
Patulina Owoce i przetwory owocowe Aspergillus chevalieri, A. clavatus, A. terreus, Penicillium cyclopium,
P expansum, P. patulum, Byssochlamys fulva, B. nivea
Zearalenon Zboza i przetwory zbozowe Fusarium cerealis, F. culmorum, F. equiseti, . graminearum
Alternariol Owoce, warzywa, zboza Alternaria alternata, A. brassicae, A. tenuissima, A. tomato

s3 inne niz wartosci tych parametréw optymalne dla
wzrostu grzybni [67].

Uprawiane w Polsce rosliny sg w wiekszo$ci przypad-
kéw dobrymi substratami do rozwoju grzybow i zarazem
do produkcji mikotoksyn. Najwigksza liczba znanych
mikotoksyn jest produkowana przez gatunki nalezace do
rodzajow Aspergillus, Penicillium, Fusarium i Alternaria.

W tabeli I przedstawiono mikotoksyny najlepiej po-
znane i najwazniejsze z ekonomicznego i toksykologicz-
nego punktu widzenia, gatunki grzybdw toksynotwor-
czych, wérdd ktorych sa szczepy je wytwarzajace oraz
najbardziej zagrozone surowce [6, 28, 32, 52, 61, 64, 66].

Gléwnym zrodlem ekspozycji cztowieka na dziata-
nie mikotoksyn jest zywnos¢. Do organizmu ludzkiego
zwiazki te przedostaja si¢ nie tylko z zanieczyszczonych
produktéw zywnosciowych pochodzenia ro$linnego
(droga pierwotna), ale takze wtdrnie poprzez skazone
tkanki zwierzece (migso, mleko i jaja), pochodzacych od
zwierzat karmionych skazong pasza [81]. Skutki zdro-
wotne narazenia na mikotoksyny nazywane mikotok-
sykozami to zatrucia o zréznicowanym przebiegu, ostre
oraz przewlekle powstajace w wyniku przyjmowania
matych dawek przez dluzszy czas. W naszych warun-
kach klimatycznych wystepuja czesciej u zwierzat niz
u ludzi [32, 81]. Mikotoksyny wykazuja wielokierun-
kowe dzialanie na organizm czlowieka i zwierzat, powo-
duja uszkodzenie watroby, nerek, zakldcaja funkeje
przewodu pokarmowego i uktadu immunologicznego.
Moga wykazywa¢ wlasciwosci kancerogenne, muta-
genne, cytotoksyczne, teratogenne, neurotoksyczne czy
estrogenne. Niektore mikotoksyny, ze wzgledu na swe
wiasciwosci kancerogenne zostaly umieszczone przez
Miedzynarodowa Agencje Badan na Rakiem w wyka-
zie substancji rakotworczych. W grupie 1 kanceroge-
noéw ludzkich znalazta si¢ aflatoksyna B, natomiast do
grupy 2A, ktéra obejmuje substancje o potencjalnym
dzialaniu rakotworczym zaliczone sg ochratoksyna A,
sterigmatocystyna, aflatoksyna M, griseofulwina, fumo-
nizyna B, i toksyny wytwarzane przez Fusarium monili-

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

O skali problemu skazenia mikotoksynami §wiad-
czy liczba powiadomien alarmowych i informacyjnych
w europejskim systemie RASFF (Rapid Alert System
for Food and Feed), do ktérego docieraja informacje
dotyczace zywnosci i pasz, ktora stanowi zagrozenie
dla konsumentéw. Od stycznia 2010roku do maja
2011 roku w systemie odnotowano 64 powiadomienia
alarmowe, 48 informacyjne i az 834 z kontroli granicz-
nej, dotyczacych skazenia zywnosci przez mikotoksyny.
W wiekszosci przypadkow produkty, gtéwnie orzechy,
zboza i przyprawy, byly zanieczyszczone aflatoksynami
(powyzej 75% ogodlnej liczby powiadomien).

Badania prowadzone w ostatnich latach w Polsce
wykazaly, ze zanieczyszczenie mikotoksynami zywnosci
i pasz stanowi duzy problem réwniez i w naszym kraju,
zaréwno w odniesieniu do produktéw krajowych jak
i importowanych [35, 36, 49, 59, 72, 78].

Tabela II
Zagrozenia zdrowotne zwigzane ze skazeniem zywnosci
mikotoksynami
Dziatanie toksyny Mikotoksyna
Rakotworcze Aflatoksyna B, ochratoksyna A,
sterigmatocystyna, grizeofulwina,
fumonizyna B,
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
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Panuje zgodnos¢, ze mikotoksyny, jako substancje
potencjalnie rakotwoércze dla czlowieka, ktérych nie
mozna calkowicie wyeliminowa¢, powinny by¢ limi-
towane na mozliwie najnizszym poziomie. Ustalenie
takich limitéw wymaga uwzglednienia réznorodnych
czynnikow, takich jak: warunki klimatyczne oraz zwy-
czaje zywieniowe w poszczegdlnych krajach, stopien
dostepnosci danych toksykologicznych oraz danych
dotyczacych pobrania mikotoksyn z zywnoscig i oceny
ryzyka, odpowiednie metody analityczne i prawidlowe
procedury pobrania prob. Dzialania te majg stuzy¢
przede wszystkim zdrowiu konsumenta (Rozporzadzenie
Komisji UE 1881/2006; Dz.U. L364 z 20.12.2006, z pdz-
niejszymi zmianami - 1126/2007; Dz.U. L255 2 29.9.2007
i 165/2010; Dz.U.L50 z 27.2.2010), ustalajgce najwyz-
sze dopuszczalne poziomy niektérych zanieczyszczen
w srodkach spozywczych).

2. Dzialania prewencyjne i usuwanie mikotoksyn
Z SUFOWCOW

Ze wzgledu na niekorzystny wpltyw mikotoksyn na
zdrowie ludzi i zwierzat, jak réwniez straty ekonomiczne
wynikajace ze skazenia zywnodci i pasz konieczne jest
zminimalizowanie ryzyka narazenia produktu na zanie-
czyszczenie plesniami toksynotworczymi. Najlepszym
sposobem s3 dzialania prewencyjne polegajace na
odpowiednim traktowaniu surowca roslinnego podczas
wegetacji, zbioru i magazynowania. Nalezg do nich:

— wybdr odmian/hybryd odpornych na infekeje grzy-

bowe i na szkodniki owadzie,

— minimalizowanie narazenia ro$lin na stres np. brak
wody, zimno,

— uwazne stosowanie srodkow ochrony roslin,

— stosowanie srodkdéw owado- i chwastobdjczych,

— selekcja siedliska dla tych samych gatunkéw roglin,
przestrzeganie odleglo$ci miedzy rzedami roélin,

— terminowe zbiory,

— unikanie uszkodzen mechanicznych oraz zanie-
czyszczenia gleby,

— dobre gospodarowanie glebg (orka) w celu usu-
niecia, zniszczenia lub zakopania zainfekowanych
resztek pozostalych po zniwach,

- plodozmian,

— magazynowanie surowcéw w odpowiednich wa-
runkach temperatury i wilgotnosci.

Wytyczne do stosowania wlasciwych dziatan pre-
wencyjnych zostaly przedstawione w Rozporzadzeniu
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 wystepowaniu i ograniczania
wystepowania toksyn Fusarium w zbozach i produk-
tach zbozowych), jak réwniez omdwione w pismiennic-
twie [45, 46, 53, 70, 84].

111

Zminimalizowanie produkgji toksyn przez grzyby
plesniowe nie zawsze jest mozliwe, jesli juz dojdzie do
zanieczyszczenia surowcow roslinnych przez te zwigzki,
to nalezy przeprowadzic¢ ich dekontaminacje, ale jest to
dopuszczalne tylko w odniesieniu do pasz. Nie moze by¢
stosowane do zywnosci oraz do surowcéw przeznaczo-
nych do jej produkgji.

W zastosowanej metodzie dekontaminacji musza
by¢ spelnione nastepujace kryteria wedlug zalecenn FAO
[20, 84]:

— usunigcie toksyn poprzez ich transformacje do nie-

toksycznych zwigzkow,

- usuniecie z paszy toksyn w takiej ilosci, aby nie
stwierdzano ich w produktach zywnosciowych
pochodzacych ze zwierzat karmionych tg pasza,

- zniszczenie wszystkich form morfologicznych grzy-
boéw plesniowych,

- zachowanie warto$ci odzywczej, sensorycznej oraz
wlasnoéci fizycznych produktu,

- ekonomiczne uzasadnienie procesu dekontamina-
cji (koszt usuwania toksyny mniejszy niz wartos¢
paszy).

Wyrdznia si¢ kilka metod dekontaminacji pasz o roz-

nym stopniu praktycznego wykorzystania [20, 84]:

- mechaniczne oddzielanie ziaren zanieczyszczonych
(sortowanie),

- dodatek materialow adsorpcyjnych do paszy,

- dziatanie czynnikami fizycznymi,

- dzialanie czynnikami chemicznymi,

- metody biologiczne.

Do metod fizycznych eliminowania mikotoksyn na-
leza dziatanie wysoka temperaturg oraz promieniowa-
niem UV i gamma, réwniez w polaczeniu ze zwigzkami
chemicznymi. Mikotoksyny sg termostabilne, jednak
traktowanie podwyzszona temperaturg przez dluz-
szy czas prowadzi do ich czg$ciowej degradacji. Wiele
zwigzkéw chemicznych, takich jak amoniak, NaOCI,
H,0,, SO, moze reagowac z toksynami powodujac ich
degradacje. Wymienione metody nie znajduja jednak
praktycznego zastosowania gtéwnie ze wzgledu na nie-
bezpieczenstwo tworzenia toksycznych pozostalosci lub
zmiany warto$ci odzywczej oraz cech organoleptycz-
nych oczyszczanych produktéw [20].

Inne podejscie do problemu dekontaminacji miko-
toksyn zwigzane jest z dodatkiem do pasz obojetnych
suplementéw diety, ktére skutecznie adsorbujg toksyny
bezposrednio w paszy lub w przewodzie pokarmo-
wym zwierzat, w wyniku, czego nie nastepuje wchia-
nianie toksyn do krwioobiegu oraz uniemozliwiona
jest ich resorpcja [43]. Do takich adsorbentéw mozna
zaliczy¢: glinki, kaolin, zeolity, wegiel aktywny, glino-
krzemiany sodu i magnezu oraz HSCAS (uwodniony
glinokrzemian sodowo-wapniowy) i bentonit. W pro-
cesie adsorpcji istotne sg parametry fizyczne adsorbenta
np. calkowita powierzchnia dzialania i wielkos¢ poréw
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oraz wiasciwosci substancji adsorbowanej np. wielkos$¢
i ksztalt czasteczki oraz jej rozpuszczalnos¢ i polarno$é
[43, 46]. Wada tych adsorbentow jest takze to, ze wiaza
witaminy, mikro - i makroelementy oraz inne nie-
zbedne skladniki pokarmowe. Adsorbenty dodawane
do pasz znane s3 pod réznymi nazwami handlowymi.
Jednym z nich jest Mycobond - glinokrzemian sodowo-
-wapniowo-potasowo-magnezowy. Zwigzek ten nie
ogranicza dostepnosci witamin, pierwiastkéw slado-
wych i aminokwaséw, przez co nie zmniejsza warto$ci
odzywczej paszy. Produkowany jest przez firme Optivite
International z Wielkiej Brytanii. Adsorbentem uzu-
pelnionym o dodatki enzymatyczne jest Mycofix Plus,
austriackiej firmy Biomin. Aflatoksyny sg specyficznie
przytaczane do powierzchni adsorbenta, natomiast inne
toksyny, takie jak zearalenon i trichoteceny sg rozkfa-
dane enzymatycznie.

3. Wykorzystanie mikroorganizmow
do usuwania mikotoksyn

Wobec ograniczen metod fizycznych i chemicznych
rozwazane jest stosowanie innych metod, bardziej bez-
piecznych. Do takich zakwalifikowano metody bio-
logiczne, ktére skupiajg si¢ gléwnie na poszukiwaniu
drobnoustrojow, ktore skutecznie metabolizowalyby
mikotoksyny, a zarazem nie produkowalby zadnych
toksycznych metabolitow ubocznych, stanowigcych
dodatkowe zagrozenie dla zdrowia cztowieka i zwierzat.
W tabeli IIT wymieniono mikroorganizmy, ktére wedtug
doniesien literaturowych charakteryzuja si¢ zdolnoscia
do usuwania réznych mikotoksyn ze srodowiska.

Dane przedstawione w tabeli wskazuja na duze zain-
teresowanie naukowcow problemem usuwania toksyn
plesniowych, jednak obszar badan skupia sie gléwnie
na aflatoksynie B, oraz ochratoksynie A, co jest uzasad-
nione, biorgc pod uwage stopien skazenia pasz i zyw-
nosci tymi zwigzkami.

Juz w 1966 roku Ciegler i wsp. [16] dokonal
przegladu mikroorganizméw pod katem degradacji
aflatoksyn. Stwierdzit, ze drozdze, promieniowce i glony
nie wykazywaly tej cechy, za$ niektére plesnie takie jak
Aspergillus niger, A. parasiticus, A. terreus, A. luchuensis,
Penicillium reistrickii czgsciowo przeksztalcaly aflatok-
syne B, do nowego produktu fluoryzujgcego. Jedynie
bakterie Flavobacterium aurantiacum (obecnie Nocardia
corynebacterioides) powodowaly usuwanie aflatoksyny,
zaréwno z pozywki jak i ze srodowisk naturalnych {j.
mleka, oleju, masta kakaowego i zboza. W pdzniejszych
badaniach potwierdzono przydatnos¢ tych bakterii do
dekontaminacji nie tylko pozywek modelowych ale tez
surowcow naturalnych [17, 38]. Do uzyskania widocz-
nego ubytku toksyny konieczne bylo zastosowanie
populacji bakterii o gestosci powyzej 10" jtk/ml [51].
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Wykazano ponadto, ze po termicznej destrukcji ko-
morek Flavobacterium aurantiacum aflatoksyny sg uwal-
niane z komorek w niezmienionej formie, co $wiadczy
o ich adsorbowaniu a nie biodegradacji do innych pro-
duktéw. Jednak w pracy Smiley i Draughon [87]
stwierdzono, ze réwniez pod wplywem biatkowego eks-
traktu komoérkowego E aurantiacum ilos¢ aflatoksyny B,
ulegta obnizeniu o 75% po 24 godzinach, przy poczatko-
wej zawartosci toksyny 20 pg/ml. Wedlug autoréw jest
to dowdd na enzymatyczny charakter procesu.

Obserwowano rowniez, ze toksynotworcze kultury
Aspergillus flavus i A. parasiticus byly zdolne do obni-
zania zawartosci aflatoksyn w srodowisku. Toksyny te
byly degradowane przez szczepy je wytwarzajace, ale
dopiero po fragmentacji grzybni w przedituzonej do
kilku tygodni hodowli. W wyniku reakcji otrzymywano
produkt podobny w swej budowie do kwasu kojowego
[21]. Wedlug Browna i wsp. [10] zjawisko usuwa-
nia aflatosyny B nastepowalo na skutek jej absorpcji
do $ciany komodrkowej grzybni. Im bardziej zdezinte-
growana grzybnia tym degradacja zachodzita z wigksza
wydajnoscig. Stwierdzono, ze maksymalna degradacja
aflatoksyny B, i G, przez grzyby toksynotworcze naste-
powala w temp. 28°C i przy wartosci pH 5 do 6,5 [21].
Badania Engler i wsp. [27] potwierdzily, ze cecha
eliminowania aflatoksyny B, obdarzone s3 réwniez
drozdze Kluyveromyces marxianus i bakterie Bacillus
megaterium. Wlasciwo$ci usuwania ochratoksyny A ze
$rodowiska wykazywaly bakterie Acinetobacter calco-
aceticus [44]. W pracy Sty riaka iwsp. [90] badano
10 szczepdw drozdzy z rodzajéw Saccharomyces, Kluy-
veromyces i Rhodotorula w kierunku, biodegradacji
fumonizyny B, trichotecen i ochratoksyny A. Wyka-
zano duze réznice pomig¢dzy szczepami, natomiast nie
zaobserwowano preferencji, co do rodzaju mikotoksyny.
Fumonizyny byty usuwane przez wigkszo$¢ szczepow
w 100%, deoksynowalenol w zakresie od 63 do 100%,
za$ ochratoksyna A od 69 do 100%.

W badaniach Mateo i wsp. [55] do usuwania
ochratoksyny A wykorzystano 10 szczepow bakterii fer-
mentacji mlekowej Oenococcus oeni (Leuconostoc oenos)
wyizolowanych z wina. Wykazano, ze po 14 dniach
inkubacji bakterii w pozywce kontaminowanej 2 ug/l
ochratoksyny A, ilo$¢ tego zwigzku ulegta zmniejsze-
niu 0 60%. Wydajnos¢ procesu zalezna byla od szczepu
bakterii, czasu inkubacji, stezenia OTA, nie zalezala za$
od zywotnosci komorek.

Mozliwo$¢ wykorzystania plesni do usuwania ochra-
toksyny A badana byla przez Varga i wsp. [94, 95].
Autorzy sposrdd 70 izolatow plesni rodzaju Aspergillus,
wyselekcjonowali dwa — Aspergillus fumigatus i Aspergil-
lus niger, ktore wykazywaly ceche obnizania zawartosci
ochratoksyny A zaréwno w pozywkach plynnych jak
i statych. Stwierdzono transformacje ochratoksyny A do
ochratoksyny a i fenyloalaniny w ciggu 7 dni inkubacji.
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Tabela III
Mikroorganizmy wykazujace ceche usuwania mikotoksyn
Mikotoksyna Mikroorganizm Pi$miennictwo
Aflatoksyna B, 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 B, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides [62]
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra [90]
Trichoteceny Bakterie zwacza [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]

Podobna reakcja rozkladu wigzania peptydowego ochra-
toksyny A w sposob naturalny odbywa sie u przezuwaczy,
co jest wynikiem dziatalnosci mikroorganizméw zwacza
przy udziale karboksypeptydazy A (EC 3.4.17.1) [41,
48, 65]. Badane grzyby plesniowe metabolizowaly réw-
niez ochratoksyne a. Jej ilos¢ wzrastata w ciggu pierw-
szych 6 dni inkubagji, a nastepnie zaczynata male¢, by po
10 dniach dojs¢ do sladowych ilosci. Dowodzi to degrada-
cji réwniez ochratoksyny a do nieznanego produktu [95].

Stwierdzono w badaniach in vitro, ze efektem dzia-
tania na roztwor ochratoksyny A surowego preparatu
lipazy pochodzacej od Aspergillus niger (handlowa
nazwa Amano A) byl rozklad ochratoksyny A z wydzie-
leniem ochratoksyny a i fenyloalaniny [89]. Podobne
rezultaty uzyskal Abrunhosa [1, 2] w odnie-
sieniu do degradacji ochratoksyny A przez szczepy
grzybow wyizolowanych z winogron oraz przez suro-
we preparaty proteaz z Aspergillus niger, jak réwniez
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handlowe enzymy proteolityczne. Enzymatyczny roz-
kiad ochratoksyny A w moszczach gronowych zostat
réwniez zaobserwowany w hodowli plesni Aureobasi-
dium pullulans [19].

W pracy Bejaoui iwsp. [7] wykazano usuwanie
ochratoksyny A z moszczy gronowych przez szczepy
nalezace do sekcji Nigri rodzaju Aspergillus przebie-
galo wedlug dwodch réoznych mechanizméw. Konidia
zywe prowadzily biodegradacje OTA do fenyloalaniny
i ochratoksyny a, za$ konidia inaktywowane termicznie
adsorbowaly toksyne. Na nature procesu miat wplyw
charakter powierzchni komoérek, a gtéwnie hydrofobo-
wos¢. Wydajnos¢ procesu byla jednak taka sama nieza-
leznie od stanu fizjologicznego plesni. Wykorzystanie
konidiéw plesni, szczegolnie martwych, jako adsorben-
tow w praktyce enologicznej jest obiecujaca metoda,
jednak wymaga dopracowania w zakresie immobilizacji
konidiéw. Podstawowg wadg jest tez zmiana zabarwie-
nie moszczy pod wplywem konidiéw plesni.

Nieliczne doniesienia naukowe skupiajg si¢ na innych
mikotoksynach wystepujacych w srodowisku. W bada-
niach in vitro prowadzonych przez Younga i wsp.
[99] wykazano, ze na skutek aktywnosci mikroorganiz-
mow wyizolowanych z przewodu pokarmowego kurczat
12 mikotoksyn nalezacych do grupy trichotecen ulegto
biodegradacji. Transformacja toksyn polegala na ich
cze$ciowej badz calkowitej deepoksydacji lub deacyla-
cji. Wyniki te s spojne z rezultatami badann Fuchs
i wsp. [31], ktérych przedmiotem byly trichoteceny
typu A. Wykazano w nich, ze szczep bakterii beztleno-
wych, gramdodatnich wyizolowany z zwacza, wstepnie
zaklasyfikowany do rodzaju Eubacterium prowadzil
transformacje tych zwigzkéw do nietoksycznych form
nieepoksydowanych. Mozliwe kierunki transformacji tri-
chotecen pod wplywem czynnikéw chemicznych i bio-
logicznych zostaly omdéwione przez He i wsp. [40].

Przedstawione powyzej przyklady aktywnosci dro-
bnoustrojow w kierunku usuwania mikotoksyn maja
gltéwnie znaczenie naukowe, pozwalajgce na lepsze
poznanie szczepow, ich wlasciwoséci oraz mechaniz-
moéw zachodzacych proceséw. Ich ograniczona rola
aplikacyjna sprawila, zZe badania naukowe zwrocily sie
w strone takich organizmdw, ktére mozna zastosowac
w procesach biotechnologicznych podczas produke;ji,
np. zywnosci fermentowanej, gdzie surowiec moze by¢
skazony mikotoksynami. Wéréd nich szczegdlne zna-
czenie maja bakterie fermentacji mlekowej i drozdze
Saccharomyces cerevisiae.

5. Bakterie fermentacji mlekowej
Bakterie fermentacji mlekowej, w tym szczepy pro-

biotyczne budzg szczegélne zainteresowanie ze wzgledu
na ich korzystne, fizjologiczne wlasciwosci w organizmie
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czlowieka i zwierzat. Ponadto bakterie te hamujg wzrost
plesni oraz tworzenie przez nie mikotoksyn [18, 33].

Dane literaturowe wskazuja na wystepowanie mie-
dzy typowymi bakteriami mlekowymi odmian o zréz-
nicowanych uzdolnieniach do detoksykacji srodowisk
z mikotoksyn, co wykazano zaréwno w badaniach in
vitro jak i in vivo.

Badania réznych autoréw dowodza posiadania
tej cechy przez szczepy probiotyczne Lactobacillus
rhamnosus [22-25, 68, 75]. Szczepy L.rhamnosus
GG, L.rhamnosus LC-705 zostaly uznane za najbar-
dziej skutecznie wigzace aflatoksyne B, w poréwnaniu
z innymi szczepami bakterii Gram-dodatnich (Lacto-
bacillus casei Shirota, L. acidophilus) i Gram-ujemnych
(Escherichia coli). Brak zdolno$ci do eliminowania
aflatoksyn przez bakterie Gram-ujemne zwigzany jest
z odmienng budowg $ciany komorkowej tych bak-
terii w poréwnaniu ze $ciang komdrkowa bakterii
Gram-dodatnich [23]. Wykazano, ze proces ten jest
bardzo szybki, juz po 4 godzinach kontaktu bakterii
z toksyna jej ilos¢ ulegla zmniejszeniu w zakresie od 50
do 77%, za$ przedltuzenie czasu inkubacji do 24 godzin
nie zwiekszylo istotnie wydajnosci procesu, a nawet
w niektérych przypadkach zaobserwowano uwalnianie
sie toksyny z komorek, co dowodzi nietrwatosci pola-
czenia [22]. Szczepy bakterii Lactobacillus acidophilus
i L. rhamnosus charakteryzowaly si¢ réwniez zdolnos-
cig do usuwania aflatoksyny M, z mleka w zaleznosci
od szczepu w zakresie od 18 do 57% [73]. W kazdym
przypadku zaobserwowano, ze komoérki inaktywowane
termicznie byly bardziej skuteczne od komorek zywych,
co wynika ze zmiany wlasciwosci powierzchniowych
komorek, ktére zachodza pod wptywem wysokiej tem-
peratury [22, 68].

Wykazano, ze szczepy Lactobacillus acidophilus oraz
Bifidobacterium bifidum, B.longum i inne nie tylko
zmniejszaja ilos¢ aflatoksyny Bl w pozywece, ale tez
obnizajg mutagenno$¢ srodowiska. Cechy te byly bar-
dziej widoczne w przypadku szczepdw inaktywowanych
termicznie [9, 50].

Badania innych autoréw skupialy sie¢ na bakteriach
fermentacji mlekowej wykorzystywanych do produkeji
jogurtu. Prowadzono fermentacje¢ mleka zawierajacego
aflatoksyne B, w ilosci 600, 1000 i 1400 ug/kg z wyko-
rzystaniem bakterii jogurtowych z rodzaju Strepto-
coccus. W jogurcie o pH=4,0 ilo$¢ toksyny zostala
zredukowana, w zaleznosci od jej poczatkowej zawar-
tosci odpowiednio w 97, 911 90%. W doswiadczeniach
tych stwierdzono zmiany morfologiczne w komoérkach,
natomiast cechy organoleptyczne jogurtu pozostaly bez
zmian [57]. Inni autorzy badajac obnizanie zawartosci
AFB, w mleku w wyniku dziatania bakterii jogurtowych
stwierdzili catkowitg transformacje AFB, do nowego
produktu fluoryzujacego o R = 0,18 identycznego z afla-
toksyng B, [57,79].
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Wykazano, ze nie tylko aflatoksyna jest skutecz-
nie usuwana przez bakterie mlekowe. W badaniach
Skinjar iwsp. [85] potwierdzono zdolnoéé¢ do obni-
zania zawarto$ci ochratoksyny A w mleku przez bakterie
fermentacji mlekowej nalezace do gatunkéw Lactococ-
cus salivarius, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgari-
cus i Bifidobacterium bifidum. Ilo$¢ patuliny w pozywce
zmniejszyla sie w zakresie od 10 do 82% pod wplywem
bakterii nalezacych do rodzaju Lactobacillus oraz Bifi-
dobacterium. Potwierdzily si¢ wczesniejsze obserwacje
innych autordw, ze przebieg procesu zalezy od gestosci
inokulum, pH i stezenia toksyny. Sposréd badanych
szczepow L. acidophilus, usuwal nawet 96% toksyny doda-
nej do pozywki w ilosci 1 ug/ml [30]. Niderkorn
i wsp. [62] przeprowadzit skrining bakterii fermentacji
mlekowej i propionowej w kierunku cechy usuwania
deoksynowalenolu i fumonizyny z roztworéw. Wyka-
zano, najlepszymi predyspozycjami do usuwania tych
toksyn charakteryzowaly sie bakterie mlekowe: Lacto-
bacillus rhamnosus powodowal usuniecie 55% deok-
syniwalenolu, Leuconostoc mesenteroides 82% fumo-
nizyny B, za$ Lactococcus lactis 100% fumonizyny B,
dodanych do pozywki.

Zainteresowanie bakteriami fermentacji mlekowej
nie ogranicza sie tylko do ich zdolno$ci wigzania miko-
toksyn. Obecnie, gdy zabronione jest stosowanie anty-
biotykéw jako dodatkéw do pasz, z uwagi na antago-
nistyczne dzialanie w stosunku do wielu patogenoéw,
organizmy te mogg stanowi¢ alternatywe w ich stosowa-
niu. Badania in vivo wykazaly, ze bakterie Lactobacillus
rhamnosus ograniczaly w 75% adsorpcje aflatoksyny B
w przewodzie pokarmowym kurczat [24]. Ekspery-
menty in vivo wskazuja, ze stosowanie bakterii probio-
tycznych jako dodatkéw do pasz ogranicza efekty miko-
toksykozy u zwierzat, jak rdwniez zmniejsza kumulacje
toksyn w tkankach, obnizajac w ten sposob skazenie
zywnosci pochodzenia zwierzecego przez toksyny [86].

Fakt usuwania toksyny rowniez przez bakterie nie-
aktywne wyklucza enzymatyczny charakter procesu,
a potwierdza, ze jest to adsorpcja do komorki, a przede
wszystkim do zewnetrznych warstw jej $ciany komor-
kowej. Szczego6lng role w mechanizmie adsorpcji toksyn
do komorek bakteryjnych, zywych i martwych moga
odgrywac peptydoglikan i egzopolisacharydy komorek,
kwasy tejchonowe oraz oddziatywania zwigzane z hydro-
fobowoscig komorki i wlasciwosciami elektrostatycz-
nymi [100]. Wykazano, ze wigzanie toksyn z komor-
kami bakterii fermentacji mlekowej jest powierzch-
niowe, a przy zastosowaniu bakterii inaktywowanych
termicznie trwale, w odrdznieniu od bakterii zywych,
z ktérych komorek mozna wypltukaé zwigzang wezesniej
toksyne [39, 47]. Nie s3 jednak znane dane literaturowe
na temat stabilnosci wigzania w warunkach przewodu
pokarmowego. Trwalos¢ takiego polaczenia, a jedno-
cze$nie brak przylegania bakterii do nablonka jelita, co

umozliwialoby resorpcj¢ toksyny determinuje przyszte
zastosowanie praktyczne bakterii fermentacji mlekowe;j
do dekontaminacji rdwniez zywnosci.

6. Drozdze Saccharomyces cerevisiae

Drugg grupa organizméw o potencjalnym znacze-
niu aplikacyjnym sa drozdze Saccharomyces cerevisiae.
Organizmy te szeroko wykorzystywane sg w wielu pro-
cesach biotechnologicznych, w piekarstwie, browarnic-
twie, winiarstwie, gorzelnictwie. Ze wzgledu na czeste
skazenie mikotoksynami surowcéw uzywanych w tych
procesach — maki, stodu, moszczy gronowych, rozwa-
zana jest mozliwo$¢ prowadzenia fermentacji przy uzy-
ciu szczepéw, ktdre obok wiasciwych cech technolo-
gicznych, posiadajg zdolno$¢ do obnizania zawartosci
toksyn, dzieki czemu produkt finalny bedzie bardziej
bezpieczny. Wigkszos¢ danych literaturowych w tym
obszarze dotyczy ochratoksyny A. Badania wykazaly, ze
drozdze efektywnie usuwajg ochratoksyne A z surow-
cow pochodzenia rodlinnego podczas fermentacji, jak
i w warunkach modelowych z pozywek mikrobiologicz-
nych. W badaniach Scott iwsp. [82] stwierdzono, ze
ochratoksyna A dodana do brzeczki stodowej w ilosci
0,19 pg/ml, zostala wyeliminowana w 21% podczas
fermentacji prowadzonej z udzialem drozdzy browar-
niczych Saccharomyces cerevisiae var. carlsbergensis.
Réwniez podczas fermentacji zakwasu piekarskiego
przez mieszang kulture starterowa drozdzy i bakterii
mlekowej zawarto$¢ ochratoksyny A w mace ulegala
znacznemu obnizeniu [76]. W badaniach interakeji
miedzy ochratoksyng A a szczepami drozdzy Saccha-
romyces cerevisiae i Kloeckera apiculata stosowanymi
pojedynczo i w mieszaninie wykazano, ze dodatek
toksyny do medium hodowlanego nie wplywa negatyw-
nie na przebieg fermentacji alkoholowej. Ubytek toksyny
wahat si¢ od 28 do 40% wartosci poczatkowej w zalez-
nosci od szczepu i ilosci toksyny w medium. Badania
potwierdzily tez, ze toksyna nie jest biodegradowana,
a adsorbowana przez drozdze [4].

Skazenie ochratoksyng A moszczéw gronowych jest
powaznym problemem w winiarstwie. Niektdre szczepy
enologiczne s3 zdolne do usuwania ochratoksyny A
z sokow i moszczow gronowych [8, 11, 13, 14, 56].
Doniesienia Bejaoui i wsp. [8] wskazujg, Ze proces
usuwania ochratoksyny A z soku gronowego jest bardzo
szybki, juz po 5 minutach kontaktu z komérkami droz-
dzy 90% poczatkowej zawartosci toksyny, tj 10 pg/ml
ulegto zwigzaniu. Wyniki tych badan sg spojne z rezulta-
tami uzyskanymi dla bakterii mlekowych, mimo znacz-
nych réznic w budowie komorek. Autorzy [8] wska-
zali na mozliwo$¢ wykorzystania martwych drozdzy
odpowiednich szczepow jako adsorbentow w praktyce
winiarskiej. Taki adsorbent jest tani, bezpieczny i nie
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wplywa na zmiany organoleptyczne wina. Dyskusyjna
jest jednak utylizacja komorek drozdzy z ochratoksyna,
ponadto wadg takiego sposobu dekontaminacji jest wig-
zanie innych korzystnych dla jakosci wina sktadnikéw,
takich jak zwigzki polifenolowe czy antocyjany [12].

Var iwsp. [93] dokonali przegladu 21 réznych szcze-
poéw drozdzy wyizolowanych z winogron nalezacych do
rodzaju Candida, Kloeckera i Cryptococcus pod wzgle-
dem uzdolnien do usuwania ochratoksyny A z wina.
Wykazano, ze najwieksza redukeja ilosci toksyny ok. 30%
charakteryzowal sie szczep Candida famata. Poréwnujac
te wyniki z rezultatami innych autoréw nalezy stwierdzic,
ze wydajnos¢ tego procesu byta bardzo do$¢ niska, przy
poczatkowym stezeniu toksyny 10 ng/ml.

Podobnie jak w przypadku bakterii fermentacji mle-
kowej ustalono, ze mechanizmem odpowiedzialnym
za usuwanie toksyn przez drozdze jest adsorpcja do
powierzchni komoérek. Przemawia za tym fakt, ze ana-
lizy chromatograficzne nie wykazaly obecnosci produk-
tow metabolizmu ochratoksyny A, zas komdrki martwe
i wypreparowane $ciany komoérkowe drozdzy byly row-
nie efektywne [4, 8, 43, 68, 77, 80]. Mechanizm ten byt
niezalezny od rodzju toksyny, co wykazano w odniesie-
niu do aflatoksyny B, zearalenonu i toksyny T-2 i patu-
liny [29, 83, 98]. Skladnikami $ciany komdrkowej, ktore
biorg udzial w wigzaniu mikotoksyn sg glukany i man-
noproteiny [13, 80]. Wedlug Raju i Devegowda
[80] za wigzanie toksyn odpowiada f-D-glukan $ciany
komorkowej drozdzy, a szczegdlnie efektywna jest jego
forma estryfikowana. W oparciu o badania metoda
NMR stwierdzono, ze grupy hydroksylowe, ketonowe
i laktonowe toksyn sa odpowiedzialne za tworzenie
zarowno wigzan wodorowych jak oddzialywan van
der Waalsa miedzy toksynami a B-D-glukanami [97].
Drozdze i skladniki ich $ciany komdrkowej stosowane sg
rowniez jako dodatki paszowe dla zwierzat, wykorzysty-
wane tez jako adsorbenty, co skutecznie ogranicza efekty
mikotoksykoz u zwierzat hodowlanych [5, 81]. Komer-
cyjnym preparatem jest dodatek paszowy o nazwie
Mycorb (Alltech), ktory zawiera glukomamannany,
wypreparowane skladniki §ciany komorkowej drozdzy.

Potencjalna aplikacja drozdzy jako adsorbentéw do
zywnosci i pasz zalezy jednak od stabilno$ci wigzania
toksyny z komoérkami w warunkach przewodu pokar-
mowego. Wedlug Yanikourisa iwsp. [99] adsorp-
cja zearalenonu jest najbardziej efektywna w pH kwas-
nym i bliskim obojetnego, a wigc takich, jakie panuja
w niektdrych regionach przewodu pokarmowego, za$
warunki alkaliczne zmieniaja konformacje glukanu
w taki sposdb, ze adsorpcja jest niemozliwa, a wigc
mozna przypuszczad, ze wigzanie jest dos¢ trwate.

Efektem zastosowanie drozdzy do usuwania ochra-
toksyny A jest tez detoksykacja $rodowiska, co wyka-
zano w testach cytotoksycznosci i genotoksycznosci
z wykorzystaniem linii komérkowych nerek $winskich
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[74]. Niektore drozdze wykazuja tez cechy probiotyczne,
co jest dodatkowym argumentem przemawiajgcym za
stosowaniem tych organizmoéw.

7. Podsumowanie

W $wietle narastajacych zagrozen zdrowotnych wyni-
kajacych z obecnosci toksyn plesniowych w $rodkach
spozywczych, a takze w otoczeniu czlowieka poznanie
istniejacego w naturze zjawiska biologicznego usuwania
mikotoksyn wydaje sie stuszne. Dzialania prewencyjne
zmierzajace do ochrony surowcéw roslinnych przed ich
plesnieniem s3 czesto nieskuteczne. Niezwykla zdol-
no$¢ przystosowania si¢ plesni do réznych warunkow
srodowiskowych sprawia, ze prewencja nie stanowi
rozwigzania skutecznego i uniwersalnego. Wykorzysta-
nie mikroorganizméw lub sktadnikéw ich komérek do
dekontaminacji zywnosci i pasz budzi duze nadzieje, ale
tez kontrowersje z punktu widzenia konsumenta. Brak
jest unormowan prawnych w tej kwestii, a dane doty-
czace trwalosci polaczenia bakterie-toksyna w przewo-
dzie pokarmowym, jak réwniez dane toksykologiczne
s3 wcigz niepelne. Jedyna grupg drobnoustrojow, ktore
obok innych korzystnych cech prozdrowotnych wyka-
zuje zdolno$¢ do usuwania toksyn sg probiotyczne bak-
terie fermentacji mlekowej. Rowniez drozdze Saccharo-
myces cerevisiae oraz skladnik ich $ciany komorkowej
- glukan moga by¢ wykorzystywane w tym celu. Czyn-
niki te moga by¢ uzywane zaréwno jako suplementy
diety u ludzi i skladniki paszowe w zywieniu zwierzat,
jak i w trakcie proceséw biotechnologicznych.

W artykule dokonano przegladu metod, ktore moga
by¢ rozwazane jako czynnik dekontaminacji surowcow
pochodzenia roélinnego, ze szczegélnym uwzglednie-
niem metod biologicznych.
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Interactions between intestinal microflora and parasites of rodents

Abstract: Natural intestinal microflora is a complex system of microorganisms providing homeostasis in the gastrointestinal tract of the
host. Next to the bacterial commensals, there are other, larger and more hostile to the host organisms such as parasites. Laboratory rodent
(mice and rats) may be contaminated with intestinal parasites, mainly pinworm species. Helminth parasites can alter the interpretation of
final results. It is known that intestinal flora and parasites of animals may interact with each-other, but the nature of those relationships
is not fully investigated. Unfortunately, our state of knowledge does not allow to predict the direction of those interactions, hence it
seems important to carry out further research on this issue. In this work, current results of experimental studies on interactions between

intestinal microflora and parasites of rodents are presented.

1. Introduction. 2. Intestinal bacterial flora of rodents. 3. Studies in experimental animals. 4. Summary
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1. Wprowadzenie

Gryzonie laboratoryjne — myszy, szczury, myszo-
skoczki (gerbile), $winki morskie, bardzo czgsto sa
wykorzystywane do badan eksperymentalnych. Wedtug
wykazu zwierzat laboratoryjnych hodowanych w Pol-
sce [10] obecnie wiele szczepdw gryzoni (wsobnych,
kongenicznych, koizogenicznych, nie krewniaczych)
jest obiektem badan immunologicznych, farmakolo-
gicznych, toksykologicznych, biochemicznych, bio-
medycznych, nad nowotworami i innych. W celach
doswiadczalnych powinny by¢ wykorzystywane nie
tylko zwierzeta zdrowe, ale rdwniez takie ktore nie sa
nosicielami zakazen patogennych.

Aby unikna¢ takich zagrozen zostala opracowana,
przy udziale WHO, FAO, ILAR, ICLAS, kategoryzacja
zwierzat laboratoryjnych z podzialem na: gnotobio-
tyczne (wérdd nich germ-free, monobionty, dibionty
i polibionty); zwierzeta SPF (Specified Pathogen Free)
i zwierzgta konwencjonalne (hodowle kontrolowane
i otwarte) [3].

Zwierzeta konwencjonalne rzadko bywaja badane
w kierunku zarazenia pasozytami, ktérych obecnosé¢
moze zmieni¢ interpretacje ostatecznych wynikow
badan eksperymentalnych [18]. Jak wykazaty eksper-
tyzy w wielu hodowlach u myszy stwierdzane s przede
wszystkim jelitowe nicienie, owsiki Oxyuridae z gatun-
kow Syphacia obvelata i Aspiculuris tetraptera, a u szczu-

réw Syphacia muris, rzadziej tasiemce [1, 17]. Niewielka
intensywno$¢ inwazji pasozytow nie wywotuje na ogot
objawdéw chorobowych u tych zwierzat i moze nie wzbu-
dza¢ niepokoju 0s6b nadzorujacych hodowle. Ustalono,
ze Oxyuridae moga stuzy¢ jako biologiczne wskazniki
biologicznego zanieczyszczenia pomieszczen dla zwie-
rzat laboratoryjnych i ich wystepowanie (z wyszczegol-
nieniem gatunkow) powinno by¢ wykazywane w spra-
wozdaniach z monitoringu ich zdrowia [23].

Pasozyty wspotwystepuja w okreslonych odcinkach
jelita (mikrohabitatach) z naturalng mikroflora bakte-
ryjna zwierzat. Mikroflora wystepujaca na catej dtugosci
ukltadu pokarmowego, oprécz wspomagania procesow
trawiennych zachodzacych w jelitach, jest takze waz-
nym czynnikiem zapobiegajacym badz ograniczajacym
osiedlanie drobnoustrojéw chorobotwdrczych oraz orga-
nizmoéw pasozytniczych. Wysunieto teze, ze zmieniony
sklad jakosciowy i ilosciowy flory bakteryjnej zywiciela
moze przyczyni¢ si¢ do nasilenia inwazji patogenow
i zintensyfikowania objawdw chorobowych.

2. Jelitowa flora bakteryjna gryzoni

Badania mikroflory jelitowej gryzoni zostaly pod-
jete w latach 60. XX wieku przez zespél Russela
W. Schaedlera [22]. Eksperymentalnie koloni-
zowano myszy laboratoryjne wybranymi szczepami

* Autor korespondencyjny: Zaklad Parazytologii, Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Wydzial Nauk Biologicznych UWr, ul. Przyby-
szewskiego 63-77, 51-148 Wroclaw; e-mail: anna.okulewicz@microb.uni.wroc.pl
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bakterii, izolowanymi z mikroflory zwierzat pochodza-
cych z konwencjonalnych hodowli. W ich wyniku wyizo-
lowano 8 szczepdw bakterii najczedciej zasiedlajacych
jelita gryzoni. W sklad mikroflory wg Schaedlera
wchodzily: Escherichia coli var. mutabilis, Streptococcus
(Enterococcus) faecalis, Lactobacillus acidophilus, L. sali-
varius, Streptococcus z grupy N, Bacteroides distasonis,
Clostridium sp., a takze bakterie EOS - Extremely Oxy-
gen Sensitive. W roku 1978 badacze z National Can-
cer Institute (NCI) dokonali weryfikacji skladu flory
opisanej przez Schaedlera izlozonejz 8 szczepow
bakterii. Celem ich pracy bylo ujednolicenie mikro-
flory stosowanej do kolonizacji myszy gnotobiotycz-
nych (germ-free). Autorzy [16] opracowali nowa
definicje mikroflory obecnie znang jako ,Zmieniona
Flora Schaedlera” (ASF - Altered Schaedler Flora).
W sklad ,,Zmienionej Flory Schaedlera” (ASF) wchodza
3 gatunki z pierwotnego zestawu: Lactobacillus acidophi-
lus, L. salivarius, Bacteroides distasonis oraz szczego6lnie
wrazliwe na tlen bakterie wrzecionowate (EOS), a takze
bakterie spiralne i 3 nowe szczepy niezwykle wrazliwych
na tlen bakterii wrzecionowatych (EOS).

Na progu XXI wieku Dewhirst i wsp. [4] na
podstawie sekwencji 16S rRNA chcieli przekona¢ sig¢
czy w sklad mikroflory jelitowej gryzoni wchodzg te
same szczepy ktdre zostaly zakwalifikowane jako ,,Zmie-
niona Flora Schaedlera” (ASF). Wykazano, ze wigkszo$¢
mikroflory jelit stanowia wrzecionowate bakterie lub
stozkowate paleczki okreslone jako niezwykle wrazliwe
na tlen bakterie EOS - Extremely Oxygen Sensitive.
Bakterie te przewyzszaja liczebnie bezwzgledne beztle-
nowce. Wielu bakterii EOS nie udato hodowac¢ in vitro,
a jeszcze mniej z nich zostato zidentyfikowanych.

Roéwniez inni badacze, na przestrzeni lat, zajmowali
sie florg bakteryjna gryzoni wykazujac ze bezwzglednie
beztlenowe bakterie stanowig co najmniej 99% flory jeli-
towej tych zwierzat. Wedtug [6] sa to gtéwnie bakterie
Lactobacillus sp., i Bacteroides sp. za$ inni badacze [7]
wyizolowali z tresci jelita grubego myszy laboratoryj-
nych dodatkowo bakterie z rodzajow: Eubacterium sp.,
Fusobacterium sp., Peptostreptococcus sp. i Propioni-
bacterium sp. U innych gryzoni laboratoryjnych mikro-
flora jelitowa jest podobna. Wedlug Worthingtona
i Fulghuma [30] umyszoskoczkéw wystepuja bakte-
rie z rodzajow: Lactobacillus sp. (najczesciej izolowany),
Bacteroides sp., a takze Bifidobacterium sp. i gatunki
Escherichia coli oraz Acinetobacter calcoaceticus, za$
u szynszyli najczesciej identyfikowano bakterie z rodza-
jow Bacteroides sp., Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp.

Liczba mikroorganizméw w jelitach gryzoni jest
ogromna. W 1 g tresci jelita grubego myszy moze wyno-
si¢ od 4,4 x 10 do okoto 10 ! bakterii [4, 7].

Tak duza liczba mikroorganizméw zapewnia inten-
sywna dzialalno$§¢ metaboliczng zwlaszcza w jelicie
grubym zwierzecia [11]. Mikroorganizmy te nie tylko
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dostarczaja niezbednych substancji odzywczych (np.
witaminy K) dla gospodarza, ale takze chronig przed
kolonizacja bton $§luzowych przez drobnoustroje cho-
robotworcze. Np. liczne badania wykazaty zwiekszona
podatnos¢ myszy laboratoryjnych pozbawionych bakte-
rii na rézne czynniki zakazne w poréwnaniu do myszy
z normalng florg [4]. Wyniki innych badan [5, 6] ujaw-
nily, ze flora bakteryjna jelit jest niezbedna do prawidlo-
wego funkcjonowania ukladu pokarmowego, trawienia
pokarmu a takze kompetencji uktadu odpornosciowego.
Drobnoustroje pelnig rowniez wazne funkcje metabo-
liczne, polegajace na rozkladaniu obecnych w pozywie-
niu toksyn i karcynogendéw.

3. Badania na zwierzetach doswiadczalnych

Pod koniec lat 50. XX wieku podjeto réwniez bada-
nia wzajemnych oddziatywan miedzy pasozytami a florg
jelitowa zwierzat, gtéwnie laboratoryjnych. Nieliczne
prace dotyczyly eksperymentalnych zarazen gryzoni
patogennymi pierwotniakami. Phillips i Wolfe
[19] zaobserwowali Ze, u pozbawionych mikroflory jeli-
towej (gnotobiotycznych) $winek morskich, zarazonych
pelzakiem czerwonki Entamoeba histolytica przebieg
choroby jest tagodniejszy w poréwnaniu z osobnikami
konwencjonalnymi. Lecz u monobiontéw (zasiedlanych
jednym gatunkiem bakterii), w zaleznosci od uzytych
szczepow bakteryjnych, wystepowaly objawy poréwny-
walne do obserwowanych u zwierzat z pelng mikroflorg.

Zdecydowanie wiecej prac opartych jest na zaraze-
niach doswiadczalnych gryzoni laboratoryjnych paso-
zytniczymi helmintami, a zwlaszcza nicieniami. Jednymi
z pierwszych ktérzy przystapili do badan dotyczacych
oddzialywan miedzy pasozytami a florg jelitowa gry-
zoni byli polscy badacze - Zdzistaw Przyjatkow-
ski i Witold Stefanski. Ich dzialalnos¢ przypa-
data na lata 60. i 70. ubieglego wieku, a prace oparte
byty w duzej mierze na eksperymentalnych zarazeniach
myszy i szczuréw nicieniami Aspicularis tetraptera i Tri-
chinella spiralis [20, 21, 24]. W prowadzonych doswiad-
czeniach autorzy wykazali, Ze naturalna flora bakte-
ryjna jelit wplywa korzystnie lub jest wrecz niezbedna
do rozwoju inwazji pasozytniczych nicieni. W wyniku
eksperymentdéw wykazali m.in. koniecznos$¢ obecnosci
prawidlowej flory jelitowej podczas zarazenia owsikiem
A. tetraptera [25].

Takze wplyw prawidtowej mikroflory jako czynnika
stymulujacego do osiedlania si¢ pasozytéw i ich rozwoju
w jelicie zywiciela wykazaly doswiadczenia przeprowa-
dzane w tym okresie przez Wescotta [26,28]. Prace
autora opieraly sie na obserwacjach zaleznosci migdzy
obecnoscig bakterii a rozwojem i lokalizacjg nicienia
Nippostrongylus brasiliensis u myszy. N. brasiliensis jest
kosmopolitycznym pasozytem szczurdw i myszy, ktéry
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usadawia si¢ na nablonku $luzéwki jelita, pomiedzy
kosmkami. Do zarazenia nowych osobnikéw dochodzi
poprzez larwy inwazyjne (L3), ktére zyja w kale zaka-
zonych gryzoni i odzywiaja si¢ wystepujacymi tam bak-
teriami [29]. Larwy te wnikajg do zZywiciela przez skore
lub per os. Cykl zyciowy pasozyta obejmuje wedrowke
przez ptuca i konicowa lokalizacje w obrebie jelita cien-
kiego w ciggu okolo tygodnia od momentu wnikniecia
larw. W wyniku przeprowadzonego do$wiadczenia wie-
cej larw N. brasiliensis znaleziono w ptucach myszy kon-
wencjonalnych niz u myszy germ-free zaréwno po 48 h
jak i 8 dniach od infekcji [26]. Podobne zalezno$ci zaob-
serwowano wczesniej [14] u eksperymentalnie zarazo-
nych tym pasozytem $winek morskich. Rowniez tutaj
zanotowano wiekszg liczbe larw wedrujacych nicienia
u zwierzat z normalng florg jelitowa niz u $winek gno-
tobiotycznych. Takze w trakcie dalszej wedrowki tego
nicienia w organizmie myszy z pelng florg bakteryjna
w jelitach rozwinelo sie wiecej dorostych osobnikéw niz
u myszy bezbakteryjnych.

Lepszym modelem wydajg si¢ by¢ pasozyty, ktérych
cykl rozwojowy odbywa sie wylacznie w obszarze uktadu
pokarmowego i charakteryzuje si¢ dluzszg przezywal-
noscia, stad w dalszych do$wiadczeniach jako modelu
uzyto [27] nicienia Nippostrongylus dubius. Larwy tego
pasozyta nie wedruja przez pluca, lecz krétko po rozpo-
czeciu inwazji wnikajg w $luzowke by po okresie okoto
tygodnia przedosta¢ si¢ z powrotem do $wiatla jelita.
U zwierzat zarazanych per os doroste osobniki pasozyta
uzyskiwaly dojrzalos¢ po 10 dniach od zarazenia a inwa-
zja utrzymywala sie do 4 miesiecy. Pierwsze obserwacje
wykazaly, ze larwy N. dubius rozwijaly si¢ w osobniki
doroste mniej licznie u myszy bezbakteryjnych niz kon-
wencjonalnych. Dodatkowo pasozyty izolowane z jelit
myszy germ-free osiagaly mniejsze wymiary i zawieraly
mniejszg liczbe jaj. Dalsze badania wykazaly zmiany
patologiczne (obecnos¢ guzkow) w jelitach obu grup
myszy, ktore jednak zaczely zanika¢ po okoto tygodniu
u myszy z normalng florg jelitowa, u pozostatych gry-
zoni utrzymywaly sie przez ponad 60 dni.

Podobne wnioski mozna wysnu¢ na podstawie poz-
niejszych badan [13], w ktérych wykorzystano wegorki
Strongyloides venezuelensis w eksperymentalnych zara-
zeniach gryzoni. Na podstawie analiz parazytologicz-
nych (okreslenie liczby pasozytow w jelitach) i histopa-
tologicznych (zmiany morfologiczne) badacze wykazali
wieksza inwazyjnos$¢ tego nicienia u myszy gnotobio-
tycznych niz u myszy konwencjonalnych. Wyniki te
wskazujg ze ekosystem bakterii jelitowych wptywa na
przebieg infekeji S. venezuelensis a dodatkowe podawa-
nie antybiotykéw gryzoniom moze poglebi¢ patogen-
nos¢ nicienia poprzez redukeje flory jelitowej.

Jednak w niektdrych przypadkach mikroflora prze-
wodu pokarmowego wydaje sie by¢ obojetna w osiedla-
niu, rozwoju i egzystencji pasozytow, co wykazano na
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przykladzie tasiemcoéw Hymenolepis diminuta. Pasozyty
te zyja w $wietle jelita, a sposob ich odzywiania nie jest
zwigzany z penetracja sluzowki jelit, rozwijaja sie rownie
dobrze zaré6wno u myszy i szczuréw bezbakteryjnych,
jak i konwencjonalnych [9].

Szereg prac dotyczy stymulujacego lub hamujacego
dzialania monokultur bakterii na jelitowe pasozyty
wewnetrzne - gtéwnie nicienie. Przyjatkowski
[21] doswiadczalnie wykazal, ze Staphylococcus epider-
midis hamuje rozwoj wlosni Trichinella spiralis a stymu-
lujacy wplyw na jego rozwéj maja bakterie Gram-ujemne
Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Proteus sp.

W innych eksperymentach [12] wykazano, ze w obec-
nosci bakterii z grupy Bacillaceae samice nicienia jelito-
wego Heligmosomoides polygyrus pasozytujace u gryzoni
produkuja martwe, zdeformowane jaja z nie wyksztat-
cong larwa. Dodatkowo u dorostych samic nicieni
w czesci glowowej i w okolicy wulwy zaobserwowano
anomalie w budowie oskérka. Zmiany te powigzano
z wydzielaniem przez bakterie m.in. chitynazy oraz bra-
kiem prawidlowej flory bakteryjnej u myszy germ-free
mogacych neutralizowa¢ niekorzystny wplyw Bacilla-
ceae na rozwoj nicieni.

Doswiadczenia przeprowadzane na gryzoniach bez-
bakteryjnych monobiontycznych, zasiedlonych jednym
gatunkiem - Bacillus mesentericus, Pseudomonas aeru-
ginosa lub Lactobacillus sp. i zarazonych nicieniami
Nippostrongylus dubius ujawnily, ze w jelitach takich
zwierzat rozwijalo si¢ wigcej dojrzalych form pasozyta
niz u myszy germ-free, lecz mniej niz u gryzoni konwen-
cjonalnych [2]. W jelitach myszy zarazonych bakteriami
z rodzaju Lactobacillus sp. obserwowano mniej zmian
patologicznych w postaci guzkow, a doroste samice
nicienia byly bardziej plodne (zawieraly wiecej jaj)
w stosunku do pasozytéw uzyskanych z myszy bezbak-
teryjnych. Stad wniosek, Ze ten rodzaj bakterii ma zna-
czacy wplyw na ksztaltowanie si¢ uktadu pasozyt-zywi-
ciel, gdyz stymuluje rozwdj inwazji pasozytniczych.

Takze dos$wiadczenia przeprowadzone na modelu
mysim z uzyciem wloéni Trichinella spiralis wykazaly, ze
doroste postacie pasozyta wystepowaly liczniej u gryzoni
z pelna florg jelitowa niz u gryzoni zarazonych tylko jed-
nym gatunkiem bakterii — Pseudomonas aeruginosa [21].

Z nowych badan [8] wynika ze niektére gatunki
bakterii wydaja si¢ by¢ wrecz niezbedne do przebiegu
inwazji pasozytniczej. Autorzy badali in vitro wplyw
obecnosci zywych i martwych bakterii Escherichia coli
na zdolnos¢ rozwoju larw wlosogtowki mysiej Trichu-
ris muris. W zaprojektowanym do$wiadczeniu inku-
bowali jaja tego nicienia w tresci jelitowej pochodza-
cej z jelita slepego myszy oraz, aby okresli¢ znaczenie
bakterii w procesie wylegania, jaja inkubowano takze
w monokulturze E.coli.i W obu prébach uzyskano
zbiezne wyniki — podobna liczba larw nicienia wylegta
sie w obecnosci pelnej flory jelitowej jak i w przypadku
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kontaktu z samymi paleczkami okreznicy. Wyleganie
larw nastepowalo tylko w temperaturze 37°C, sugeru-
jac tym samym istotny wplyw tego czynnika na rozwoj
pasozyta, prawdopodobnie chroniacy w ten sposob
larwy przed opuszczaniem oslonek jajowych w $ro-
dowisku zewnetrznym. Istotng czedcig do$wiadczenia
byto réowniez stwierdzenie czy do wylegu larw wloso-
gtowki niezbedne sg zywe bakterie czy tylko struktury
tych mikroorganizméw. Ostatecznie wykazano, ze wig-
cej larw wlosogtowki wylegto si¢ w obecnosci zywych
bakterii E. coli niz w obecnosci bakterii zabitych przez
wysoka temperature. Badacze tym samym dowiedl,
ze komunikacja i oddzialywania miedzy organizmami
opierajg si¢ na kontakcie zywych organizméw a nie na
dziataniu neuroprzekaznikow badz wyltgcznie obecnosci
struktur komorkowych bakterii i pasozyta.

Cytowane wyzej wyniki badan uwidocznily wplyw
pelnej mikroflory, badz poszczegdlnych bakterii na roz-
woj pasozytow jelitowych u gryzoni laboratoryjnych.
Natomiast badania autoréw brazylijskich [15] dotycza
drugiego aspektu — wplywu nicieni Angiostrongylus
costaricensis na stan endogennej flory jelitowej. U ekspe-
rymentalnie zarazonych myszy szczepu Swiss Webster
tymi pasozytami, ktore zasiedlajg tylne odcinki jelita,
znaczaco wzrosta liczba jelitowych bakterii tleno-
wych - wjelicie kretym z 4,4 x 107 do 1,7 x 10%. Podczas
gdy beztlenowce z rodzaju Peptostreptococcus w okrez-
nicy zarazonych zwierzat osiagnely wartos¢ 7,5 x 108
a w grupie kontrolnej byto ich 1,5°. Badacze sugeruja,
ze takie zmiany jelitowej mikroflory u myszy pod wply-
wem zarazenia nicieniami moga pomdc w rozwiazy-
waniu probleméw w niektorych infekcjach bakteryj-
nych takze u ludzi.

4. Podsumowanie

Wplyw bakterii na osiedlanie i rozwdj pasozytow
jest faktem niezaprzeczalnym, podobnie jak niejedno-
stronno$¢ tych relacji. Dotychczasowe wyniki badan
wskazuja, ze rola naturalnej flory bakteryjnej w regulacji
ukladu pasozyt-zywiciel ksztaltuje si¢ w sposob zréz-
nicowany. Na ogét ma wplyw stymulujacy na rozwdj
pasozytdw, jednak czasami jej obecnos¢ nie ma zadnego
znaczenia. Wykazano réwniez ze monokultury poszcze-
gllnych bakterii moga mie¢ dodatni lub hamujacy
wplyw na helminty jelitowe, a gléwnie nicienie. Badania
wykazaly takze, ze inwazja pasozytnicza rozwijajaca si¢
w jelicie zywiciele powoduje zmiany ilo$ciowe bakterii
bytujacych we wspolnym mikrohabitacie.

Niestety wspolczesny stan wiedzy nie pozwala prze-
widzie¢ kierunku interakcji danego gatunku mikro-
organizmu i organizmu pasozytniczego oraz efektu
tego zwigzku na organizm zywiciela, stad tak waznym
wydaje sie prowadzenie dalszych badan nad tym zagad-

nieniem. Znajomos¢ poszczegdlnych oddziatywan by¢
moze pozwoli w przysztosci na bardziej skuteczng walke
zaréwno z parazytozami zwierzat jak i cztowieka.
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Abstract: Candida albicans resides mainly as a harmless commensal in the gastrointestinal tract, vagina and some cutaneous areas
of humans. However, in individuals who are immunocompromised or debilitated in some other way, C.albicans is responsible
for superficialy-localized or systemic infections. Candida albicans produces a large family of secreted aspartyl proteinases (Saps) which
are key virulence factors in C. albicans pathogenesis. Saps contribute to infection by degrading tissue barriers and destroying host
defense molecules. The secretion of Saps varies depending on the C. albicans’ morphologies, the site and stage of infection, and the
nature of the host response. This review the focuses on characteristics and function of the members of aspartyl proteinases, which have
been studied in more detail. It should be noted that the discrepancies in individual Sap’s role in the virulence of C. albicans may result
from differences in the sensitivity of methods used, or differences in infection models and stage of the epithelial cells, or variability
among C. albicans strains.
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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

* Corresponding author. Independent Laboratory of Streptomyces and Fungi Imperfecti, National Institute of Public Health - National
Institute of Hygiene, 24 Chocimska, 00-791 Warsaw; phone: +48 22 54 21 228; fax: + 48 22 849 74 84; e-mail: mstaniszewska@pzh.gov.pl



128

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 yo-T cells, mucosal epithelial cells, stro-
mal cells and keratinocytes [30, 37, 68]. In the case of
systemic infection, the release of interferon-y (INF-y)
and lymphotoxin-a (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
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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,
Sjogren’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 Schelenz [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 Zaoutis [100] and Nguyen
etal. [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 Schofield etal. [95], Morrison
etal. [73], Bialkov4 and Subik [9],Schelenz
(93], C. albicans was responsible for 59% of nosocomial
candidaemia and for 55% of bloodstream infections.
Enoch etal [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 Kullberg and Filler [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-
Iytic 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]. Niimi
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. Hube and Naglik [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-
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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 Kitanovic
etal. [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]. Naglik
etal. [114] noted that within Sap isoenzyme family
distinct groups based of sequence homology are clus-
tered: Sapl 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 Sapl-
Sap8 proteins are secreted extracellularly, whereas Sap9
and Sap10 remain anchored in the fungal membrane.
The proteases Sap9 and Sapl0 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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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 um

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, Stringaro
etal. [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 Naglik etal. [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 Gropp etal. [53] found that
the Sap proteinases degrade and inactivate the central
human complement components C3b, C4b as well as
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Table I
Expression of secreted aspartyl proteinases in human and in animal models
Secreted
: NP Refer-
Model Infection aspartyl Assay Main findings ences
proteinases
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 SAPI1-3 transcripts were observed in patients [34]
with oral candidiasis
Human Oropharyngeal |Sapl-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 Sapl-3 or |Immunoelectron microscopy |Sapl-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  [qQRT-PCR SAPS5 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

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]. Nantel etal.
[78] showed that the serum favoured hyphae forma-
tion and expression of Sap4-6. In contrast, Hub e and
Naglik [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 Brown and Gow [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-SAPI10 is detected in yeast cells, while the expres-
sion of SAP4-SAP6 is associated with the filamentous
forms. However, Naglik etal. [77] concluded that
although Sap5 may play an indirect role in facilitating
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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 Borg and Riichel [13]. To address
this, Sap production by C. albicans was demonstrated
by Schaller etal. [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 Sapl to Sap3 are the main proteinases
contributing to the early stages of mucocutaneous infec-
tions. Moreover, Schaller etal. [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, Naglik etal. [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 Sapl-3 subfamily is required for
invasion of human epithelia as previously concluded
(64, 74-76, 85-89, 91]. For example, Naglik etal.
[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).
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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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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 SAPS 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.

1. Aspartic proteinase genes expression during Candida albicans infections in vivo. 2. Other non-albicans species that produce aspartic
proteinases. 3. Aspartic proteinase inhibitors 4. Summary
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1. Aspartic proteinase genes expression during
Candida albicans infections in vivo

used that was able to detect SAP1 to SAP3 transcripts
in patients with oral candidiasis [34]. On the contrary,
Hube and Naglik [22] demonstrated the produc-

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
studyby Schaller etal. [43] suggested pathogenetic
role of the Sap1-3 during oral candidiasis. This notion
was supported when a sensitive, RT-PCR technique was

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 SAPI1, 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

* Corresponding author. Independent Laboratory of Streptomyces and Fungi Imperfecti, National Institute of Public Health — National
Institute of Hygiene, 24 Chocimska, 00-791 Warsaw; phone: +48 22 54 21 228; fax: + 48 22 849 74 84; e-mail: mstaniszewska@pzh.gov.pl



138

M. STANISZEWSKA, M. BONDARYK, K. SIENNICKA, J. PILAT, M. SCHALLER, W. KURZATKOWSKI

Table I
Expression of secreted aspartyl proteinases in human and in animal models
Secreted
. e Refer-
Model Infection aspartyl Assay Main findings ences
proteinases
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 SAPI1-3 transcripts were observed in patients [34]
candidiasis with oral candidiasis
Human Oropharyngeal | Sapl-3 Immunoelectron microscopy | The expression of Sapl-3 does not confirm [46]
candidiasis with murine monoclonal a pathogenetic role of the Sap1-3 in host-fungal
antibody interaction
Human Oral and Sapl-3 or |Immunoelectron microscopy |Sapl-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  |qQRT-PCR SAP5 and SAP9 are the most highly expressed [37]
proteinase genes in vivo
Mice Disseminated SAP1-6  |qQRT-PCR Expression of SAP1-6 was low in murine model | [11]
infections of haematogenously disseminated candidiasis

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 Stringaro etal. [53]
and RHE by Schaller etal. [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 Correia etal [11] suggested that Sapl 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 Jackson etal. [23] found that morphogenic
conversion of C. albicans is closely associated with Sap6
production during corneal infection. Moreover, Jack -
son etal. [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-
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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]. Chen etal [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
(pH5.0) medium as determined by tests conducted
at 37°C in media with nitrogen source. Furthermore,
according to Wu etal. [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, Lermann andMorschhauser [29] found
that only SAP2 is required for C.albicans growth in
YCB-BSA medium (yeast carbon base — bovine serum
albumin). The authors examined sap4A sap5A sap6A
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 accordingto Horn -
bach etal [19] the expressions of Sap7 and Sap8 do
not correlate with virulence. Furthermore, Albrecht
etal. [4] note that mutants lacking SAP9 and/ or SAP10
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had altered adhesion properties and were mitigated in
inducing tissue damage. According to Hornbach
etal. [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 SAPIDNA 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]. Kaur etal. [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]. Kaur etal. [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 Zaugg etal. [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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Togni etal. [55] showed that Saptl 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 Asapt1 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, Parra-Ortega etal. [39]
demonstrated that C. tropicalis SAPT4 is orthologous to
C. albicans SAP1 and C. dubliniensis 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
Gilfillan etal [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. dubliniensis 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
thestudyof De Viragh etal. [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 Parra-Ortega etal [39]
non-pathogenic yeast species contain fewer SAP and
YAP genes than their opportunistic pathogen relatives.
However same authors mention that SAP genes expres-
sion studies of non-albicans Candida species such as
C. tropicalis and C. parapsilosis 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
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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. Schaller etal
[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
obtainedby Lermann and Morschhéduser [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 Schild
etal. [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 Mardegan etal [30] and Fear etal.
[14]. Another promising approach was the development
of antibodies against Sap. In 2007 De Bernardis
etal. [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 Gauwerky etal. [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.
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1. Wprowadzenie

Chlamydie od wielu lat znane sg gtéwnie jako pato-
geny czlowieka i zwierzat, a ich systematyka do konca
XX wieku obejmowata jeden rodzaj z 4 gatunkami [40].
W 1999 roku na podstawie badan molekularnych nasta-
pifa ,,rewolucja” w systematyce chlamydii, na podstawie
ktorej wyodrebniono w rzedzie 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
utworzyly bakterie bytujace w nowych niszach ekolo-
gicznych, jako ze pierwotnie stwierdzano je u ameb, ryb,
owadow, a obecnie izoluje si¢ je takze od ludzi i zwie-
rzat ze stanow chorobowych [1, 18, 29, 58]. Fakty te
przyblizylismy w poprzedniej pracy [58], ktora po raz
pierwszy w pismiennictwie polskim, scharakteryzowata
chlamydie srodowiskowe tworzace rodziny Parachlamy-
diaceae, Simkaniaceae i Waddliaceae. Obecna systema-
tyka chlamydii [52] zostala rozbudowana o nastepne
4 nowe rodziny, zaliczane takze do chlamydii §rodo-
wiskowych, to jest Rhabdochlamydiaceae, Piscichlamy-
diaceae, Clavochlamydiaceae i Criblamydiaceae (tab.I).
O chlamydiach srodowiskowych pojawity si¢ nowe
dane, takze dotyczace ich potencjalnej chorobotwor-
czodci dla czlowieka oraz zwierzat i te fakty prezen-
tujemy w obecnej pracy.

2. Charakterystyka rodziny Parachlamydiaceae

Do rodziny Parachlamydiaceae (tab.I) przynaleza
dwa rodzaje Parachlamydia i Neochlamydia, kazdy
z jednym gatunkiem, odpowiednio Parachlamydia (P.)
acanthamoebae, 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]. Charakterystyke rodziny oraz
gatunkow P. acanthamoebae, N. hartmanelleae i Pr. amoe-
bophila, opisano poprzednio [58]. Obecnie nalezy tylko
doda¢, ze parachlamydie, mimo ze pierwotnie zostaly
wyizolowane jako endosymbionty ameb, sa potencjal-
nymi patogenami dla ludzi i zwierzat [28, 37], gdyz maja
zdolnos¢ do namnazania si¢ w komorkach ludzi i matp
[9, 11, 36]. Pierwsze doniesienia o chorobotworczos$ci
u ludzi dotyczyly zapalenia rogéwki u 0séb noszacych
soczewki kontaktowe, jako Ze ich gospodarze (ameby),
znajdowaly sie w biofilmie wystepujacym na szktach
kontaktowych [17, 37]. U oséb z obnizong odpornos-
ciag wykazano, ze parachlamydie moga powodowac
zmiany skérne [17, 37]. Nadto zdolno$¢ parachlamydii
do przezywania wewnatrz ameb, moze doprowadza¢
do utajonych infekcji drég oddechowych u ludzi, gdyz
ameby ulegajg lizie w blonie §luzowej nosa, a uwalniane
parachlamydie zakazajg komoérki uktadu oddechowego

* Autor korespondencyjny: Katedra Mikrobiologii i Immunologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Szczecifski, 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
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[17]. Warto doda¢, ze ameby z parachlamydiami izolo-
wano od ludzi z epidemia goraczki wilgotnej [27]. Ich
patogennos¢ potwierdzono wywolujac eksperymen-
talnie zapalenie pluc u myszy i wykazujac w ich plu-
cach metodg PCR, obecnos¢ materialu genetycznego
P acanthamoebae [8]. Ponadto stwierdzono metodami
biologii molekularnej udzial tej bakterii w pozaszpi-
talnym zapaleniu ptuc u ludzi [38] oraz wykazano ja
w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjentéw chorych na
stwardnienie rozsiane [13], w ptytkach miazdzycowych
u ludzi [35], a takze w poronionych plodach u bydla [6,
67], owiec i kéz [62]. U kobiet zakazonych P. acantha-
moebae, wykazano mozliwo$¢ jej przechodzenia przez
tozysko i prowokowanie przedwczesnych porodéw [2],
jak tez powodowanie schorzen ukladu oddechowego
u wezesniakow [53]. Bakterie te wykazano metoda PCR
w zapaleniu pluc, osierdzia, nerek i watroby u gadow
(weze, zOtwie, jaszczurki) [64]. P acanthamoebae stwier-
dzano réwniez u kotéw z zapaleniem rogéwki, nekroza
i erozjg rogowki, nie wykazujac obecnosci ameb, co
sugerowaloby przezywalno$¢ tych bakterii poza swois-
tym gospodarzem [59]. Bakterie wykryto u kurczakéw
z objawami typowymi dla chlamydiozy (zapalenie spo-
jowek, ostabienie) [59]. Zainfekowanie P. acanthamoebae
hodowli makrofagéw (BMDM - bone-marrow derive-
red macrophages), powoduje ich stymulacj¢ poprzez
receptor TLR2 i TLR4, do produkcji TNFa, IL-6 1 IL-12
[61]. Natomiast Neochlamydia sp. — szczep UWC22,
izolowano z ameb rodzaju Acanthoamoeba wystepuja-
cych na soczewkach kontaktowych u 0séb z zapaleniem
rogowki [31]. Nowo opisany gatunek Pr. naegleriophila,
zostal wyizolowany jako endosymbiont ameb z rodzaju
Naegleria, wystepujacych w wodach stodkich [9]. Bak-
teria ta wykazuje okolo 70% podobienstwo genetyczne
w rejonie 16S rRNA do bakterii z rzedu Chlamydiales
oraz 91,1% podobienstwo do P. acanthamoebae [9]. Zara-
zek ten moze by¢ przyczyna zapalenia ptuc u ludzi, jako
ze ma zdolno$¢ przezywania w ludzkich makrofagach
[36]. Stwierdzono ja takze w prébach pochodzacych
z plukania pecherzykéw oskrzelowych u oséb z zapa-
leniem ptuc [9]. Do rodziny Parachlamydiaceae przy-
pisano takze ,Candidatus Metachlamydia lacustris’,
zidentyfikowany jako endosymbiont nowo opisanego
gatunku ameb Saccamoeba lacustris [15]. Analiza gene-
tyczna jego 16S rDNA, wykazala podobienstwo 99,4%
do P. acanthamoebae, 93,9% do bakterii z rodzaju Proto-
chlamydia i93,5% do rodzaju Neochlamydia oraz ponizej
89% do innych ,linii chlamydialnych” [15]. Cecha tego
endosymbionta jest to, ze tworzy typowe chlamydialne
inkluzje, ale namnaza si¢ jedynie w amebie Saccamoeba
lacustris, a nie namnaza si¢ w amebach z rodzaju Acan-
thoamoeba [15]. Réwniez do tej rodziny (Parachlamydia-
ceae) zaliczono dwa nowe fylotypy, oznaczone jako cvC7
i cvCl15, otrzymane w probach pochodzacych odpo-
wiednio z poptuczyn z nosa i plwociny czlowieka [19].
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Obydwa izolaty wykazuja 93,8% podobienstwo sekwen-
cji 16SrDNA wobec siebie oraz 93,5% (cvCl15) i 95,3%
(cvC7) do P acanthamoebae [19]. Takze do tej rodziny
przypisano wyizolowany z osadu stonego jeziora Burton
(Wschodnia Antarktyda), izolat Burton-46, wykazujacy
92% podobienstwo do bakterii z rodziny Parachlamydia-
ceae [7], a takze 88,7% do W. chondrophila [20]. Nadto
Devereaux i wsp. [23] do tej rodziny przypisali
takze 9 nowych fylotypéw (UKC1-9) zidentyfikowa-
nych u koali w Australii. Bakterie te wykryto w populacji
koali, u ktérych w latach 1999-2000 wykazano oprocz
zakazen typowych dla Chlamydophila (Cp.) pneumoniae
i Cp. pecorum, obecnos¢ materiatu genetycznego tych
nowych ,chlamydii”, wykazujacych podobienstwo do
bakterii z rodziny Parachlamydiaceae. Warto réwniez
wspomnie¢, ze 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) wykazuja podobienstwo na pozio-
mie 97,5-97,6% do Pr.amoebophila i 99,4-99,5% do
Pr. naegleriophila, za$ izolat CRIB37 wykazuje podo-
bienstwo rzedu 97,1% do N. hartmannellae i 99,8% do
szczepu UWC22 N. hartmannellae [14].

3. Charakterystyka rodziny Simkaniaceae

Rodzing Simkaniaceae (tab. I) tworzy obecnie rodzaj
Simkania (S.) z jednym gatunkiem oraz rodzaj Frit-
schea z dwoma gatunkami. Poprzednio [58] nalezaly
tu takze dwa gatunki Rhabdochlamydia (R.) porcellionis
i R. crassificans, ale obecnie tworza one nowg rodzing
Rhabdochlamydiaceae. Rodzaje Simkania i Fritschea
zostaly opisane i scharakteryzowane w poprzedniej
pracy [58]. Doda¢ nalezy, ze zdolno$¢ do przenoszenia
tej bakterii przez ameby potwierdzono, wprowadza-
jac zakazone ta bakterig ameby Acanthoamoeba poly-
phaga do hodowli monocytéw i makrofagéw ludzkich,
w ktorych stwierdzono po pewnym czasie S. negeven-
sis [45]. Takze obecnie do tej rodziny przypisano klady
cvE6 i cvE9, wyizolowane z wody swiezej, odpowiednio
z Francji i Wloch, ktére wykazuja 87,9-92,7% podobien-
stwo do bakterii z rodzaju Simkania [20]. Ponadto opi-
sano fylotypy cvE38 i cvE41, zidentyfikowane w wodzie
stodkiej, ktore wykazuja 98% podobienstwo do kladu
cvE9 z rodziny Simkaniaceae, co dowodzi, Ze mozna
umiescic je takze w tej rodzinie [18].

4. Charakterystyka rodziny Rhabdochlamydiaceae
Rodzing te tworza bakterie wezesniej klasyfikowane

do rodziny Simkaniaceae, czyli R. porcellionis i R. cras-
sificans (tab.I). Po raz pierwszy izolowano je z cial
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owadow, a obecnie takze identyfikuje si¢ je metodami
biologii molekularnej u pacjentéw w pozaszpitalnym
zapaleniu pluc [38] oraz wczesniakéw z problemami
ze strony ukladu oddechowego [53], cho¢ takze otrzy-
mano je z przypadkéw poronien u bydta [67]. Do tej
rodziny, oprécz opisanych dwdch gatunkéw R. porcel-
lionis i R. crassificans [58], przypisano izolaty CRIB33
i CRIB34 otrzymane w Hiszpanii, odpowiednio z osadu
ze zbiornika wodnego oraz z wody powierzchniowe;j
[14]. Analiza genetyczna wykazala 89,0% (CRIB33)
i87,5% (CRIB34) podobienstwo do R. crassificans [14].

5. Charakterystyka rodziny Waddliaceae

Do rodziny Waddliaceae nalezy rodzaj Waddlia (W.)
z dwoma gatunkami: W. chondrophila i W. malasyen-
sis (tab.I), ktore scharakteryzowano poprzednio [58].
Dowiedziono, ze W. chondrophila odpowiedzialna jest za
ronienia u bydla [6, 24, 50], ale takze moze powodowac
ronienia u ludzi, co wykazano na podstawie wystepo-
wania przeciwcial anty- W. chondrophila w tescie immu-
nofluorescencyjnym i western-blott u kobiet po poro-
nieniach [3, 4]. Takze metodg nested-PCR wykazano
wystepowanie materiatu genetycznego W. chondrophila
u pacjentow z pozaszpitalnym zapaleniem ptuc [38], zas
metodg PCR-HRM stwierdzono jg u kur [60]. Bakteria
ta ma zdolno$¢ namnazania si¢ w ludzkich makrofagach
[32], powodujac odpowiedz immunologiczng, manife-
stujaca sie stabg syntezg IL-1P i IL-10 [34]. Wykazano
takze, ze bakteria ta w hodowlach ameb Acanthoamo-
eba castellani, wykazuje wrazliwo$¢ na doksycykling
i azytromycyne [33]. Opisano takze, ze W.chondro-
phila charakteryzuje si¢ nieco odmiennym cyklem
replikacyjnym w ludzkich makrofagach, niz klasyczne
chlamydie czy parachlamydie [22]. Dowiedziono, ze
wezesna inkluzja tych bakterii przemieszcza si¢ poblize
mitochondrium w komérce gospodarza oraz taczy si¢
z kalneksyng - bialkiem siateczki endoplazmatycznej,
co pozwala na przetrwanie tych zarazkéw w komoérkach
gospodarza [22].

6. Charakterystyka rodziny Piscichlamydiaceae

Do tej rodziny przynaleza bakterie izolowane z cyst
skrzelowych fososi, dla ktérych zaproponowano nazwe
»Candidatus Piscichlamydia salmonis” [26], a opisano
wczesniej jako bakterie nalezaca do chlamydii nieskla-
syfikowanych [58]. Bakteria ta wykazuje cykl zyciowy
z trzema formami (cialko podstawowe EB, cialko sia-
teczkowate RB i cialko posrednie IB), a jej podobienstwo
genetyczne do bakterii z rodziny Parachlamydiaceae
wynosi 81-82% i 80% do bakterii z rodzaju Chlamy-
dophila [26].
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7. Charakterystyka rodziny Clavochlamydiaceae

Do tej rodziny przynalezy ,,Candidatus Clavochla-
mydia salmonicola” izolowany z cyst skrzelowych
tososi norweskich oraz ze skrzeli lososi atlantyckich
hodowanych w Irlandii (tab.I). Otrzymano je réwniez
u wolno zyjacych lososi, ktére wykazywaly objawy ze
strony ukladu oddechowego, m.in. cysty skrzeli [49].
W badaniach tych wykazano w oparciu o analiz¢ genu
16S rRNA, ponad 90% podobienstwo do bakterii z rzedu
Chlamydiales [49]. Analiza filogenetyczna ,,umiescita” te
bakteri¢ w rodzinie Chlamydiaceae i ECLVII [49], cho¢
podobienstwo Clavochlamydia salmonicola na poziomie
81% do Piscichlamydia salmonis, pozwolito na utworze-
nie nowej rodziny Clavochlamydiaceae.

8. Charakterystyka rodziny Criblamydiaceae

Do tej rodzinie zaklasyfikowano Criblamydia sequ-
anensis (tab. I) wyizolowang z wod Sekwany [66], cho¢
takze obecnos$¢ materialu genetycznego tego zarazka
stwierdzono w hodowli ameb Acanthoamoeba castella-
nii. Analiza genetyczna polegajaca na sekwencjonowa-
niu gendéw 16S rRNA, 16S rDNA, translokazy ADP/ATP
i RnpB, wykazala 88,5-89,8% podobienstwo ich do
przedstawicieli rodziny Parachlamydiacea, 87,1-88,3%
do bakterii z rodziny Waddliaceae, 86,2-85,6% do
zarazkow z rodziny Chlamydiaceae oraz 84,7-85,6%
do mikroorganizméw z rodziny Simkaniaceae. Stad
oceniono, ze nowa bakteria nie przynalezy do zadnej
z rodzin, ale cechuje ja podobienstwo do zarazkéw
z rzedu Chlamydiales i zaproponowano utworzenie
nowej rodziny Criblamydiaceae fam. nov. [66]. Bakte-
ria ta charakteryzuje si¢ tym, Ze posiada cykl zyciowy
z dwiema formami morfologicznymi ciatkiem EB
o ksztalcie gwiazdzistym i cialkiem RB. Proby hodowli
tego zarazka w liniach tkankowych Vero, HEL, Hep-2
i A549, daly wynik negatywny, ale wykazano mozliwos¢
reinfekcji kultur ameb supernatantem z tych hodowli
[66]. Réwniez do tej rodziny przynalezy Estrella lau-
sannensis, wyizolowana w wody gruntowej w Hiszpanii
i oznaczona pierwotnie jako CRIB30 [14], a ktéra wyka-
zuje podobienstwo, zaréwno morfologiczne jak i gene-
tyczne, we fragmencie 16S rDNA, do Criblamydia sequ-
anensis, ktére wynosi 93% [14].

9. Charakterystyka niesklasyfikowanych
chlamydii sSrodowiskowych

W obrebie rzedu Chlamydiales, oprocz 8 rodzin, to
jest Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae, Simkaniaceae,
Rhabdochlamydiaceae, Waddliaceae, Psiscichlamydia-
ceae, Clavochlamydiaceae i Criblamydiaceae, znajduja
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sie inne bakterie wewnatrzkomdrkowe, ktore jeszcze nie
zostaly calkowicie sklasyfikowane (tab.I). Do tej grupy
zostal przypisany jeszcze nie nazwany endosymbiont
wyizolowany z komorek gastrodermy bezkregowca
Xenoturbella [43], ktéry na podstawie analiz 16S i 23S
rRNA, wykazuje podobienstwo do rodzaju Fritschea
i do rodzaju Simkania. Jest to forma pleomorficzna,
posiadajaca splaszczone dyskoidale ciatko elementarne,
owalne lub ksztaltu muchy, w przekroju poprzecznym
oraz sferyczne, wielokatne lub nieregularne ciatko sia-
teczkowate. Podobnie jak u wszystkich chlamydii nie
zauwaza si¢ efektu cytopatycznego w hodowli [43]. Do
tej grupy zalicza si¢ takze chlamydiopodobng bakteri¢
wyizolowang z naskorka bialych krewetek pacyficznych
(Litopenaeus vannamei) [44], ktéra charakteryzuje sie
pleomorfizmem dwdch stadiéw rozwojowych, cialka EB
jak i cialka RB, bo sg albo sferyczne albo owalne i obie
formy moga wystepowac jako mate lub duze komorki
[44]. Podkresli¢ nalezy, ze nie wykazano obecnosci tej
bakterii poza naskoérkiem, co potwierdzaloby tropizm
tych zarazkéw do komorek nablonkowych [44]. W tej
grupie niesklasyfikowanych chlamydii znalazl si¢ takze
izolat Taynaya-24, otrzymany z osadu stonego jeziora
z terenu Wschodniej Antarktydy [7]. Wykazuje on
87,9% podobienstwo do izolatu cvE6 nalezacego do
rodziny Simkaniaceae [19]. Poniewaz oba nie reagowaly
ze starterami specyficznymi dla S. negevensis, sugeruje
sie, ze stanowig one osobna lini¢. Réwniez do niesklasy-
tikowanych chlamydii sSrodowiskowych, nalezg bakterie
zidentyfikowane genetycznie w cystach nablonkowych
skrzeli ptawikonika australijskiego (CRG20) i okonia
srebrzystego (CRG18) oraz z cyst skrzeli i skory bara-
mundi (CRG98) [55]. Analiza filogenetyczna wykazala,
ze nie nalezg one do rodzin w rzedzie Chlamydiales,
a grupuja sie odpowiednio CRG20 z R. porcellionis,
CRG18 z endosymbiontami ameb TUME1 i UWC22,
zas§ CRGI8 tworzy odrebng linig, pomiedzy liniami
z Piscichlamydia salmonis i R. porcellionis [55]. Takze
do chlamydii srodowiskowych, przynalezy otrzymany
z biofilmu ze zbiornika wody w Hiszpanii izolat CRIB32
[14], ktory tworzy osobna lini¢ w analizie genetycznej
i wykazuje 85,6-88,7% podobienstwo do innych bakterii
z rzgdu Chlamydiales [14].

10. Podsumowanie

Z przedstawionych faktéw wynika, ze chlamydie $ro-
dowiskowe sa mikroorganizmami powszechnie wyste-
pujacymi w $rodowisku, zaréwno wodnym jako endo-
symbionty ameb, krewetek czy ryb, ale takze ladowym,
gdyz stwierdza si¢ je u owadow i ssakéw. Wsrod nich
sa bakterie patogenne dla cztowieka, izolowane gtéwnie
ze schorzen ukladu oddechowego i sa to Parachlamydia
acanthamoebae, Protochlamydia naegleriophila i Simka-
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nia negevensis lub z przypadkéw poronien u kobiet i jest
to Waddlia chondrophila. Bakterie te izolowano nie tylko
od ssakow (bydlo, koty), ale takze od gadow (np. weze,
z6twie, jaszczurki). Wykazujg tez zdolnos¢ do infeko-
wania takich komoérek jak monocyty/makrofagi. Fakty
te, czyli powszechne wystepowanie ich w $rodowisku
oraz potencjal chorobotwoérczy, dowodzi koniecznosci
przyblizania ich biologii, gdyz staja si¢ one nowymi
patogenami dla ssakow, w tym czlowieka.
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