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1. Wstep. 2. Strategie immunomodulacyjne pokswiruséw. 3. Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB jako cel komoérkowy
immunomodulacji wirusowej. 4. Interakcje wirusa krowianki (VACV) z NF-kB. 5. Wplyw wirusa ospy myszy (ektromelii; ECTV) na
aktywacje NF-kB. 6. Interferencja wirusa ospy bydta (CPXV) z aktywacja NF-xB. 7. Podsumowanie

Model studies on smallpox pathogenesis: the influence of vaccinia, mousepox and cowpox orthopoxviruses
on the activation of transcription factor NF-xB

1. Introduction. 2. Poxvirus immunomodulatory strategies. 3. The NF-xB family of transcription factors as a cellular target for viral
immunomodulation. 4. Interactions between vaccinia virus (VACV) and NF-xB. 5. The influence of mousepox (ectromelia; ECTV) virus
on the activation of NF-kB. 6. Cowpox virus (CPXV) interference with the activation of NF-kB. 7. Summary

Abstract: Successful replication of the viral genome and the spreading of progeny virions are ensured by a repertoire of virus-encoded
immunomodulatory proteins, which enable avoiding different mechanisms of cell response which are directed against pathogens. These
strategies have also been evolved by poxviruses, which are being studied extensively due to the threat of the recurrence of smallpox caused
by variola virus (VARV). This work describes three model viruses that are used in smallpox pathogenesis studies: vaccinia virus (VACV),
ectromelia virus (ECTV) and cowpox virus (CPXV) and their influence on nuclear factor kB (NF-kB) activation. NF-xB is a widely studied
multifunctional transcription factor that regulates both innate and adaptive mechanisms of immune response. The classical pathway of
NF-xB activation is stimulated by viral infections; moreover, it can be modified by viral gene products. Poxvirus immunomodulatory
proteins that interfere with NF-xB activation can be divided into several groups: ligand inhibitors, intracellular inhibitors of NF-xB,
ankyrin repeat (ANK) NF-xB inhibitors and PYRIN domain (PYD) NF-kB inhibitors. The studies on their influence on the host immune

response will lead to better understanding of viral pathogenesis and may help in drug and vaccines engineering in the future.

Stowa kluczowe: immunomodulacja, NF-kB, wirus krowianki, wirus ospy bydla, wirus ospy myszy (ektromelii)
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1. Wstep

Choroby wirusowe od wiekéw stanowia duze wyzwa-
nie dla ludzi i zwierzat oraz rozwijajacej sie medycyny.
Wiele czynnikéw je wywolujacych, jak np. wirus grypy
typu A (influenza virus A, H5N1), ludzki wirus nie-
doboru odpornosci (human immunodeficiency virus,
HIV), wirus brodawczaka ludzkiego (human papillo-
mavirus, HPV), jest przedmiotem projektéw badaw-
czych Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health
Organization, WHO), prowadzonych w réznych krajach
oraz obiektem szczegdlnie zintensyfikowanych badan
nad szczepionkami. W zwigzku ze zmienno$cig anty-
genowa patogenow takich jak HIV, trwa nieustanny
~Wyscig zbrojen” pomiedzy naukowcami a wirusami,
z ktérych liczne wcigz stanowia powazne zagrozenie dla
zdrowia ludzkosci. Ponadto, wyksztalcone w toku ewo-
lucji przystosowania, polegajace na modulacji mecha-
nizméw odpowiedzi immunologicznej, umozliwiaja

wirusom przetrwanie i efektywna replikacje w komor-
kach gospodarza.

Pokswirusy, ludzkie i zwierzece dsDNA wirusy
o duzym genomie (130-360 kpz), zawierajacym zwykle
ponad 150 gendw, stanowia grupe patogenéw zdolnych
do efektywnej immunomodulacji. Ich cykl replikacyjny
przebiega wylacznie w cytoplazmie zakazonych komo-
rek, co wyrdznia je sposréd innych dsDNA wiruséw
[52]. Patogeny te naleza do rodziny Poxviridae, obej-
mujacej dwie podrodziny: Chordopoxvirinae, wirusy
kregowcow i Entomopoxvirinae, wirusy owadow oraz
niesklasyfikowane dotad trzy gatunki wiruséw. Do
podrodziny Chordopoxvirinae zalicza si¢ osiem rodza-
jow: Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Mol-
luscipoxvirus, Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Suipoxvirus
i Yatapoxvirus. Rodzaj Orthopoxvirus obejmuje wirusy:
ospy prawdziwej (variola virus, VARV), krowianki (vac-
cinia virus, VACV), ektromelii - ospy myszy (ectromelia
virus, ECTV), ospy bydta (cowpox virus, CPXV), ospy
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malp (monkeypox virus, MPXV) i inne [68]. VARV,
jeden z najbardziej znanych i groznych wirusow, zostat
pokonany dzigki kampanii masowych szczepien, prze-
prowadzonej w latach 1967-1977 przez WHO, ktéra
w 1980 roku oglosita raport o wyeliminowaniu zachoro-
wan na ospe prawdziwa [94]. Pomimo tego osiagnigcia,
wciaz istnieje prawdopodobienstwo ponownego poja-
wienia si¢ ospy ludzkiej, poniewaz nie mozna wyklu-
czy¢ istnienia rezerwuaru VARV w przyrodzie. Wirus
ten przechowywany jest obecnie w dwdch laboratoriach
znajdujacych sie¢ w USA (US CDC&P, Atlanta) oraz
w Rosji (Instytut Wirusologii, Moskwa), a mozliwo$¢
jego uzycia w celu ataku bioterrorystycznego potwierdza
zasadno$¢ badan modelowych i innych prowadzacych
do opracowania nowoczesnych, wydajnych prepara-
tow profilaktycznych (np. szczepionek) i leczniczych
przeciwko ospie prawdziwej [9, 64]. Warto réwniez
zaznaczy¢, iz obecnie ortopokswirusy stanowig zagro-
zenie zaréowno dla zwierzat laboratoryjnych (ECTV),
jak i hodowlanych czy dziko Zyjacych oraz sg zrodtem
chorob odzwierzecych (VACV, CPXV, MPXV). VARV
i ECTV wykazuja specyficzno$¢ w stosunku do jednego
gospodarza (odpowiednio: cztowiek i mysz), zas CPXV
jest patogenem endemicznym wystepujacym u szczurow
i powodujacym zakazenia u bydfa oraz u ludzi [33].

Zakazenia ortopokswirusowe moga przybiera¢ for-
me uogdlniong (ospa myszy), badZ miejscowg (ospa
bydta) lub obydwie z wymienionych (ospa prawdziwa)
i powoduja wystapienie zmian skérnych w postaci
wysypki, a uogdlniona infekcja moze prowadzi¢ do
$mierci [55]. Do badan nad patogeneza ospy prawdzi-
wej wykorzystuje sie VACV, CPXV i ECTYV, ktory jest
naturalnym patogenem genetycznie wrazliwych szcze-
pow myszy [33], uzywanej jako organizm modelowy do
takich doswiadczen.

Niniejsza praca przedstawia roznorodnos$¢ wyksztal-
conych przez ortopokswirusy mechanizméw immuno-
modulacyjnych, w wyniku ktérych dochodzi do zmian
w aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego
NF-«B (nuclear factor kB). Bialko to pelni liczne funk-
cje w komorce i moze by¢ uznane za cel terapeutyczny
w leczeniu choréb wirusowych.

2. Strategie immunomodulacyjne pokswirusow

Pokswirusy koduja liczne bialka, ktére umozliwity
tym patogenom uniezaleznienie si¢ od maszynerii trans-
krypcyjnej gospodarza, a takze, zaklocanie ekspresji
gendéw zakazonych komorek, bez zaburzania ekspre-
sji ich wlasnych gendw [60, 62]. W procesie replikacji
genomu pokswiruséw biorg udzial produkty wysoce
konserwatywnych gendéw, wystepujacych w centralnej
jego czesci, z ktorej region o dlugosci 100 kpz charak-
teryzuje ponad 90% podobienstwo wsréd wirusow
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z rodzaju Orthopoxvirus 30, 40]. Badania nad VACV
wykazaty, iz okolo 25% z 200 otwartych ramek odczytu
(open reading frames, ORFs) nie jest koniecznych do
replikacji tego wirusa in vitro, co wigcej, wiele z nich
koduje biatka, ktére stuzg modyfikacji odpowiedzi
immunologicznej gospodarza podczas cyklu replika-
cyjnego VACV. Wigkszos¢ gendw, kodujacych takie
modyfikatory, obecna jest w rejonach terminalnych
genomu i charakteryzuje sie duzg zmienno$cig w obre-
bie rodziny Poxviridae, a wystapienie nawet kilku zmian
w sekwencji aminokwasowej izologdw biatek nalezacych
do réznych pokswiruséw wigze si¢ ze zmiang ich spe-
cyficznosci. Bialka te to modyfikatory mechanizmoéw
odpornosciowych gospodarza (host-response modi-
fiers, HRMs), uznawane za niezbedne do utrzymania
sie wirusa w $rodowisku, poniewaz wptywajg na procesy
przeciwdzialajace jego replikacji i rozprzestrzenianiu si¢
w zakazonym organizmie. Zadaniem HRM:s jest bowiem
modyfikacja mechanizméw odpowiedzi na zakazenie,
proceséw syntezy makromolekut w komérce gospoda-
rza, a takze apoptozy [21].

Immunomodulatory pokswirusowe stuzg ,,ukrywa-
niu si¢” wirusa w komorece, jego transdukcji oraz mimi-
krze wirusowej [47]. Do takich modyfikatoréw nalezy
m.in. biatko wczesne M153R, ktére zostalo odkryte
u nalezacego do rodzaju Leporipoxvirus wirusa myk-
somatozy (myxoma virus, MYXV). Wystepuje ono
w retikulum endoplazmatycznym (endoplasmic reti-
culum, ER) i przeznacza do degradacji w lizosomach
biatka gtéwnego ukladu zgodnosci tkankowej klasy I
(major histocompatibility complex classI, MHC-I)
zwigzane z 32-mikroglobuling. Wystepujac w roli ligazy
ubikwityny, M153R przyczynia si¢ réwniez do lizoso-
malnej degradacji CD4 [41, 56]. Takie przystosowania
stuza unikaniu odpowiedzi ze strony mechanizméw
wrodzonych, a takze komoérkowych mechanizméw
obrony przeciwwirusowej, w ktorej uczestnicza komorki
»haturalni zabdjcy” (natural killers, NK) i limfocyty T
cytotoksyczne (cytotoxic T lymphocytes, CTL). Istot-
nym elementem tej obrony jest apoptoza zakazonych
komorek, ktora podlega skutecznej modulacji przez
pokswirusowe biatka, takie jak MC159 wirusa mie-
czaka zakaznego (molluscum contagiosum virus,
MCV) z rodzaju Molluscipoxvirus. MC159 zawiera
dwie domeny efektorowe smierci (death effector doma-
ins, DEDs), ktdre zapobiegaja apoptozie indukowanej
przez tzw. receptory $mierci [7]. Inne bialko, p28 ECTYV,
w wyniku interakcji z kaspaza 3, blokuje apoptoze
komorek indukowang przez UV [14]. Do inhibitoréw
apoptozy naleza réwniez wewnatrzkomoérkowe serpiny
jak, na przyktfad, biatko modyfikujace odpowiedz cyto-
kinowg CrmA (cytokine response modifier A) CPXYV,
ktére hamuje zaréwno wewnetrzny, jak i zewnetrzny
szlak apoptotyczny [71]. Bialka CrmA i CrmD blokuja
apoptoze dzieki odpowiednio: inhibicji kaspaz: 1 oraz
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8 i poprzez wigzanie czynnika martwicy nowotworu a
(tumor necrosis factor-a, TNF-a) [53, 92]. Wigzanie
TNF-a, a takze innych molekul gospodarza, umozli-
wiaja, stuzace mimikrze wirusowej, modulatory zwane
wiroreceptorami i wirokinami. Modyfikatory te ingeruja
w szlaki zewnatrzkomorkowe, stuzace regulacji wezesnej
odpowiedzi przeciwzapalnej na poziomie dopelniacza,
interferonéw (interferon, IFN), cytokin prozapalnych,
chemokin i czynnikéw wzrostu [47]. Do takich immu-
nomodulatoréw zalicza si¢, miedzy innymi, wirusowy
receptor interleukiny 1§ (viral IL-1p receptor, VIL1BR),
cytokiny odpowiadajacej za zapoczatkowanie procesu
zapalnego podczas zakazenia i indukujacej aktywnos¢
wielu innych cytokin o rozmaitych funkcjach. vIL1BR
wykazuje podobienstwo sekwencji do zewnatrzkomor-
kowej domeny receptora IL-1p typu II i zapobiega wig-
zaniu z nim tej cytokiny. Wiroreceptor ten wystepuje
u VACV, ECTV i CPXYV, jakkolwiek roznice w sekwencji
aminokwasowej bialek kodowanych przez te patogeny
majg wplyw na rézng zdolnos¢ wigzania przez nie IL-1.
Stwierdzono bowiem, iz zdolnos¢ ta jest stabsza w przy-
padku biatka kodowanego przez ECTV [21]. Innym,
znanym wiroreceptorem jest wirusowy receptor TNF
(viral TNF receptor, vINFR), wigzacy TNF-a, cytoking
zaangazowang w odpowiedz przeciwwirusowa. vINFR
wystepuje pod postacig roznych bialek kodowanych
przez geny Crm CPXYV, a ich ortologi obecne sa w geno-
mach VARV, ECTV i innych ortopokswirusow.

Do bialek kodowanych przez t¢ grupe patogenéw
nalezg takze wirokiny, do ktorych zalicza si¢ biatka
wigzace IL-18 (IL-18 binding proteins, IL-18BPs). IL-18
jest cytoking prozapalng, indukujaca IFN-y oraz inne
cytokiny i chemokiny, a takze aktywujacg komorki NK.
IL-18BPs stanowia rodzine bialek pokswirusowych
(wystepuja, miedzy innymi, u VACV, ECTV, MCV),
wykazujacych duze podobienstwo sekwencji i sposobu
wigzania tej cytokiny, lecz niehomologicznych w sto-
sunku do komérkowego receptora IL-18 [1, 31]. Innym
biatkiem o podobnych wilasciwosciach, wykazujacym
wysoka konserwatywnos¢ w obrebie ortopokswirusow
(w przypadku ECTV jedynie szczep Mill Hill nie wytwa-
rza tego bialka), jest rozpuszczalny inhibitor chemokin
typu CC, wirusowe biatko wigzace chemokiny typu CC
(viral CC chemokine-binding protein, vCC-CKBP) [83].
Ponadto, ortopokswirusy koduja homologi receptora
komoérkowego IFN-y (viral IFN-y receptor, vVIFN-yR),
dzieki ktorym hamuja dzialanie tej cytokiny [84].

Przedstawiony powyzej repertuar pokswirusowych
immunomodulatoréw daje obraz wyksztalconych przez
te patogeny w toku ewolucji doskonatych przystosowan,
ktore swiadczg o ich wyjatkowych zdolnosciach adapta-
cyjnych. Ze wzgledu na centralng rol¢ czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB w regulacji proceséw zwigzanych
ze szlakami komorkowymi, obejmujgcymi aktywacje
wyzej wymienionych molekul, jak réwniez z wrodzo-
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nymi i nabytymi mechanizmami odpowiedzi immu-
nologicznej, jest on celem wirusowych mechanizméw
immunomodulacyjnych, dzialajgcych na réznych eta-
pach jego aktywacji.

3. Rodzina czynnikow transkrypcyjnych NF-xB
jako cel komorkowy immunomodulacji wirusowej

Ekspresja genéw w komoérkach eukariotycznych
podlega Scistej regulacji, ktéra odbywa sie gtéwnie na
etapie transkrypcji. Przebieg tego procesu uzalezniony
jest za$ od aktywnosci bialek regulatorowych, zwanych
czynnikami transkrypcyjnymi, sposréd ktérych NF-kB
jest niezwykle popularnym obiektem badan. Wynika to
z pelnionych przez to biatko licznych funkcji, do ktérych
nalezy, miedzy innymi, regulacja cyklu komoérkowego,
udzial w procesie apoptozy, czy indukcja wrodzonych
i nabytych mechanizméw odpowiedzi immunologicznej
podczas zakazen bakteryjnych i wirusowych. W zwigzku
z rolg, jaka NF-xB pelni podczas zakazen wirusowych,
zmiany aktywnosci tego czynnika powodowane przez
niektdre wirusy przyczyniaja si¢ do skutecznej replikacji
i rozprzestrzeniania si¢ tych patogenéw w zakazonym
organizmie [44].

Odkrycie w 1986 r. NF-kB, jadrowego czynnika
wiazacego sekwencje wzmacniajaca genu fancucha lek-
kiego k immunoglobulin [78] w limfocytach B myszy,
zapoczatkowalo liczne badania nad udziatem tego biatka
w réznych procesach, w tym w odpowiedzi immuno-
logicznej. Czynnik transkrypcyjny NF-kB, zidenty-
tikowany réwniez u Drosophila melanogaster, wyste-
puje u kregowcow jako konserwatywny ewolucyjnie
element [39]. Bialka z rodziny NF-kB, zwanej réwniez
Rel, ze wzgledu na ich homologi¢ z wirusowa onkopro-
teing v-Rel, charakteryzuje obecnos¢ N-terminalnej
domeny homologicznej Rel (Rel homology domain,
RHD), ktdra uczestniczy w wigzaniu tych czynnikéw
z DNA, ich dimeryzacji, translokacji do jadra komor-
kowego oraz w interakcji NF-«xB z bialkami inhibito-
rowymi [37, 69].

Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB obej-
muje pie¢ ssaczych bialek: RelA (p65), RelB, c-Rel,
NF-kB1 (p50) i NF-kB2 (p52), z ktérych dwa ostat-
nie powstaja w wyniku modyfikacji potranslacyjnych
prekursora (odpowiednio: p105 i pl100). Wykazano
obecnos¢ NF-kB w niemal wszystkich typach ssa-
czych komorek, w ktérych wystepuje on w postaci
homo- i heterodimeréw. Biatka nalezgce do rodziny
NF-«xB pelnig role zaréwno aktywatoréw transkryp-
cji, jak i represoréw tego procesu (homodimery p50/
p50 lub p52/p52). Induktorem transkrypcji genow jest
C-terminalna domena transaktywujaca (transactivation
domain, TAD) obecna w czasteczkach trzech biatek tej
rodziny: p65, RelB i c-Rel. Biatko p65 zawiera dwie takie
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Rys. 1. Klasyczna droga aktywacji NF-kB

Oddzialywanie czynnikéw, takich jak cytokiny prozapalne (IL-1f, TNF-a) czy molekularne wzorce patogennosci (PAMPs) z receptorami na powierzchni

komorki prowadzi do aktywacji kinazy IkB (IKK), ztozonej z podjednostek IKKa, IKKp i IKKy. Aktywna kinaza IKK fosforyluje inhibitor IkBa, ktory ulega

nastepnie ubikwitynacji i degradacji w proteasomie. Uwolniony czynnik NF-kB w postaci heterodimeru p65/p50 przemieszcza si¢ do jadra komorkowego,
gdzie reguluje transkrypcje odpowiednich gendéw.

domeny, dlatego jest ono najsilniejszym aktywatorem
tego procesu [76].

NF-kB nalezy do grupy czynnikéw transkrypcyjnych
zwanych utajonymi czynnikami cytoplazmatycznymi,
ktére wystepuja w formie nieaktywnej w cytoplazmie
komorki. Ich aktywacja nastepuje w wyniku wysoce spe-
cyficznej reakcji typu polipeptyd-receptor, polegajacej
na zwiazaniu bialkowej molekuty sygnalowej z recep-
torem powierzchniowym komorki i uruchomieniu
kaskady sygnatéw wewnatrz komorki [15]. W wyniku
takich oddzialywan dochodzi do transkrypcji genow
kodujacych cytokiny, czasteczki adhezyjne, enzymy, czy
receptory komdrkowe, ktdre biorg udziat w réznych pro-
cesach, w tym obronnych i zwigzanych z zapaleniem [6].
Okresleniu roli poszczegolnych biatek z rodziny NF-kB
postuzyty zwierzeta transgeniczne. Myszy z nokautem
genu kodujacego podjednostke p65 wykazywaly letalny
fenotyp embrionalny wraz z rozlegla apoptoza komorek

watroby [8]. Uszkodzenie genu relB powodowato z kolei
atrofie grasicy, a c-rel - zmniejszenie produkcji cytokin
przez limfocyty T i makrofagi, za$ nokaut genéw nfkb1
i nfkb2 skutkowat uposledzong reakcja ze strony limfo-
cytéw B [20].

Klasyczna droga aktywacji NF-xB (Rys. 1) induko-
wana jest przez cytokiny prozapalne (IL-1p, TNF-a),
receptory Toll-podobne (Toll-like receptors, TLRs)
badz wirusy i stanowi kluczowy element wrodzonych
mechanizméw odpowiedzi immunologicznej [25, 51].
W przebiegu klasycznej aktywacji NF-kB, wystepujacego
w komorkach najcze$ciej w postaci heterodimeru p65/
p50, dochodzi do fosforylacji reszt serynowych (Ser32
i Ser36) inhibitora kBa (inhibitor kBa, IkBa), i, w kon-
sekwencji, odblokowania sekwencji sygnatowej NF-«B,
zwanej sygnalem lokalizacji jadrowej (nuclear locali-
zation signal, NLS), ktora ostaniana jest przez bogata
w proline, kwas glutaminowy, seryng i treoning (proline,
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glutamic acid, serine, and threonine, PEST) C-koncowa
domene inhibitora. Dzieki temu dochodzi do transloka-
cji NF-xB do jadra komodrkowego i degradacji ufosfo-
rylowanego i ubikwitynowanego biatka IkBa w protea-
somie [10, 69]. Centralnym regulatorem tego procesu
jest kompleks kinazy IkB (IkB kinase, IKK), ktéry bierze
udziat w fosforylacji inhibitora. Aktywno$¢ IkBa, z kolei,
podlega regulacji w ten sposob, iz gen kodujacy IkBa
znajduje si¢ pod kontrola NF-«xB, w zwiazku z czym
zwigkszona aktywnos¢ inhibitora pomaga w indukcji
sekwestracji NF-xB w cytoplazmie [46, 73].

NF-kB moze by¢ réwniez aktywowany na drodze
alternatywnej lub indukowanej uszkodzeniami DNA.
Pierwsza z nich stymulowana jest m. in. receptor lim-
fotoksyny B (lymphotoxin { receptor, LTBR), receptor
czynnika aktywujacego limfocyty B (B cell activating
factor receptor, BAFFR), czy CD40 i obejmuje aktywa-
cje IKKa i kinazy aktywujacej NF-xB (NF-xB-inducing
kinase, NIK) oraz czesciowa degradacje prekursora pod-
jednostki p52, p100. Taki sposdb aktywacji NF-«B jest
konieczny dla rozwoju i aktywacji limfocytéw. Ponadto,
$ciezke t¢ moga indukowa¢ niektére wirusy, takie jak
ludzki wirus biataczki T-limfocytarnej typu 1 (HTLV-1).
Trzecig droge aktywacji NF-«B, nie obejmujgcg aktywa-
¢ji IKK, stymuluja czynniki uszkadzajace DNA, takie jak
zwigzki chemiczne czy UV [25, 27].

Czynnik NF-xkB aktywowany jest, jak juz wspo-
mniano, podczas zakazen wirusowych. Co wiecej, pato-
geny te, jak np. HIV typu 1 (HIV-1), HTLV-1, wirus
zapalenia watroby typu B (HBV), wirus zapalenia
watroby typu C (HCV), wirus grypy czy adenowirusy,
wykazujg zdolnos¢ do interakeji ze szlakami aktywacji
NF-kB, co pozwala unikng¢ mechanizméw efektoro-
wych gospodarza. Dodatkowo, w genomie niektérych
wirusow, jak HIV, wirus opryszczki pospolitej (HHV-1/
HSV-1), adenowirusy, cytomegalowirus (CMV), wyste-
puja miejsca wigzania tego czynnika transkrypcyjnego,
zwane miejscami kB [66], ktére moga przyczyniac si¢
do zwiekszenia efektywnosci transkrypcji wirusa. Takie
przystosowania pozwalaja na ucieczke przed mechaniz-
mami efektorowymi zakazonego gospodarza i stwo-
rzenie warunkow sprzyjajacych skutecznej replikacji
genomu wirusowego.

Pokswirusy stanowig grupe patogendw zdolnych do
modulacji $ciezek sygnatowych komorki gospodarza
w sposob umozliwiajacy efektywna ich replikacje. NF-xB
jest szczegdlnym celem takiej modulacji, poniewaz eks-
presja pokswirusowych genéw zachodzi w cytoplazmie
zakazonej komorki, gdzie czynnik ten ulega aktywa-
cji. Pokswirusowe biatka immunomodulatorowe mozna
zaklasyfikowa¢ do kilku grup, ktére obejmujg: inhibi-
tory ligandow, wewnatrzkomoérkowe inhibitory NF-«B,
inhibitory NF-kB zawierajace powtorzenia ankirynowe
(ankyrin repeats, ANK) oraz inhibitory NF-«kB zawiera-
jace domene PYRIN (PYRIN domain, PYD) [60].
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4. Interakcje wirusa krowianki (VACV) z NF-xB

Wirus krowianki, VACYV, prototypowy patogen o nie-
wyjasnionym dotad pochodzeniu, ktéry postuzyt do
produkcji szczepionki przeciwko ospie prawdziwej, jest
popularnym modelem do badan nad patogenezg orto-
pokswiruséw. W przyrodzie istnieje kilka jego warian-
tow, ktore moga by¢ réwniez chorobotworcze dla czlo-
wieka. Nalezy do nich, uwazany za podgatunek VACYV,
wirus ospy bawotdw. Jest on rozpowszechniony na caltym
swiecie i wystepuje u ludzi, bydta, bawolow i krélikow,
a jego rezerwuarem s glownie gryzonie [29]. VACV
przenosi sie ze zwierzat na czlowieka podczas dojenia,
a uszkodzenia skory strzykow sprzyjaja jego transmisji
przez dojarzy na inne zwierzeta. Zoonotyczne szczepy
VACYV, wystepujace np. w Brazylii, powoduja u bydla
iludzi objawy grypopodobne, a takze wystapienie krost
i owrzodzen oraz powigkszenie weztéw chlonnych i po
kilku tygodniach pozostawiajg charakterystyczne blizny
[81]. Ponadto, stwierdzono przypadki zakazen VACV
u ludzi pracujacych w laboratoriach badawczych [17].
Poza zagrozeniem dla zdrowia publicznego, VACV sta-
nowi zrédlo strat ekonomicznych. Z drugiej strony jed-
nak, wirus ten jest obecnie bardzo uzyteczny, poniewaz
wykorzystuje si¢ go jako wektor do konstrukcji szczepio-
nek, na przyktad, przeciwko wsciekliznie, a takze jako
no$nik duzych sekwencji DNA, ktére nie pozbawiajg
go zdolnosci do replikacji [88], co czyni VACV dobrym
narzedziem inzynierii genetyczne;j.

VACYV oraz inne ortopokswirusy sa obiektem licz-
nych badan, zmierzajacych, miedzy innymi, do opraco-
wania szczepionki przeciwko ospie prawdziwej — cho-
roby, ktora wciaz stanowi zagrozenie dla ludzkosci. Jak
juz wspomniano, konserwatywne bialka kodowane
przez te patogeny wykazuja zdolno$¢ do modulacji $cie-
zek sygnatowych zwiazanych z, migdzy innymi, aktywa-
¢ja czynnika transkrypcyjnego NF-xB (Tab. I).

W genomie VACV stwierdzono obecno$¢ genow
kodujacych inhibitory ligandéw, takie jak wirusowe
receptory TNF i IL-1p, a takze IL-18BP i wykazano, iz
delecja genu VACV szczepu Western Reserve (VACV
strain Western Reserve, VACV-WR), kodujacego IL-18BP
powoduje atenuacje tego wirusa [2, 79, 85, 90]. Immu-
nomodulatorowe biatka VACV to takze wewnatrzko-
morkowe inhibitory NF-kB, ktére moga mie¢ wptyw na
mechanizmy wrodzone odpowiedzi immunologicznej,
przebiegajace z udzialem TLRs. Receptory te rozpoznaja
tzw. molekularne wzorce patogennosci (pathogen-asso-
ciated molecular patterns, PAMPs), do ktérych naleza,
na przyklad, lipopolisacharydy (lipopolysaccharides,
LPS) bakterii Gram-ujemnych, kwas lipotejchojowy,
biatka drozdzy, czy kwas nukleinowy wiruséw (jedno-
lub dwuniciowy RNA) [58]. Zakldcanie przekazywania
sygnalow przez TLRs, i, w konsekwencji, interferencja
z aktywacja NF-xB zachodzi przy udziale bialek VACV,
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Tabela I

Biatka immunomodulatorowe modelowych ortopokswiruséw i ich oddzialywanie z NF-«xB

Grupa biatek

Funkgja

Inhibitory ligandow

e wigzanie IL-1fB, TNF-a, CD153 (wiroreceptory: vIL1BR, vINFR, vCD30)
e wigzanie IL-18 (wirokiny: IL-18BPs)

Wewnatrzkomoérkowe inhibitory NF-xB

e zaktocanie przekazywania sygnatow przez IL-1 1 TLRs (A46R, A52R, N1L)
e hamowanie aktywnos$ci IKK (B14)

e hamowanie aktywnosci PKR (E3L, K3L)

e hamowanie aktywnosci ERK2 (M2L)

Inhibitory NF-kB zawierajace powtdrzenia ankirynowe | ® zaktocanie przekazywania sygnatow przez TLRs (K1L)
e zapobieganie degradacji [kBa (K1L)
e wigzanie i hamowanie aktywacji NF-xB (ECTV-002, CPXV-006, CP77)

A46R i A52R. A46R, dzigki podobienstwu sekwen-
cji aminokwasowej tego biatka do cytoplazmatyczne;j
domeny receptora Toll/IL-1 (Toll/IL-1 receptor, TIR),
dziala jako antagonista przekazywania sygnaldéw przez
IL-11iTLRs, przy czym ma ono zdolno$¢ do czesciowe;j
inhibicji aktywacji NF-kB przez IL-1. A52R za$, efek-
tywnie blokuje aktywacje NF-xB indukowana przez
IL-1 oraz TLR4. Odkrycie takich oddziatywan dato
mozliwos¢ lepszego poznania zaleznych od domeny
TIR $ciezek sygnalowych, aktywowanych podczas zra-
nien i zakazen (zwlaszcza wirusowych) i zwigzanych
z nimi mechanizméw ucieczki przed odpowiedzia
immunologiczng gospodarza [13]. Dalsze badania nad
oddzialywaniem wirusowych bialek z TLRs pokazaly, iz
A52R jest wewnatrzkomoérkowym inhibitorem sygnalow
przekazywanych przez rézne rodzaje tych receptorow
i, w konsekwencji, czynnikiem blokujacym aktywacje
NF-xB. Szczegélnym celem takiej immunomodulacji
jest TLR3, ktory, jako receptor wirusowego RNA, jest
istotnym elementem odpowiedzi wrodzonej podczas
zakazen spowodowanych tymi patogenami [58]. Wyka-
zano rowniez, iz zaréwno A52R, A46R, jak i inne biatka
VACV: NI1L oraz K1L, wykazuja zdolno$¢ do hamo-
wania w pierwotnych komoérkach mikrogleju szlakow
sygnatowych zaleznych od TLRs. Jest to istotne odkrycie
ze wzgledu na wazng role komorek mikrogleju w oérod-
kowym ukladzie nerwowym (OUN), gdzie indukuja one
wrodzone mechanizmy odpowiedzi immunologicznej,
skierowanej przeciwko patogenom [70].

Kluczowym regulatorem wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej podczas zakazen wirusowych jest
podjednostka IKK kinazy IKK [24]. IKK jest zatem
doskonatym celem dla patogendéw, takich jak pokswi-
rusy, ktore oddziatuja z IKK za pomocg konserwatyw-
nego w obrebie rodziny Poxviridae bialka B14 [22]. Ten
wewnatrzkomorkowy czynnik wirulencji zostat odkryty
u VACV-WR, a jego ekspresja w komoérkach linii HeLa
zapobiega aktywacji NF-xB indukowanej przez TNF-aq,
IL-1PB, kwas poli I:C oraz 12-mirystynian, 13-octan for-
bolu (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA). Dowie-
dziono réwniez, iz zakazenie mutantem VACV z delecja

genu BI4R (vAB14) skutkuje wyzszym poziomem ufos-
forylowanego bialka inhibitorowego IxBa w komorece,
przy poréwnywalnym poziomie IkBa w stosunku do
komorek zakazonych wirusem wykazujacym ekspresje
tego genu. Na tej podstawie stwierdzono, iz B14 oddzia-
tuje na aktywno$¢ IKK i dowiedziono istnienie takiego
oddzialywania w komoérkach linii MEF i HeLa. Dodat-
kowo zaobserwowano, iz obecnos¢ podjednostki IKKp
jest konieczna do interakcji B14 z IKK [23].

Aktywacja NF-kB moze ulega¢ zaktéceniom réow-
niez na etapie degradacji inhibitora IxkBa przez zawie-
rajace powtdrzenia ankirynowe biatko K1L, kodowane
przez dziki szczep VACV, zwany Ankara. Insercja,
pochodzacego od tego szczepu i zawierajacego trzy
geny, w tym KIL, fragmentu DNA o dlugosci 5,2 kpz
do DNA atenuowanego, zmodyfikowanego wirusa kro-
wianki szczep Ankara (modified vaccinia virus Ankara,
MVA) i poréwnanie wplywu zakazenia takim wirusem
i VACV-WR (dziki szczep z delecjg KIL) na aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF-kB dala wynik pokazu-
jacy, iz K1L odgrywa role nie tylko inhibitora NF-xB
w komorkach linii RK13, ale réwnieZ represora trans-
krypcji genu kodujacego TNE, ktora podlega regulacji
przez ten czynnik [80].

Pokswirusy, w tym réwniez VACV, oddzialuja takze
na aktywno$¢ kinazy biatkowej R, aktywowanej przez
dwuniciowy RNA (protein kinase R, PKR). Enzym
ten pelni funkcje mediatora odpowiedzi antywiruso-
wej zwigzanej z dziataniem IFN oraz aktywuje NF-xB
poprzez fosforylacje IxB [50], a stymulacja dsRNA
komorek z defektem kinazy PKR skutkuje uposledzona
aktywacja NF-xB. Inaktywacja S$ciezki sygnalowej
kinazy PKR moze zachodzi¢ dzigki wigzaniu dsRNA
przez bialko E3L VACYV, co zapobiega aktywacji PKR
przez dsRNA. Inne biatko VACV, K3L, z kolei, unie-
mozliwia wigzanie podjednostki o eukariotycznego
czynnika inicjacji translacji 2 (a subunit of eukaryotic
translation initiation factor-2, eIF-2a) przez kinaz¢ PKR,
przeciwdzialajac tym samym fosforylacji eIF-2a. W ten
sposob aktywnos¢ kinazy zostaje zniesiona, i w efekcie
nie zachodzi indukowany przez PKR proces apoptozy,



BADANIA MODELOWE NAD PATOGENEZA OSPY PRAWDZIWE] 161

w ktorym, oprocz elF-2a, bierze takze udzial NF-xB [38,
48]. Dalsze badania dowiodly, iz PKR ulega aktywacji
na wczesnym etapie zakazenia VACYV, jesli wirus ten
nie wykazuje ekspresji bialka K1L, ktére ma zdolnos¢
hamowania aktywacji PKR przez wczesne lub pozine
transkrypty genéw VACV [93].

VACV oddzialuje na aktywacje NF-kB réwniez za
pomocg wysoce konserwatywnego wsrod ortopokswi-
rusow biatka M2L, ktére hamuje aktywnos¢ kinazy akty-
wowanej zewnatrzkomorkowo 2 (extracellular regulated
kinase 2, ERK2), indukujacej IKK. Badania z Zyciem
komérek linii HEK 293T zakazonych rekombinowa-
nym wirusem MVA, wykazujacym ekspresje tego biatka,
wykazaty obnizong fosforylacj¢ ERK2 w wymienionych
komérkach. Ponadto, wprowadzenie do tych komoérek
konstruktu rekombinowanego wirusa MVA powodo-
walo oslabienie migracji NF-kB do jadra komorko-
wego [36]. Zaobserwowano réowniez kolokalizacje M2L
z biatkami ER i ekspresje tego biatka we wczesnych sta-
diach zakazenia VACV. Kolokalizacja z biatkami retiku-
lum oraz obecnos¢ sekwencji sygnalnej biatka M2L sa
konieczne do inhibicji NF-kB. Dodatkowo wykazano,
iz brak motywu c-koncowego (tzw. ER retention motif)
M2L zapobiega hamowaniu NF-kB i nie zaburza procesu
translokacji NF-xB do jadra komérkowego. Wyniki tych
badan wskazuja na udzial biatka M2L w patogenezie in
vivo oraz na mozliwos¢ regulacji $ciezek sygnatowych
zwigzanych z ER podczas zakazen innymi wirusami [43].

Najnowsze doniesienia wskazuja na obecnos¢ w ge-
nomie VACV genéw kodujacych niezidentyfikowane
dotad inhibitory NF-xB. Badania przeprowadzone nad
mutantem tego wirusa (VV811) z delecjami wszystkich
znanych inhibitoréow aktywacji NF-xB indukowanej
przez TNF-a (lacznie 55 ORFs) wykazaly, iz w komor-
kach linii HeLa zakazonych VV811, translokacja NF-xB
do jadra komoérkowego ulega zahamowaniu po stymula-
cji TNF-a lub IL-1p. Ponadto zaobserwowano, ze zaka-
zenie VV811 hamuje indukowang TNF-a degradacje
IxBa i doprowadza do gwaltownej akumulacji ufos-
forylowanego biatka IxBa w komérkach. Stwierdzono
réwniez, ze stabilizacja IkBa jest uwarunkowana ekspre-
sjg poznego genu VACV. Wyniki tych badan swiadcza
o tym, iz NF-kB odgrywa znaczaca role podczas zakazen
wirusowych [32].

Do badan nad szczepionka przeciwko ospie praw-
dziwej i innym chorobom zakaznym wykorzystuje sie,
wspomniany juz, atenuowany i immunogenny szczep
MVA [89]. Analiza ekspresji genéw komorek linii
HeLa zakazonych MVA wykazata zalezng od replikacji
wirusowego DNA stymulacje ekspresji NF-xB, a takze
zwiekszong ekspresje biatka oddzialujacego z TRAF
(TRAF-interacting protein, TRIP), uczestniczacego
w przekazywaniu sygnaléw zwigzanych z aktywacja
NF-kB [42]. WyniKki te s zgodne z poprzednimi anali-
zami, ktore wykazaty, iz MVA moze aktywowa¢ NF-xB

bez dodatkowej stymulacji przez czynniki srodowiska
czy tez inne, dodatkowe sygnaty [65]. Wykazano row-
niez gwaltowng fosforylacj¢ ERK2 oraz nastgpujacg po
niej aktywacje NF-kB po zakazeniu komdrek HEK 293T
MVA [57]. Wyniki tych badan potwierdzaja hipoteze
mowigca, iz wirusy sa zdolne do kontrolowania akty-
wacji NF-kB oraz do wykorzystywania tego czynnika
w celu regulacji ich cyklu zyciowego. Zaobserwowano
takze, ze aktywacja NF-kB w komdrkach HEK 293T
zachodzi na wczesnym etapie replikacji MVA, przy czym
degradacja IxBa wymaga zdarzenia zachodzacego jesz-
cze przed replikacjg wirusowego DNA oraz ekspresji
genow poznych. Ponadto dowiedziono, iz w komorkach
linii CHO, a takze HEK 293T oraz RK3 ekspresja genu
wezesnego K1L hamuje proces wyczerpywania si¢ puli
IxBa po indukgji przez MVA. W komorkach linii MEF
za$, ilos¢ IkBa moze by¢ redukowana w zaleznosci od
ekspresji PKR (zaréwno mysiej jak i ludzkiej), aktywo-
wanej przez dsRNA. Zdolnos¢ MVA do generowania
zaleznej od kinazy PKR odpowiedzi immunologicznej
na wczesnym etapie zakazenia, kiedy replikacja wirusa
jest ostabiona, czyni go bezpiecznym i skutecznym wiru-
sem szczepionkowym [54].

5. Wplyw wirusa ospy myszy (ektromelii; ECTV)
na aktywacj¢ NF-kB

Wirus ospy myszy jest, obok VACV, warto$ciowym
modelem do badan nad patogeneza ospy prawdzi-
wej. Wykorzystuje si¢ go réwniez do testowania lekdw
i szczepionek przeciwko ortopokswirusom [16]. ECTV
wystepuje w Europie u gryzoni dziko zyjacych, jednak
zakazeniu nim mogg ulega¢ réwniez myszy laborato-
ryjne, poniewaz ECTV przenosi sie z tatwoscig nie tylko
w wyniku bezposredniego kontaktu, ale rdwniez poprzez
zanieczyszczong $ciotke, dlatego zakazenia tym wiru-
sem stanowig duzy problem ekonomiczny i naukowy
w zwierzetarniach, gdzie prowadzone sg rozne badania,
ze wzgledu na mozliwo$¢ ich zafalszowania [30, 34].

Zakazenie ECTV nastepuje w wyniku wnikniecia
tego wirusa przez uszkodzona skore, w ktdrej ulega on
replikacji. Proces ten obejmuje nastepnie miejscowe
wezly chlonne (draining lymph nodes, DLN), po czym
wirus przedostaje si¢ do krazenia i wowczas dochodzi
do wiremii pierwotnej. Nastepnie ECTV dociera do
narzagdéw miazszowych: watroby i sledziony, w ktérych
namnaza si¢ i dostaje si¢ ponownie do krwiobiegu, co
skutkuje wiremig wtérng. Wowczas nastepujg zmiany
w miejscu wnikniecia wirusa — skorze, gdzie obserwuje
sie wystepowanie opuchlizny na skutek reakeji zapal-
nej i odpowiedzi immunologicznej [30]. Sposrdd kilku
znanych szczepdw tego wirusa, szczep Moscow (ECTV-
-Moscow, ECTV-MOS) jest jednym z najbardziej za-
kaznych [5].
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Poszczegdlne haplotypy myszy réznig si¢ miedzy
sobg wrazliwoscig na zakazenie ECTV. Szczepy myszy
genetycznie opornych (np. C57BL6 [H-2"]) na zakazenie
ECTYV zdolne sg do jego kontrolowania, wskutek czego
objawy choroby sg stabo wyrazone [19]. U myszy BAL-
B/c (H-29) zas$, wrazliwo$¢ taka jest wysoka, co skutkuje
ich $miercig okoto 7. dnia po zakazeniu (d.p.z.), ktére
przybiera forme ostra przy braku objawow klinicz-
nych. Objawy te moga jednak wystapi¢ pomiedzy 10.
a 15. d.p.z. Zmiany, ktére pojawiajg sie w przebiegu zaka-
zenia ECTV-MOS, sg bardzo charakterystyczne i maja
posta¢ wysypki. Moga one ulec przeksztalceniu w krosty,
a te, z kolei, w owrzodzenia ospowe [63, 91]. Ponadto,
ECTYV, podobnie jak inne ortopokswirusy, moze by¢
czynnikiem etiologicznym zapalenia spojowek [49].
Niekiedy zakazenie tym wirusem prowadzi réwniez do
samoamputacji ogona lub odnézy wskutek nekrozy [86].

ECTYV, podobnie jak inne ortopokswirusy, moze
wplywaé na aktywacje NF-kB. Analiza genomu tego
wirusa wykazala, iZ podobienstwo sekwencji prawego
rejonu terminalnego genomu ECTV jest wieksze do
VACV niz w stosunku do pozostatych ortopokswiru-
sow. Dodatkowo, ORFs, kodujgce bialka zwigzane bez-
posrednio z immunomodulacjg, zbadane u réznych
izolatow ECTYV, sg wysoce konserwatywne [72]. Biatka
immunomodulatorowe ECTV powodujg wygaszanie
miejscowej odpowiedzi wrodzonej w skorze, co stuzy
zapewnieniu skutecznego zakonczenia cyklu replikacyj-
nego wirusa. Do takich czynnikéw zalicza si¢, wspo-
mniane juz, VINFR, vIL1BR, czy IL-18BP (p13) [12, 83].

Wystepujace w genomie ECTV ortologi genéw
VACV koduja biatka, ktore wplywaja na metabolizm
komorki, w tym na aktywacje NF-kB, dziafajac jako
m.in. inhibitory ligandéw. Transdukcja sygnalow zwia-
zanych z TNF jest zaklocana przez ECTV dzigki vINFR
[79], za$ IL-18BP ECTV blokuje aktywacj¢ NF-xB, ktdra
zachodzi na skutek dzialania IL-18, co zostalo stwier-
dzone na podstawie badan in vitro z uzyciem ludzkich
komorek linii KG-1, w ktérych oczyszczone biatko
IL-18BP szczepu Naval (ECTV-Naval, ECTV-NAV)
hamowalo aktywacje NF-xB indukowana przez IL-18.
Dodatkowo, wykazano, iz IL-18BP ECTV wykazuje
wigkszg zdolnos$¢ wigzania mysiej IL-18, w poréwnaniu
z ludzka. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku
biatka CPXV, poniewaz gryzonie s naturalnymi gospo-
darzami tych patogendw [85].

Badania wykazaly réwniez obecno$¢ w genomie
ECTV genu kodujacego wewnatrzkomdrkowy inhibi-
tor NF-xB, ktory nalezy do rodziny inhibitoréw kinazy
IxBa i jest odpowiednikiem cytoplazmatycznego biatka
N1L VACV, w stosunku do ktérego wykazuje on 93%
podobienstwo, a jego hipotetyczna funkcjg jest hamowa-
nie przekazywania sygnaléw przez TLRs i TNE. Wyka-
zano takze, ze ECTV koduje odpowiednik cytoplazma-
tycznego biatka K1L, ktore zapobiega degradacji IxBa,
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i ktérego podobienstwo do K1L VACV wynosi 97% [30].
Chordopokswirusy hamujg aktywacje NF-kB row-
niez za pomocy bialek zawierajacych powtdrzenia anki-
rynowe odpowiedzialne za interakcje typu bialko-biatko.
Bialka te wystepuja u ECTYV, jak réwniez u VARV
(biatko G1R), jako wysoce konserwatywne molekuly,
ktore poprzez interakcje z NF-xB1/p105 prowadza do
zahamowania aktywacji NF-kB w transfekowanych
komorkach. Stwierdzono, iz odpowiednik G1R, biatko
ECTV-MOS ECTV-002, ma zdolnos¢ do inhibicji akty-
wagcji NF-xB indukowanej przez TNF-a w komoérkach
linii HEK293. W komodrkach linii HeLa za$, hamuje ono
TNF-zalezng degradacje NF-xB1/p105 i translokacje
podjednostki p65 do jadra komdrkowego [59, 60].

6. Interferencja wirusa ospy bydla (CPXV)
z aktywacja NF-xB

Do uzytecznych modeli stuzacych do badan nad
szczepionkg przeciwospowy zalicza si¢ rowniez wirus
ospy bydta, CPXV. Zgodnie z rekomendacja Europejskiej
Agencji Lekéw (European Medicines Agency, EMA),
szczepionka taka powinna wykazywaé skuteczno$é
przeciwko dwom, innym niz VACV, patogenom nale-
zacym do ortopokswiruséw. Przed przystapieniem do
prob klinicznych, badania nad szczepionky przepro-
wadza si¢ na myszach szczepu BALB/c, a jej skutecz-
nos¢ testuje sie na matpach, poniewaz do testow takich
zaleca si¢ uzycie dwoch roznych gatunkow ssakow, przy
czym poczatkowa faza doswiadczen powinna by¢ prze-
prowadzona na modelu zwierzecia nie nalezacego do
naczelnych [26]. Opracowanie skutecznej szczepionki
przeciwospowej przysparza wiele problemow, dlatego
opracowuje si¢ nowe modele zakazenia, takie jak, wpro-
wadzony w ostatnich latach mysi model wewnatrzno-
sowego zakazenia CPXV (szczep Brighton). Pomimo iz
aktualna wiedza na temat CPXV jako patogenu mode-
lowego jest, w poréwnaniu z VACV czy ECTYV, wciaz
niewielka, to model ten wydaje si¢ by¢ wartosciowy.
W odréznieniu od ECTYV, gdzie wirus wprowadzany
jest dostopowo, zakazenie CPXV przeprowadza si¢
wewnatrznosowo, co jest rownie skuteczne, jak aerozo-
lizacja. Dodatkowo, CPXV jest wysoce wirulentny dla
myszy, a zakazenia nim spowodowane skutkujg proce-
sem chorobowym, a nawet zejsciem $miertelnym u ludzi
[35]. CPXV, patogen o jednym z najwiekszych geno-
mow w obrebie rodzaju Orthopoxvirus (~224-228 kpz),
ma réwniez prawdopodobnie najszerszy spo$rdd wszyst-
kich wiruséw z tej grupy zakres gospodarza i uwazany
jest, obok MPXYV, za gtéwne zrodlo potencjalnych zaka-
zen ortopokswirusowych u ludzi [4, 28]. Rezerwuarem
CPXV sa niektdre gryzonie, ktére mogg zaraza¢ zwie-
rzeta w zoo lub koty, przenoszace wirusa na czlowieka
[77]. Zakazenia CPXV obserwuje si¢ takze u krow,



BADANIA MODELOWE NAD PATOGENEZA OSPY PRAWDZIWE]

u ktérych powoduje on powstanie owrzodzen strzykow,
a kontakt dojarzy z zakazonymi zwierzetami doprowa-
dza do wystgpienia zmian w postaci krost na dtoniach.
Zakazenia CPXV u ludzi, po okolo 7 dniach inkubacji,
powoduja nagle wystgpienie goragczki, bolu glowy i miegs-
ni. Objawom tym towarzysza wystepujace powszech-
nie na rekach i twarzy zmiany skorne, a takze lokalne
powigkszenie wezléw chlonnych. Zmiany skorne uste-
puja w ciggu kilku tygodni, pozostawiajac blizny. Jak juz
wspomniano, choroba ta moze konczy¢ sie $miercig [88].

CPXYV, podobnie jak inne ortopokswirusy, ma zdol-
nos¢ do interferencji ze szlakami metabolicznymi ko-
morki, ktére prowadza do aktywacji czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB. W doswiadczeniach polegaja-
cych na stymulacji TNF-a badz kwasem okadaikowym
(ocadaic acid, OA) komorek zakazonych CPXV, stwier-
dzono indukcje fosforylacji IxkBa, ktory nie ulegal jed-
nak degradacji. Zaobserwowano réwniez stopniowa
redukcje ilo$ci indukowanego TNF-a jadrowego NF-«kB
(dimery p65/p50), ktéry moze wigzac oligonukleotydy
zawierajgce miejsce wigzania kB. Wykazano takze udziat
wczesnych gendéw wirusowych w zjawisku interferen-
cji CPXV z translokacja NF-kB do jadra komoérkowego
oraz zaobserwowano, ze wirus ten specyficznie hamuje
ekspresje gendéw regulowanych przez NF-kB [65].

Za zdolnos¢ CPXV do hamowania aktywno$ci TNF
odpowiadajg bialka: CrmB, C, D i E [45, 53, 74, 82],
a takze, wystepujacy m. in. u CPXV i ECTV, wirusowy
receptor CD30 wiazacy CD153 (viral CD30, vCD30).
vCD30 CPXV zawiera sekwencje o dtugosci 58 aa, ktora
wykazuje podobienstwo z obszarami wigzacymi ligand
zaréwno mysiego (59%), jak i ludzkiego (51%) CD30
oraz moze wigza¢ mysi i ludzki CD153 [3, 67, 75]. Jako
ze CD30 nalezy do nadrodziny receptoréw TNF i jest
aktywatorem NF-kB, to dzieki wirusowemu odpowied-
nikowi tego biatka, CPXV moze posrednio oddzialy-
wa¢ na aktywacje NF-kB. W podobny sposéb patogen
ten wplywa na IL-1p, ktérej rozpuszczalny receptor jest
produktem genu CPXV [11, 87]. CPXV koduje réwniez,
wspomniane wczesniej, bialko wigzace IL-18 [85].

W ostatnich latach zidentyfikowano inne biatka
CPXV wykazujace zdolno$¢ do interferencji z aktywacja
NE-«B. Jednym z nich jest CP77, ktére zawiera 9 hipo-
tetycznych powtdrzen ankirynowych oraz C-terminalng
domeng o strukturze podobnej do F-box. Struktury te
ulatwiaja wigzanie tego biatka z NF-«xB/p65 i komple-
ksem ligazy ubikwityny E3 typu SCF (Skp-Cullin-F-
-box). Sugeruyje sig, iz CP77 stuzy jako pomost taczacy
NF-xB i SCE co umozliwia ubikwitynacje i degradacje
NEF-«xB w proteasomie. Biatko CP77 moze by¢ réwniez
uznane za podobng do IxB domene¢ zastepcza, ktora
zakléca translokacje NF-kB do jadra komorkowego.
Wykazano takze, iz CP77 jest zdolne do blokowania
aktywacji NF-kB indukowanej przez IL-1 lub TNF po
stymulacji IKK [18]. Analiza genomu CPXV wykazala
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réwniez obecnos¢ genu kodujacego homolog biatka
VARV GIR [59], ktory zawiera 6 N-terminalnych
powtdrzen ankirynowych. Biatko to, nazwane CPXV-
006 wykazuje takze zdolnos§¢ do interakeji i interfe-
rencji z degradacja NF-kB/p105, przez co zapobiega
uwalnianiu i migracji NF-kB do jadra komdrkowego.
Wykazano réwniez, iz CPXV-006 dziala powyzej IKK,
a delecja genu kodujacego to bialko przywraca fosfory-
lacje IKK i aktywacje oraz lokalizacj¢ jadrowa NF-kB
w zakazonych komorkach. Zakazenie komorek linii
THP1 CPXV z defektywnym genem biatka CPXV-006
skutkowalo gwaltowna aktywacjg duzych ilosci réznych
cytokin prozapalnych, ktérych ekspresja podlega regu-
lacji przez NF-kB [61].

W genomie CPXV obecny jest rowniez ortolog genu
biatka K1L VACV. Produkt tego genu zawiera 6 pow-
torzen ankirynowych i wykazuje 96% podobienstwo do
K1L, ktore interferuje z aktywacja NF-kB dzieki prze-
ciwdziataniu degradacji IkBa [60]. Ponadto stwierdzono,
iz CPXV koduje jeszcze kilka innych bialek zawieraja-
cych powtdrzenia ankirynowe, jednakze ich funkcja nie
zostala jeszcze poznana. By¢ moze, podobnie jak inne
ortopokswirusowe biatka tego typu, pelnig one funkcje
immunomodulatorowe [4].

7. Podsumowanie

Podczas zakazen ortopokswirusowych dochodzi do
zmian aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-kB.
W niniejszej pracy omoéwiono to zagadnienie w odnie-
sieniu do modelowych ortopokswiruséw, to jest VACV,
ECTV i CPXV, gdyz wiedza na temat ich wplywu na
aktywno$¢ NF-kB, ktory jest centralnym regulatorem
odpowiedzi przeciwzakaznej o wielokierunkowym dzia-
taniu, moze pomodc zrozumie¢ skutki oddziatywania
wirusa na metabolizm komorki oraz mechanizmy pato-
genezy ospy prawdziwej oraz innych choréb wirusowych.
Lepsze poznanie mechanizméw aktywacji NF-xB i jego
roli podczas zakazenia wirusowego umozliwi z kolei
opracowanie efektywnej terapii nakierowanej na kontrole
poziomu ekspresji tego czynnika w komoérce oraz moze
przyczynic sie do opracowania skutecznych szczepionek
przeciwwirusowych, w tym przeciwko ospie prawdziwej.

Wykaz uzytych skrotow:

ANK, powtorzenia ankirynowe (ankyrin repeats); BAFFR,
receptor czynnika aktywujacego limfocyty B (B cell activating fac-
tor receptor); CMV, cytomegalowirus (cytomegalovirus); CPXV,
wirus ospy bydla (cowpox virus); Crm, bialko modyfikujace
odpowiedz cytokinowa (cytokine response modifier); CTL, limfo-
cyty T cytotoksyczne (cytotoxic T lymphocytes); d.p.z., dni po zaka-
zeniu; DEDs, domeny efektorowe $mierci (death effector domains);
DLN, miejscowe wezly chlonne (draining lymph nodes); ECTV,
wirus ospy myszy (ektromelii; ectromelia virus); ECTV-MOS,
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ECTV szczep Moscow (ECTV Moscow strain); ECTV-NAV, ECTV
szczep Naval (ECTV Naval strain); eIF-2a, podjednostka a euka-
riotycznego czynnika inicjacji translacji 2 (a subunit of eukaryotic
translation initiation factor-2); EMA, Europejska Agencja Lekow
(European Medicines Agency); ER, retikulum endoplazmatyczne
(endoplasmic reticulum); ERK2, kinaza aktywowana zewnatrzko-
morkowo 2 (extracellular regulated kinase 2); HBV, wirus zapalenia
watroby typu B (hepatitis B virus); HCV, wirus zapalenia watroby
typu C (hepatitis C virus); HHV-1/HSV-1, wirus opryszczki pospo-
litej (human herpesvirus 1/herpes simplex virus 1); HIV, ludzki
wirus niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus);
HIV-1, HIV typu 1 (HIV type 1); HPV, wirus brodawczaka ludz-
kiego (human papillomavirus); HRMs, modyfikatory mechaniz-
moéw odpornosciowych gospodarza (host response modifiers);
HTLV-1, ludzki wirus biataczki T-limfocytarnej typu 1 (human
T-cell leukemia virus type 1); IFN, interferon (interferon); IKK,
kinaza IkB (IkB kinase); IL-18BPs, biatka wigzgce IL-18 (IL-18
binding proteins); IkBa, inhibitor kBa (inhibitor kBa); LPS, lipo-
polisacharydy (lipopolysaccharides); LTBR, receptor limfotok-
syny B (lymphotoxin  receptor); MCV, wirus migczaka zakaznego
(molluscum contagiosum virus); MHC-I, gtéwny uklad zgodno-
$ci tkankowej klasy I (major histocompatibility complex class I);
MPXV, wirus ospy malp (monkeypox virus); MVA, zmodyfiko-
wany wirus krowianki szczep Ankara (modified vaccinia virus
Ankara); MYXYV, wirus myksomatozy (myxoma virus); NF-kB,
czynnik jadrowy kB (nuclear factor kB); NIK, kinaza aktywujaca
NEF-xB (NF-xB-inducing kinase); NK, ,naturalni zabdjcy” (natu-
ral killers); NLS, sygnat lokalizacji jadrowej (nuclear localization
signal); OA, kwas okadaikowy (ocadaic acid); ORFs, otwarte ramki
odczytu (open reading frames); OUN, o$rodkowy uktad nerwowy;
PAMPs, molekularne wzorce patogennosci (pathogen-associated
molecular patterns); PEST, prolina, kwas glutaminowy, seryna
i treonina (proline, glutamic acid, serine, and threonine); PKR,
kinaza bialkowa R (protein kinase R); PMA, 12-mirystynian,
13-octan forbolu (phorbol 12-myristate 13-acetate); PYD, domena
PYRIN (PYRIN domain); RHD, domena homologiczna Rel (Rel
homology domain); SCF, ligaza ubikwityny zawierajaca biatka
Skpl, Cullin-1 i F-box (Skp-Cullin-F-box); TAD, domena trans-
aktywujaca (transactivation domain); TIR, receptor Toll/IL-1 (Toll/
IL-1 receptor); TLRs, receptory Toll-podobne (Toll-like receptors);
TNF-a, czynnik martwicy nowotworu a (tumor necrosis factor-a);
TRAF, czynnik zwigzany z receptorem TNF (TNF receptor-asso-
ciated factor); TRIP, biatko oddzialujace z TRAF (TRAF-interac-
ting protein); VACV, wirus krowianki (vaccinia virus); VACV-WR,
VACV szczep Western Reserve (VACV strain Western Reserve);
VARV, wirus ospy prawdziwej (variola virus); vCC-CKBP, wiru-
sowe biatko wigzace chemokiny typu CC (viral CC chemokine-
-binding protein); v€D30, wirusowy receptor CD30 (viral CD30);
VIFN-yR, wirusowy receptor IFN-y (viral IFN-y receptor); vIL1pR,
wirusowy receptor interleukiny 1p (viral IL-1p receptor); VINFR,
wirusowy receptor TNF (viral TNF receptor); WHO, Swiatowa
Organizacja Zdrowia (World Health Organization)

Pismiennictwo

1. Aizawa Y., Akita K., Taniai M., Torigoe K., Mori T., Nishida Y.,
Ushio S., Nukada Y., Tanimoto T., Ikegami H., Ikeda M.,
Kurimoto M.: Cloning and expression of interleukin-18 bin-
ding protein. FEBS Lett. 445, 338-342 (1999)

2. Alcami A., Smith G.L.: A soluble receptor for interleukin-1p
encoded by vaccinia virus: a novel mechanism of virus modu-
lation of the host response to infection. Cell, 71, 153-167 (1992)

3. Alejo A., Saraiva M., Ruiz-Argiiello M.B., Viejo-Borbolla A.,
de Marco MLE, Salguero EJ., Alcami A.: A method for the gene-

10.

11.

12.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

JUSTYNA STRUZIK, MAREK NIEMIAETOWSKI

ration of ectromelia virus (ECTV) recombinants: in vivo analysis
of ECTV vCD30 deletion mutants. PLoS One, 4, €5175 (2009)

. Alzhanova D., Frith K.: Modulation of the host immune

response by cowpox virus. Microbes Infect. 12, 900-909 (2010)

. Andrewes C.H., Elford W.J.: Infectious ectromelia; experi-

ments on interference and immunization. Br. J. Exp. Pathol. 28,
278-285 (1947)

. Barnes PJ., Karin M.: Nuclear factor-kB: a pivotal transcription

factor in chronic inflammatory diseases. N. Engl. J. Med. 336,
1066-1071 (1997)

. Barry M., Wasilenko S.T., Stewart T.L., Taylor J.M.: Apoptosis

regulator genes encoded by poxviruses. Prog. Mol. Subcell. Biol.
36, 19-37 (2004)

. Beg A.A., Sha W.C, Bronson R.T., Ghosh S., Baltimore D.:

Embryonic lethality and liver degeneration in mice lacking
the RelA component of NF-xB. Nature, 376, 167-170 (1995)

. Berche P: The threat of smallpox and bioterrorism. Trends

Microbiol. 9, 15-18 (2001)

Bergqvist S., Ghosh G., Komives E.A.: The IkBa/NF-xB com-
plex has two hot spots, one at either end of the interface. Protein
Sci. 17, 2051-2058 (2008)

Biswas P.,, Smith C.A., Goletti D., Hardy E.C., Jackson R.W.,,
Fauci A.S.: Cross-linking of CD30 induces HIV expression in
chronically infected T cells. Immunity, 2, 587-596 (1995)
Born T.L., Morrison L.A., Esteban D.J., VandenBos T,
Thebeau L.G., Chen N, Spriggs M.K., Sims J.E., Buller R M.L.:
A poxvirus protein that binds to and inactivates IL-18, and
inhibits NK cell response. J. Immunol. 164, 3246-3254 (2000)

. Bowie A., Kiss-Toth E., Symons J.A., Smith G.L., Dower S.K,,

O’Neill L.A.J.: A46R and A52R from vaccinia virus are anta-
gonists of host IL-1 and toll-like receptor signaling. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 97, 10162-10167 (2000)

Brick D.J., Burke R.D., Minkley A.A., Upton C.: Ectrome-
lia virus virulence factor p28 acts upstream of caspase-3 in
response to UV light-induced apoptosis. J. Gen. Virol. 81,
1087-1097 (2000)

Brivanlou A.H., Darnell J.E. Jr.: Signal transduction and the
control of gene expression. Science, 295, 813-818 (2002)
Buller R.M.L., Owens G., Schriewer J., Melman L., Beadle J.R.,
Hostetler K.Y.: Efficacy of oral active ether lipid analogs of
cidofovir in a lethal mousepox model. Virology, 318, 474-481
(2004)

Centers for Disease Control and Prevention (CDC): Labora-
tory-acquired vaccinia exposures and infections-United States,
2005-2007. MMWR, 57, 401-404 (2008)

Chang S.J., Hsiao J.C., Sonnberg S., Chiang C.T., Yang M.H.,
Tzou D.L., Mercer A.A., Chang W.: Poxvirus host range pro-
tein CP77 contains an F-box-like domain that is necessary to
suppress NF-«xB activation by tumor necrosis factor a but is
independent of its host range function. J. Virol. 83, 4140-4152
(2009)

Chaundhri G., Panchanathan V., Buller RM.L., van den
Eertwegh A.J., Claassen E., Zhou J., de Chazal R., Laman J.D.,
Karupiah G.: Polarized type 1 cytokine response and cell-
-mediated immunity determine genetic resistance to mouse-
pox. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 9057-9062 (2004)

Chen E, Castranova V., Shi X., Demers L.M.: New insights into
the role of nuclear factor-xB, a ubiquitous transcription factor
in the initiation of diseases. Clin. Chem. 45, 7-17 (1999)
Chen N, Buller R.M.L., Wall E.M., Upton C.: Analysis of host
response modifier ORFs of ectromelia virus, the causative agent
of mousepox. Virus Res. 66, 155-173 (2000)

Chen R.A.J, Jacobs N., Smith G.L.: Vaccinia virus strain
Western Reserve protein B14 is an intracellular virulence fac-
tor. J. Gen. Virol. 87, 1451-1458 (2006)



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

BADANIA MODELOWE NAD PATOGENEZA OSPY PRAWDZIWE]

Chen R.A.J,, Ryzhakov G., Cooray S., Randow E, Smith G.L.:
Inhibition of IxB kinase by vaccinia virus virulence factor B14.
PLoS Pathog. 4, €22 (2008)

Chu W.M,, Ostertag D., Li Z.W.,, Chang L., Chen Y,, Hu Y,,
Williams B., Perrault J., Karin M.: JNK2 and IKKp are required
for activating the innate response to viral infection. Immunity,
11, 721-731 (1999)

Dejardin E.: The alternative NF-kB pathway from biochemistry
to biology: pitfalls and promises for future drug development.
Biochem. Pharmacol. 72, 1161-1179 (2006)

EMEA: Note for guidance on the development of vaccinia virus
based vaccines against smallpox (2002)

Espinosa L., Bigas A., Mulero M.C.: Alternative nuclear func-
tions for NF-kB family members. Am. J. Cancer Res. 1, 446-459
(2011)

Esposito J.J., Knight J.C.: Orthopoxvirus DNA: a comparison
of restriction profiles and maps. Virology, 143, 230-251 (1985)
Essbauer S., Pfeffer M., Meyer H.: Zoonotic poxviruses. Vet.
Microbiol. 140, 229-236 (2010)

Esteban D.J., Buller R M.L.: Ectromelia virus: the causative agent
of mousepox. J. Gen. Virol. 86, 2645-2659 (2005)

Esteban D.J., Nuara A.A., Buller RM.L.: Interleukin-18 and
glycosaminoglycan binding by a protein encoded by Variola
virus. J.Gen. Virol. 85, 1291-1299 (2004)

Fagan-Garcia K., Barry M.: A vaccinia virus deletion mutant
reveals the presence of additional inhibitors of NF-kB. J. Virol.
85, 883-894 (2011)

Fenner E, Mousepox (w) The Mouse in Biomedical Research,
red. H.L. Foster, ].D. Small, J.G. Fox, Academic Press, New York,
1982, t. 11, s. 209-230.

Fenner E.: Mousepox (infectious ectromelia): past, present, and
future. Lab. Anim. Sci. 31, 553-559 (1981)

Ferrier-Rembert A, Drillien R., Tournier J.N., Garin D., Crance
J.M.: Intranasal cowpox virus infection of the mouse as a model
for preclinical evaluation of smallpox vaccines. Vaccine, 25,
4809-4817 (2007)

Gedey R, Jin X.L., Hinthong O., Shisler J.L.: Poxviral regulation
of the host NF-kB response: the vaccinia virus M2L protein
inhibits induction of NF-xB activation via an ERK2 pathway
in virus-infected human embryonic kidney cells. J. Virol. 80,
8676-8685 (2006)

Ghosh S., Karin M.: Missing pieces in the NF-«xB puzzle. Cell,
109, 81-96 (2002)

Gil J., Alcami J., Esteban M.: Induction of apoptosis by double-
-stranded-RNA-dependent protein kinase (PKR) involves the
a subunit of eukaryotic translation initiation factor 2 and
NF-xB. Mol. Cell. Biol. 19, 4653-4663 (1999)

Gilmore T.D., Ip Y.T,, Signal transduction pathways in develop-
ment and immunity: NFkB/Rel pathways (w) eLS, John Wiley
& Sons Ltd, Chichester, 2009

Gubser C., Hué S., Kellam P, Smith G.L.: Poxvirus genomes:
a phylogenetic analysis. J. Gen. Virol. 85, 105-117 (2004)
Guerin J.L., Gelfi J., Boullier S., Delverdier M., Bellanger EA.,
Bertagnoli S., Drexler L, Sutter G., Messud-Petit E: Myxoma
virus leukemia-associated protein is responsible for major
histocompatibility complex class I and Fas-CD95 down-regu-
lation and defines scrapins, a new group of surface cellular
receptor abductor proteins. J. Virol. 76, 2912-2923 (2002)
Guerra S., Lopez-Fernandez L.A., Conde R., Pascual-Montano
A., Harshman K., Esteban M.: Microarray analysis reveals cha-
racteristic changes of host cell gene expression in response to
attenuated modified vaccinia virus Ankara infection of human
HelLa cells. J. Virol. 78, 5820-5834 (2004)

Hinthong O., Jin H.L,, Shisler ].L.: Characterization of wild-type
and mutant vaccinia virus M2L proteins abilities to localize

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

165

to the endoplasmic reticulum and to inhibit NF-xB activation
during infection. Virology, 373, 248-262 (2008)

Hiscott J., Kwon H., Génin P.: Hostile takeovers: viral appro-
priation of the NF-xB pathway. J. Clin. Invest. 107, 143-151
(2001)

Hu EQ., Smith C.A., Pickup D.]J.: Cowpox virus contains two
copies of an early gene encoding a soluble secreted form of the
type II TNF receptor. Virology, 204, 343-356 (1994)

Huang T.T., Miyamoto S.: Postrepression activation of NF-«xB
requires the amino-terminal nuclear export signal specific to
IxkBa. Mol. Cell. Biol. 21, 4737-4747 (2001)

Johnston J.B., McFadden G.: Poxvirus immunomodulatory
strategies: current perspectives. J. Virol. 77, 6093-6100 (2003)
Kaufman R.J.: Double-stranded RNA-activated protein kinase
mediates virus-induced apoptosis: a new role for and old actor.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 11693-11695 (1999)
Krzyzowska M., Polaficzyk M., Ba§ M., Cymerys J., Schollenber-
ger A., Chiodi F, Niemialtowski M.: Mousepox conjunctivitis:
the role of Fas/FasL mediated apoptosis of epithelial cells in
virus dissemination. J. Gen. Virol. 86, 2007-2018 (2005)
Kumar A., Haque J., Lacoste J., Hiscott ], Williams B.R.:
Double-stranded RNA-dependent protein kinase activates
transcription factor NF-kB by phosphorylating IxB. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 91, 6288-6292 (1994)

Lawrence T.: The nuclear factor NF-xB pathway in inflamma-
tion. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 1, 2001651 (2009)
Lefkowitz E.J., Wang C., Upton C.: Poxviruses: past, present,
and future. Virus Res. 117, 105-118 (2006)

Loparev V.N., Parsons J.M., Knight J.C., Panus J.E, Ray C.A,,
Buller R.M.L., Pickup D.J., Esposito J.J.: A third distinct tumor
necrosis factor receptor of orthopoxviruses. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 95, 3786-3791 (1998)

Lynch H.E., Ray C.A, Oie KL., Pollara J.J., Petty LT.D,,
Sadler A.J., Williams B.R.G., Pickup D.J.: Modified vaccinia
virus Ankara can activate NF-xB transcription factors through
a double-stranded RNA-activated protein kinase (PKR)-depen-
dent pathway during the early phase of virus replication. Viro-
logy, 391, 177-186 (2009)

Mahy B.WJ., A dictionary of virology. Academic Press. San
Diego, London, New York, Boston, Sydney, Tokyo, Toronto,
2001, s. 314.

Mansouri M., Bartee E., Gouveia K., Hovey Nerenberg B.T.,
Barrett J., Thomas L., Thomas G., McFadden G., Fruh K.: The
PHD/LAP-domain protein M153R of myxomavirus is a ubiqu-
itin ligase that induces the rapid internalization and lysosomal
destruction of CD4. J. Virol. 77, 1427-1440 (2003)

Martin S., Shisler J.L.: Early viral protein synthesis is necessary
for NF-kB activation in modified vaccinia Ankara (MVA)-
-infected 293T fibroblast cells. Virology, 390, 298-306 (2009)
Mogensen T.H.: Pathogen recognition and inflammatory
signaling in innate immune defenses. Clin. Microbiol. Rev. 22,
240-273 (2009)

Mohamed M.R., Rahman M.M., Lanchbury J.S., Shattuck D.,
Neff C., Dufford M., van Buuren N., Fagan K., Barry M.,
Smith S., Damon I., McFadden G.: Proteomic screening of
variola virus reveals a unique NF-kB inhibitor that is highly
conserved among pathogenic orthopoxviruses. Proc. Natl.
Acad. Sci.USA, 106, 9045-9050 (2009)

Mohamed M.R., McFadden G.: NF«B inhibitors: strategies from
poxviruses. Cell Cycle, 8,3125-3132 (2009)

Mohamed M.R., Rahman M.M.,, Rice A., Moyer R.W.,, Wer-
den S.J., McFadden G.: Cowpox virus expresses a novel ankyrin
repeat NF-xB inhibitor that controls inflammatory cell influx
into virus-infected tissues and is critical for virus pathogenesis.
J. Virol. 83, 9223-9236 (2009)



166

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Moss B., Poxviridae: the viruses and their replication (w)
Fields virology, red. D.M. Knipe, PM. Howley, D.E. Griffin,
R.A. Lamb, M.A. Martin, Lippincott Williams & Wilkins,
Philadelphia, PA, USA, 2007, t. 2, s. 2905-2946.

Navarini A.A., Krzyzowska M., Lang K.S., Horvath E., Hengart-
ner H., Niemiattowski M.G., Zinkernagel R.M.: Long lasting
immunity by early infection of maternal-antibody protected
infants. Eur. J. Immunol. 39, 3052-3065 (2009)
Niemialtowski M., Szulc L., Boratyniska A., Martyniszyn L.,
Struzik J., Karandys J.: Ospa prawdziwa: patrzac wstecz do
Edwarda Jennera, a nawet troche dalej. Post. Mikrobiol. 48,
289-298 (2009)

Oie K.L., Pickup D.]J.: Cowpox virus and other members of the
orthopoxvirus genus interfere with the regulation of NF-xB
activation. Virology, 288, 175-187 (2001)

Pahl H.L.: Activators and target genes of Rel/NF-kB transcrip-
tion factors. Oncogene, 18, 6853-6866 (1999)

Panus J.E, Smith C.A., Ray C.A., Smith T.D., Patel D.D., Pickup
D.J.: Cowpox virus encodes a fifth member of the tumor necro-
sis factor receptor family: a soluble, secreted CD30 homologue.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99, 8348-8353 (2002)

PBR (online). http://www.poxvirus.org/viruses.asp
(06.06.2012 1)

Perkins N.D.: The Rel/NF-«B family: friend and foe. Trends
Biochem. Sci. 25, 434-440 (2000)

Rajagopal N.A., Hu S., Lokensgard J.R.: Inhibition of Toll-like
receptor signaling in primary murine microglia. J. Neuro-
immune Pharmacol. 3, 5-11 (2008)

Ray C.A., Black R.A., Kronheim S.R., Greenstreet T.A.,
Sleath PR., Salvesen G.S., Pickup D.J.: Viral inhibition of
inflammation: cowpox virus encodes an inhibitor of the
interleukin-1p converting enzyme. Cell, 69, 597-604 (1992)
Ribas G., Rivera J., Saraiva M., Campbell R.D., Alcami A.:
Genetic variability of immunomodulatory genes in ectromelia
virus isolates detected by denaturing high-performance liquid
chromatography. J. Virol. 77, 10139-10146 (2003)

Rupec R.A., Poujol D., Grosgeorge J., Carle G.E, Livolsi A.,
Peyron J.E, Schmid R.M., Baeuerle P.A., Messer G.: Structu-
ral analysis, expression, and chromosomal localization of the
mouse ikba gene. Immunogenetics, 49, 395-403 (1999)
Saraiva M., Alcami A.: CrmE, a novel soluble tumor necrosis fac-
tor receptor encoded by poxviruses. J. Virol. 75, 226-233 (2001)
Saraiva M., Smith P, Fallon P.G., Alcami A.: Inhibition of type 1
cytokine-mediated inflammation by a soluble CD30 homologue
encoded by ectromelia (mousepox) virus. J. Exp. Med. 196,
829-839 (2002)

Schmitz M.L., Baeuerle P.A.: The p65 subunit is responsible for
the strong transcription activating potential of NF-kB. EMBO J.
10, 3805-3817 (1991)

Schulze C., Alex M., Schirrmeier H., Hlinak A., Engelhardt A.,
Koschinski B., Beyreiss B., Hoffmann M., Czerny C.P.: Genera-
lized fatal Cowpox virus infection in a cat with transmission to
a human contact case. Zoonoses Public Health, 54, 31-37 (2007)
Sen R., Baltimore D.: Multiple nuclear factors interact with the
immunoglobulin enhancer sequences. Cell, 46, 705-716 (1986)
Shchelkunov S.N.: Immunomodulatory proteins of orthopox-
viruses. Mol. Biol. 37, 37-48 (2003)

Shisler J.L., Jin X.L.: The vaccinia virus K1L gene product inhi-
bits host NF-kB activation by preventing IxkBa degradation.
J. Virol. 78, 3553-3560 (2004)

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

JUSTYNA STRUZIK, MAREK NIEMIAETOWSKI

Silva D.C., Moreira-Silva E.A., Gomes Jde A., Fonseca EG.,
Correa-Oliveira R.: Clinical signs, diagnosis, and case reports
of Vaccinia virus infections. Braz. J. Infect. Dis. 14, 129-134
(2010)

Smith C.A., Hu EQ., Smith T.D., Richards C.L., Smolak P,
Goodwin R.G., Pickup D.J.: Cowpox virus genome enco-
des a second soluble homologue of cellular TNF receptors,
distinct from CrmB, that binds TNF but not LTa. Virology, 223,
132-147 (1996)

Smith V.P, Alcami A.: Expression of secreted cytokine and che-
mokine inhibitors by ectromelia virus. J. Virol. 74, 8460-8471
(2000)

Smith V.P,, Alcami A.: Inhibition of interferons by ectromelia
virus. J. Virol. 76, 1124-1134 (2002)

Smith V.P,, Bryant N.A., Alcami A.: Ectromelia, vaccinia and
cowpox viruses encode secreted interleukin-18-binding pro-
teins. J. Gen. Virol. 81, 1223-1230 (2000)

Spohr Cespedes L., Toka EN., Schollenberger A., Gieryniska M.,
Niemiattowski M.: Pathogenesis of mousepox in H-2¢ mice:
evidence for MHC class I-restricted CD8* and MHC class II-
-restricted CD4* CTL antiviral activity in the lymph nodes,
spleen and skin, but not in the conjunctivae. Microbes Infect.
3,1063-1072 (2001)

Spriggs M.K., Hruby D.E., Maliszewski C.R., Pickup D.J.,
Sims J.E., Buller RM.L., VanSlyke J.: Vaccinia and cowpox
viruses encode a novel secreted interleukin-1-binding protein.
Cell, 71, 145-152 (1992)

Steinberg A.D.: Recent worldwide research on animal pox viru-
ses. Open Source Center, MITRE Corp., January 2008

Sutter G., Staib C.: Vaccinia vectors as candidate vaccines: the
development of modified vaccinia virus Ankara for antigen
delivery. Curr. Drug Targets Infect. Disord. 3, 263-271 (2003)
Symons J.A., Adams E., Tscharke D.C., Reading P.C., Wald-
man H., Smith G.L.: The vaccinia virus C12L protein inhibits
mouse IL-18 and promotes virus virulence in the murine intra-
nasal model. J. Gen. Virol. 83, 2833-2844 (2002)

Szulc L., Boratynska A., Martyniszyn L., Niemialtowski M.G.:
Antigen presenting and effector cell cluster formation in
BALB/c mice during mousepox: model studies. . Appl. Micro-
biol. 109, 1817-1828 (2010)

Turner S.J., Silke J., Kenshole B., Ruby J.: Characterization of
the ectromelia virus serpin, SPI-2. J. Gen.Virol. 81, 2425-2430
(2000)

Willis K.L., Langland J.O., Shisler J.L.: Viral dsSRNAs from vac-
cinia virus early or intermediate gene transcripts possess PKR
activating function, resulting in NF-xB activation, when the
K1 protein is absent or mutated. J. Biol. Chem. 286, 7765-7778
(2011)

World Health Organization, The Global Eradication of Small-
pox. Final Report of the Global Commission for the Certifica-
tion of Smallpox Eradication. History of International Public
Health No. 4. Geneva, World Health Organization, 1980.

Prace wykonano w ramach grantu promotorskiego N N308

573740 Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w Warszawie.
Justyna Struzik - Doktorantka z dziennego studium doktoranckiego
»Ksenobiotyki oraz biologia czynnikéw zakaznych i inwazyjnych”
przy Wydziale Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie
(kierownik studium i promotor: prof. dr hab. Marek Niemiattowski)



POST. MIKROBIOL,,
2012, 51, 3, 167-176
http://www.pm.microbiology.pl

MIKROBIOLOGICZNE ZRODELA BARWNIKOW
W TECHNOLOGII ZYWNOSCI

Izabela Stolarzewicz'*, Agata Kapturowska', Ewa Bialecka-Florjanczyk'

!Katedra Chemii, Wydzial Nauk o Zywnosci, Szkola Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Wplyneto w marcu 2012 r.

1. Wstep. 2. Barwniki syntetyczne. 3. Barwniki naturalne. 3.1. Barwniki identyczne z naturalnymi otrzymywane na drodze syntezy
chemicznej. 4. Mikrobiologiczna produkcja barwnikéw. 4.1. Grzyby jako potencjalne zrédlo barwnikéw w technologii zywnosci.
4.2. Mikroalgi w produkeji barwnikéw. 4.3. Bakterie i drozdze jako producenci zwigzkéw o charakterze barwnikéw. 5. Podsumowanie

Microbiological sources of colorants in food technology

Abstract: Recent years have brought intensive discussions concerning harmful influence of synthetic colorants used in food industry. It
has focused the interest of both the food producers and the consumers on natural dyes. The aim of this review is to present novel methods
of biosynthesis of natural colorants. The scope of the paper is not limited to those substances which are currently in use, but includes also
some other compounds potentially useful in such applications are described. New sources of food colorants has been discovered among
such organisms as algae (Dunaliella producing B-carotene), fungi (poliketides pigments), yeast (Ashbya gossypii producing riboflavin),
bacteria. The highest expectations are connected with carotenoids, which are currently being intensively investigated. Their structural
diversity opens up a wide range of potential new colorants. The most important method of their modification is cloning of crt genes and
their expression in E. coli cells.

1. Introduction. 2. Synthetic colorants. 3. Natural colorants. 3.1. Nature-identical colorants produced by chemical synthesis.
4. Microbiological production of colorants. 4.1. Fungi as a potential source of colorants in food technology. 4.2. Microalgaes in the

production of colorants. 4.3. Bacteria and yeast as producers of coloring compounds. 5. Conclusion

Slowa kluczowe: barwniki, zrédla mikrobiologiczne, modyfikacje genetyczne

Key words:

colorants, microbial sources, genetic modifications

1. Wstep

Rozwoj przemystu spozywczego, nowych zrddet
i sposobéw pozyskiwania surowcow, a takze wzrost
$wiadomosci spoleczenstwa powoduje, ze oczekiwa-
nia konsumentéw wobec zywnosci ulegaja ciagtym
zmianom. W ostatnich latach rozgorzata dyskusja nad
szkodliwoscig, stosowanych w Zywnos$ci sztucznych
barwnikéw, co przyczynilo sie¢ do gwaltownego wzro-
stu zainteresowania zaréwno producentéw zywnosci jak
i konsumentéw barwnikami naturalnymi. Kolory pelnig
podstawowa role w identyfikacji produktéw spozyw-
czych oraz sg czynnikiem podwyzszajacym ich walory
smakowe. Zatem barwienie Zywno$ci jest waznym pro-
cesem majacym na celu:

o odtworzenie pierwotnej barwy utraconej w wyniku
przetwarzania,

« nadanie barwy produktom spozywczym zazwyczaj
naturalnie bezbarwnym lub czasowo bezbarwnym,

« wzmocnienie istniejacej barwy,

« podkreslenie aromatu (smaku) $rodka spozyw-
czego zwigzanego z konkretng barwa, co czyni go
tatwiejszym do rozpoznania.

Barwniki spozywcze mozemy podzieli¢ na barw-

niki pochodzenia naturalnego oraz syntetyczne lub na

barwniki rozpuszczalne w wodzie (antocyjany, beta-
cyjany i chlorofile) oraz rozpuszczalne w ttuszczach
i rozpuszczalnikach organicznych (karotenoidy). Barw-
niki naturalne otrzymywane sa na drodze wieloeta-
powego procesu ekstrakcji z materialu biologicznego,
ktérego zrédtem moga by¢ rosliny lub owady, natomiast
te identyczne z naturalnymi pozyskuje si¢ na drodze
syntezy chemicznej.

Dotychczas Rada Unii Europejskiej (Council of
European Union) zatwierdzita 43 barwniki stosowane
jako dodatki do Zywno$ci, w tym 16 naturalnych,
ktorym zostaly wyznaczone identyfikatory numeryczne
z litera E [14]. Jednak w 2007 roku Parlament Europejski
przyjat zapis zaostrzajacy mozliwos¢ zastosowania nie-
ktérych barwnikéw syntetycznych, a mianowicie tych
oznaczonych numerami 102 (tetrazyna), 104 (zdkcien
chinolinowa), 110 (Z6tcien pomaranczowa), 122 (azoru-
bina), 124 (czerwien koszenilowa) i 129 (czerwien allu-
rowa). Przyczyng takich zaostrzen byly wyniki badan
naukowych dotyczacych potencjalnego niekorzystnego
wplywu wymienionych dodatkéw na zdrowie cztowieka,
w tym wzrost ryzyka wystepowania alergii, nowotwo-
réw czy nadpobudliwosci u dzieci. Wielu producentow
zywnoéci, miedzy innymi Heinz, McDonald’s czy Tesco
dobrowolnie zrezygnowaly ze stosowania tych substancji.

* Autor korespondencyjny: Katedra Chemii, Wydziat Nauk o Zywnosci, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursy-
nowska 159 C, 02-776 Warszawa,; tel: (+ 48 22) 59 37 621; e-mail: izabela_stolarzewicz@sggw.pl
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Obecnie barwniki naturalne stanowia 31% rynku
substancji barwigcych [44]. W zwiazku z wycofywaniem
barwnikow sztucznych przewiduje sig, ze ich produkeja
bedzie wzrastata rocznie jedynie o 3-5%, za$ produkcja
barwnikdw naturalnych o 5-10% [43].

Z uwagi na niska wydajnos¢ procesu ekstrakeji
i malg stabilno$¢ dotychczas otrzymywanych barw-
nikéw naturalnych poszukuje si¢ nowych mozliwosci
pozyskiwania zwigzkéw mogacych petnic role substancji
barwigcych zywnos¢. Pomimo duzego zainteresowania
naturalnymi pigmentami nasza wiedza o ich wystepowa-
niu, mozliwosciach wykorzystania i wlasciwosciach jest
ograniczona. Wiele zrodet nowych barwnikow kryje sie
w biordznorodnosci $wiata roslin i mikroorganizmow
wystepujacych w niezbadanych dotychczas ekosyste-
mach, zaréwno ladowych jak i wodnych.

W pracy przedstawiono potencjalne mikrobiolo-
giczne zrodta barwnikéw mogacych znalez¢ zastosowa-
nie w przemysle spozywczym.

2. Barwniki syntetyczne

Syntetyczne zwigzki barwigce moga mie¢ dwojaki
charakter w zaleznosci od ich budowy i wlasciwosci che-
micznych, a wiec moga zalicza¢ si¢ do grupy zwigzkow
organicznych lub nieorganicznych. Dopuszczone do
stosowania organiczne barwniki syntetyczne to przede
wszystkim zwigzki azowe o wzorze ogélnym R N=NR_,
np. Czerwien Allura (E129) (rys. 1). Barwniki te posia-
daja wiele zalet w poréwnaniu z ich naturalnymi zamien-
nikami, cechuje je mianowicie standardowa moc barwie-
nia definiowana jako zaleznos¢ miedzy ilosciag dodane;j
substancji barwigcej a uzyskanym odcieniem. Sg czy-
stymi, jednorodnymi zwigzkami chemicznymi, posia-

CH,
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+
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OO OH OMe

Rys. 1. Syntetyczny barwnik azowy — Czerwien Allura (E129)

dajacymi wigksza odporno$¢ na warunki srodowiska,
aich formy handlowe sg tatwiejsze do stosowania w pro-
dukcji zywnosci. Ponadto barwniki syntetyczne sg tan-
sze w poréwnaniu do ich naturalnych odpowiednikow.
Z drugiej strony stosowanie tych zwigzkéw budzi wiele
kontrowersji z powodu ich domniemanej szkodliwosci
dla zdrowia czltowieka [30].

Barwniki azowe powstajg w reakcji sprzegania soli
diazoniowych z pochodnymi fenolu lub amin aroma-
tycznych. Poniewaz oba skfadniki moga by¢ znaczaco
modyfikowane, w rezultacie mozna uzyska¢ ogromna
liczbe barwnikow, szczegdlnie wtedy, gdy czasteczki
wyjéciowe sa fatwo dostepne i tanie. Synteza barwnikéw
azowych jest prowadzona w niskich temperaturach, a co
za tym idzie nie wymaga dostarczania energii. Ponadto
szkodliwy wptyw procesu na $rodowisko jest niewielki,
poniewaz wszystkie reakcje zachodza w srodowisku
wodnym. Dlatego z uwagi na wymienione powyzej
czynniki koszt produkcji tej grupy barwnikéw synte-
tycznych jest stosunkowo niewielki [45]. Pierwszym
otrzymanym w ten sposéb barwnikiem w 1958 roku
byta zélcien anilinowa, natomiast przykltadem syntezy
zwigzku uzywanego do barwienia Zzywnosci jest reakcja
otrzymywania Czerwieni Allura (E129) (zwigzek mono-
azowy niesymetryczny) [7] (rys. 2).

Barwniki nieorganiczne odgrywaja stosunkowo
niewielka role w barwieniu zywnosci. Najczesciej sto-
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OMe
OH

Czerwien Allura (E129)

Rys. 2. Synteza Czerwieni Allura
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sowane s3 metale, ktorych atrakcyjne wlasciwosci kolo-
rystyczne sprawiaja, iz wykorzystywane sg one gtéwnie
do barwienia powierzchniowego [30].

3. Barwniki naturalne

Barwniki naturalne uzyskuje sie z materiatu biolo-
gicznego pochodzenia roslinnego, zwierzecego i mikro-
biologicznego oraz z mineratéw (rys.3). W niniejszej
pracy zostang przedstawione barwniki, ktérych zrédlo
stanowig mikroorganizmy.

Zwiazki barwigce pochodzenia naturalnego w prze-
ciwienstwie do syntetycznych barwnikéw azowych
majg mniej intensywng barwe, a co za tym idzie maja
mniejszg zdolno$¢ barwienia. Ponadto s3 znacznie bar-
dziej wrazliwe na dzialanie czynnikéw utleniajacych,
podwyzszonej temperatury oraz zmian pH. Pomimo
tych wad s3 pozadane przez producentéw zywnosci,
poniewaz budzg zaufanie konsumentéw w odniesieniu
do bezpieczenstwa ich stosowania. W przemysle spo-
zywczym barwniki naturalne stosowane s3 w postaci
ekstraktéw i koncentratéw otrzymanych z surowcow
naturalnych pochodzenia rodlinnego, a w zaleznosci od
ich struktury, mozna je podzieli¢ na nast¢pujace grupy:

o izoprenoidowe — karotenoidy,

o porfirynowe — chlorofile,

« flawonoidowe - antocyjany,

o betalainowe - betaniny i betaksantyny,

o chinoidowe - koszenila,

« inne barwniki - ryboflawina, kurkumina.

Ekstrakcja substancji naturalnych, w tym barwni-
kéw, polega na ich izolacji z komorek, tkanek badz orga-

now roslinnych (korzenie, rozlogi, kwiaty, owoce) oraz
przeprowadzeniu do roztworu [14]. Wydajno$¢ takiego
procesu oscyluje najczesciej na poziomie 20%.

W przypadku barwnikéw zwigzanych z procesem
fotosyntezy zlokalizowanych gléwnie w chloroplastach
takich jak np. chlorofil, konieczne jest zniszczenie struk-
tur komorkowych przed rozpoczgciem procesu ekstrak-
¢ji. Dezintegracje $ciany komorkowej przeprowadza
sie najczesciej metodami fizycznymi (homogenizacja,
zmiany temperatury, sonifikacja) i/lub chemicznymi
(dzialanie rozpuszczalnikami lub enzymami). Otrzy-
mane ekstrakty sg zageszczane i oczyszczane odpowied-
nio dobrang metodg [14].

3.1. Naturalne barwniki otrzymywane na drodze
syntezy chemicznej

Wzrost $wiadomosci proekologicznej spoleczenstwa
powoduje, iz przemyst w tym takze przemyst spozyw-
czy poszukuje nowych przyjaznych srodowisku zrédet
i sposobow pozyskiwania surowcow.

Jednym z najcze$ciej otrzymywanych na drodze syn-
tezy chemicznej barwnikiem naturalnym jest - karo-
ten. Obok B- karotenu syntetyzuje si¢ réwniez jego
pochodne m.in. kantaksantyne (ciemnoczerwona),
B-apo-8-karotenal i kwas - apo-8-karotenowy oraz
jego estry: metylowy i etylowy (dajace kolor od z6t-
tego do pomaranczowego w zaleznosci od stezenia
zwigzku). Te syntetyczne karotenoidy, przygotowane
w odpowiedniej formie aplikacyjnej w celu uzyskania
pozadanej barwy oraz satysfakcjonujacej stabilnosci,
maja szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym.
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Karotenoidy otrzymywane sg w postaci stabo rozpusz-
czalnych krysztatow, za$ preparaty uzytkowe przyjmuja
posta¢ koncentratéw olejowych lub zostaja zdyspergo-
wane w wodzie. Formy olejowe dodawane sg do takich
artykulow jak jaja (barwnik dodawany jest do pasz dla
kur), pieczywo oraz artykuly mleczne, natomiast barw-
niki zdyspergowane w wodzie wykorzystuje si¢ do bar-
wienia napoi bezalkoholowych [7].

4. Mikrobiologiczna produkcja pigmentow

Mikroorganizmy produkuja szereg zwigzkoéw o whas-
ciwosciach barwiacych, jednakze z powodu trud-
noéci zwigzanych z wprowadzeniem takich substancji
na rynek wynikajacych miedzy innymi z mozliwosci
skazenia mikotoksynami, tylko niewielkg liczbe pig-
mentéw pochodzenia mikrobiologicznego produkuje
sie na skale przemystowa.

Najstarszym zrodtem barwnikéw produkowanych
przez grzyby i stosowanych przez czltowieka jest red
koji (angkak), ryz fermentowany przez rodzaj Monascus,
tradycyjnie uzywany w Azji od wiekéw do barwienia
czerwonego ryzowego wina, czerwonego sera $o0jo-
wego, migsa czy tez produktéw rybnych. Ten od dawna
uzywany w krajach azjatyckich pigment jest ciggle nie-
dopuszczony do produkcji w USA z uwagi na miko-
toksyny, jakie moga produkowac niektére gatunki plesni
z rodzaju Monascus.

Pierwszym europejskim sukcesem w dziedzinie
mikrobiologicznej produkcji pigmentéw byto wykorzy-
stanie plesni z rodzaju Blakeslea w produkcji 3-karotenu.
Europejska Dyrekcja Generalna do spraw Zdrowia
i Ochrony Konsumentdéw zatwierdzifa f-karoten produ-
kowany w ten sposéb jako identyczny z tym syntetyzo-
wanym chemicznie, a tym samym dopuszczalny do bar-
wienia zywnosci. Gatunek Blakeslea trispora jest obecnie
wykorzystywany réwniez do produkgji likopenu [9].

Komercyjna produkcja likopenu, czyli pomaran-
czowo-czerwonego barwnika (E160d), opiera si¢ na
syntezie chemicznej (p.3.1) lub ekstrakeji z natural-
nych Zrédel np. pomidoréw (Lycopersicum esculentum).
Z uwagi na rosngce znaczenia tego zwiazku oraz fakt, ze
rodliny i algi produkujg jedynie mieszanki karotenoidow,
a nie pojedynczy barwnik, zostaly podjete proby znale-
zienia alternatywnych drég produkcji, gwarantujacych
otrzymywanie z duzg wydajnoscia czystego likopenu.
Szlak biosyntezy p-karotenu, w ktérym produktem
przejsciowym jest likopen, zostal zbadany i opisany
w komorkach Phaffia balesleeanus, Mucor circinelloides
i Blakeslea trispora. Produkcja wspomnianego barwnika
u wyzej wymienionych gatunkéw grzybow odbywa sig
dzieki wyeliminowaniu aktywnosci genu cyklazy liko-
penu lub chemicznemu jej zahamowaniu poprzez doda-
tek do podloza hodowlanego amin trzeciorzedowych,
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aminometylopirydyny lub heterocyklicznych zwigzkéw
azotowych, takich jak np. imidazol, pirydyna. U B. tri-
spora wydajnos¢ syntezy likopenu sigga ok. 5% suchej
masy [20].

Kolejnym przyktadem syntezy mikrobiologicznej jest
produkcja zéttego barwnika - ryboflawiny (witaminy)
przez drozdze Eremothecium ashbyii i Ashbya gossypi,
ktore naleza do tzw. ,,mocnych” producentéw (syntezuja
1 g barwnika/dm® podioza hodowlanego) oraz przez
drozdze Candida guilliermudii lub Debaryomyces sub-
globosus nazywane ,,umiarkowanymi” producentami tej
witaminy (ponad 600 mg/dm?® podloza hodowlanego).
Gatunkiem bakterii produkujacym ryboflawine z nie-
wielkg wydajnoscig jest Clostridium acetobutylicum
(100 mg/dm® podtoza hodowlanego) [9].

Wtasnie z produkejg mikrobiologiczng, a co za tym
idzie z pozyskiwaniem substancji barwigcych w hodowli
takich mikroorganizméw jak bakterie, grzyby czy tez
algi, wielu naukowcow wiaze nadzieje na otrzymywanie
barwnikéw do zywnosci konkurencyjnych w stosunku
do barwnikéw sztucznych zaréwno pod wzgledem ich
wlasciwosci jak i ceny.

4.1. Grzyby jako potencjalne Zrédlo barwnikow
w technologii Zywnosci

Produkcja wielu obecnie akceptowanych barwni-
koéw zywnosci wigze sie z kilkoma ograniczeniami, do
ktérych nalezg m.in. zalezno$¢ producenta od zapasow
surowca czy tez zmienno$¢ metod ekstrakeji pigmen-
tow ze wzgledu na zréznicowanie skladu surowcow
wykorzystywanych do ekstrakeji substancji barwiacych.
Przeprowadzone ostatnio autoryzacje produkowanych
przez grzyby barwnikow stosowanych w zywnosci
zdopingowaly naukowcéw do badan nad chemiczna
i biologiczng réznorodnoscia $wiata grzybow w celu
pozyskania nowych pigmentéw dla przemystu. Bada-
nia te wymagaja stosowania metod chemotaksonomicz-
nych oraz wiedzy a priori dotyczacej metabolizmu tych
organizmow [22].

Grzyby charakteryzuja sie¢ duza wydajnoscia pro-
dukcji biomasy, a ich wtdrne metabolity wykazujg matla
wrazliwos¢ na ciepto i zmienne pH. Dlatego wlasnie te
organizmy wydajg si¢ by¢ warte dalszych badan jako
alternatywne zrédta naturalnych barwnikow [22]. Nie-
ktére pigmenty pozyskiwane z komorek grzybow strzep-
kowych byly znane juz od dawna i wykorzystywane jako
narzedzie taksonomiczne w identyfikacji gatunkow. Nie
badano ich jednak pod katem potencjalnego zastosowa-
nia w technologii Zywnosci [28]. Znaczna cze$¢ wczes-
niejszych prac dotyczacych otrzymywania barwnikéw
pochodzenia mikrobiologicznego skupiata si¢ na zwiaz-
kach karotenoidowych, ktorych to produkcja zostata juz
skomercjalizowana [1].
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Rys. 4. Barwniki antrachinonowe

Podobnie jak rosliny, grzyby syntetyzuja pigmenty,
ktore w zaleznosci od typu zwiazku pelnig rézne funkcje
w komorce, poczawszy od ochrony przed fotoutlenia-
niem (karotenoidy) i stresem $rodowiska (melaniny),
a skonczywszy na kofaktorach w katalizie enzymatycz-
nej (flawiny) [22].

Pigmenty grzybéw wykazuja unikatowg réznorod-
no$¢ chemiczng i strukturalng polaczong z szerokim
zakresem koloréw. S to miedzy innymi chinony takie
jak antrachinony [10] i naftochinony [4,11,18], kom-
pleks dihydroksynaftalenu i melaniny [5] oraz pochodne
flawiny takie jak np. ryboflawina [4]. Przykladowe barw-
niki antrachinononowe produkowane przez Eurotium
spp., Fusarium spp., Curvularia lunata oraz Drechelera
spp. [24], zostaly przedstawione na rysunku 4.

Jednym z najlepiej poznanych grzybéw pod katem
produkeji pigmentow jest Monascus spp., ktory wytwa-
rza takie barwne zwigzki jak monaskorubryna i rubro-
punktatyna (rys.5a, b). Oba pigmenty posiadajg cha-
rakterystyczng strukture odpowiedzialng za wysokie

powinowactwo do pierwszorzegdowych grup amino-
wych, stad nazywane sg aminofilami [17]. W obec-
nosci réznych aminokwaséw plesn z rodzaju Monascus
moze produkowa¢ pigmenty o barwach od pomaran-
czowo-zo6ltej do fioletowo-czerwonej. Obok wymie-
nionej monaskorubraminy i rubropunktaminy ostatnio
wyizolowano i opisano trzeci z czerwonych barwnikow
Monascus spp. rdznigcy sie od pozostatych podstawni-
kami w pozycji C3 i C9 w ich strukturze chemicznej
(rys. 5 ¢). Nowoodkryty pigment wykazuje wlasciwosci
antybakteryjne w szczegolnoéci w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich, co predestynuje go do zastosowan
zardbwno w przemysle spozywczym jak i farmaceu-
tycznym [26]. Niestety w ryzu poddanym fermentacji
prowadzonej przez plesnie Monascus spp., wykryto
mikotoksyne, cytrynine [19]. Fakt ten ogranicza zasto-
sowanie grzyboéw z rodzaju Monascus jako poten-
cjalnego producenta naturalnych barwnikéw spozyw-
czych i uniemozliwia wprowadzenie takiego produktu
na rynek w USA i Europie. Obiecujace moga by¢ tu

Rys. 5. Pigmenty Monascus sp.

a) rubropunktatyna, b) monaskorubryna, c¢) nowoodkryty barwnik czerwony
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Rys. 6. Barwniki naftochinonowe

jednak ostatnie doniesienia §wiadczace o tym, iz cytry-
nina jest produkowana tylko przez nieliczne szczepy
plesni z rodzaju Monascus [39].

Przykladem barwnika produkowanego przez plesnie
i dopuszczonego do barwienia zywnosci jest Aprink
Red™ produkowany przez ASCOLOR BIOTEC w Cze-
chach. Ten czerwony barwnik jest pozakomérkowym
metabolitem z klasy antrachinonéw, produkowanym
przez Penicillium oxalicum var. Armeniach CCM 8242.
Po 3-4 dniowej hodowli szczepu plesni uzyskuje si¢ od
1.5 do 2.0 g/dm’ tego zwigzku. Barwnik Aprink Red™
jest stabilny w pH wyzszym niz 3.5, za$§ w pH neutral-
nym zachowuje kolor nawet po 30 minutach gotowania
[46]. Dzigki tym wiasno$ciom i pozytywnym wynikom
testow toksykologicznych barwnik ten zostal zatwier-
dzony przez Komisj¢ Codex Alimentarius. Z kolei
plesnie z gatunku Penicillium aculeatum i P. pinophilum
produkuja poliketydowe barwniki azofilne tzw. ,,Mona-
scus — like pigments”. Zaletg produkcji tych barwnikow
jest brak toksycznosci dla czlowieka oraz fakt, iz pro-
dukcji tej nie towarzyszy wydzielanie cytryniny i innych
mikotoksyn [23].

Kolejna grupe pigmentéw o znaczeniu komercyjnym
stanowig naftochinony (rys. 6), ktore wykazuja szeroka
palete barw oraz s rozpuszczalne w wodzie. Nie wyma-
gaja chemicznej modyfikacji ani stosowania no$nikéw
i stabilizatoréw w celu rozpuszczenia si¢ w Zzywnosci, co
wynika ze struktury chemicznej zblizonej do struktury
barwnikéw roslinnych czy zwierzecych. Naftochinony
znajdowane sg nawet w tak egzotycznych gatunkach
plesni jak Cordyceps unilateralis, ktory jest patogenem
mroéwek, a jego spory odzywiajg sie miekkimi tkankami
insekta. C. unilateralis produkuje pie¢ czerwonych barw-
nikéow pozakomorkowych: erytrostominon, deoksy-
erytrostominon, 4-O-metylostominon, epierytostomi-
nol, deoksyerytrostominol i 3,5,8-trihydroksy-6-meto-
ksy-2-(5-oksoheksa-1,3-dienylo)-1,4-naftochinon (3,5,8-
-TMON), przy czym szczegolnym zainteresowaniem
cieszy si¢ ten ostatni, ze wzgledu na niska cytoto-
ksycznos¢ oraz intensywny krwisty kolor. Chemiczna
struktura naftochinonéw produkowanych przez C. uni-
lateralis jest podobna do komercyjnie dostepnych czer-
wonych barwnikéw takich jak szikonina i alkanina
(rys.6), bedacych odpowiednio metabolitami korzeni
roslin Alkanna tinctoria i Lithospermum erythrorhizon.
Szikonina znajduje szerokie zastosowanie poczawszy

od przemystu farmaceutycznego jako dodatek o silnym
dziataniu antybakteryjnym i antymalarycznym poprzez
przemyst widkienniczy, kosmetyczny i spozyweczy, gdzie
moze by¢ wykorzystywana w roli barwnika [38].

4.2. Mikroalgi w produkcji barwnikéw

Algi naleza do grupy nieunaczynionych organizméw
autotroficznych i produkujg wiele zwigzkow takich jak
weglowodany, biatka, aminokwasy, witaminy oraz kwasy
ttuszczowe [27]. GIéwnymi pigmentami alg sa chloro-
file a, b i ¢, B-karoten, fikocyjanina, ksantofile i fiko-
erytryna. Wszystkie te pigmenty maja duza szanse na
wykorzystanie w przemysle spozywczym, farmaceu-
tycznym i kosmetycznym. Rosnacy popyt na barwniki
naturalne, ktére moga by¢ stosowane w wymienionych
galeziach przemystu, stal si¢ powodem szerokich badan
nad tymi organizmami. W 2007 roku szacowano roczng
produkgje alg na 5000 ton suchej masy. Najwiekszym
zainteresowaniem ciesza sie: Spirulina produkujaca nie-
bieska fikocyjanine, Dunalliela syntetyzujaca p-karoten
oraz rodzaj Haematococcus wytwarzajacy czerwona
astaksantyne [8,29].

Karotenoidy sa obecne w chloroplastach alg w pos-
taci zfozonej mieszaniny charakterystycznej dla kaz-
dej z ich klas. Na przyktad, czerwona alga Rhodophyta
posiada a i f-karoten oraz ich hydroksylowe pochodne,
Chloromonadophyta zawiera diadynoksantyne i hetero-
ksantyne, natomiast dla Chlorophyta charakterystyczne
sg acetylenowe pochodne karotenoidéw nazywane
alloksantynga, monadoksantyng i krokoksantyna. Spriru-
lina akumuluje p-karoten w stezeniach 0,8-1,0% suchej
masy, Haematococcus 1,5-3%, a Dunaliella nawet 14%,
co czyni ja najwiekszym jego producentem [8,36].

Do rodzaju Dunaliella nalezg gatunki halotoleran-
cyjne, jednokomorkowe, majace wyjatkowa budowe
morfologiczng oraz specyficzne wtasciwosci fizjolo-
giczne. Gromadzenie duzych ilosci f-karotenu naste-
puje gtéwnie w odpowiedzi na duze natezenie $wiatla,
w optymalnych warunkach 25-30lukséw. Dunaliella
salina potrafi wytworzy¢ nawet 400 mg -karotenu/m?
pola uprawy i moze by¢ bezpiecznie uzywana w przemy-
$le spozywczym, gdyz posiada status GRAS (ang. Gene-
rally Recognized As Safe) [8, 42]. Naturalny p-karoten
z alg Dunaliella dostgpny jest na wielu rynkach pod
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trzema postaciami: ekstraktu P-karotenu w postaci
emulsji o stezeniach od 1 do 20%, sproszkowanej bio-
masy alg oraz suszonej biomasy [8, 36].

Czerwona mikroalga z rodzaju Porphyridium stanowi
zrodlo zwigzkow posiadajacych wartosci odzyweze i tera-
peutyczne, w tym karotenoidéw, gléwnie zeaksantyny,
oraz fluorescencyjnych fikobiliprotein. Fikobiliproteiny
nalezg do pigmentdw uczestniczacych w fotosyntezie,
a gromadzone s3 w komérkach w postaci fikobilisomoéw
zwigzanych z blona tylakoidow chloroplastow. Zbudo-
wane s3 one z chromoforéw - bilin, bedacych podsta-
wionymi tetrapirolami polaczonymi z apoproteinami
[8] (rys.7). Czerwona fikobiliproteina - fikoertryna
oraz niebieska fikocyjanina sg rozpuszczalne w wodzie
i moga pelnic¢ role naturalnych barwnikéw w przemysle
spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym [6].

Jeden z gatunkdw z rodzaju Porphyridium jest zrod-
tem fluorescencyjnych rézowych pigmentéw naleza-
cych do fikobiliprotein, a mianowicie B-fikoerytryny
i b-fikoerytryny. Ta r6zowoczerwona fikoerytryna moze
by¢ stosowana do nadawania barwy wyrobom cukier-
niczym, zelatynowym deserom i produktom mlecznym.
Ilo$¢ wymagana do zabarwienia 1 kg réznych artyku-
téw waha si¢ od 50 do 100 mg/kg. Kolor tego barwnika
jest stabilny w 60°C przez 30 minut i posiada dlugi czas
trwania w pH 6-7. Okazal si¢ on takze bardzo stabilny
w suchych preparatach przechowywanych w warunkach
niskiej wilgotnosci. Oprécz wiasciwosci barwigcych,
czerwona fikoerytryna wykazuje zo6lta fluorescencje,
co daje mozliwo$¢ uzycia jej w specjalnych produktach
zywnosciowych, miedzy innymi w przezroczystych liza-
kach, cukierkach, napojach bezalkoholowych i alkoho-
lowych. Omawiany barwnik nie jest jeszcze stosowany
w przemysle spozywczym, pomimo ze badania prowa-
dzone na szczurach karmionych suchg masg alg Porphy-
ridium nie ujawnily zadnego negatywnego wptywu na
ich wzrost czy tez histologie [8].

Zr6édtem niebieskiego barwnika zwanego Marine
blue jest mikroalga Porphyridium aerugineum. Ten gatu-

nek rézni si¢ od innych czerwonych mikroalg brakiem
czerwonej fikoerytryny, ekstrakt z komorek P. aerugi-
neum jest niebieski [13]. P aerugineum to alga jedno-
komoérkowa, uprawiana w sztucznym lub w stonecznym
swietle, w $wiezej wodzie bogatej w dwutlenek wegla.
Podczas badan nad optymalizacjg procesu produkeji
wymienionej wyzej niebieskiej fikocyjaniny udalo sie
uzyska¢ wydajno$¢ wynoszaca ponad 60% suchej masy,
za$ ilo§¢ wymagana do zabarwienia 1 litra napoju wyno-
sita 140-180 mg. Zalete pigmentu produkowanego przez
P, aerugineum stanowi stabilno$¢ wobec zmiennego pH
oraz $wiatla, natomiast wade jego termowrazliwos¢.
W pH 4-5 barwnik ten cechuje si¢ stabilno$cig w tem-
peraturze 60°C przez 40 minut, co jest istotne dla wyko-
rzystania tego zwigzku w przetworstwie spozywczym.
Pomimo swoich wlasciwosci nie produkuje si¢ go na
skale przemystows, z uwagi na trwajace jeszcze testy
toksykologiczne [8].

4.3. Bakterie i drozdze jako producenci zwiazkow
o charakterze barwnikow

Sposrod mikrobiologicznych zZrédet barwnikéw bak-
terie i drozdze cieszg si¢ mniejszym zainteresowaniem
naukowcow jako potencjalni producenci substancji
wykorzystywanych do barwienia zywnosci w poréw-
naniu z grzybami i algami. Jednak i w tej grupie mikro-
organizméw znajduje sie wiele gatunkow zdolnych do
produkeji pigmentoéw, ktore moga pelnic role suplemen-
tow diety zaréwno zwierzat jak i ludzi. W krdlestwie
bakterii gatunkami zdolnymi do syntezy barwnikéow
sa miedzy innymi Chromobacterium violaceum, pro-
dukujgcy wiolacyne (o barwie purpurowo-fioletowej),
Flavobacterium sp., ktory produkuje z61ta zeaksantyne
z wydajnoscig do 190 mg/dm? podloza hodowlanego [9]
czy Agrobacterium aurantiacum wytwarzajacy rdZowo-
czerwong astaksantyne [40, 41]. Ponadto fotosynte-
tyzujace bakterie Bradyrhizobium sp. [21] i halofilne



174

Halobacterium sp. [3] sg producentami ciemnoczerwo-
nej kantaksantyny.

Drozdze produkuja przede wszystkim astaksantyne
i karotenoidy. Za najlepszego kandydata na komer-
cyjnego producenta astaksantyny uwazane sg drozdze
z gatunku Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia
rhodozyma), za$ karotenoidy sa produkowane przez
drozdze z rodzaju Rhodotorula [35]. Wydajnos¢ takiej
syntezy w przypadku dzikich szczepow jest bardzo mala,
dlatego w celu jej podniesienia stosuje si¢ modyfikacje
warunkow hodowli i skladu podtoza [31] oraz wykorzy-
stuje techniki inzynierii genetycznej [37].

Bakterie i drozdze, ktorych metabolity nie zawieraja
substancji barwnych moga sta¢ si¢ ich producentami
w wyniku modyfikacji genetycznych. W ciagu ostatnich
kilku lat sklonowano znaczaca liczbe genéw kodujacych
szlaki syntezy karotenoidéw crt (dotychczas ponad
150 genéw kodujacych 24 enzymy). Heterologiczna eks-
presja wigkszosci tych gendw sprawila, ze stalo si¢ moz-
liwe zaprojektowanie $ciezek biosyntezy karotenoidow
w komorkach drozdzy i bakterii m.in. E. coli, ktére nie
produkuja tej grupy zwigzkow. Ekspresja okreslonych
kombinacji genéw i lgczenie Sciezek biosyntezy na
poziomie molekularnym zaowocowaly syntezg nowych,
rzadkich i cennych karotenoidéw, ktére moga odznaczac¢
sie roznorodnoscig barw [33].

Geny kodujace wezesne enzymy szlaku biosyntezy
karotenoidow: syntaze¢ GGDP, syntaze fitoenu i desa-
turaze fitoenu stanowig ponad potowe wszystkich klo-
nowanych genow crt. Przykladem enzymu o duzym
znaczeniu w syntezie roznorodnych karotenoidow jest
desaturaza fitoenu, ktéra moze tworzy¢ rozne ilosci
podwojnych wigzan w fitoenie. U roélin, cyjanobk-
terii oraz alg powstaja dwa wigzania i syntezowany
jest {-karoten, z kolei u bakterii z rodzaju Rhodobacter
powstaja trzy wiazania tworzac neurosporen. Powstawa-
nie czterech wigzan skutkuje synteza likopenu (gléwnie
u eubakterii i grzybow), a pigciu wigzan 3,4-hydroliko-
penu w komorkach Neurospora crassa [12].

Pierwsze eksperymenty majace na celu projekto-
wanie syntezy karotenoidéw byly prowadzone poprzez
usuwanie niektérych gendw crt z kasety ekspresyjnej
na drodze delecji. Takie podejscie skutkowalo ekspre-
sja calkiem nowych enzymoéw i synteza nieoczekiwa-
nych karotenoiddéw u Erwinia herbicola i Rhodobacter
sphaeroides [15].

Proces modyfikacji genéw crt bazuje na losowej
mutagenezie, rekombinacji i selekcji genéw kodujgcych
dane biatka. Przykladem tego typu dzialania moga by¢
modyfikacje desaturazy fitoenu (crtl) i cyklazy liko-
penu (crtY) w kierunku syntezy nowych karotenoidow
w komorkach E. coli. Oba enzymy odgrywaja kluczowa
role na etapie rozgalezienia $ciezki biosyntezy acyklicz-
nych i cyklicznych karotenoidéw. Zmiana specyficzno-
$ci substratowej produktow gendw crtl i crtY, modyfika-
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cja wlasciwosci katalitycznych lub tasowanie genéw crtI
i crtY, umozliwia synteze réznorodnych karotenoidéw
[2]. Pomimo obiecujgcych wynikéw badan zwigzanych
z projektowaniem szlakéw biosyntezy karotenoidéw
w E. coli, przeszkoda w komercyjnym wykorzystaniu
tego gatunku bakterii do produkcji barwnikdow jest fakt
posiadania przez nig ograniczonego zasobu podstawo-
wych prekursoréw izoprenoidowych potrzebnych do
biosyntezy karotenoidéw. Poziom produkgji karoteno-
idow w rekombinowanych komorkach E. coli jest niski
(10-500 pg/g suchej masy) w poréwnaniu do komer-
cyjnie wykorzystywanych drobnoustrojéow takich jakich
Dunalliella sp., Haematococcus sp. i X. dendrorhous, dla
ktorych poziom produkeji osigga nawet 50 mg na gram
suchej masy [16].

Ze wzgledu na toksyczne dziatanie zbyt wysokiego
stezenia prekursoréw izoprenoidowych na komorki
E. coli mozna stwierdzi¢, ze prawdopodobnie maksy-
malny mozliwy poziom produkcji karotenoidow w tej
bakterii zostal juz osiagniety [32]. W przeciwienstwie
do bakterii drozdze sg zdolne do akumulowania duzych
iloéci izoprenoidowych pochodnych ergosterolu. Bio-
synteza ergosteroli w niekarotenoidowych drozdzach
Saccharomyces cerevisiae i Candida utilis z sukcesem
zostala skierowana w strone produkcji karotenoidow
[25]. Nadekspresja reduktazy 3-hydroksymetylogluta-
rylo koenzymu A i blokada syntezy ergosteroli spowo-
dowata nadprodukeje likopenu w komorkach C. utilis
(7,8 mg/g suchej masy) [34].

Pomyslne rezultaty sktadania genéw crt i projekto-
wania nowych $ciezek syntezy na poziomie moleku-
larnym poszerzyto mozliwosci produkeji struktural-
nie odmiennych karotenoidéw. Ostatnie dokonania
inzynierii genetycznej powinny pozwoli¢ na produk-
cje nowych karotenoidéw, znajdujacych zastosowanie
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym i kosme-
tycznym oraz medycynie.

5. Podsumowanie

Procesy pozyskiwania pigmentéw pochodzenia natu-
ralnego oparte na ekstrakeji sg mato wydajne i wymagaja
duzego nakfadu surowca, a co za tym idzie sg kosztowne
i nieoplacalne. Otrzymane w ten sposob barwniki wyka-
zuja malg odporno$¢ na dziatanie takich czynnikow
$rodowiska jak i zmienne pH, temperatura, natlenienie
czy dzialanie §wiatla stonecznego. Aspekty te w znaczacy
sposob obnizaja mozliwosci stosowania barwnikow
naturalnych w przemysle spozywczym. Alternatywe dla
tych zwiazkow stanowig barwniki sztuczne czyli zwigzki
azowe, charakteryzujace sie znacznie wigkszg intensyw-
nos$cig kolorow i trwaloscia, a ich synteza jest prosta
i tania. Okazuje si¢ jednak, ze substancje te w procesach
in vitro ulegaja redukeji do amin aromatycznych, co jest
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zjawiskiem niekorzystnym z powodu wzrostu toksycz-
nosci powstajacych zwigzkéw. Pomimo, ze wszystkie
zwigzki azowe stosowane w przemysle spozywczym
zawieraja grupy sulfonowe, zwigkszajace ich rozpusz-
czalno$¢ w wodzie i tym samym ulatwiajace usuniecie
ich samych lub ich metabolitéw z organizmu, to nie-
ktére z nich (np. tartrazyna) moga powodowac alergie
lub wykazywac¢ dziatanie kancerogenne. Dlatego zasad-
nym wydaja sie dalsze badania nad mikrobiologicznymi
producentami barwnikéw, cechujacych sie wysoka
wydajnoscig syntezy zwigzkéw o poréwnywalnej do pig-
ment6w syntetycznych stabilno$cig. Ponadto duze moz-
liwosci niosa ze soba modyfikacje genetyczne takie jak
np. tasowanie genow crt i projektowanie nowych $ciezek
syntezy na poziomie molekularnym, stwarzajace nowe
mozliwosci produkgji strukturalnie odmiennych karo-
tenoidow. By¢ moze rozwdj metod mikrobiologicznych
opartych na inzynierii genetycznej lub badania dotych-
czas niepoznanych, potencjalnych zrédet substancji
barwigcych przyniosa w przysztosci rozwigzanie pro-
blemoéw, z jakimi spotykajg si¢ technolodzy i spowoduje
catkowite wyparcie z rynku barwnikéw sztucznych na
rzecz barwnikéw pochodzenia mikrobiologicznego,
ktérych roznorodnos¢ jest wcigz godna zainteresowania
mikrobiologéw, biochemikéw oraz genetykow.
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1. Wprowadzenie. 2. Mechanizm dziatania ozonu. 3. Rozwdj ozonoterapii. 4. Ozon w dezynfekcji wody i powietrza. 5. Zastosowanie
ozonu w przemysle spozywczym. 6. Zastosowanie ozonu w terapii. 7. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ozonu oceniana in vitro.
8. Podsumowanie

Ozonotherapy and application of ozone as disinfectant

Abstract: Unquestionable bactericidal activity of ozone has been known for over 100 years. The possibility of artificial production of
ozone in the specially constructed generators allows for studying the activity of ozone against microorganisms. Medical application
(ozonotherapy) of ozone (gas naturally occurring in nature) is nothing more than one more method of physical therapy. In Poland,
ozonotherapy was applied for the first time by professor Hubert Antoszewski, who working in Silesia and being a strong follower of this
method, set up the Polish Society of Ozonotherapy (PTOT) located in Katowice. Ozonotherapy is still, despite the appearing increase
in the number of major scientific reports about its efficacy, treated as a method of alternative medicine and for this reason it is not
refunded by the health systems of many countries. Ozone is toxic to humans and when inhaled, it can cause serious health problems
- if its concentration in air exceeds a safe value. Toxicity of ozone depends on its concentration, time of exposure and route of
administration. Despite its toxicity, bactericidal, fungicidal and virucidal activity, ozone is used in ozonotherapy in many medical fields,
e.g. surgery, dermatology, laryngology, ophthalmology, gynecology and dentistry. Additionally, ozone is also applied for disinfection of
water and air, and in food industry. The Department of Antibiotics and Microbiology at the National Medicines Institute in Warsaw, has
performed studies concerning antimicrobial activity of ozonized water and oxygen-ozone gas mixture, according to the methodology
developed in the relevant European Standards (EN). These studies were intended for evaluation of bactericidal and fungicidal activity
of disinfectants and antiseptics. The present state of knowledge, taking into consideration the research related to ozone antimicrobial
activity, allows us to treat ozonotherapy as an evidence-based method (EBM). Other applications of this physical method are still
disputable despite many studies.

1. Introduction. 2. Mechanism of action of ozone. 3. Developement of ozonotherapy. 4. Ozone in water and air disinfection. 5. Use of
ozone in the food industry. 6. Use of ozone in therapy. 7. Antimicrobial activity of ozone evaluated in vitro. 8. Summary

Slowa kluczowe: mieszanina tlenowo-ozonowa, ozon, ozonoterapia, ozonowana woda, dezynfekcja

Key words:

oxygen-ozone gas mixture, ozone, ozonotherapy, ozonized water, disinfection

1. Wprowadzenie

Ozon, jako naturalny skladnik atmosfery powstaje
w stratosferze na wysokosci okoto 30 km, jako wynik
dzialania promieni ultrafioletowych na tlen. Mozliwo$¢
sztucznego wytwarzania ozonu w specjalnie skonstruo-
wanych generatorach pozwala na prowadzenie badan
nad wplywem ozonu na zywe organizmy. Pierwsze, udo-
kumentowane wyniki zwalczania zakazen przyrannych
za pomocg ozonu odnotowano juz prawie 100 lat temu
[52]. Zastosowanie medyczne ozonu (ozonoterapia)
- naturalnie wystepujacego w przyrodzie gazu jest w swej
istocie niczym innym jak jeszcze jedng metoda fizykote-
rapii. Spenia bowiem kryteria dla takiej metody podane
przez Ponikowska i Fersona, ktérzy uznali ozon
za gaz leczniczy majacy zastosowanie w balneologii [42].

Pomimo toksycznych wlasciwosci ozonu, jego aktyw-
nos¢ bakterio-, grzybo- i wirusobdjcza jest wykorzysty-
wana w ozonoterapii prowadzonej m.in. w obszarze chi-
rurgii, dermatologii, laryngologii, okulistyce, ginekologii
czy stomatologii. Ponadto, do sterylizacji wrazliwych na
wysoka temperature oraz wilgo¢ narzedzi i materialow
stosowanych w opiece medycznej, wykorzystuje sie
synergistyczne dziatanie par nadtlenku wodoru i ozonu
(zwane w literaturze jako peroxone lub perozone), jako
nowa technologie szybkiej sterylizacji niskotempera-
turowej o nazwie systemu ,3M™ Optreoz™ 125-Z”
[36]. System ten zapewnia dobrg penetracje diugich
i waskich kanaléw wewnetrznych, bez ryzyka uszko-
dzenia materialu, pozwalajac na sterylizacje np. diu-
gich wielokanatowych endoskopdéw gietkich. Ozon zna-
lazl zastosowanie réwniez jako $rodek do dezynfekcji
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wody, powietrza oraz jako srodek dezynfekcyjny i kon-
serwujacy w przemysle spozywczym.

2. Mechanizm dzialania ozonu

Ozon jest jednym z najsilniejszych utleniaczy. Reagu-
jac ze zwigzkami organicznymi powoduje ich utlenianie.
W pierwszym etapie dziatania ozonu dochodzi do szyb-
kiego przerwania $ciany komdrkowej bakterii. Nastepnie,
reszty wielonienasyconych kwaséw tluszczowych fosfo-
lipidéw wchodzacych w skiad blony cytoplazmatyczne;j
ulegaja peroksydacji, co prowadzi do powstania nadtlen-
kow tych zwigzkéw. Produkty peroksydacji zmieniaja
wilasciwosci fizyczne blon komoérkowych. Powoduja ich
depolaryzacje, hamuja aktywnos$¢ enzymow btonowych
i bialek transportowych. Ponadto, w reakcjach z silnymi
utleniaczami moze réwniez dojs¢ do utlenienia amino-
kwasdw, biatek i kwaséw nukleinowych [28].

Ozon jest gazem toksycznym dla czlowieka, wdy-
chany moze powodowa¢ powazne problemy zdrowotne,
jesli jego stezenie w powietrzu przekroczy bezpieczna
warto$¢. Symptomy takie jak: uczucie suchosci w gardle
i w ustach, kaszel, bdle glowy i klatki piersiowej moga
pojawi¢ sie przy dluzszym czasie ekspozycji na ozon
i ulegaja nasileniu réwniez przy wyzszych jego steze-
niach. W szeregu badaniach na zwierzetach dowiedziono
szkodliwego dziatania ozonu na uklad oddechowry, pro-
cesy odpornosciowe i wykazano jego genotoksyczno$é
[53]. Ozon nalezy do grupy egzogennych czynnikow
wyzwalajacych aktywne formy tlenu, odpowiedzialne
za szereg efektow biologicznych. Organizmy tlenowe
posiadaja systemy obronne unieczynniajgce aktywne
formy tlenu, jednakze ukfad obronny komérki posiada
okreslone mozliwosci tego unieczynniania, ktérych
wyczerpanie moze powodowa¢ lawinowy wzrost steze-
nia rodnikéw tlenowych w komoérce. W wyniku dzialania
ozonu na podwojna ni¢ DNA, w uktadach in vitro, moze
dochodzi¢ do peknieé polaczen pomiedzy petlami tego
kwasu, a takze pomigdzy DNA a biatkami. W warunkach
in vivo, skutki dzialania ozonu nie musza by¢ réwnie
niebezpieczne, poniewaz uszkodzenia DNA moga by¢
sprawnie usuwane przez komorkowe systemy naprawcze,
aistezenie ozonu moze by¢ duzo mniejsze, niz w warun-
kach doswiadczalnych [53].

Toksycznos¢ ozonu zalezy od jego stezenia, czasu
ekspozycji i drogi podania. Ozon podawany droga
wziewng moze powodowac nieodwracalne zmiany w ko-
morkach rzeskowych pluc, zmieniajac strukture ich
blon komoérkowych, czego konsekwencja jest zwtdknie-
nie ptuc. Wedtug rozporzadzenia Ministra Srodowiska
»W sprawie dokonywania oceny pozioméw substancji
w powietrzu”, dopuszczalny poziom ozonu w powie-
trzu wynosi 120 pg/m’® - usredniony wynik pomiaréw
w ciggu 8 godzin [44].
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3. Rozwdj ozonoterapii

Ozon odkryto ponad 170 lat temu. W Tabeli I zesta-
wiono istotne daty i wydarzenia zwigzane z zastosowa-
niem ozonu w terapii.

Waznym wydarzeniem w rozwoju badan ozonu
byto utworzenie w 1971 r. International Ozone Insti-
tute (I0I), przemianowanego w 1973 r. na towarzystwo
naukowe o nazwie: International Ozone Associations
(IOA), ktére miato stuzy¢ za centrum mygli i technologii
zwigzanych z wieloaspektowymi zastosowaniami ozonu
w przemysle i medycynie. Organizacja IOA to ogélno-
$wiatowe forum badan i wymiany doswiadczen taczace
naukowcow, inzynieréw, projektantow systemow, tech-
nologdéw, producentéw wyposazenia i uzytkownikéw
technologii ozonowych. IOA wprowadzila szereg ogdl-
nos$wiatowych programéw obejmujacych m.in. takie
obszary jak: zastosowanie ozonu w dezynfekcji wody
i $ciekow, w produkcji i przetworstwie zywnosci, a takze
badanie medycznych zastosowan ozonu.

Obecnie IOA zrzesza ponad 1300 czlonkow, ktorzy
prowadza programy IOA w trzech regionalnych gru-
pach $wiatowych: panamerykanskiej (PAG: Ameryka
Péinocna, Centralna i Poludniowa), japonskiej (NIG)
i grupie EA3 (EA3G: Europa, Afryka, Azja, Australia)
zrzeszajacej ponad 40 krajow, prowadzacych badania
nad ozonem i stosujgcych go ze wskazan medycznych.

IOA wydaje regularnie czasopisma: IOA Newsletter
- Ozone News i dwumiesiecznik Ozone: Science & Engi-
neering (OS&E). Odbylo si¢ juz 20 §wiatowych kongre-
séw IOA, ostatni mial miejsce w Paryzu, w maju 2011 r.

W Europie od 1971 r. dziala European Cooperation
of Medical Ozone Societies z siedzibag w Paryzu zrze-
szajace obecnie 4 regionalne towarzystwa dzialajace tez
w ramach EA3G: niemieckie: Arztliche Gesellschaft fiir
Ozon-Anwendung in Pravention und Terapie; szwaj-
carskie: Swiss Medical Society for Ozone and Oxygen
Therapies — SAGOS; austriackie: Ozone Therapists’
Interest Group - OTIG i wloskie: International Medi-
cal Ozone Society Italy - IMOS. Grupa ta w 2012,
w dniach 4-6 lipca, zorganizowata we Francji, w Ecole
d’ingenieurs de Purpon w Tuluzie kolejne spotkanie pod
hastem ,,Ozone & Related Oxidants to Meet Essential
Human Needs Uses for Agri-Food, Industry, Water and
Health”. Z kolei Grupa PAG organizuje swoje sympo-
zjum we wrzesniu 2012 r., w Milwaukee.

Ogromne zastugi dla nowoczesnej ozonoterapii
oddali dr Renate Viebahn autorka uznanych pod-
recznikow tej metody i, obecnie emerytowany, profesor
tizjologii Velio B o c ¢ 1, ktdry od 40 lat propaguje i bada
te metode organizujac wiele kursow i szkolen jako wie-
loletni Prezydent IMOS i Dyrektor Instytutu Wydziatu
Farmacji Uniwersytetu w Sienie.

W Polsce po raz pierwszy zastosowal klinicznie
ozonoterapie, pracujacy w Katowicach, prof. Hubert
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Tabela I
Wybrane istotne daty w rozwoju ozonoterapii — zestawienie wlasne
Rok Wydarzenie Pis'mlen—
nictwo

1840 | Niemiecki chemik Friedrich Schonbein (1799-1868) odkrywa ozon i nazywa go dla szczegdlnego zapachu [43]
- ozonem, od greckiego stowa oznaczajacego zapach - ozein

1856 | Pierwsze medyczne uzycie ozonu w Stanach Zjednoczonych przez homeopate J. L. Martina [19]

1857 | Wynalezienie pierwszego, laboratoryjnego generatora ozonu tzw.: lampy ozonowej (Werner von Siemens) [43]

1896 | Stany Zjednoczone — Nikola Tesla opatentowuje pierwszy generator do przemystowej produkcji ozonu [53]

1900 | Stany Zjednoczone — Nikola Tesla zalozyt , Tesla Ozon Co’, ktory sprzedaje wynalezione generatory ozonu [53]
i ozonowang oliwe dla lekarzy do uzytku medycznego

1873 | Odkrycie zdolnosci zabijania drobnoustrojéw przez ozon (Fox) [16]

1885 | Pierwsza anglojezyczna publikacja dotyczaca leczenia za pomoca ozonu - zatytutowana ,,Ozone” autorstwa [30]
Ch. J. Kenwortha z Jacksonville

1915 | Pierwsze zastosowanie ozonu do leczenia ran [56]

1916 | Pierwsze doniesienie o przydatnosci leczenia ozonem w przypadkach zakazen ko$ci [50]

1935 | Pierwsze stosowanie insuflacji ropnych przetok ozonem (Payer i Auborg) (7]

1971 | Powstaje niemieckie ,Medyczne Stowarzyszenie Terapii Ozonem” -

1972 | Powstaje Miedzynarodowe Stowarzyszenie Terapii Tlenowej zalozone przez George Freibotta, ktére stalo sie -
nastepca zalozonego w 1913 r. ,Zwiazku Terapii Tlenowe;j”

1971 | Powstaje miedzynarodowe towarzystwo naukowe: International Ozone Associations - IOA -

1979 | Wydanie przez E. Fischera w Verlag fiir Medizin w Heidelbergu pierwszego nowoczesnego, profesjonalnego [57]
podrecznika ozonoterapii klinicznej - ,Das Medizinische Ozon” autorstwa H. H. Wolffa

1979 | Pierwsze doniesienie o zastosowaniu ozonu w leczeniu miazdzycy zarostowej tetnic; mikroangiopatii [41]
i polineuropatii cukrzycowej oraz skutkéw niewydolnosci krazenia zylnego

1983 | Pierwszy Miedzynarodowy Kongres dotyczacy medycznych zastosowan ozonu, Waszyngton, Stany Zjednoczone -

1986 | Pierwsze w Polsce zastosowanie kliniczne ozonoterapii (4]

1995 | Pierwsze na $§wiecie podanie mieszaniny tlenowo-ozonowej do komér bocznych mézgu (5]

2000 | Pierwsze podane w pi$miennictwie zastosowanie glebokich pooperacyjnych insuflacji mieszaning ozonowo-tlenowsa [12]

2003 | Pierwsze podane w pimiennictwie rédoperacyjne zastosowanie ozonoterapii powierzchniowej w profilaktyce [9]
zakazen miejsca operowanego w ortopedii

Antoszewski, ktéry bedac goracym zwolennikiem
tej metody powotal do zycia Polskie Towarzystwo Ozo-
noterapii (PTOT) z siedzibg w Katowicach. Jako Prezes
PTOT zorganizowal pierwsze w Polsce Sympozjum Ozo-
noterapii oraz trzy Ogdlnopolskie Kongresy Polskiego
Towarzystwa Ozonoterapii — pierwszy w 1993 r. w Kato-
wicach, a ostatni w Szczyrku w 1996 r. W 1997 r. pojawita
sie pod jego redakcja pierwsza w Polsce publikacja opisu-
jaca terapeutyczne zastosowanie ozonu w medycynie [3].

Po odejsciu prof. H. Antoszewskiego naeme-
ryture dzialalnos¢ PTOT zaczela zamieraé, a po Jego
$mierci, we wrze$niu 2007 r. w zasadzie zupelnie ustata
i wymaga reaktywacji, chociaz by¢ moze w nieco innej
formule.

Znaczne zastugi dla rozwoju ozonoterapii w Polsce
potozyl dr Piotr Szmurto prowadzacy badania wraz
z prof. Ireng Ponikowska w kierowanej przez nia
Klinice Balneologii i Medycyny Fizykalnej UMCS z sie-
dziba w Ciechocinku. Powstalo tam wiele pomystow
dotyczacych zastosowan ozonu w balneologii i prace
nad zastosowaniami tej metody w balneologii i fizyko-
terapii sg tam nadal prowadzone [55].

Zastuzony dla polskiej ozonoterapii jest rowniez
mgr inz. Wiestaw Brojek, entuzjasta tej metody,

wspoltworca oraz producent jedynego do tej pory
rdzennie polskiego, stale unowocze$nianych aparatéw
do ozonoterapii (seria ATO,)

Obecnie terapia ozonem jest dopuszczona prawnie
i stosowana z powodzeniem w: Niemczech, Wtoszech,
Francji, Rosji, Rumunii, Polsce i Ukrainie, w Czechach,
na Wegrzech, w Jugostawii, Bulgarii, Izraelu, Japonii,
Malezji, Singapurze, Brazylii, na Kubie, w Meksyku,
Zjednoczonych Emiratach Arabskich oraz w Kanadzie
i w wigkszosci standw Stanow Zjednoczonych (Alaska,
Waszyngton, Arizona, Kalifornia, Kolorado, Oregon,
Newada, Nowy Meksyk, Teksas, Oklahoma, Georgia,
Nowy Jork, Pélnocna i Poludniowa Karolina, Ohio,
Minnesota). W innych krajach lub stanach, jest z nie-
jasnych powodéw, uznawana w calosci za medyczne
postepowanie niekonwencjonalne. Nalezy zaznaczyé,
ze ozonoterapia, zwlaszcza w swym aspekcie bakterio-
bdjczym, stosowana zgodnie z zaleceniami medycznymi
i w sposob prawidlowy jest metoda bezpieczng i nie-
toksyczna [17, 27].

Ozonoterapia jest, jak juz wspomniano nadal,
pomimo ciagltego ukazywania si¢ wielu powaznych
doniesienn naukowych o jej skutecznosci, traktowana
jako metoda medycyny alternatywnej. Z tego powodu
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leczenie za jej pomoca nie jest refundowane przez sys-
temy opieki zdrowotnej wielu z ww. krajow. Jest to szcze-
gblnie zdumiewajace, jesli wzig¢ pod uwage chociazby
znane od ponad 100 lat, niepodwazalne dzialanie bak-
teriobdjcze ozonu [15, 17, 29, 52].

4. Ozon w dezynfekcji wody i powietrza

Ozon, ze wzgledu na silne dziatanie przeciwdrobno-
ustrojowe znalazl zastosowanie jako skuteczny $rodek do
dezynfekcji wody do picia, wody w basenach, wody prze-
mystowej, wody do celéw chlodniczych oraz $ciekow.
Jego aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa przewyzsza
aktywnos¢ chloru okoto 50-krotnie [49]. W badaniach
poréwnawczych aktywnosci ozonu i podchlorynu sodu
wobec bakterii wystepujacych w $ciekach szpitalnych
- gléwnie z rodzaju Enterococcus, wykazano znacznie
wyzsza skutecznos¢ bakteriobojcza ozonu, nawet wobec
enterokokow opornych na wankomycyne [49]. Dodat-
kowg zaleta ozonu jest znacznie krétszy czas dziatania
w poréwnaniu z czasem biobdjczego dziatania podchlo-
rynu sodu. Obok dziatania bakteriobojczego, ozon wyka-
zuje réwniez wazng ceche w przypadku zapewnienia czy-
stosci wody — zdolnos¢ ograniczania liczebnosci glonow
i pierwotniakéw oraz plesni i innych grzybow. Systemy
ozonowania instalowane w celu dezynfekcji wody zdat-
nej do konsumpcji zapewniaja ochrone przed skazeniem
Cryptosporidium sp. [49]. Ozon stosowany jest rowniez
do ciaglego uzdatniania i napowietrzania wody w zbior-
nikach hodowlanych ryb. W obszarze weterynaryjnym,
ozon moze by¢ réwniez wykorzystywany do dezynfekcji
$ciekow, w celu ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ drob-
noustrojow do srodowiska. Bakterie pochodzace ze cie-
kéw odzwierzecych, w wyniku czestego, prewencyjnego
stosowania antybiotykow takich jak: chlorotetracyklina,
linkomycyna, sulfametazyna, czy tetracyklina, sg czgsto
na nie oporne [37]. Macauley iwsp. [37] przepro-
wadzili eksperyment, w ktérym poréwnano aktywnosé
chloru, ultrafioletu i ozonu wobec bakterii obecnych
w $ciekach pochodzacych z hodowli $win. Zastoso-
wanie chloru o stezeniu 30 mg/L powodowato stopien
redukgji liczby bakterii wynoszacy 2,2-3,4log, jedno-
cze$nie zidentyfikowano szczepy dwoch opornych na
chlor gatunkéw Bacillus subtilis i B. licheniformis. Zasto-
sowanie promieni UV prowadzito do inaktywacji pra-
wie wszystkich bakterii, jednakze bylo energochlonne,
natomiast ozon w stezeniu 100 mg/L powodowat sto-
pien redukgji liczby bakterii $§ciekowych na poziomie
3,3-3,91log (gesto$¢ bakteryjnej zawiesiny wyjsciowej
wynosifa ok. 7 log cfu/mL).

Ozon w formie gazowej wykorzystywany jest do
dezynfekcji pomieszczen mieszkalnych, w budynkach
uzytecznosci publicznej takich jak: teatry, kasyna czy
szpitale [49]. Jest skuteczny przy odgrzybianiu sta-
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rych, zaniedbanych mieszkan czy domoéw, w ktérych
z powodu np. zlej wentylacji i duzej wilgotnosci roz-
winely sie grzyby plesniowe, najczesciej z gatunkow
Stachybotrys chartarum czy Aspergillus versicolor [49].
Nalezy jednak pamietaé, aby unika¢ bezposredniego
kontaktu ludzi z mieszaning ozonowo-powietrzng
i uzytkowac oczyszczone ozonem pomieszczenia po
odpowiedniej wentylacji, gdy resztki ozonu ulegng usu-
nieciu lub rozkladowi.

Jedne z ostatnich badan Huttunen i wsp. [26]
dotycza mozliwosci wykorzystania ozonowania do
dezynfekcji zakurzonych mebli pochodzacych z wilgot-
nych i zaniedbanych budynkéw. Zastosowanie urzadze-
nia myjacego przy uzyciu pary i jednocze$nie dezynfe-
kujacego za pomocg ozonu o stezeniu ponad 30 ppm,
najczesciej prowadzito do redukeji drobnoustrojow
w kurzu. Liczba wigkszosci gatunkéw grzybow ulegata
obnizeniu, zwlaszcza dotyczylo to grzybdw z rodzajow:
Penicillium, Cladosporium, Candida, Aureobasidium,
Rhizopus, Trichoderma i Actinomycetes. Jednakze zaob-
serwowano, ze metoda ta nie usuwa czy tez nie niszczy
wszystkich gatunkow grzybow. Zidentyfikowano cztery
gatunki, ktore byly obecne w kurzu po procesie mycia
i dezynfekcji: Cladosporium pullulans, C. cladosporides,
C. herbarum i Epicoccum nigrum.

5. Zastosowanie ozonu w przemysle spozywczym

Ozon moze by¢ dodawany do plyndéw stosowanych
do mycia warzyw, owocow, ryb i migsa w celu dezyn-
tekeji i przedtuzenia trwalosci tych produktéw [38, 40].
Przeprowadzono badania efektywnosci dzialania ozono-
wanej wody o zawarto$ci ozonu 3 ppm, 5 ppm i 10 ppm,
uzytej do plukania salaty lodowej przez 5 min. w tem-
peraturze pokojowej [33]. Zaobserwowano znaczny
spadek liczby naturalnie bytujacych bakterii na $wiezo
$cietej salacie, gdy stosowano wod¢ ozonowang, ale
tylko do stezenia 5 ppm ozonu. Swieze warzywa zanie-
czyszczone Yersinia enterocolitica byly przyczyna epide-
mii, ktéra opanowano dzigki zastosowaniu wody ozono-
wanej o stezeniu ozonu 1,4 i 1,9 ppm. Juz po 1 minucie
zaobserwowano redukcje populacji drobnoustrojow
w wodzie, wynoszaca odpowiednio: 4,6 1 6,2 log cfu/mL
[48]. W innych badaniach wykazano, ze ozonowana
woda (5 ppm ozonu) stosowana do ptukania przez 1 min
powoduje redukcje liczby bakterii Y. enterocolitica i Liste-
ria monocytogenes na powierzchni ziemniakéw, odpo-
wiednio 0 1,61 0,8 log cfu/g) [48]. Zastosowanie ozono-
wanej wody o stezeniu ozonu 1,6 i 2,2 ppm przez 1 min,
dato réwniez dobre rezultaty w ograniczaniu kilku epi-
demii shigellozy, zwigzanych ze $wiezymi warzywami.
Odnotowano redukcje liczebnosci populacji Shigella
sonnei w wodzie, odpowiednio o 3,7 i 5,6log cfu/mL
(gestos¢ zawiesiny wyjsciowej wynosita 9log cfu/mL)
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[48]. Redukgje liczby bakterii, takich jak E. coli O157:H7
i Salmonella uzyskiwano réwniez w przypadku mycia
ozonowang woda matych owocéw takich jak maliny
czy truskawki (o 5,6log i 4,5log - odpowiednio,
w przypadku dezynfekcji malin oraz o 2,91log i 3,3 log
- odpowiednio, w przypadku dezynfekcji truskawek)
[8]. Kim i Hung [31] przeprowadzili badania doty-
czace procesow dezynfekeji $wiezych owocow (jagdd).
Do badan uzyto szczep E. coli O157:H7, naniesiony na
kwiaty i owoce jagdd. Wykazano, ze zastosowany do
dezynfekcji ozon o stezeniu 4000 mg/L redukowal liczbe
komorek szczepu tylko o 0,66 log - w przypadku kwia-
tow i 0 0,72 log w przypadku owocéw jagod.

Vurma iwsp. [59], w badaniach bakteriobojczej
aktywnosci gazowego ozonu wobec szczepu E. coli
0157:H7, wykazali redukcje liczby komérek do 2,4 log,
1,8log i 1,41og, w zaleznosci od warunkéw badania. Ges-
to$¢ zawiesiny wyjsciowej wynosita ok. 7logcfu/mL,
a zatem nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze mimo wykaza-
nej bakteriobdjczej aktywnosci ozonu, poziom redukeji
moze by¢ niewystarczajgcy do zapewnienia bezpieczen-
stwa konsumenta.

W innych badaniach wykazano skutecznos$¢ ozonu
o stezeniu 0,1 ppm stosowanego przez 6 h w inaktywa-
cji E. coli skazajacej czarny pieprz w postaci ziarnistej
i mielonej, co nie miato wplywu na cechy organolep-
tyczne [23].

Ozon stosowany przy produkcji napojow, do ptuka-
nia butelek przed napelnieniem, czy dezynfekcji beczek
debowych w winiarniach, wykorzystywany jest nie tylko
jako czynnik przeciwdrobnoustrojowy, lecz takze jako
zwigzek wigzacy i usuwajacy zelazo, mangan, amoniak
i siarkowodor z wody [40].

6. Zastosowanie ozonu w terapii

Zastosowanie ozonoterapii w stomatologii rozpoczeto
sie wkrétce po I wojnie $wiatowej, pomimo braku nowo-
czesnych urzadzen do wytwarzania ozonu. Obecnie,
dostepne s3 na rynku nowoczesne zestawy stomatolo-
gicznych generatoréw ozonu pozwalajgce na precyzyjny
i bezpieczny sposob aplikowania ozonu do konkretnego
miejsca. W periodontologii leczone sg zapalenia dzigset
i przyzebia, afty, opryszczki oraz kandydoza jamy ust-
nej. Wiasciwosci bakteriobdjcze ozonu wykorzystywane
sa zwlaszcza w stomatologii zachowawczej do leczenia
prochnicy oraz zakazen miazgi zeba. Zakazone i zle
gojace si¢ rany w obrebie jamy ustnej réwniez z powo-
dzeniem leczone sg przy uzyciu ozonu, co jest stosowane
w implantologii i chirurgii stomatologicznej [28].

W badaniach in vitro, z uzyciem drobnoustrojow
chorobotworczych takich jak: Enterococcus faecalis,
Peptostreptococcus micros, Pseudomonas aeruginosa
i Candida albicans, przygotowanych zaréwno w postaci

zawiesiny jak i w postaci biofilméw, w modelu zakazenia
korzenia zgbowego, poréwnano skuteczno$¢ dziatania
ozonu gazowego, wody ozonowanej, podchlorynu sodu
(2,25% i 5,25%), diglukonianu chlorheksydyny (2%)
i nadtlenku wodoru (3%), [25]. Znaczaca redukeje liczby
patogennych drobnoustrojow w zawiesinach uzyskano
po zastosowaniu ozonowanej wody o stezeniu ozonu
do 5 pg/mL, jak réwniez podchlorynu sodu i digluko-
nianu chlorheksydyny, natomiast gazowy ozon o steze-
niu do 1 mg/mLi nadtlenek wodoru okazaly si¢ mniej
skuteczne. W stosunku do drobnoustrojow w postaci
biofilméw, aktywno$¢ ozonu gazowego i rozpuszczo-
nego w wodzie byla zalezna od jego stezenia, gatunku
badanego szczepu oraz czasu ekspozycji. Znamienng
redukgje liczby drobnoustrojéw uzyskano dla wysokiego
stezenia gazowego ozonu i podchlorynu sodu, juz po
1 minucie dzialania. Ozonowana woda o wysokim steze-
niu ozonu (20 pug/mL) oraz diglukonian chlorheksydyny
prawie calkowicie redukowaly liczbe komorek bakterii
w biofilmach, podczas gdy nadtlenek wodoru byl mniej
skuteczny [15, 29].

W innych badaniach z wykorzystaniem modelu
zakazonego kanalu z¢bowego, poréwnano aktywnosé
przeciwbakteryjna laseru KTP (potassium-titanyl-phos-
phate), gazowego ozonu oraz roztworu podchlorynu
sodu (2,5%) i roztworu chlorku sodu (0,85%) wobec
szczepu E. faecalis [34]. Zaréwno gazowy ozon, jak
i laser KTP wykazywaly redukcje liczby komoérek bak-
terii wynoszacg 2,0 i 1,8 log — odpowiednio, w stosunku
do wyjsciowej zawiesiny szczepu E. faecalis o gestosci
5,5log, jednakze nie tak wysoka, jak grupa kontrolna
z podchlorynem sodu, dla ktdrej zaobserwowano cat-
kowitg redukcje liczby komorek szczepu. Gazowy ozon
okazal si¢ bardziej skuteczny niz laser KTP. Cardoso
iwsp. [21] przeprowadzili badania aktywnosci przeciw-
drobnoustrojowej wody ozonowanej (24 mg/L ozonu)
w modelu kanatéw zgbowych zakazonych szczepami
Candida albicans, E. faecalis i zanieczyszczonych endo-
toksyna Escherichia coli. Zaobserwowano wysoki sto-
pien redukgji liczby komorek C. albicans i E. faecalis
w probach pobranych bezposrednio po irygacji ozono-
wang wodg, natomiast w probach pobranych po 7 dniach
od ponownego wypelnienia kanaléw zebowych ozo-
nowang woda, zaobserwowano znaczny wzrost liczby
komorek drobnoustrojéw. Wobec endotoksyny E. coli,
woda ozonowana nie wykazywata aktywnosci neutra-
lizujacej. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa ozono-
wanej wody (2 lub 4 mg/L ozonu) wobec szczepu C. albi-
cans przedstawiono réwniez w badaniach Arita iwsp.
[6]. Wystarczyt 1-minutowy czas kontaktu, aby w znacz-
nym stopniu zredukowac liczbe komérek drobnoustroju
z powierzchni akrylowej protezy dentystyczne;j.

Przeciwbakteryjna aktywno$¢ gazowego ozonu okres-
lana byla réwniez wobec szczepu Streptococcus mu-
tans, ktory moze stanowi¢ zagrozenie w jamie ustnej
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w przypadku pozostalosci pod elementami sztucznego
uzebienia [41]. Zastosowanie ozonu dalo wysoki poziom
redukgji liczby komorek S. mutans po czasie kontaktu
wynoszacym 80 sekund.

W wiarygodnych bazach pismiennictwa jest zaskaku-
jaco malo prac, ktore w sposob zgodny z paradygmatem
Evidence-Based Medicine (EBM) oceniaja przydatnos¢
zastosowania ozonu w leczeniu zakazen w chirurgii,
zaréwno pierwotnych jak i wtérnych, w tym jatrogen-
nych. Jest to szczegélnie zdumiewajace, jezeli wzia¢ pod
uwage znane od okoto 100 lat bakteriobojcze dziatanie
ozonu oraz fakt, ze pierwsze doniesienie pokazujace
dobroczynne dzialanie ozonu w przypadkach powikta-
nych zakazeniem otwartych, wojennych ztaman kosci,
zostato opublikowane przez majora Stokera wcza-
sopiSmie Lancet juz we wrzesniu 1916 r. [52].

W ostatnich latach pojawily si¢ jednak prace kli-
niczne, ktérych wyniki potwierdzajg skuteczno$¢ ozono-
terapii w odniesieniu do leczenia i profilaktyki zakazen
w ortopedii i traumatologii narzadu ruchu. Dotyczg one
leczenia przewlektych ran, owrzodzen tkanek miekkich,
zakazonych ran pourazowych oraz profilaktyki zakazen
szpitalnych po planowych, rekonstrukcyjnych zabiegach
ortopedycznych [10, 12, 13, 32, 54, 60]. Pojawily sie row-
niez prace kliniczne, w ktdrych donosi sie o skutecznosci
bakteriobdczej ozonu w leczeniu zapalenia otrzewnej
i ropnych zapalen w obrebie miednicy malej [35, 58].

Zaobserwowano réwniez korzystne efekty stoso-
wania ptukania ptynami ozonowanymi w profilaktyce
zakazen zaréwno w ortopedii jak i chirurgii ogdlnej [1,
9]. Brak natomiast przekonywujacych, zgodnych z para-
dygmatem EBM, klinicznych dowodéw na to, ze jest
to metoda przydatna w leczeniu réznych innych cho-
rob — dotyczy to zwlaszcza podawania parenteralnego
mieszaniny tlenowo-ozonowej w terapii takich choréb,
jak: miazdzyca naczyn obwodowych, niektére nowo-
twory, choroba zwyrodnieniowa stawow, dyskopatie
ledzwiowe, dystrofie wspolczulne [2, 18, 20, 39, 51].
W powyzszym zakresie ozonoterapia stosowana jest
nadal w zasadzie empirycznie, wymaga dalszych badan
i nalezy ja stosowac z duzg ostroznoscia.

Duze nadzieje rokuja pojawiajace si¢ ostatnio prace
eksperymentalne z wykorzystaniem modeli zwierze-
cych (badania na szczurach), ktére prowadzone zgod-
nie z zasadami paradygmatu EBM udowadniaja celo-
wos¢ stosowania parenteralnie ozonu celem leczenia
wywotlanych doswiadczalnie zapalen nerek lub otrzew-
nej [20, 22, 50].

Ozon moze by¢ stosowany zewngtrznie w postaci
olejowych preparatdw ozonowanych produkowanych
na bazie oliwy z oliwek tzw. pierwszego tloczenia. Sa
to preparaty o uznanej skutecznosci w terapii zaka-
zen skornych i terapii przewleklych ran, np.: odlezyn
i owrzodzen podudzi w przebiegu zespoldow pozakrze-
powych [62]. Certyfikowany zgodnie z normami UE
polski ozonowany preparat olejowy jest dostepny na
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rynku od 2001 r. Ozonowaniu mozna podda¢ réwniez
olej stonecznikowy. Sechi i wsp. [46] zastosowali taki
wladnie preparat w celu wykazania jego bakteriobodjczej
aktywnosci wobec roznych szczepdéw bakterii, takich
jak Mycobacteria, wielooporne Gram-dodatnie (gron-
kowce, paciorkowce, enterokoki) i Gram-ujemne bak-
terie (P aeruginosa i E. coli), izolowane z roznych miejsc
i materiatow (oczy, skora, ropa, kal). Na podstawie
okreslonych warto$ci MIC (Minimal Inhibitory Con-
centration) stwierdzono bakteriobojcza aktywnos¢ ozo-
nowanego oleju wobec wszystkich badanych szczepow.
Wartosci MIC (z wylaczeniem Mycobacterium) miescity
sie w granicach: 1,18-9,5 mg/mL. Badania wykazaty, ze
spo$réd badanych szczepéw najbardziej wrazliwe byly
Mycobacterium spp. (MIC: 0,95-2,37 mg/mL).

Stosowanie ozonu metodami nieinwazyjnymi takimi,
jak: kapiele tlenowo-ozonowe, ptukania ptynami ozono-
wanymi i aplikowanie olejowych preparatéw ozonowych
spelnia w swej istocie zalozenia typowe dla fizykoterapii,
w ktorej wykorzystuje si¢ przede wszystkim jego dziata-
nie antybakteryjne.

7. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa ozonu,
oceniana in vitro

W Zakladzie Antybiotykéw i Mikrobiologii Naro-
dowego Instytutu Lekéw przeprowadzono we wspol-
pracy z Zakladem Rehabilitacji Oddzialu Fizjoterapii
IT Wydziatu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego badania aktywnosci bakteriobdjczej i grzy-
bobdjczej wody ozonowanej oraz mieszaniny tlenowo-
-ozonowej [11, 14]. Starano si¢ przeprowadzi¢ oceng
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zgodnie z meto-
dyka opracowana w odpowiednich normach europej-
skich (EN). Badania przeprowadzono zgodnie z nor-
mami: PN-EN 1040: Chemiczne $rodki dezynfekcyjne
i antyseptyczne - Ilosciowa zawiesinowa metoda okres-
lania podstawowego dziatania bakteriobdjczego che-
micznych srodkéw dezynfekcyjnych i antyseptycznych
(Faza 1) i PN-EN 1275: Ilo$ciowa zawiesinowa metoda
okreslania podstawowego dziatania grzybobojczego lub
podstawowego dzialania bdjczego wobec grzybow droz-
dzopodobnych chemicznych srodkéw dezynfekcyjnych
i antyseptycznych (faza 1).

W badaniach zastosowano szczepy testowe bak-
terii: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli NCTC 10538,
Enterococcus hirae ATCC 10541, a takze izolowane
z rozmaitego materiatu od chorych, szczepy kliniczne,
po 10 izolatéw z nastepujacych grup: Enterobacter clo-
acae, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Proteus
mirabilis + Proteus vulgaris, Acinetobacter baumannii,
S. aureus (MRSA), P. aeruginosa. Ponadto uzyto wzor-
cowe szczepy grzybow: Candida albicans ATCC 10231
i Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.
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Stezenie ozonu w wodzie ozonowanej oznaczano
metoda miareczkowania. Hodowle bakteryjne, na ktére
dzialano ozonem prowadzono w formie planktonowej
i w postaci biofilmoéw (tylko szczepy S. aureus i P. aeru-
ginosa). Szczepy grzybdw badano tylko w formie plank-
tonowe;j.

W badaniach wody ozonowanej wykazano jej bardzo
duzg aktywnos¢ biobdjczg - wymagany przez normy
czas kontaktu niezbedny do redukc;ji liczby komorek
bakterii (o 5log) i wegetatywnych komorek grzybow
(0 4log) jest bardzo krétki — 30 s lub 1 min. Natomiast
wobec zarodnikow A. brasiliensis, tak krotki okres kon-
taktu okazal si¢ niewystarczajacy. W badaniach gazowe;j
mieszaniny tlenowo-ozonowej wykazano odpowiednia
aktywnos¢ wobec bakterii w postaci planktonowej, ale
dopiero po czasie kontaktu wynoszacym 2 minuty, jed-
nakze nalezy zaznaczy¢, ze krdtszego czasu nie mozna
bylo zastosowac z przyczyn technicznych.

W czesci doswiadczalnej dotyczacej biofilméow bak-
teryjnych, biorac pod uwage wymagania norm PN-EN
1040 i PN-EN 1275, wykazano, ze ozonowana woda
moze by¢ uznana jako skuteczny $rodek niszczacy bio-
tilm bakteryjny. Biofilm S. aureus byl bardziej wrazliwy
na ozonowang wode (czas kontaktu 30s) niz biofilm
P aeruginosa. Gazowa mieszanina tlenowo - ozono-
wa okazala sie nieskuteczna w niszczeniu biofilmow

bakteryjnych.

8. Posumowanie

Biorac pod uwage piSmiennictwo zwigzane z bada-
niami aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, dzisiejszy
stan wiedzy pozwala na traktowanie ozonoterapii jako
metody opartej na faktach (EBM) w zakresie jej bakte-
riobdjczych i grzybobdjczych zastosowan. Inne zasto-
sowania tej metody fizykalnej pozostaja nadal, pomimo
wielu badan, dyskusyjne.

Badania podstawowe i kliniczne nadal trwajg, cho-
ciaz liczba ich nie jest zbyt wysoka. Obecnie (stan na
20 lipca 2012r.) w najwigkszej, $wiatowej medycznej
bazie literaturowej PubMed, pod hastem ,,0zone the-
rapy” znajdowalo si¢ 2240 doniesienn naukowych. Co
zadziwiajace wérdd obowiazujacych w PubMed stéw
kluczowych Medical Subject Headings (MeSH) nie
ma do dzisiaj kategorii odnoszacych si¢ do stosowania
ozonu jako czynnika bakteriobdjczego i zastosowan ozo-
noterapii w chirurgii.
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Herpes simplex encephalitis (HSE)

Abstract: Encephalitis is a severe neurological disease, usually caused by viral infection. Most cases of viral encephalitis have unclear
etiology. Herpes simplex encephalitis (HSE) comprises about 10-20% of cases of viral encephalitis, and is the most common cause of
encephalitis with known etiology. HSE is associated with 30% mortality in treated patients, while mortality in the untreated patients is as
high as 70%. Rapid and correct diagnosis of HSE is essential for fast introduction of right treatment, which leads to significant reduction
in mortality and lowers the risk of neurological complications.
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1. Wstep

Zapalenie mozgu (encephalitis), jest cigzkim zespo-
tem neurologicznym przebiegajacym z klinicznymi
objawami zaburzenia czynnosci mézgu. Moze by¢ ono
spowodowane zaréwno czynnikami zakaznymi, jak i nie-
zakaznymi. Do czynnikow niezakaznych mozna zaliczy¢
m.in. choroby immunologiczne, sercowo-naczyniowe,
metaboliczne czy tez nowotworowe [37]. Wigkszo$§¢
przypadkow jest jednak nastepstwem czynnikow zakaz-
nych wérod ktorych dominujg wirusy. Takze bakterie
oraz grzyby moga by¢ czynnikiem etiologicznym zapa-
lenia mozgu [16, 19].

2. Wirusowe zapalenie mozgu

Wirusowe zapalenie mdzgu jest najczestsza przyczyng
wszystkich zapalen mézgu, a czgstos¢ jego wystepowania
waha sie w wigkszosci populacji od 3,5 do 7,4 przypad-
kéw na sto tysiecy osob [15]. Przykltadowo, w Wielkiej
Brytanii rocznie odnotowuje si¢ ok. 700 przypadkéw
wirusowego zapalenia mozgu [4], natomiast we Francji
zachorowalno$¢ jest wyzsza i sigga ok. 1200 przypad-
kéw rocznie [26]. Bardzo czgsto etiologia zapalent mézgu
pozostaje nieznana - w dotychczas przeprowadzo-
nych badaniach epidemiologicznych przyczyny zapalen

mozgu nie udato sie ustali¢ w 31-75% przypadkow |3,
4, 13-15, 21, 25, 31].

Dotychczas opisano ponad 100 wirusow, ktore moga
prowadzi¢ do rozwoju zapalenia moézgu [9]. Najczes-
ciej sa to herpes wirusy, takie jak wirusy opryszczki
(HSV-1 - Herpes Simplex Virus — 1); (HSV-2 — Herpes
Simplex Virus — 2), wirus ospy wietrznej i polpasca
(VZV - Varicella-Zoster Virus), wirus mononukleozy
(EBV - Epstein-Barr Virus), jak rdwniez enterowirusy
(gléwnie enterowirus 71), arbowirusy jak wirus Zachod-
niego Nilu (WNV - West Nile Virus), wirus japonskiego
zapalenia mozg (JE - Japanese Encephalitis) oraz wirus
kleszczowego zapalenia moézgu (TBEV - Tick-Borne
Encephalitis Virus) [1, 8, 9]. W ciagu ostatniej dekady,
pojawily sie doniesienia o nowych wirusach moggcych
stanowi¢ czynnik etiologiczny zapalenia mézgu. Naleza
do nich m.in. wirus Nipah (Nipah Virus), australijski
lyssawirus nietoperzy (ABLV - Australian bat lyssavi-
rus,) czy tez wirus grypy A H5N1 [9, 14].

3. Opryszczkowe zapalenie mézgu

Wirusy HSV-11HSV-2 naleza do a-herpes wiruséw,
ktérych genom zbudowany jest z liniowego dsDNA.
Material genetyczny wiruséw otoczony jest kapsydem.
Pomigdzy kapsydem a otoczka znajduje si¢ warstwa

* Autor korespondencyjny: Zaktad Immunopatologii Choréb Zakaznych i Pasozytniczych, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul.
Pawinskiego 3¢, 02-106 Warszawa; tel. 0 602-757-148; e-mail: mszabl@wp.pl
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biatek, natomiast zewnetrzna cze$¢ wirusa stanowi
blona lipidowa na powierzchni ktorej znajduja si¢ gliko-
proteiny wirusowe [34].

HSV jest powszechnie wystepujacym wirusem u po-
pulacji ludzkiej [46, 47], a czestos¢ jego wystepowania
zalezy m.in. od czynnikéw demograficznych. Zakazenia
HSV-1 wystepuja juz we wczesnym okresie zycia wsrod
rasy czarnej zamieszkujacej USA i obecno$¢ swoistych
przeciwcial stwierdza si¢ u okoto 30% dzieci w wieku
5 lat i ok 70-80% nastolatkow [46]. Wsrdd razy bialej
zamieszkujgcej USA zakazenie nastepuje w pozniejszym
wieku. Zakazenia HSV-2 w USA wystepuja rzadziej
i dotycza 20-30% oséb w wieku 15-29 lat, wzrastajac
do 35-60% u 0s6b w wieku 60 lat [46].

HSV zakaza gléwnie skore i blony sluzowe dopro-
wadzajac do charakterystycznych zmian pecherzyko-
wych. HSV-1 jest przenoszony droga kropelkowa lub
przez kontakt bezposredni. Typowe miejsce lokalizacji
wirusa to jama ustna, gardlo, skora gérnej potowy ciata
(najczesciej twarzy) oraz rogéwka. Nabycie zakazenia
HSV-2 jest natomiast zwykle nastepstwem transmisji
wirusa za posrednictwem narzadow plciowych i glow-
nie obejmuje drogi moczowo-plciowe, odbyt oraz skore
dolnej potowy ciata [45-47].

Po pierwotnym zakazeniu HSV moze przechodzi¢
w stan latencji, co jest wspdlna i charakterystyczng cecha
wszystkich herpes wiruséw. Utajenie HSV zachodzi
w neuronach zwojow czuciowych rdzenia kregowego
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(najczesciej zwoju nerwu trojdzielnego i nerwow krzy-
zowych), a takze w neuronach czuciowych w o$rod-
kowym ukladzie nerwowym [34]. Dzigki temu HSV
moze przetrwa¢ w organizmie gospodarza przez cale
jego zycie a kolejne objawy zakazenia moga pojawiaé
sie w innym miejscu co pierwotne. HSV moze czasami
powodowa¢ nietypowe zakazenia zapalenie watroby,
pluc, przeltyku, odbytnicy, rumien wielopostaciowy czy
tez zapalenia mozgu [22, 24, 39, 40, 46].

3.1. Epidemiologia

W przeciggu ostatnich lat przeprowadzono kilka-
nascie badan epidemiologicznych dotyczacych zapalen
mozgu. W wiekszosci z nich, najczgsciej stwierdzanym
czynnikiem etiologicznym byl HSV. Doktadna czestos¢
wystepowania opryszczkowego zapalenia mézgu (HSE
— Herpes Simplex Encephalitis) nie jest znana, szacuje
sie, ze moze wynosi¢ od 1 do 4 przypadkéw na milion
0s6b rocznie [30, 44]. Wedtug niektorych danych, HSE
stanowi 10-20% wszystkich wirusowych zapalen mézgu
[24, 32, 39], chociaz inne dane wskazujg na jeszcze wigk-
sz3 czestos$¢ jego wystepowania (Tabela I).

Wigkszos¢ przypadkow HSE spowodowana jest
przez HSV-1, ktéry uwazany jest za najczestszy znany
czynnik etiologiczny zapalen mézgu u oséb dorostych
i starszych dzieci [20, 22, 34]. Natomiast ok. 10% HSE
moze by¢ wywolana przez HSV-2, ktoéry powoduje prze-

Tabela I
Wystepowanie HSE w etiologicznych badaniach mézgu
. Czas Zapalenia Wirusowe % % wirusowych

L.p. . .KraJ. trwania moézgu zapalenia HSE (n) zapalen zapalen
[pismiennictwo] obserwacji (n) mozgu (n) modzgu mozgu

1. | Finlandia [28] 1973-1987 95 (d) 58 7 7,4% 12,1%
2. | Finlandia [29] 1967-1991 322 (D) 134 53 16,5% 39,6%
3. | Stowacja [3] 1979-1991 170 (d) 107 17 10,0% 15,9%
4. | USA [21] 1988-1997 | 186804 (D +d) 28 930 21507 11,5% 74,3%
5. | Wielka Brytania [4] 1989-1998 6414 (D +d) 2574 1419 22,1% 55,1%
6. | Szwecja [35] 1992-1996 27 (D) 14 10 37% 71,4%
7. | USA - Kalifornia [36] 1990-1999 17318 (D +d) -—- 2007 11,6% -—-
8. | Australia [17] 1990-2007 5926 (D +d) -—- 763 12,9% -—-
9. | USA - Kalifornia [12] 1998-2000 334 (D +d) 31 11 3,3% 35,5%
10. | Francja [38] 1991-2002 32(d) N 6 18,8% -
11. | Finlandia [23] 1999-2003 42 (D) 15 4 9,5% 26,7%
12. | USA - Kalifornia [13] 1998-2005 1570 (D +d) 170 45 2,9% 26,5%
13. | Syria [18] 2005 106 (D + d) 106 32 30,2% 30,2%
14. | Grecja [10] 2003-2006 45 (D) 8 4 8,9% 50,0%
15. | Wielka Brytania [14] 2005-2006 203 (D +d) - 38 18,7% -
16. | Francja [25] 2007 253 (D+d) 90 55 21,7% 61,1%
17. | Grecja [11] 2005-2008 42 (d) ——— 10 23,8% -

HSE - opryszczkowe zapalenie mozgu; D - dorosli; d — dzieci; n - ilos¢ przypadkow
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waznie tagodnie przebiegajace limfocytarne zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych, rdzenia kregowego czy
tez zapalenia korzeni nerwowych [47]. Stwierdzono réow-
niez, ze HSV-2 stanowi najczestsza przyczyne HSE wsrod
noworodkéw. W tym przypadku transmisja wirusa
nastepuje wertykalnie podczas porodu [22, 27, 46].

Wystepowanie opryszczkowego zapalenia moézgu
jest niezalezne od takich czynnikéw jak ple¢ czy tez
pora roku, natomiast zalezy od wieku pacjenta. W 30%
przypadkow zapalenie rozwija sie u 0séb ponizej 20 r.z.
(z wyjatkiem niemowlat), a w 50% u 0sdb powyzej
50 r.z. [44]. Najwyzszy odsetek zachorowan stwierdza
sie pomiedzy 60 a 64 r.z. [34, 44].

Zapalenie moézgu wywotane przez HSV-1, mimo
rzadkosci wystepowania, uwazane jest za jedng z naj-
powazniejszych choréb wirusowych ukfadu nerwo-
wego. Odsetek zgonéw w przypadku pacjentéw z pra-
widlowo wdrozonym leczeniem siega 30%, natomiast
w przypadku pacjentéw nie leczonych osiaga az 70% co
uzasadnia koniecznos¢ szybkiego rozpoczecie leczenia
pacjentow ze stwierdzonym HSE [24, 34, 40]. U znacz-
nej czgsci chorych HSE pozostawia jednak trwate zabu-
rzenia neurologiczne, a tylko 2-5% pacjentéw powraca
do pelnego zdrowia [40].

3.2. Patogeneza

Przyczyng HSE moze by¢ zaréwno pierwotne, jak
i wtorne zakazenie HSV. Pierwotne zakazenie stanowi
przyczyne ok. 30% zapalen mozgu i najczedciej prze-
biega bezobjawowo. W wigkszosci przypadkéw spo-
wodowane jest przez HSV-2 i obserwuje sie je gléwnie
u 0s6b ponizej 18 r.z. [34, 39].

Po pierwotnie przebytym zakazeniu HSV ulega
latencji w osrodkowym ukladzie nerwowym. Reaktywa-
cja wirusa moze nastepowaé m.in. pod wpltywem stresu,
goraczki, promieniowania UV, promieniowania rentge-
nowskiego, czy tez urazu [39, 44]. Uwaza si¢ zatem, ze
wiekszos¢ przypadkéw zapalen moézgu wywotanych
przez HSV-1 jest wynikiem reaktywacji wirusa przeby-
wajacego w stanie latencji [39]. Czgsto$¢ wystepowania
tego typu zakazen jest jednak niewspdtmiernie niska
w poréwnaniu do powszechnego wystepowania wirusa
w stanie latencji w zwojach nerwowych zdrowych ludzi.
Przyczyna tego stanu rzeczy nie jest jasna. Mechanizm,
ktory aktywuje rozwoj HSE takze nie jest do konca
poznany, ale wiadomo, ze mozliwe jest kilka drég roz-
woju wtornego zakazenia HSV. Jednym z nich jest reak-
tywacja wirusa w ukladzie nerwowym, w miejscu gdzie
pozostawal w stanie latencji. Innym mozliwy mecha-
nizm zaklada migracje wirusa badz to wzdtuz wtdkien
nerwu tréjdzielnego, badz wzdtuz widkien wechowych
ze zwojow nerwu trojdzielnego. W zaleznosci od miej-
sca reaktywacji, a nastepnie migracji wirusa zmiany
zapalne moga by¢ réznie zlokalizowane [1, 22, 34, 47].
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3.3. Objawy kliniczne

Przebieg HSE moze by¢ lagodny, ale najczesciej
ma charakter gwaltowny i moze prowadzi¢ do $mierci
[34]. Przebieg zakazenia uzalezniony jest réwniez od
poziomu odpornosci. Osoby z obnizong odpornoscia,
wynikajgcg zaréwno z chordb towarzyszacych (np.
pacjenci po przeszczepach, chorzy z AIDS), jak réwniez
kobiety w ciazy, sa bardziej narazeni na HSE, zwlaszcza
o cigzkim przebiegu [19].

Opryszczkowe zapalenie mézgu objawia si¢ goraczka,
bélem glowy, sztywnoscig karku w polaczeniu z zabu-
rzeniami mézgowymi takimi jak zmiany $wiadomosci,
osobowosci, zachowania oraz ogniskowymi objawami
neurologicznymi [34]. Goraczka wystepuje w 90% przy-
padkow, a jej brak powinien wzbudzaé watpliwosci co
do prawidtowo postawionej diagnozy. Napady padacz-
kowe, zaréwno ogniskowe, jak i uogdlnione pojawiaja
sie u 70% pacjentoéw z potwierdzong choroba [39]. Tylko
25% pacjentéw z HSE ma opryszczkowe zmiany skorne,
a zatem ich brak nie moze stanowi¢ kryterium wyklu-
czenia diagnozy [20].

Zdarzaja si¢ rowniez HSE o objawach ograniczonych
do goraczki, ktére charakteryzuja sie fagodnym prze-
biegiem. Moga one by¢ spowodowane zaréwno przez
HSV-1, jak i HSV-2. Ocenia sie, ze takie formy zapale-
nia mdzgu moga stanowi¢ do 20% wszystkich przypad-
kéw HSE, co podkresla znaczenie wykonywania badan
potwierdzajacych obecnos¢ wirusa w plynie mézgowo-
-rdzeniowym u pacjentéw z goraczka, nawet w przy-
padku braku pleocytozy ptynu mézgowo-rdzeniowego
lub ogniskowych objawéw neurologicznych [2].

3.4. Diagnostyka

Historycznie, w diagnostyce opryszczkowego zapa-
lenia moézgu, w przypadku watpliwosci klinicznych,
biopsja mézgu byla badaniem rozstrzygajacym. Metoda
ta charakteryzuje si¢ zardwno wysoka czuloscia (99%),
jak i swoistoscig (100%); [16]. Aktualnie istotng role
odgrywaja metody obrazowe: przede wszystkim rezo-
nans magnetyczny (MRI), tomografia komputerowa
(CT), ewentualnie elektroencefalografia (EEG); [5, 33].
Poza technikami neuroradiologicznymi, diagnostyka
pacjentéw opiera sie na metodach laboratoryjnych.
Nieprawidlowosci w plynie modzgowo-rdzeniowym
(PMR) wystepuja u 95% pacjentéw. U chorych na HSE
stwierdza si¢ w PMR umiarkowang limfocytarng ple-
ocytoze oraz zwigkszong ilos¢ bialka [5, 9, 24]. Niewielki
procent pacjentéw (3-5%) z cigzkim wirusowym zapa-
leniem moézgu (w tym z opryszczkowym zapaleniem
mozgu) moze mie¢ calkowicie prawidlowe parametry
plynu mézgowo-rdzeniowego i najczesciej zdarza sie
to na poczatku trwania choroby [24, 44]. Polacze-
nie metod neuroradiologicznych oraz badan ptynu
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mozgowo-rdzeniowego stanowi podstawe prawidio-
wego rozpoznania zapalenia mézgu.

3.4.1. Reakcja lanicuchowa polimerazy
(PCR - Polymerase Chain Reaction)

Techniki biologii molekularnej zrewolucjonizowaty
diagnostyke pacjentéw z HSE. Jest to jedna z pierw-
szych infekcji centralnego ukiadu nerwowego, dla
ktorej do diagnostyki rutynowej wprowadzono metody
wykrywajace DNA wirusa w plynie mdzgowo-rdze-
niowym przy pomocy PCR [44]. Metoda ta obecnie
jest ,zlotym standardem” w diagnostyce HSE i jest
znacznie mniej inwazyjna niz biopsja mozgu [6]. Nie-
mniej jednak dotychczas nie ma zgody co do standary-
zacji wykonywania samego testu, w tym analizowanego
regionu wirusa, warunkow reakgji czy tez stosowanych
starterow (primerdw) [1]. Okreslenie liczby kopii wirusa
moze by¢ wykladnikiem cigzkosci przebiegu choroby, co
uzasadnia potrzebe uzycia ilos§ciowych metod w diag-
nostyce HSE [1].

PCR z plynu moézgowo-rdzeniowego charaktery-
zuje si¢ bardzo duza czuloscig (96-98%) i swoistoscia
(95-99%) u 0s6b dorostych, natomiast u noworodkéw
i niemowlat zaréwno czulo$¢ jak i swoisto$¢ sg mniej-
sze [37]. Material genetyczny wirusa w 80% badanych
probek utrzymuje sie ponad tydzien od rozpoczecia
leczenia przeciwwirusowego [39]. Prawdopodobienstwo
uzyskania falszywie ujemnego wyniku w przypadku
HSE jest niewielkie [6]. Moze by¢ to spowodowane
zbyt wezesnym (pierwsze 24-48 godzin) lub zbyt poz-
nym (po 10-14 dniach) pobraniem plynu mdzgowo-
-rdzeniowego [2]. Dlatego tez, w przypadku uzyskania
negatywnego wyniku na poczatku choroby, zaleca si¢
po 4 dniach powtérne pobranie PMR i wykonanie PCR.
Inng przyczyna negatywnego wyniku PCR moze by¢
zbyt niski poziom wirusa w PMR. Chociaz jego replika-
cja nastepuje gtéwnie w mozgu, to do ptynu mézgowo-
-rdzeniowego uwalniana jest niewielka ilo$¢ wirionow
[7]. Dlatego tez interpretacja wynikéw PCR musi by¢
skorelowana z obrazem klinicznym.

3.4.2. Badania serologiczne

Rola badan serologicznych w diagnostyce HSE jest
ograniczona, zwlaszcza u starszych dzieci i u oséb
dorostych. Zwigzane jest to z obecnoscig przeciwcial
anty-HSV u pacjentdéw z nawracajgcymi zakazeniami,
ktore to zakazenia s3 przyczyng az polowy HSE [22].
Przeciwciala anty-HSV w trakcie infekcji pierwot-
nej pojawiajg si¢ zwykle pozno, natomiast ich wzrost
w trakcie nawracajacych infekeji nie zawsze wystepuje.
Oznaczanie przeciwcial w surowicy krwi jest mato uzy-
teczne, zwlaszcza w pierwszych dniach choroby, cho-
ciaz ich czterokrotny wzrost moze sugerowac etiologie
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HSV [22]. Jedli stosunek pomiedzy mianem przeciwcial
w surowicy krwi i PMR jest <20, to sugeruje to ich pro-
dukcje w centralnym uktadzie nerwowym [33]. Podwyz-
szone miano przeciwcial w PMR zwykle wystepuje po
10-12 dniach od wystgpienia objawéw klinicznych [1].
Powyzsze ograniczenie powoduje, ze oznaczanie prze-
ciwcial anty-HSV nie moze by¢ gléwna metoda rozpo-
znawania zakazenia HSV i stosowane jest gtownie jako
uzupelniajgca metoda diagnostyczna lub tez do retro-
spektywnej oceny zakazenia [22, 24].

3.5. Leczenie

W przypadku podejrzenia HSE zaleca si¢ lecze-
nie przeciwwirusowe zanim jeszcze nastapi potwier-
dzenie obecnosci czynnika etiologicznego. Najczesciej
leczenie rozpoczyna si¢ wylacznie na podstawie obja-
wow klinicznych, co jest podyktowane duzg $mier-
telnoscig i ilo$cig powiklan w przypadku opdznienia
rozpoczecia terapii.

HSE jest jednym z pierwszych zakazen centralnego
ukladu nerwowego, w ktérym dostepne jest relatywnie
skuteczne leczenie [44]. Lekiem z wyboru stosowa-
nym w opryszczkowym zapaleniu moézgu wywolanym
zaréwno przez HSV-1, jak i HSV-2, jest acyklowir bedacy
analogiem nukleozydu 2’-deoksyguanozyny. Acyklowir
po wprowadzeniu do komérki za pomocg biatka trans-
portujacego ulega fosforylacji w wyniku czego powstaje
difosforan i trifosforan acyklowiru. Wirusowa polimeraz
wprowadzajagc do DNA wirusa trifosforan acyklowiru
zamiast trifosforanu deoksyguanozyny inaktywuje poli-
meraz¢ DNA wirusa przez co ogranicza lub uniemozli-
wia dalsza synteze wirusa [41, 42].

Wezesne wdrozenie acyklowiru u pacjentéw z HSE
zwigksza efektywno$¢ leczenia oraz zmniejsza zaréwno
$miertelno$¢ 0 20-30% [41, 42] jak i ilo$¢ powiktan [2].
Efektywnos$¢ leczenia HSE zalezna jest od dtugosci trwa-
nia zapalenia mozgu oraz wieku pacjenta. Jednak po
leczeniu powrdt do pelnego stanu zdrowia wystepuje
zaledwie u ok. 10% pacjentéw [47]. U wiekszosci cho-
rych pozostaja trwale zaburzenia neurologiczne takie
jak zaburzenia intelektualne, neuropsychiatryczne,
zaburzenia pamieci czy tez padaczka [47].

Po zakonczeniu leczenia zdarzaja sie przypadki
nawrotu zakazenia HSV, co ma miejsce w przypadku
5% pacjentow i dotyczy gléwnie oséb, u ktérych leczenie
prowadzono zbyt krotko [44].

Mimo, ze acyklowir jest lekiem pierwszego rzutu,
poszukuje sie nowych, skuteczniejszych metod leczenia
wirusowych zapalent moézgu. Zwigzane jest to z niesatys-
fakcjonujaca efektywnoscia leczenia, wynikajacg m.in.
ze stabego przenikania leku do centralnego uktadu
nerwowego na skutek jego ograniczonych wlasciwosci
lipofilnych [43].
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4. Podsumowanie

Opryszczkowe zapalenie mézgu charakteryzuje sie
wysoka $miertelnoscig, a u pacjentow, ktorzy przezyli
obserwuje si¢ trwate nastepstwa neurologiczne. Ponie-
waz nieleczone HSE doprowadza do zgonu az u 70%
pacjentow, leczenie, ktdrego efektem jest ogranicze-
nie trwalych nastepstw neurologicznych oraz wyrazne
zmniejszenie $miertelnodci pacjentéw powinno by¢
wdrozone mozliwie jak najszybciej. Z kolei dla szyb-
kiego rozpoznania HSE konieczne jest wdroZenie tanich,
czulych i szybkich metod diagnostycznych.

Mimo uplywu wielu lat i wdrozenia nowych technik
diagnostycznych, m.in. PCR, umozliwiajacych okresle-
nie czynnika etiologicznego, zachorowalnos¢ i $miertel-
nos¢ wérdd pacjentéw z HSE nadal pozostaje wysoka.
W wielu krajach, réowniez w Polsce, nie prowadzi sie
rejestru przypadkow zapalen moézgu, w tym takze spo-
wodowanych przez HSV. Istnieje potrzeba zwigkszenia
ogolnej swiadomosci dotyczacej zakazen centralnego
ukladu nerwowego tym wirusem co mogloby dopro-
wadzi¢ do poprawy diagnostyki i efektywnosci leczenia.
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Characterization of Epstein-Barr virus proteins - their participation in latency and relation to oncogenesis

Abstract: Although the Epstein-Barr virus (EBV) infects more than 90% of the human population, the infection can have a broad range
of health consequences. The primary infection usually occurs during childhood, without any symptoms or with a mild illness. During
adolescent infection mononucleosis occurs in around 50% of individuals. This most extensively studied gammaherpesvirus is also
associated with various human malignancies such as Hodgkin's and non-Hodgkin's lymphomas, Burkitt's lymphoma, nasopharyngeal
carcinoma, AIDS-related lymphoproliferative disorders and X-linked lymphoproliferative disorder (Duncan's disease). All these tumors
are associated with the EBV latency cycle. Latently infected lymphocytes express the six nuclear antigens (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C
and -LP), three latent membrane proteins (LMP-1, -2A and -2B) and small, non-polyadenylated RNAs (EBER-1 and EBER-2). EBV can
transform and immortalise resting B-cells in cultures, which suggests that it may have oncogenic specificity. EBV has broad spectrum
of proteins, which mimic cellular proteins regulating cell cycle (BCRF-1, BDLF-2, BARF-1 and BHRF-1). These proteins interact with
or exhibit homology to a wide variety of antiapoptotic molecules, cytokines and signal transducers, hence promoting EBV infection,
immortalization and transformation.

1. Introduction. 2. Historical perspectives. 3. Genome structure. 4. Primary infection-mechanisms of virion invasion and EBV replication.
5. Molecular aspects of latent EBV infection. 6. Latent proteins. 7. Reactivation from latency. 8. Viral homologues of cellular proteins.
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1. Wprowadzenie

Wirus herpes typu 4 (HHV-4), powszechnie nazy-
wany od nazwisk odkrywcéw wirusem Epsteina-Barr
(EBV), nalezy do podrodziny Gammaherpesvirinae,
rodziny Herpesviridae. Wspolna cecha tej rodziny
jest zdolnos¢ ustalania latencji w komorkach gospo-
darza. Podrodzina gammaherpeswiruséw, do ktdrej
oprocz EBV nalezy takze herpeswirus typu 8 (HHV-8)
wyroznia si¢ nie tylko zdolnoscig do ustalania latencji
w limfocytach, lecz takze zdolno$cig do pobudzenia ich
proliferacji [74]. Znane sa dwa podtypy wirusa herpes
typu 4: EBV-1 i EBV-2 rdznigce si¢ miedzy soba regio-
nem kodujacym antygen jadrowy wirusa Epsteina-Barr
(EBNA). Istnieje réznica w lokalizacji geograficznej obu
typow wirusa: EBV-1 jest czesciej spotykany i dominuje
w Europie, EBV-2 wyodrebniony zostal w Afryce Cen-
tralnej i w Nowej Gwinei [27, 90].

Wedlug réznych zrodet zakazonych EBV jest 90-95%,
a w krajach rozwijajacych sie nawet 100% populacji.

Zakazenie najczesciej szerzy sie droga kropelkows, rza-
dziej przez przetoczenie preparatow krwiopochodnych
i przeszczepy. Okres inkubacji wynosi 30-50 dni [62].

2. Perspektywa historyczna

W 1958 roku Denis Burkitt prowadzil w Afryce
badania nad nowotworem rozwijajacym sie¢ u dzieci
mieszkajacych w rejonach dotknietych malarig. W swo-
jej pracy wysunal $mialg na owe czasy hipoteze, ze
czynnikiem etiologicznym tego chioniaka moze by¢
wirus [7]. W 1961 roku z pracg ta zapoznal sie patolog
i ekspert mikroskopii elektronowej Michael Epstein.
W 1963 roku otrzymatl on z Ugandy probki a w 1964
Michael Epstein i Yvonne Barr wyprowadzili
z biopsji chloniaka Burkitta (BL) lini¢ komodrkowsa
i odkryli w niej wirusa, ktory od ich nazwisk zostat
nazwany wirusem Epsteina-Barr [20, 21]. W surowi-
cach 0s6b chorych na BL stwierdzono réwniez wyzszy
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poziom przeciwcial przeciwko EBV niz u oséb zdro-
wych. W 1968 roku H e nle wykazal zwigzek pomiedzy
zakazeniem EBV a mononukleozg zakazng [36]. W tym
samym roku Pope udowodnil, ze EBV moze unie$mier-
telnia¢ limfocyty ludzkie [68]. W 1975 roku w komor-
kach chloniaka Burkitta i raka jamy nosowo-gardtowej
(NPC) metoda hybrydyzacji wykryto obecnos¢ DNA
EBV [63]. Dzi¢ki tym eksperymentom oraz doswiad-
czalnemu wywolaniu chfoniakéw u naczelnych poprzez
zakazenie ich wirusem Epsteina-Barr udowodniono,
ze EBV jest wirusem powigzanym z rozwojem nowo-
tworéw. Bylo to pierwsze odkrycie wykazujace udzial
wirusa w procesie powstawania nowotworéw [80].
Obecnie EBV uwazany jest rowniez za istotny czynnik
ryzyka w rozwoju raka jamy nosowo-gardtowej, oraz
innych choréb nowotworowych ukladu krwiotworczego.

3. Budowa genomu

Wirus Epsteina-Barr zbudowany jest z ikosahedral-
nego kapsydu skladajacego sie ze 162 kapsomerow,
o $rednicy okolo 100 nm, ktéry okrywa dwuniciowa
czasteczke kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA).
Kapsyd otoczony jest tegumentem czyli wnikajaca
miedzy kapsomery warstwa biatkowa i ostonka, ktéra
tworzy podwojna warstwa lipidowa z glikoproteinami
(Rys. 1A). Ostonka zawiera antygeny, ktére wigza swo-
iste przeciwciata neutralizujgce wirusa i czesto rowniez
receptor dla Fc fragmentu immunoglobuliny.

Genom EBV to czastka linearnego, dwuniciowego
DNA, dtugosci 172 kbp, kodujacego ponad 85 genow
(Rys. 1B). Sklada sie z sekwencji krotkiej i dtugiej, zawie-
rajacej fragmenty powtdrzone, sekwencje wewnetrznie
powtorzone i terminalne.

Po fuzji z komorka gospodarza nukleokapsyd
uwalniany jest do cytoplazmy a material genetyczny
transportowany do jadra komoérkowego. W zakazonej

OriP EBNA-LP

EBNA-2

EBNA-3

komorce genom wirusa przyjmuje zazwyczaj forme
pozachromosomalnego, kolistego episomu, ale czasami
moze tez ulega¢ integracji z chromosomami w formie
linearnego DNA. Forma episomalna zwigzana jest z faza
latentna, liniowa z fazg lityczng wirusa [47, 73].

4. Zakazenie pierwotne - mechanizmy wnikania
wirionow i replikacji EBV

Zakazenie pierwotne zaczyna si¢ w jamie nosowo-
-gardtowej. Nastepuje tam fuzja wiriondw z komoérkami
epitelialnymi oraz limfocytami B. Rzadziej wirus zakaza
limfocyty T badz komoérki NK (natural killer) [89]. Do
limfocytéw B wirus wnika do komorki taczac si¢ biat-
kami ostonki: gp350 i gp220 z receptorem komoérkowym
CD21, ktory jest takze receptorem skladowej dopelnia-
cza C3d. Chociaz czgs$¢ limfocytéw T moze prezentowaé
CD21 to jednak mechanizm wnikania do komérek T
i NK nie jest do konca wyjasniony. Komorki epitelialne
nie posiadajg w ogole receptora CD21, zatem EBV musi
wykorzystywa¢ inny receptor [47, 48]. Proces ten jest
przedmiotem wielu badan i pojawiaja si¢ doniesienia
o wykorzystaniu jako alternatywnej drogi wnikania do
komorek epitelialnych migdzy innymi receptora IgA,
Czy wykorzystania kompleksu glikoproteinowego gHgL
do wigzania integryny avp6 i avp8 [13, 40, 96].

Po 4 godzinach od zakazenia rozpoczyna si¢ eks-
presja. EBNA-2 (Epstain-Barr Nuclear Antigen-2)
i EBNA-LP (Epstain-Barr Nuclear Antigen-Leader
Protein), a w nastepstwie deregulacja cyklu komoérko-
wego i indukcja czynnikéw wzrostu. Po 12 godzinach
nastepuje ekspresja: LMP-1 (Latent Membrane Pro-
tein-1) oraz EBNA-3A, -3B, -3C co powoduje indukgcje
receptora dla czynnikéw wzrostu, transformacje wzrostu
komorki, zahamowanie apoptozy i immunomodulacje.
Po 20 godzinach nastepuje cyrkularyzacja genomu (two-
rzenie episomu) EBV i ekspresja EBNA-1 [49].

Glikoproteina

Ostonka

EBNA-1 LMP-1  LMP2A/2B

| ) aele) ] |

] [w)

]

Rys. 1. A - budowa wirusa Epsteina-Barr, B - schemat budowy genomu EBV
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Rys. 2. Schemat wzajemnych oddzialywan pomigdzy bialkami EBV, czastkami regulatorowymi
i ekspresja DNA komorkowego i wirusowego

Pomiedzy 24 a 72 godzing od zakazenia komorka
gospodarza ulega zmianom morfologicznym: $rednica
zwieksza si¢ o okolo 30%, jadro powieksza si¢ i naste-
puje ekspresja HLA-DR [75]. W wyniku dziatania biatek
wirusa ekspresji ulega antygen CD23, ligand dla CD21,
co pozwala przekazywa¢ sygnal pobudzajacy komorke
do proliferacji. Po 3-4 dniach nastepuje wejscie w faze S
cyklu komorkowego [87]. Jednoczesnie z replikacja
DNA komorki nastepuje replikacja DNA wirusa.

W ponad polowie przypadkéw pierwotne zakaze-
nie EBV przebiega bezobjawowo lub bardzo tagodnie.
W wieku mlodzienczym zakazenie moze przybieraé
posta¢ mononukleozy zakaznej (IM), samoograni-
czajacej sie choroby limfoproliferacyjnej krwi. Wsrod
wystepujacych do$¢ sporadycznie powiklan wymienia
sie zespot Guillaina-Barra lub inne objawy ze strony
ukfadu nerwowego. Niezwykle rzadko dochodzi do roz-
woju przewleklego zakazenia EBV [16, 19].

5. Molekularne podstawy zakazenia latentnego EBV

Odpowiedz immunologiczna, zaréwno humoralna
jak 1 komdrkowa nie eliminuje EBV z zakazonego orga-
nizmu. Wirus ten wyksztalcit szereg mechanizméw
obronnych pozwalajacych na utrzymywanie infekcji
w komorkach gospodarza. Stan latencji ustala si¢ w lim-
focytach, material genetyczny wirusa przyjmuje forme

episomalna, replikuje sie i jest przekazywany do komdrek
potomnych. W odréznieniu od cyklu litycznego EBV,
podczas ktorego ekspresji ulega ponad 80 antygenow
w czasie zakazenia latentnego ma miejsce synteza tylko
czedci bialek wirusowych: szesciu antygenéw jadro-
wych (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, LP) , trzech bialek
membranowych (LMP-1,-2A i -2B) oraz dwdch matych
fragmentéw RNA (EBERs-1 i -2). Prawdopodobnie
ograniczenie ekspresji genow w fazie latencji jest jed-
nym z gléwnych mechanizméw ucieczki wirusa przed
mechanizmami obrony ze strony gospodarza [60].

Na rysunku 2 przedstawiono schemat wzajemnych
oddzialywan pomiedzy bialkami EBV, czastkami regula-
torowymi i ekspresja DNA komoérkowego i wirusowego.

W ustalaniu latencji biorg udzial biatka: EBNA-1,
EBNA-2 i LMP-1, przy czym kluczowe jest EBNA-2,
ktore wraz z EBNA-1 stymuluje promotor LMP-1 [89, 98].

W zaleznosci od ekspresji antygendéw wyrdzniamy
cztery typy latencji. W przypadku latencji typu 0 wiek-
sz0$¢ limfocytéw spoczynkowych pamieci nie wykazuje
ekspresji zadnych antygenéw wirusowych, co pozwala
im pozosta¢ niewidocznymi dla systemu immunolo-
gicznego gospodarza. Typ I latencji zwigzany z ekspre-
sja EBNA-1 i EBERs jest obserwowany w krazacych
komoérkach B podczas ich podzialu oraz w chloniaku
Burkitta. W typie IT latencji obok EBNA-1 i EBERs ule-
gaja ekspresji takze LMP-1 i LMP-2. Ten typ latencji
wystepuje w przypadku raka jamy nosowo-gardtowej,
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raka zoladka, choroby Hodgkina i chloniaka z ko-
morek T. W najbardziej immunogennym typie III laten-
cji dodatkowo wykrywane sg biatka z rodziny EBNA 3
(-3A, -3B i -3C). Dzieje si¢ tak w przypadku pacjentow
poddanych immunosupresji, u ktérych rozwineta sie
potransplantacyjna choroba limfoproliferacyjna (PTLD)
oraz u chorych na AIDS, u ktérych stwierdzono chto-
niaka [30, 37, 98].

6. Bialka fazy latentnej

EBNA-1 (Epstein-Barr Nuclear Protein-1) to fosfo-
proteina wigzaca DNA, niezbedna do replikacji i zacho-
wania genomu EBV. Odgrywa kluczows role w utrzy-
maniu autonomii episomu EBV w fazie latentnej [57].
Dimery EBNA-1 wigzg si¢ do krotkich sekwencji (DS-
-dyad symmetry) regionu OriP w genomie wirusa, ktory
zawiera dwa odrebne miejsca wigzace EBNA-1, kazdy
o wielkosci 18 pz. Podczas wigzania si¢ EBNA-1 do OriP
wirus wykorzystuje enzymy gospodarza do sterowania
wszystkimi potrzebnymi etapami replikacji. Miejsce
wigzania EBNA-1 ulokowane jest w pozycji +10 i +30
w dot od promotora Qp. Promotor ten dziata w odpo-
wiedzi na wiele czynnikéw transkrypcji zabezpiecza-
jac i utrzymujac odpowiedni poziom EBNA-1 ale jest
on regulowany sprzezeniem zwrotnym przez nadmiar
EBNA-1. Lee i wsp. wykazali, ze EBNA-1 i Ori P regu-
luja replikacje wirusa, jednak nie wyjasniono do konca
mechanizméw tego dzialania. Wiadomo natomiast, ze
podczas cyklu latentnego replikacja genomu wirusa jest
zsynchronizowana z cyklem komoérkowym [3, 46, 51].

EBNA-1 kontroluje podzial genomu EBV podczas
podziatu komorki poprzez Iaczenie z biatkiem EBP2
(EBNA-1 binding protein 2) zwigzanego z chromoso-
mem mitotycznym [49].

Poprzez wigzanie do proteazy HAUSP (herpes-virus-
-associated ubiquitin-specific protease) EBNA-1 jest
zaangazowane w regulacje p53, czynnika transkryp-
cyjnego zaangazowanego w szczegolnosci w aktywacje
mechanizméw naprawy DNA lub indukeji apoptozy
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. [49].

Biatko EBNA-1 warunkuje przezycie zakazonych
limfocytéw B poniewaz koduje fragmenty tripletow
aminokwasow gly-gly-ala, ktore blokuja degradacje
biatka na drodze proteolizy a w konsekwencji prezen-
tacje antygenow wirusowych przez uklad HLA I limfo-
cytom cytotoksycznym. [61].

EBNA-1 jest obecne we wszystkich typach latencji,
a takze jako jedyne z biatek typu EBNA jest produko-
wane takze w czasie aktywacji do cyklu litycznego [93].

Biatko EBNA-2 (Epstein-Barr Nuclear Protein-2)
to gtéwny transkrypcyjny czynnik regulujacy ekspresje
genow wirusowych. Koordynuje pozytywnie ekspre-
sje gendéw wirusa w latencji typu III. EBNA-2 posiada

ANNA ZUK-WASEK

domene aktywacji transkrypcji, jednak nie wigze si¢ bez-
posrednio z DNA lecz z biatkami, ktére wigza si¢ z DNA
w regionie promotora. Oddziatuje zaréwno z wiruso-
wymi jak i komoérkowymi promotorami transkrypcji.
EBNA-2 aktywuje miedzy innymi promotor LMP-1 oraz
LMP-2 (Latent Membrane Protein-1 i Latent Membrane
Protein-2). Transaktywuje takze wiele genéw komor-
kowych odgrywajacych kluczows role w uniesmiertel-
nianiu i proliferacji komérki po zakazeniu [95]. Razem
z EBNA-LP (Epstein-Barr Nuclear Antigen- Leader Pro-
tein) wzmacnia ekspresje receptoréw CD23 (powierzch-
niowych markeréw aktywowanych komorek B), pobu-
dzajac w ten sposob inne limfocyty do proliferacji, oraz
receptora CD21 (ligandu dla gp350). Reguluje pozytyw-
nie réwniez ekspresje wirusowego promotora EBNA-
-3C oraz komdrkowego protoonkogenu c-myc, przez
co wplywa na proliferacje limfocytow B [79]. EBNA-2
wiaze si¢ specyficznie z RBP-Jk (Retinoblastoma Bin-
ding Protein), ktdre wigze si¢ specyficznie z DNA i jest
zaangazowane w Sciezce przekazywania sygnalow
Notch. Geny Notch koduja powierzchniowe recep-
tory komorkowe, ktére regulujg réznicowanie wielu
typow komorek [89, 55]. Mutacja loci Notch prowadzi
do anomalii: od postrzepienia skrzydelek Drosophila
melanogaster po rozwoj nowotworéw w komorkach T
u ludzi. EBNA-2 jest tez pierwszym biatkiem latentnym
wykrywanym (razem z EBNA-LP) po zakazeniu EBV
[62]. Wyrdzniamy dwa typy EBNA-2 rdznigce sie sero-
logicznie, korespondujace z typami EBV-11i EBV-2 [77].

Po zakazeniu limfocytéw B wirusem Epsteina-Barr
EBNA-LP, jak wczesniej wspomniano, ulega ekspre-
sji jako jedno z pierwszych bialek. Wraz z EBNA-2
uczestniczy w procesie wprowadzania spoczynkowych
limfocytéw B w faze G, cyklu komérkowego, poprzez
wigzanie i inaktywacje komorkowego biatka p53 i pro-
duktu genu supresorowego Rb (retinoblastoma protein)
[83]. Wspolnie z EBNA-2 indukuje tez promotor LMP-1
w niektorych typach chloniaka Burkitta oraz $ciezce
przekazywania sygnaléw Notch. EBNA-LP laczac sig
z kompleksem bialek komoérkowych ISI i X-1 two-
rzy kompleks HAX-1 (HS-1-associated protein X-1),
ktérego sekwencja aminokwaséw wykazuje podobien-
stwo do komdrkowej proteiny Nip3 (nineteen kD inter-
acting protein-3), wchodzgcej w interakcje z inhibitorem
apoptozy Bcl-2 lub BHRF-1 jego wirusowym homolo-
giem, przez co pelni potencjalnie funkcje¢ regulujaca
apoptoze zakazonych limfocytéw B [56]. EBNA-LP
odpowiada takze za redystrybucje EBNA-3A w jadrze
oraz bierze udzial w splicingu RNA (sktadaniu pre-
-mRNA) [69].

EBNA-3A, -3B, -3C to biatka indukujgce proces
unie$miertelniania limfocytéw B oraz wywolujace
wzmozong odpowiedz immunologiczng. Biatka te kodo-
wane s3 przez trzy geny sasiadujace ze sobg w genomie
wirusa; sekwencja tych genéw jest homologiczna odpo-
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wiednio w 84, 80 i 72%. Na podstawie réznic w struk-
turze EBNA-3A, -3B, -3C wyrdzniono dwa typy EBV-1
i EBV-2 [44, 95]. Wszystkie bialka z rodziny EBNA-3
oddziatuja z czynnikiem RBP-Jk, a takze z czynnikiem
wigzacym Cp-1, ktory wchodzi w sklad $ciezki przeka-
zywania sygnatéw Notch. Nadekspresje biatek bioragcych
udzial w $ciezce Notch obserwowano u ludzi w nowo-
tworach z limfocytéw T. Jednak sposob w jaki biatka
EBNA-3 wplywaja na czynnik Cp-1 nie jest do konca
poznany [49].

EBNA-3A i EBNA-3C, w przeciwienstwie do EBNA-
-3B s3 niezbedne w procesie transformacji i immorta-
lizacji komorek B in vitro [62]. EBNA-3C moze prze-
tama¢ punkt kontroli retinoblastomy i znies¢ supresje¢
genu retinoblastomy w fazie G, cyklu komérkowego
[84]. Wykazano tez, ze EBNA-3C zwieksza synteze
LMP-1 w niektérych nowotworach [1, 50]. Wykazano,
ze EBNA-3A i EBNA-3C tlumig transkrypcje aktywo-
wana przez RBP-Jk-EBNA-2 poprzez zahamowanie
wigzania RBP-Jk do DNA. EBNA-3C i prawdopodobnie
EBNA-3A moga wspolnie z EBNA-2 odgrywac role jako
aktywator genu LMP-1 [53]. Wskazuje to na istnienie
sieci wzajemnych powigzan, ktora, wplywajac na siebie
nawzajem, tworza biatka EBNA-3 i wszystkie czynniki
transkrypcji EBNA [49].

Bialko LMP-1 jest integralnym bialkiem btony plaz-
matycznej, o wielkosci 62-kD, zbudowanym z trzech
segmentow. W pierwszym segmencie krotki, cytoplaz-
matyczny N-koniec (24aa) jest odpowiedzialny za
zorientowanie bialka w blonie komdrkowej i przyla-
czenie ubikwityny. Drugi segment z szecioma hydro-
fobowymi domenami (161aa) ma zdolnos¢ oligomery-
zacji czasteczki LMP-1 i aktywacji malej GTPazy Cdc42
inicjujacej reorganizacje cytoszkieletu. Analiza mutacji
dowiodta, ze koniec -NH, i segment transmembranowy
biatka LMP-1 s3 odpowiedzialne za agregacje¢ blony, a ta
agregacja jest kluczowa dla immortalizacji komdrki [59].
LMP-1 tworzy w blonie plazmatycznej agregaty takie jak
zwigzane z ligandem receptory czynnika wzrostu [14].
W trzecim segmencie dlugi cytoplazmatyczny C-koniec
(~200aa) dzieli si¢ na trzy wazne regiony aktywujace
- CTAR (C-terminal activating regions). Regiony te
sa miejscem przylaczania i aktywacji swoistych bialek
komoérkowych. CTAR1 i CTAR2, nazywane réwniez
miejscami transformacji efektora, s niezbedne do
transformacji limfocytéw B. Koricowa domena -COOH
biatka LMP-1 wykazuje powinowactwo do TRAF-1
i TRAF-2 (TNF tumor necrosis factor receptor-asso-
ciated factor-1 i -2) oraz TRADD (biatko wzmacnia-
jace z powinowactwem do domeny $mierci receptora
TNFa, TNFa-receptor associated death domain) [15,
17]. Miejsce transformacji efektora-1 CTARI wigze
TRAF, a miejsce wigzania efektora-2 CTAR2 wigze
TRADD [41, 88]. LMP-1 bierze udzial w transforma-
cji komorki przez polaczenie z tymi samymi biatkami
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adaptorowymi zwigzanymi z TRAFs, ktore lacza sig
z receptorem CD40. Nasladuje w ten sposob sygnaly
wzrostu komoérkowego, ktore zwykle sa wynikiem wig-
zania ligandu CD40 [26]. Wigzanie bialek do LMP-1
indukuje kaskade sygnalow, ktére wzmacniajg zywot-
no$¢ i wzrost komorki. W chwili obecnej potwierdzona
jest aktywacja przez LMP-1 siedmiu $ciezek przekazy-
wania sygnaléw. Na N-koncu LMP-1 nastepuje: ubi-
kwitynizacja, aktywacja Cdc42, natomiast na C-koncu
nastepuje aktywacja: NFkB (nuclear factor kappa B)
poprzez kinaz¢ indukujacg czynnik NFkB (NIK), czyn-
nika aktywujacego transkrypcje-2 (ATF-2) poprzez
p38/aktywujaca mitogen kinaze biatkowa (MAPK),
czynnikow transdukgji i transkrypcji (STATSs) poprzez
kinaze Janusa (JAK) biatka aktywatorowego 1 (AP-1)
poprzez N-terminalng kinaze (JNK) oraz kinazy Akt
poprzez kinaze fosfatydylinozytolu (PI3K) [78, 97].
Schemat dzialania tych §ciezek pokazano na rysunku 3.

Receptor dla TNF wystepuje w dwdch odmianach,
kazda z nich mobilizuje inny rodzaj biatek adaptorowych
i wywoluje przeciwstawny efekt komérkowy: apoptoze
(receptor 55) lub proliferacje (receptor 75). Poprzez
zwiazanie z bialkami TRAF-1 i TRAF-2 polaczonymi
z fragmentami receptora p75 powoduje wewnatrzko-
morkowa aktywacje antyapoptycznych czynnikéw trans-
krypcyjnych; NFkB, AP-1i STAT-1 a w nastgpstwie pro-
liferacje zakazonych limfocytéw B [64, 78].

Kaskada aktywacji $ciezek przekazywania sygnalow
wspoldzialajaca z LMP-1 prowadzi do wzmocnienia eks-
presji czastek adhezyjnych komoérek B (LFA-1, CD54,
CD58), wzmocnienia ekspresji markeréow aktywacji
komorek B (CD23, CD39, CD40, CD44 i HLA klasy II)
i morfologicznych zmian takich jak aglutynacja (zle-
pianie komoérek) [52]. Interakcje z LMP-1 powoduja
réwniez nadekspresje biatek BCL-2 i A20, ktére chro-
nig zakazone komorki przed p53-zalezng apoptozg
[25, 92]. Ponadto uwaza sie, ze LMP-1 jest powigzany
z onkogenezg réwniez przez zdolnos¢ wbudowywania
i rearanzacji genow komoérkowych.

LMP-2A i LMP-2B to dwa integralne z blong komér-
kowa biatka hydrofobowe, kodowane przez gen LMP-2.
Réznig si¢ migdzy soba domeng N terminalng, zawie-
rajaca motyw aktywujgcy tyrozynozalezny immunno-
receptor. LMP-2A zawiera dodatkowg domene, kodo-
wang w egzonie 1, podczas gdy w bialku LMP-2B
egzon 1 jest niekodujacy. Wykazano, ze w komdrkach
epitelialnych ekspresja obu bialek LMP-2 jest zwigzana
ze wzrostem zdolnosci tych komdrek do rozprzestrze-
niania si¢ 1 migracji w matriks miedzykomorkowej (2,
71]. LMP-2A nie jest niezbedne w transformacji limfo-
cytow B ale interferuje z ich receptorami sygnalowymi.
Zebrane wyniki sugerujg udziat LMP-2A w utrzymy-
waniu latencji i modyfikacji rozwoju komorek B [28,
62]. LMP-2A hamuje wewnetrzne wydzielanie inter-
leukiny 6, co skutkuje negatywng regulacja ekspresji
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Rys. 3. Schemat budowy LMP-1, wigzania bialek i indukcji kaskady sygnaléw wzmacniajacych zywotno$¢ i wzrost komorki

NFkB [64]. Stata ekspresja LMP-2A w chorobie Hodg-
kina i raku nosogardzieli wskazuje na wazng, aczkolwiek
jeszcze nieznang role w onkogenezie. Funkcja LMP-2B
jest stabo poznana. Obecnie prowadzone badania suge-
ruja, ze moze modulowa¢ aktywnos¢ LMP-2A [67].

7. Reaktywacja zakazenia latentnego

Reaktywacja wirusa i wejscie w cykl lityczny moze
by¢ spowodowane réznymi przyczynami, miedzy innymi
spadkiem odpornosci gospodarza. U pacjentéw po zabie-
gu transplantacji leczenie immunosupresyjnie moze by¢
przyczyna rozwoju choroby limfoproliferacyjnej (PTLD).

Pierwszym biatkiem cyklu litycznego jest biatko Z,
produkt genu BZLF-1 (nazywane réwniez biatkiem Zta
lub ZEBRA) oraz biatko R produkt genu BRLE-1. Oba
biatka autostymulujg swoja wlasng ekspresje, wzajemnie
sie indukujac i sa niezbedne do wspdlnej indukcji pel-
nego kompletu wczesnych gendéw wirusa potrzebnych
do litycznej replikacji EBV [ 23, 70, 82] .

Biatko Z jest aktywatorem transkrypcji wigzacym sig
do motywu AP-1-podobnego w promotorach wczesnych
genow litycznych i indukujacym cykl lityczny w komor-
kach zakazonych latentnie EBV [22]. Savard i wsp.
wykazali, ze w pierwotnej infekcji monocytoéw przez
EBV, ekspresje transkryptu BZLF-1 mozna wykry¢
w dwie godziny po zakazeniu. Niekt6rzy autorzy dono-
sz3, ze bialko Z moze indukowac ekspresje regulatoréw
cyklu komoérkowego wlacznie z p53 i wstrzymacé cykl
komoérkowy [9, 18]. Przypuszczalnie zahamowanie
funkcji p53 pozwala przezy¢ komoérkom podczas weze-
snej fazy zakazenia EBV, co ma wplyw na stabilizacje
latencji. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja BZLF-1 we
wezesnych pasazach limfoblastoidalnych linii komor-
kowych moze prowadzi¢ do tworzenia skupisk nowo-
tworowych i rozpoczecia ekspresji genow komoérkowych
[38]. Zatrzymanie cyklu komoérkowego jest narzucane
przez herpeswirusy podczas wirusowego litycznego
cyklu replikacji DNA aby zapobiec konkurencji o wolne
nukleotydy wystepujace w ograniczonej ilo$ci z synteza
DNA komorki gospodarza i aby dostarczy¢ przestrzeni



CHARAKTERYSTYKA BIALEK WIRUSA EPSTEINA-BARR - ICH UDZIAL W ZAKAZENIU LATENTNYM

nuklearnej dla wirusowego DNA [74]. Z tego punktu
widzenia ekspresja BZLF-1 podczas latencji moze by¢
pozostatoscia z cyklu litycznego. Wen i wsp. suge-
ruja, ze komorki, w ktérych dochodzi do ekspresji
BZLF-1 wchodzg w cykl lityczny i umierajg, podczas
gdy komorki, w ktérych BZLF-1 nie ulega ekspresji s3
jedynymi, ktore przezyly i ustabilizowaly latencje [94].

We wczesnej fazie litycznej syntetyzowane sg gtéwnie
biatka odpowiedzialne za replikacje wirusowego DNA.
Biatka fazy péznej cyklu litycznego modyfikuja komorke
gospodarza, uczestniczag w budowie kapsydu i formo-
waniu nowopowstajacych wirionéw oraz w zakazaniu
kolejnych komoérek gospodarza.

8. Wirusowe homologi bialek komoérkowych

Genom EBV koduje kilka waznych bialek bedacych
sekwencyjnymi i funkcjonalnymi homologami réznych
bialek cztowieka.

Biatko BCRE-1 wykazuje 80% homologii do ludzkiej
interleukiny 10 (IL-10). IL-10 posiada przede wszystkim
zdolno$¢ do hamowania aktywacji i funkeji efektorowych
limfocytéw T, monocytéw i makrofagéw. Jest czynni-
kiem wzrostu i aktywacji dla limfocytéw B. Odgrywa
réwniez role w ustaleniu latencji poprzez supresje sys-
temu immunologicznego gospodarza [33, 89].

BDLF-2 to biatko, ktére jest homologiem ludzkiej
cykliny B1, ktéra poprzez aktywacje poszczegdlnych
cyklinozaleznych kinaz bialkowych reguluje przejscie
ztazy G, w faze M w cyklu komérkowym. Wcigz jeszcze
mato wiadomo na temat proteiny BDLF-2. Jej obecno$¢
wykrywana byta w przypadkach biataczki wtochatoko-
morkowej, ale nie w innych chorobach charakteryzuja-
cych si¢ zakazeniem latentnym. Sugeruje sig, ze jest to
pozny gen ulegajacy ekspresji w cyklu litycznym [31].

BARF-1 (nazywane réwniez p29) jest wczesnym
biatlkiem wykazujacym homologie do wewnatrzko-
morkowej czasteczki adhezyjnej 1 jak rowniez do recep-
tora ludzkiego czynnika tworzenia kolonii co skutkuje
zahamowaniem aktywnosci makrofagow [86]. Jest takze
zdolny do zahamowania wydzielania INF-alfa i immor-
talizacji pierwotnych komorek epitelialnych [24]. Eks-
presje BARF-1 stwierdzono w biopsjach tkanek nowo-
tworowych: z NPC i EBV-zaleznych przypadkach rakéw
zoladka, a takze w chioniaku z komérek B spotykanym
w Malawi i nosowym chfoniaku z komdrek NK/T. Dane
te $wiadcza o udziale BARF-1 w procesach nowotwo-
rzenia. Ekspresja BARF-1 w linii komérkowej Louckes
indukuje ekspresje protoonkogenu c-myc i B-komor-
kowg aktywacje antygenow CD21 i CD23 [65].

BHRF-1 komponent wczesnego antygenu (Early
Antigen Complex) to bialko wykazujace 25% homologii
do ludzkiego onkogenu Bcl-2. Wykazano zdolnos¢ Bcl-2
i BHRF-1 do ochrony ludzkich limfocytéw B przed
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apoptoza [34]. Spektroskopowe oznaczenie struktury
BHRF-1 wykazalo jednak pewne réznice strukturalne
sugerujace, ze dzialanie mechanizmu antyapoptycznego
jest w tym przypadku inne niz komérkowy mechanizm
Bcl-x, lub Bcl-2 [39]. Uwaza si¢, ze BHRF-1 moze prze-
diuza¢ zywotno$¢ komorki dopuszczajac do nagroma-
dzenia si¢ w niej mutacji onkogennych. Pozwala réw-
niez na produkcje maksymalnej ilosci wirionéw podczas
zahamowania apoptozy [66].

9. Wlasciwosci onkogenne EBV

Do powstania nowotworu niezbedne sg co najmniej
dwa czynniki: zaburzenie przekazywania sygnatéw
i uniesmiertelnienie komorki. Wirusy onkogenne posia-
dajg zdolnos$¢ uniesmiertelniania komorki zakazonej,
powodujac jej niekontrolowang proliferacje i transfor-
macje nowotworowa. Genom EBV koduje szereg biafek,
wykazujacych homologie lub oddzialujacych z wieloma
czasteczkami o charakterze antyapoptycznym, cytoki-
nami i transduktorami sygnatéw w komorce. Moga
dzigki temu promowac zakazenie EBV, immortalizacje
i transformacje zakazonej komorki [8].

Przyjmuje sie, ze aby wirus uznany zostal za czynnik
etiologiczny nowotworu muszg zosta¢ spetnione pewne
warunki: musi istnie¢ zwigzek epidemiologiczny pomie-
dzy wystepowaniem wirusa i nowotworu, musi zostac
stwierdzona obecno$¢ antygenu lub genomu wirusa
w komorkach nowotworu, wirus musi by¢ izolowany
z tkanki nowotworowej i by¢ zdolny do transformacji
komorek in vitro. Wirus Epsteina-Barr spelnia wszystkie
wymienione wyzej warunki.

10. Nowotwory powiazane z zakazeniem EBV

Chloniak Burkitta jest najwczesniej opisanym nowo-
tworem. Jest on powigzany z zakazeniem EBV. Wyste-
puje w trzech postaciach - endemicznej, sporadycznej
iuosobz HIV. DNA EBV jest wykrywane w ponad 95%
przypadkéw endemicznych BL i 15-30% sporadycznych
BL. Wsréd osob zakazonych HIV, ktére rozwinety BL
obecno$¢ wirusa stwierdza si¢ u 40-50% chorych [98].

W postaci endemicznej jako kofaktor BL wywolujacy
supresje limfocytow T wymienia si¢ zakazenie zarodz-
cem malarii. Ostatnie badania dowodzg, ze CIDRl1aq,
biatko produkowane przez Plasmodium falciparum
moze indukowa¢ cykl lityczny [12].

Bez wzgledu na miejsce wystepowania i zwigzek
z EBV chloniak Burkitta jest nieodmiennie zwigzany
ze swoistg translokacja chromosomalng dtugiego ramie-
nia chromosomu 8 niosgcego protoonkogen c-myc
i jednego z loci ciezkiego lub lekkiego tanicucha immu-
noglobuliny na chromosom 14 (ciezki tancuch), 2 lub
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22 (k lub A lekki fancuch). W konsekwencji powoduje
to ciggla ekspresje biatka c-MYC, ktore stymuluje pro-
ces dojrzewania i proliferacji komoérek oraz warun-
kuje przejscie z fazy G, do S cyklu komérkowego [91].
Translokacja ta powoduje réwniez, ze transkrypcji ulega
wylacznie biatko EBNA-1, ktore jest nieimmunogenne
dla limfocytow T. Wciaz jednak pozostaje wiele nie roz-
strzygnietych kwestii dotyczacych zaleznosci wystepo-
wania geograficznego, kofaktoréw i etiologii EBV-nega-
tywnych przypadkéw chtoniaka Burkitta [6].

Drugim nowotworem powigzanym z EBV jest wyste-
pujacy endemicznie rak jamy nosowo-gardtowej (NPC
- nasopharyngeal carcinoma). W 1969 roku do badan
NPC zastosowano test immunofluorescencyjny, ktorym
wczesniej wykryto antygeny przeciwko EBV w komor-
kach chloniaka Burkitta. Henle potwierdzil wysoka
reaktywnos$¢ surowicy otrzymang od chorego z NPC
wobec antygenu przeciwko EBV [35]. Rok pdzniej zur
Hausen potwierdzit metoda hybrydyzacji obecnos¢
DNA EBV w komorkach raka jamy nosowo-gardtowej
[99]. Obecnie wedlug klasyfikacji WHO wyroéznia si¢
trzy typy NPC: typ I - rak ptaskonablonkowy rogowa-
ciejacy (keratinising squamous-cell carcinoma), typ II
- rak nierogowaciejacy (non-keratinising carcinoma),
typ III - rak niezréznicowany (undifferentiated car-
cinoma). Z EBV powiazane sg giéwnie typy II i III,
natomiast w opublikowanych pracach dotyczacych
typu I znajduja si¢ zaréwno dane potwierdzajace jak
i nie potwierdzajace obecnos$ci materialu genetycznego
wirusa w komérkach nowotworu [29].

Najwiecej przypadkéw zachorowan na NPC odno-
towuje si¢ w poludniowo-wschodniej Azji: Chinach,
Wietnamie i Filipinach, a takze w Tunezji i na Alasce.
Pierwotnie zaktadano, ze zwigkszone ryzyko zachoro-
wania na NPC w tym regionie moze by¢ zwigzane ze
spozywaniem konserwowanej zywnosci (szczegdlnie
ryb), jednak pdzniejsze badania nie wykazaly jednak
wyzszego poziomu nitrozoamin i bakterii mutagennych
w badanych prébkach zywnosci. Ito i wsp. stwierdzili,
ze wystepujace w oleju tungowym HHPA (Hexahydro-
phthalic Anhydride) aktywuje cykl lityczny EBV [29].
Stwierdzono takze wplyw czynnikow genetycznych m.in.
polimorfizmu genu TLR3 (Toll-like receptor 3) koduja-
cego receptor, ktory odgrywa istotna role w zakazeniu
EBV. [32]. Problem diety i wplywu srodowiska w etiolo-
gii NPC jest caly czas przedmiotem intensywnych badan.

Ziarnica zto$liwa (choroba Hodgkina) to grupa lim-
foidalnych rozrostdw nowotworowych, morfologicznie
wyrdzniajaca si¢ wystepowaniem charakterystycznych
olbrzymich komorek, nazywanych komoérkami Reed-
-Stenberga [43]. W obecnej klasyfikacji wyrdznia si¢
pie¢ postaci: chtoniak guzkowy Hodgkina z przewaga
limfocytéw (nodular lymphocyte predominant Hodgkin
lymphoma) stanowi ok. 5% wszystkich przypadkéw HD,
w komdrkach guza nie stwierdza si¢ materialu genetycz-
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nego EBV; ziarnica typu NS (nodular sclerosis classical
Hodgkin lymphoma) to okoto 65-75% przypadkéw HD,
czasem stwierdza si¢ wczesniejsze zakazenie EBV; ziar-
nica typu MC (mixed cellularity classical Hodgkin lym-
phoma) to okoto 20-25% HD w ponad 70% komorek RS
wykrywa si¢ genom EBV; ziarnica typu LD (lymphocyte
depleted calssical Hodgkin lymphoma) stanowi mniej
niz 5% przypadkow ziarnicy ztosliwej, czesto wiaze sig
z zakazeniem EBV; klasyczna ziarnica bogata w limfo-
cyty (lymphocyte-rich classical Hodgkin’s disease) to
dos¢ rzadka postac ziarnicy, w okoto 40% stwierdza sig
zakazenie EBV [4, 11].

Poprzeszczepowa choroba limfoproliferacyjna (post-
transplant lymphoproliferative disorder — PTLD) to
heterogenna grupa choréb charakteryzujaca si¢ nie-
kontrolowang proliferacjg z komdrek ukladu chtonnego,
najczesciej limfocytow B (90%) rzadziej limfocytow T
(9%) lub komorek NK (0,5%). Najistotniejszym czynni-
kiem ryzyka rozwoju PTLD jest zakazenie EBV po trans-
plantacji. Wzrasta ono u biorcéw EBV-seronegatywnych
i waha sie od 23% do 50%. Natomiast u biorcow EBV-
-seropozytywnych wynosi od 0,7% do 1,9%. Zakazenie
EBV moze prowadzi¢ do proliferacji komdrek uktadu
chlonnego niezaleznie od rodzaju zakazenia (pierwotne
czy reaktywacja) [45]. Przyczyna jest transformacja bla-
styczna komorek zakazonych EBV. Ze wzgledu na roz-
nice wystepujace w przebiegu i w obrazie klinicznym
wyrdznia sie wezesng i pézng PTLD. W ujawniajacej si¢
przed uptywem roku, wezesnej PTLD, znacznie czgsciej
stwierdza sie zwigzek z zakazeniem EBV. Ostatnie bada-
nia nie potwierdzily skutecznosci lekdéw przeciwwiru-
sowych w leczeniu PTLD. Bardziej celowe wydaje sie
ich zastosowanie w profilaktyce niz terapii rozpoznanej
PTLD [42, 85].

Zakazenie EBV wigzane jest takze w mniejszym lub
wigkszym stopniu z rozwojem nieziarniczych chlonia-
kéw nosowych z komoérek T/NK w 90% przypadkow
i angioimmunoblastycznych 0-51% przypadkow, raka
zoladka lymphoepithelioma-like w okoto 90% i adeno-
carcionoma 5 do 25% przypadkéw [5]

W chorobie Duncana (zesp6t limfoproliferatywny
uwarunkowany w chromosomie X) zakazenie EBV pro-
wadzi do niekontrolowanego wzrostu populacji limfo-
cytow T i komoérek NK ktérych aktywnos¢ skierowana
jest przeciw nie zakazonym komoérkom [72].

Zakazenie EBV jest czynnikiem etiologicznym réz-
nych chtoniakéw u oséb z HIV/AIDS, zaréwno uktadu
limfoproliferacyjnego jak i centralnego ukladu nerwo-
wego (30-90%) [10].

11. Podsumowanie
EBV jako przedstawiciel Gammaherpesvirinae po-

siada zdolno$¢ ustalania latencji w limfocytach B,
wykorzystujac receptor CD21. Podczas cyklu litycz-
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nego, aktywowanego przez biatko Z ekspresji ulegaja
geny odpowiadajgce za replikacje wirusowego DNA,
biatka strukturalne kapsydu, tegumentu i umozliwiajace
fuzje z komoérkami gospodarza. Genom wirusa koduje
tez bialka bedace strukturalnymi badz funkcyjnymi
homologami biatek ludzkich. W wyniku ekspresji nie-
ktorych gendéw EBV w czasie cyklu latentnego syntety-
zowanych jest sze$¢ bialek jadrowych (EBNA-1, -2, -3A,
-3B, -3C i -LP); trzy bialka membranowe (LMP-1, -2A,
-2B) oraz 2 male fragmenty RNA (EBER-1 i -2). Biatka
te odpowiadaja za otrzymywanie latencji, episomu,
immortalizacje komorek gospodarza i ich transforma-
cje blastyczng. W zalezno$ci od ekspresji tych gendw
wyrdzniamy cztery typy latencji.

Zakazenie EBV szerzy si¢ gtéwnie droga kropelkowa.
W wiekszosci przypadkow zakazenie pierwotne ma miej-
sce w dziecinstwie i przebiega bezobjawowo, w okresie
miodzienczym moze przyjmowac posta¢ mononukleozy.
Obecno$¢ przeciwciat $wiadczy, ze ponad 90% populacji
0s6b dorostych przebylo zakazenie EBV.

Cho¢ udzial EBV w etiologii endemicznej postaci
chloniaka Burkitta i raka jamy nosowo-gardlowej
potwierdzono juz ponad 40 lat temu, obecnie wcigz
prowadzi si¢ badania nad wplywem tego wirusa na roz-
woj innych nowotwordw. Wyniki nie s3 jednoznaczne
i ciaggle pojawiajg si¢ kolejne doniesienia potwierdzajace
lub wykluczajgce udzial EBV w etiologii okreslonych
chordb. Przedmiotem intensywnych badan jest row-
niez okreslenie udziatu bialek, zaréwno latentnych jak
i homologdw biatek ludzkich, w procesach transforma-
cji nowotworowej: $ciezkach przekazywania sygnalow,
w inicjowaniu i pobudzaniu podzialu komérkowego
(kontroli proceséw wzrostu i réznicowania), regula-
cji cyklu komoérkowego, ekspresji nowych receptoréw
powierzchniowych i zmianie budowy czasteczek adhe-
zyjnych. Badania nad ekspresjg bialek pozwola okres-
li¢ ktore $ciezki przekazywania sygnatéw w komorce
gospodarza moga ulec zaburzeniom. Okreslenie etapu
na ktérym nastepuja zaburzenia powodujgce uniesmier-
telnienie lub proliferacje komorki jest niezwykle istotne
w przypadku poszukiwania skutecznych terapii przeciw-
nowotworowych.
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JAK ZDOBYC I WYKORZYSTAC WIEDZE
O WIELOGATUNKOWYCH BIOFILMACH?
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1. Wprowadzenie. 2. Metody badan wielogatunkowych biofilméw. 3. Wielogatunkowy biofilm ptytki nazgbnej. 4. Wielogatunkowe
biofilmy w wodzie. 5. Wielogatunkowe biofilmy w $rodowisku przemystowym. 6. Wielogatunkowe biofilmy a rozwoj zakazen

How to gain and use knowledge about multi-species biofilms?

Abstract: Multi-species biofilms form in many natural settings: water, soil or even on dust particles in the air. These biofilms can be also
found in the industrial water distribution systems, on surfaces of the metalworking fluids tanks, in food production plants, etc. Many
chronic infections involve multi-species biofilms; moreover, commensal vaginal flora or dental plaque bacteria may create such complex
microbial consortia. In order to study the composition of microbial community several molecular methods have to be employed;
among them metagenomics and proteomics are the most promising. Confocal microscopy in conjunction with fluorescence in situ
hybridization as well as the atomic force microscopy are both very useful techniques to study the three-dimensional structure of the
mixed-species biofilms. However, many technical obstacles may occur with these consortia during experimentation, e.g., how to grow
multi-species biofilms with high reproducibility regarding the quantitative composition of these communities, and whether it is possible
to quantitative by assess the metabolic activity and virulence of particular species when grown together in multi-species biofilm. The
knowledge of specific traits of multi-species biofilms may contribute to better understanding of the etiology of infectious diseases,
increase the efficiency of energy production in microbial fuel cells and lower the cost of biofouling prevention.

1. Introduction. 2. Research methods in the multi-species biofilm studies. 3. Dental plaque multi-species biofilm. 4. Multi-species

biofilms in water. 5. Multi-species biofilms in industrial environment. 6. Multi-species biofilms and the development of infections

Slowa kluczowe: wielogatunkowy biofilm, identyfikacja gatunkéw drobnoustrojoéw, metody molekularne

Key words:

multi-species biofilm, microbial species identification, molecular methods

1. Wprowadzenie

Szeroko zakrojone badania biofilméw bakteryjnych
i grzybiczych trwaja juz ponad 30 lat. Inicjatorem tych
badan byt profesor William Costerton, ktéry wraz
ze swoim zespoltem wykazal istotng role biofilméow
bakteryjnych w zakazeniach cztowieka i w $rodowisku
[8]. Badania osiadlych populacji bakterii stosunkowo
szybko zostaly podjete przez innych uczonych, zwlaszcza
w mikrobiologii §rodowiska, a nastepnie w mikrobiolo-
gii klinicznej. W ich wyniku poznano tréjwymiarows
strukture, mechanizmy powstawania, sposoby wzajem-
nej komunikacji drobnoustrojow, a takze szczegdlne
cechy fenotypowe biofilméw, takie jak ich zwigkszona
tolerancja na $rodki przeciwdrobnoustrojowe i wytwa-
rzanie pozakomoérkowej macierzy — EPS (extracellular
polymeric substances). Badania biofilméw prowadzono
na wielu modelach doswiadczalnych, zaréwno w warun-
kach laboratoryjnych in vitro, jak i z wykorzystaniem
zwierzat doswiadczalnych [33]. W przewazajacej liczbie
dotyczyly one biofilméw jednogatunkowych. Przeglad
pismiennictwa dokonany w maju 2012 r. w elektronicznej
bazie ISI Web of Knowledge, (https://apps.webotknow-
ledge.com) pokazal, ze na ogdlng liczbe 13 718 publikacji
poswieconych badaniu wlasnosci biofilmoéw (w ktdrych
tytule wystepuje stowo biofilm), jedynie 192, tj. 1,4%

* Autor korespondencyjny: e-mail: e.trafny@wihe.waw.pl

stanowig doniesienia na temat biofilméw wielogatunko-
wych. Natomiast to wlasnie te wielogatunkowe konsorcja
stanowig najczesciej wystepujaca w srodowisku natural-
nym i w organizmach wyzszych posta¢ biofilmow [19].
Stad w obecnie prowadzonych pracach doswiadczalnych
coraz czesciej obiektem badan sa biofilmy, w sktad kto-
rych wchodzi wiecej niz jeden gatunek drobnoustrojow.
Przyktadami takich biofilméw sg konsorcja drobno-
ustrojow wystepujace w zbiornikach wodnych, w glebie,
na lisciach roélin, w instalacjach przemystowych, a takze
w organizmie cztowieka w postaci mikroflory pochwy,
jelita grubego lub plytki naz¢bnej. Wykorzystanie dostep-
nych narzedzi biologii molekularnej, w tym zwlaszcza
metagenomiki, pozwala juz na poznanie przyblizonego
skladu gatunkowego tych biofilmoéw. Szacunkowe wyli-
czenia wskazuja, ze jedynie 0,1-1% tych drobnoustrojow
jest zdolnych do wzrostu w warunkach laboratoryjnych
na rutynowo stosowanych w diagnostyce mikrobiolo-
gicznej podiozach hodowlanych.

2. Metody badan wielogatunkowych biofilmow
Metody badania struktur biofilméw jedno- i wielo-

gatunkowych nie roznia si¢ istotnie pomiedzy soba.
Zaréwno techniki mikroskopowe, takie jak skaningowa
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mikroskopia elektronowa, mikroskopia konfokalna
i mikroskopia sil atomowych oraz techniki fizyczne,
jak przykltadowo mikrospektroskopia w podczerwieni
z transformacja Fouriera beda réwnie przydatne dla
oceny wielkosci mikrokolonii i stopnia adhezji drob-
noustrojéow do powierzchni w obu typach biofilméw
[6]. Natomiast bardzo popularne i wykorzystywane
na znaczng skale metody badania biofilméw w forma-
cie mikroplytki z uzyciem fioletu krystalicznego lub
barwnikéw fluorescencyjnych nie znajda zastosowania
w badaniach wielogatunkowych biofilmoéw ze wzgledu
na brak swoistoéci znacznikéw do poszczegdlnych
gatunkow drobnoustrojow. Wowczas jednym z rozwia-
zan moze by¢ mikroskopia konfokalna wykorzystana do
obserwacji wielogatunkowych konglomeratéw z wyko-
rzystaniem techniki FISH (fluorescent in situ hybridi-
zation), w ktorej oligonukleotydowe sondy znakowane
réznymi barwnikami fluorescencyjnymi hybrydyzuja
z wybranymi fragmentami rybosomalnego RNA drob-
noustrojow w sposob specyficzny. Techniki te umozli-
wiajg analize przestrzennych interakcji ré6znogatunko-
wych komorek bakterii lub grzybow (2, 15, 25].

Do analizy wielogatunkowych konsorcjow zapropo-
nowano ostatnio modyfikacje techniki FISH poprzez
wprowadzenie sond PNA (peptide nucleic acid probes).
Sondy PNA s3 to syntetyczne analogi DNA, ktére wigza
sie z wybranymi sekwencjami RNA/DNA z wyzszym
powinowactwem, poniewaz ich wypadkowy tadunek
elektryczny jest obojetny. Technika ta zostala z powo-
dzeniem wykorzystana do obserwacji procesu tworzenia
wielogatunkowego biofilmu przez Salmonella enterica,
Escherichia coli i Listeria monocytogenes, w ktorym po
48 godzinach wzrostu komorki E. coli liczbowo domi-
nowaly (2,1x10% komoérek/cm?) nad L. monocytogenes
(6,8x10” komorek/cm?) i S. enterica (1,4x10° komorek/
cm?). Obserwacje prowadzone za pomoca PNA FISH
i mikroskopii konfokalnej wykazaly przestrzenne zréz-
nicowanie umiejscowienia bakterii z poszczegélnych
gatunkow w obrebie biofilmu: pateczki E. coli w postaci
jednogatunkowej warstwy rosty w gérnych warstwach
biofilmu, natomiast biomase¢ przylegajaca do substratu
adhezji stanowil mieszany biofilm dwoch gatunkow:
L. monocytogenes i S. enterica [1].

W badaniach wielogatunkowych biofilméw od-
twarzanie wzajemnych relacji ilosciowych pomiedzy
poszczegolnymi gatunkami drobnoustrojow podczas
niezaleznych powtdrzen eksperymentdéw moze by¢ zwia-
zane z pewnymi metodycznymi trudnosciami, zwlasz-
cza w warunkach in vivo. Badania wielogatunkowych
biofilméw na mysim modelu zakazonej rany wykazaly
ostatnio, ze w prosta inokulacja rany za pomocg zawie-
siny bakterii czterech gatunkoéw, takich jak Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus
i Finegoldia magna nie prowadzita do zréwnowazonego
wzrostu tych gatunkéw w obrebie biofilmu. Pateczki
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P aeruginosa calkowicie dominowaly liczbowo (100%
populacji) w biofilmie hodowanym w ciggu dwdch dni,
nawet wowczas gdy w wyjsciowym inokulum komorki
tego gatunku stanowily jedynie 1% liczby bakterii
w zawiesinie. Obserwacje te wskazaly na koniecznos¢
przeszczepu biofilmu czterech gatunkéw bakterii, ktory
hodowano w probéwkach laboratoryjnych na frag-
mentach polipropylenu na powierzchni¢ rany. Dopiero
w takich warunkach mozliwe bylo uzyskanie zréwno-
wazonego rozwoju populacji czterech gatunkéw bakterii
w ranie, chociaz wzajemne proporcje liczbowe komoérek
tych bakterii ulegaly zmianom, a liczebno$¢ E. faecalis
zmniejszyla sie wyraznie (z 23,4 do 6,0%) po 12 dniach
wzrostu biofilmu w zakazonej ranie [10].

Utrzymanie statych proporcji gestosci komorek drob-
noustrojow okreslonego gatunku w obrebie konsorcjum
w zadanych warunkach przez diuzszy okres czasu moze
by¢ tez utrudnione ze wzgledu na brak wiedzy na temat
wzajemnych relacji pomigdzy gatunkami drobnoustro-
jow. Dotychczas nie wykonano badan majacych na celu
charakterystyke wielogatunkowych biofilmoéw, w sktad
ktérych wchodzityby drobnoustroje o zdefiniowanych
typach wzajemnych oddziatywan, takich jak np. kon-
kurencja lub komensalizm. Inng trudno$cig w hodowli
wielogatunkowych biofilméw moze by¢ sposob pozy-
skiwania izolatéw z probek srodowiskowych lub klinicz-
nych. Juz w trakcie izolacji bakterii z hodowli ptynnych
w namnazajacych pozywkach dokonywana jest wstepna
selekcja klonow bakterii danego gatunku, prowadzac do
wystgpienia zjawiska dryftu genetycznego. Namnazane
sa gléwnie te klony, ktére w probéwce laboratoryjnej
wystepuja w postaci planktonowej, faworyzowana jest
ponadto ekspresja gendéw kodujacych produkty pod-
stawowego metabolizmu bakterii przy jednoczesnej
eliminacji klonéw zjadliwych oraz tych, ktére przeja-
wiajg cechy pozadane dla tworzenia wielogatunkowych
biofilméw [9]. Stad trudnym zadaniem moze by¢ pozy-
skanie powtarzalnych hodowli wielogatunkowych bio-
filmoéw z wykorzystaniem laboratoryjnych wzorcowych
szczepow bakterii.

Hodowla wielogatunkowych biofilméw, w ktérych
bakterie réznych gatunkéw przylegaly do siebie nawza-
jem powiodta si¢ ostatnio w eksperymentach, w ktérych
zasiedlano siatke polipropylenows, stosowana w lecze-
niu przepuklin, za pomoca trzech gatunkéw bakterii:
S.aureus, E.faecalis i Enterobacter cloaceae. Szczepy
te pozyskano bezposrednio z fragmentéw siatki poli-
propylenowej usunigtej pacjentowi z powodu ropnia.
Po siedmiu dniach hodowli biofilmu na siatce in vitro
stwierdzono, ze S.aureus byt dominujacym liczbowo
gatunkiem w biofilmach. Tréjwymiarowa struktura
biofilmu przypominata strukture charakterystyczna
dla jednogatunkowych biofilméw, z kanatami wod-
nymi fagczacymi mikrokolonie. Mikrokolonie w obrebie
badanego biofilmu utworzone byly przez przylegajace
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do siebie gronkowce, enterokoki i komoérki Enterobacter,
co potwierdzono stosujac technike FISH i mikroskopie
konfokalng. Natomiast wzajemne liczbowe proporcje
komorek poszczegdlnych gatunkéw zmienialy sie w cza-
sie, pomimo, ze polipropylenowa siatke inokulowano
zawiesing trzech gatunkoéw bakterii o tej samej gestosci
6 x 10°CFU/ml [36].

Na innym modelu, ktéry mial odzwierciedla¢ in
vitro warunki wystepujace w ranie, tzw. ,,colony-drip-
-flow reactor model”, w ktérym biofilmy hodowano na
membranie, nie obserwowano wzajemnego przylegania
do siebie bakterii z nastepujacych gatunkow: S. aureus
(szczep MRSA), P. aeruginosa i Clostridium perfringens
pomimo, ze w mikroskopie obserwowano typowg troj-
wymiarowg strukture biofilmu. Liczba komérek MRSA
i C. perfringens wynosita okolo 10’ CFU/membrane,
natomiast liczba paleczek P aeruginosa przewyzszata
liczbe pozostatych dwoch gatunkéw bakterii o trzy
rzedy wielkosci. Poszczegdlne gatunki bakterii tworzyly
odrebne warstwy w przekroju biofilméw [41].

Metody hodowlane sg obecnie jeszcze niezastagpione
przy ocenie ilosciowej liczby bakterii réznorodnych ga-
tunkow w obrebie biofilméw. Metody molekularne, poza
jedna - reakcja PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR)
nie pozwalaja na rzetelng oceng wzajemnych stosunkow
ilosciowych poszczegolnych jednostek taksonomicznych
w obrebie biofilméw. Natomiast wykonanie ilo$ciowej
analizy sktadu gatunkowego ztozonej populacji z uzy-
ciem RT-PCR jest zadaniem praktycznie niewykonal-
nym ze wzgledu na wymagany znaczny naklad pracy.
Zatem ilosciowe badania skladu gatunkowego biofil-
mow ograniczaja si¢ praktycznie do badania bakterii
i grzybow dajacych sie hodowa¢ na pozywkach labo-
ratoryjnych [34]. Nalezy tez uwzglednic¢ fakt, ze bada-
nia jakosciowe z uzyciem technik molekularnych sa
obarczone pewnym biedem wynikajacym z stosowania
w metodzie PCR i wszelkich jej odmianach starterow
o sekwencjach zaczerpnigtych z baz danych, w ktérych
gromadzone s3 najczesciej sekwencje DNA i RNA tych
gatunkow drobnoustrojow, ktére mozliwe sa do namna-
zania w laboratorium.

3. Wielogatunkowy biofilm plytki nazebnej

Sktad wielogatunkowego biofilmu jamy ustnej jest
charakterystyczny dla kazdego cztowieka. Jednostki
taksonomiczne drobnoustrojéow wchodzgce w sklad
biofilmdéw jamy ustnej zostaly juz stosunkowo dobrze
poznane. Wiedza ta zostala pozyskana z wykorzysta-
niem technik biologii molekularnej, ktérych zastosowa-
nie wydaje si¢ by¢ kluczowe dla badan tych konsorcjow.
Techniki te pozwalaja na wykrycie drobnoustrojow
zywych lecz nie dajgcych sie hodowaé¢ na bogatych
w skladniki odzywcze podtozach, stosowanych w labo-

207

ratoriach mikrobiologicznych. Ponadto wprowadzenie
oligonukleotydowych fragmentéw DNA do genomu
bakterii w okreslonych pozycjach umozliwito uzyska-
nie fluorescencyjnego sygnatu — GFP (green fluorescent
protein), wowczas gdy badany gen ulega ekspresji. Tech-
nika ta wraz z transkryptomikg i proteomikg przyczynita
sie do uzyskania wstepnych danych na temat interakcji
i proceséw metabolicznych zachodzacych w zlozonych
konsorcjach drobnoustrojow [29, 40].

W sktad biofilméw jamy ustnej wchodzi okolo po-
nad 600 réznych jednostek taksonomicznych bakterii,
z ktorych okoto 65,5% stanowig gatunki, ktére moga by¢
hodowane w laboratorium (Dewhirst [11], http://www.
homd.org). Pozostale jednostki taksonomiczne poznano
dzieki analizie sekwencji ich DNA. Wiele z tych drobno-
ustrojow wystepuje jedynie w jamie ustnej, np. zaliczane
do rodzaju TM7 [3]. Sklad gatunkowy biofilméw nawet
u jednego czlowieka rézni si¢ w zaleznosci od miejsca
ich wystepowania w jamie ustnej. W jednym biofilmie
moze wspolistnie¢ okoto 100 gatunkéw bakterii wias-
ciwych dla danego osobnika. Jedng z istotnych technik
biologii molekularnej, ktéra umozliwita poznanie réz-
norodnosci genetycznej bakterii w biofilmach jamy ust-
nej byta technika RCCH (reverse-capture checkerboard
hybridization), polegajaca na amplifikacji fragmentéw
genéw kodujacych 16S rRNA, znakowanych digoksy-
gening z calej populacji drobnoustrojéw badanego bio-
tilmu i nastepnie poddanie ich hybrydyzacji z oligonu-
kleotydami komplementarnymi do wszystkich znanych
sekwencji rDNA w formacie mikromacierzy [28, 31].
W wyniku analizy sekwencji genéw 16S rRNA ampli-
tikowanych z uzyciem uniwersalnych starteréw F24/
Y36 stwierdzono, ze podstawowymi typami (phylum)
bakterii w biofilmach sg Firmicutes, Bacteroidetes, Pro-
teobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes i Fusobacteria,
do ktdrych nalezy 96% gatunkow bakterii. Pozostate 4%
jednostek taksonomicznych nalezy do typdw Euryarcha-
eota, Chlamydia, Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Teneri-
cutesi TM7 [11].

Bakterie roznych gatunkéw w obrebie tych biofilmdow
wchodzg ze soba w zlozone interakcje, przykladowo
moga to by¢ oddziatywania synergistyczne lub wspot-
zawodnictwo, bez ktdrych gestos¢ bakterii poszczegol-
nych gatunkéw w dojrzalym biofilmie bytaby jedynie
wypadkowa szybkosci podzialéw komdrkowych bakterii
poszczegolnych gatunkow [37]. Wsrdd bakterii wchodzg-
cych w sktad biofilméw jamy ustnej wyrdznia sie gatunki
tzw. wezesnych i poznych kolonizatoréw. Do gatunkow
weczesnych kolonizatoréw zalicza si¢ paciorkowce, oraz
bakterie z rodzajow Eikenella, Haemophilus, Prevo-
tella, Capnocytophaga, Propionibacterium i Veillonella.
Péznymi kolonizatorami sg bakterie z nastepujgcych
rodzajow Eubacterium, Treponema oraz Actinomyces
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyro-
monas gingivalis i Fusobacterium nucleatum [5].
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Gatunki wczesnych kolonizatoréw, wystepujace na
powierzchni szkliwa w niewielkiej liczbie, tworza juz wie-
logatunkowy biofilm [26]. Prochnica zgbow jest wyni-
kiem metabolicznych proceséw biofilmu ptytki nazeb-
nej, ktore zaburzyly rownowage mineralng powierzchni
zeba, na ktorej rosng drobnoustroje. Natomiast choroby
przyzebia powstaja na skutek wielorakich interakeji zto-
zonego wielogatunkowego biofilmu z tkankami gospo-
darza, co prowadzi do utrwalenia stanu przewleklej
infekcji. Dla poznania patomechanizmoéw tkanek przy-
zebia zakazenia istotne bedzie poznanie przestrzenno-
-czasowego wystepowania poszczegdlnych gatunkow
zaréwno hodowalnych, jak i niehodowanych bakterii
wielogatunkowego biofilmu plytki naz¢bnej. Juz jest
wiadomym, ze komunikacja pomiedzy gatunkami bak-
terii zachodzaca w obrebie tych biofilmdéw za pomoca
czasteczek autoinduktora-2 (AI-2), ktory jest wykry-
wany i/lub syntetyzowany przez bakterie Gram-ujemne
i Gram-dodatnie, jest niezbedna dla prawidlowego
rozwoju biofilméw jamy ustnej [35]. Niemniej istotna
w rozwoju choroby jest odpowiedz gospodarza na obec-
nos¢ biofilméw w jamie ustnej, w postaci aktywowania
mechanizméw odpornosci wrodzonej i nabytej. Pozna-
nie tych zlozonych interakcji przyblizy mozliwos¢ zwal-
czenia przewleklych infekeji w jamie ustnej [30].

4. Wielogatunkowe biofilmy w wodzie

Innym przykladem stosunkowo dobrze poznanych
wielogatunkowych biofilméw s3 konsorcja wystepu-
jace w wodzie, w warunkach niskich stezen sktadnikow
odzywczych. Dla monitorowania sktadu gatunkowego
tych biofilméw przydatne sa metody okreslania roz-
norodnosci mikrobiologicznej ekosystemow, takie jak
DGGE, czyli elektroforeza w zelu z uzyciem czynnika
denaturujacego (denaturing gradient gel electrophore-
sis) i TRFLP, czyli polimorfizm diugosci terminalnych
fragmentdw restrykcyjnych (terminal restriction frag-
ment lenght polymorphism). Metoda DGGE polega
na amplifikacji fragmentéw DNA z uzyciem starteréw
bogatych w pary GC oraz ich analizie za pomoca elek-
troforezy w zelu o zwigkszajacym sig¢ stezeniu czynnika
denaturujacego. Liczba pozyskanych prazkéow swiad-
czy o stopniu roznorodnosci badanego srodowiska.
Podobnie w metodzie TRFLP przedmiotem badan sg
amplikony pozyskane z wykorzystaniem specyficznych
starterow znakowanych barwnikami fluorescencyj-
nymi. Analizie poddaje si¢ pozycje miejsca restryk-
cyjnego najblizszego w stosunku do konca amplifi-
kowanego fragmentu genu. Wynikiem takiej analizy jest
charakterystyczny ,,odcisk palca” (fingerprint) badane;j
populacji drobnoustrojow. Techniki te z powodze-
niem sg tez stosowane dla oceny réznorodno$ci mikro-
biologicznej srodowiska gleby [14]. Wyniki przeprowa-
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dzonych ostatnio badan z wykorzystaniem tych metod
wykazaly wysoka zmienno$¢ sezonowa i dynamike
wymiany gatunkow w obrebie biofilméw wystepujacych
w rzekach [39].

Inne badania przeprowadzone z wykorzystaniem
metody DGGE pozwolily na oceng szybkosci i wydaj-
nosci powstawania wielogatunkowego biofilmu na réz-
nych materiatach wykorzystywanych do dystrybucji
wody pitnej w systemach miejskich i pokazaly, ze naj-
wigksza ré6znorodnos¢ gatunkowa wystepuje w obrebie
biofilméw powstatych na powierzchni rur stalowych
w tych instalacjach. Ogoétem pozyskano 176 kolonii
bakterii, rosnacych na podtozu R2A, sposrod ktérych
66% zaliczono do Proteobacteria, 20% nie zaklasyfiko-
wano do zadnej jednostki taksonomicznej, 6% stanowity
Actinobacteria, 2% laseczki z rodzaju Bacillus, natomiast
6% drobnoustrojow nie oznaczono. Wéréd Proteobac-
teria dominujacym gatunkiem byly paleczki z rodzaju
Sphingomonas [21]. Z perspektywy zdrowia publicznego
istotnym zagadnieniem jest wzrost paleczek Legionella
w wielogatunkowych biofilmach w systemach dystrybu-
cji wody. Paleczka ta przejawia zdolno$¢ do bytowania
w biofilmach, wykorzystujac produkty rozpadu bakte-
rii innych gatunkoéw jako skladniki odzywcze. Jednakze
wiele badan wskazuje na to, Ze w obrebie wielogatun-
kowych biofilméw drobnoustréj ten nie namnaza sig¢
ze wzgledu na brak dostepnosci L-cysteiny w odpo-
wiednich stezeniach. Wydajne namnazanie paleczek
Legionella zachodzi wewnatrz komorek ameb z rodza-
jow Naegleria, Acanthamoeba i Hartmanella, ktore tez
bytuja w obrebie biofilmdéw w §rodowisku wodnym [38].
Ostatnio wykazano, ze w biofilmach wystepujacych
w systemach wody pitnej, oczyszczanej metoda filtracji
membranowej, dochodzi do zwigkszenia udzialu pato-
gennych paleczek z rodzaju Legionella i Chromobacte-
rium w wielogatunkowych biofilmach [27].

5. Wielogatunkowe biofilmy w $srodowisku
przemyslowym

Wielogatunkowe biofilmy wystepuja tez w wielu
instalacjach przemystowych. W procesach przemysto-
wych, ktdre sa lub w najblizszej przysztosci beda wyko-
rzystywane w praktyce w browarnictwie, bioremediacji
i energetyce, podczas wytwarzania energii w mikrobio-
logicznych ogniwach paliwowych, wzrost drobnoustro-
jow w postaci wielogatunkowych biofilméw przyspiesza
badz zwigksza wydajnos¢ pozadanych proceséw techno-
logicznych i moze przynie$¢ wyrazne korzysci ekono-
miczne. Jednakze w innych galeziach przemystu, takich
jak przemyst spozywczy, farmaceutyczny i maszynowy
wystepowanie biofilmdéw przynosi wyrazne straty eko-
nomiczne i powoduje trudnoéci w utrzymaniu odpo-
wiedniej higieny $rodowiska pracy a takze wydajnego
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przebiegu proceséw technologicznych, ktérych istot-
nymi elementami sg systemy dystrybucji wody [24].
W przemysle maszynowym biofilmy wystepujace na
$ciankach zbiornikéw;, na opitkach metali, w wanien-
kach tokarek i szlifierek przyczyniajg si¢ do skazenia
plynéw chlodzaco-smarujacych wykorzystywanych pod-
czas obrobki metali i w znacznym stopniu wplywaja na
pogorszenie jakosci wytwarzanych wyrobow metalo-
wych. Stwarzaja tez poprzez swoja tolerancje na bio-
cydy wyrazne zagrozenie dla zdrowia pracownikow tej
galezi przemystu, poniewaz umozliwiajg przetrwanie
osiadlych populacji bakterii podczas zabiegéw mycia
i konserwacji maszyn, a nastepnie ponowne namnoze-
nie si¢ drobnoustrojow, w tym wielu gatunkéw chorobo-
tworczych bakterii do wysokiej gestosci (107-10° CFU/
ml) w plynnych chtodziwach. Chlodziwa te w procesie
obrdbki metali rozpraszane s3 w postaci mgly olejowej,
bioaerozolu, ktéry umozliwia wnikanie drobnoustrojow
lub produktéw ich rozpadu (LPS, kwasy tejchojowe) do
drég oddechowych, stanowigc przez to bezposrednie
zagrozenie dla zdrowia pracownikéw. W biofilmach
rosngcych w ukladach chlodziw zaobserwowano ciekawe
zjawisko ograniczonej réznorodnosci gatunkowej, nawet
wowczas gdy badania prowadzono za pomoca technik
metagenomiki. Dominujacymi gatunkami w tych kon-
sorcjach sg paleczki z rodziny Pseudomonaceae, wraz
z innymi pafeczkami Gram-ujemnymi, takimi jak She-
wanella putrefaciens, Stenotrophomonas maltophilia,
Comamonas testosteroni, Morganella morganii i Citrobac-
ter freundii [17]. Niepokojacym zjawiskiem jest wyste-
powanie w obrebie tych wielogatunkowych konsorcjow
w zbiornikach chlodziw niektérych gatunkéw pratkow
szybkorosnacych, takich jak: M. immunogenum, M. che-
lonae/M. abscessus i M. diernhoferi. Pratki te nawet
w hodowli planktonowej przejawiaja oporno$¢ na bio-
cydy, ktora wyraznie zwigksza sie podczas wzrostu tych
drobnoustrojow w postaci biofilmu [23]. Wowczas, ich
wysoka tolerancja na $rodki béjcze prowadzi do liczbo-
wej dominacji tych bakterii w wielogatunkowych bio-
filmach zbiornikéw i instalacji dystrybucji chlodziw,
w ktorych stosowano biocydy uwalniajace formaldehyd
jako $rodek przeciwbakteryjny. Dotychczas opisano juz
27 wybuchéw epidemicznych alergicznego zapalenia
pecherzykow plucnych (hypersensitivity pneumonitis)
w zaktadach przemystowych, w ktérych z chtodziw pozy-
skano metodami hodowlanymi lub wykryto w nich za po-
mocg technik molekularnych obecnos¢ tych pratkow [4].
Natomiast nie zawsze wielogatunkowe biofilmy
bytujace w srodowisku przemystowym wiaza si¢ ze
zjawiskami niekorzystnymi dla cztowieka ze wzgledow
ekonomicznych lub zdrowotnych. Ogromne nadzieje
na pozyskanie alternatywnych zrédet energii wzbudzaja
ostatnio badania naukowe podjete w celu pozyskania
mikrobiologicznych ogniw paliwowych, w ktérych
zaréwno anode jak i katode stanowi¢ beda konsorcja
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bakterii, wielogatunkowe biofilmy, $cisle zdefiniowane
gatunkowo [20]. Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe
dzialajg na zasadzie przeksztalcania energii chemicz-
nej zawartej w zwiazkach organicznych (np. odpadach
przemystowych, morskich osadach dennych) w energie
elektryczng przy udziale zlozonych konsorcjow bakterii
[13]. Na powierzchni anod, ktére instalowano w mor-
skich osadach dennych wystepowaly w przewazajacej
liczbie przedstawiciele nastepujacych grup bakterii:
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Rhizobiales
i Clostridia. Wigkszo$¢ z tych drobnoustrojow identyfi-
kowano za pomocg technik molekularnych. Podjeto sze-
reg badan zmierzajacych do izolacji gatunkéw bakterii,
ktére w jednogatunkowym biofilmie, po odpowiednich
modyfikacjach genetycznych, w sposéb o wiele wydaj-
niejszy niz wielogatunkowe konsorcja uczestniczylyby
w wytwarzaniu energii na powierzchni. Wyniki badan
poréwnawczych wydajnosci obu rodzajoéw biofilmow;
jedno- i wielogatunkowych nie sg jednoznaczne, cho¢
juz teraz wielu autoréw podkresla, ze znajomos$¢ wza-
jemnych interakcji pomiedzy drobnoustrojami jest
konieczna dla efektywnego wykorzystania potencjatu
wielogatunkowych biofilméw w procesie wytwarza-
nia energii. Wlasnie dla aplikacji wiedzy o biofilmach
w ,energetyce przyszlosci” bardzo istotne jest pozyska-
nie wiedzy o powtarzalnym procesie rozwoju wieloga-
tunkowych biofilméw o odpowiednich proporcjach licz-
bowych komoérek drobnoustrojow, wchodzacych w sktad
tych biofilméw [18]. Poréwnano wydajno$¢ wytwarza-
nia pradu przez pi¢¢ gatunkow bakterii, takich jak Geo-
bacter sulfurreducens, P. aeruginosa, Shewanella oneiden-
sis, Clostridium acetobutilicum i E. faecium rosnacych
w jednogatunkowych biofilmach lub w wielogatunko-
wym biofilmie pateczek Gram-ujemnych i E. faecium
rosngcych na powierzchni anody w mikrobiologicz-
nym ogniwie paliwowym i stwierdzono, ze najwyzsza
wydajnos¢ miat biofilm wielogatunkowy. Moze by¢ to
uwarunkowane zdolno$cig bakterii Gram-dodatnich do
wykorzystywania mediatoréw (nos$nikéow elektrondw)
wytwarzanych przez P aeruginosa lub tez aktywnym
udzialem systemu quorum sensing w tym procesie [32].

6. Wielogatunkowe biofilmy a rozwoj zakazen

Badania wystepujacych w jamach ciata i tkankach
czlowieka wielogatunkowych biofilméw, aczkolwiek
jeszcze nieliczne, juz weryfikuja akceptowane szeroko
poglady na patogeneze niektérych zakazen. Opisano
ostatnio do$wiadczenia, w ktérych hodowano bio-
tilmy Candida albicans, Streptococcus oralis, S. gordonii
i 8. sanguinis in vitro na modelu nabtonka jamy ustne;.
Modelowa tkanka nablonkowa zlozona byta z dwoch
typow komorek: keratynocytéow linii OKF6/TERT-2
hodowanych wraz z rosnagcymi na kolagenie typu I
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fibroblastach linii 3T3, ktére hodowano w ciagu 2-3 ty-
godni. Na powierzchni tak przygotowanej tkanki, przy-
pominajacej nablonek wielowarstwowy plaski (stratified
squamous epithelia) inokulowano zawieszone w pobra-
nej od ochotnikéw slinie komorki C. albicans o gestosci
10° CFU/ml i S. oralis o gestosci 107 CFU/ml, w ciagu
30 min. przy przeplywie o $redniej predkosci 100 pl/
min. Czas hodowli biofilméw wynosil maksymalnie
24 godziny. Wyniki tych eksperymentéw pokazaly, ze
w obecnosci C. albicans paciorkowce tworza wydajniej
biofilm niz podczas wzrostu w postaci jednogatunko-
wego biofilmu. Jednoczesnie ich obecnos$¢ indukuje
proces inwazji tkanki nablonkowej przez strzepki
grzyba. Zgodnie z opinig autoréw obserwacje te prze-
czg akceptowanemu dotychczas pogladowi, ze obecnos¢
komensalnych bakterii zapobiega rozwojowi kandydozy
w jamie ustnej [12].

Inne badania dwugatunkowych biofilméw bezotocz-
kowego szczepu Haemophilus influenzae (NTHi)
i szczepu Streptococcus pneumoniae, pozyskanych od
chorego z przewlektym zapaleniem nosogardta podwa-
zyly poglad o wzajemnej konkurencji pomiedzy tymi
dwoma gatunkami bakterii w drogach oddechowych
czlowieka. Wyniki tych badan sugeruja, ze wzajemne
oddzialywania obu tych gatunkéw obrebie biofilmu
wzmagaja ekspresje genu pilA, kodujacego piling, bialko
fimbrii typu IV, odpowiedzialne u szczepéw NTHi za
przyleganie do nablonka. W dwugatunkowym biofilmie
dochodzi tez do wzmozenia syntezy oksydazy pirogro-
nianu, ktéra u pneumokokéw warunkuje wytwarzanie
nadtlenku wodoru. W tych warunkach wzrostu docho-
dzi takze do zahamowania ekspresji genow ply i pavA,
kodujgcych u pneumokokéw odpowiednio pneumo-
lysine i adhezyne A (pneumococcal adherence fac-
tor A). Obserwacje te moga stanowi¢ wsparcie hipo-
tezy o wystepowaniu zjawiska populacyjnej wirulencji
w zlozonych konsorcjach drobnoustrojéow w trakcie
przebiegu przewleklych zakazen [7]. Po raz pierwszy
hipoteze o mozliwosci indukcji lub supresji wirulencji
w wielogatunkowych biofilmach wysnuli Jenkinson
i Lamont [22], omawiajac role zlozonych konsor-
cjow drobnoustrojow w zdrowiu i podczas zakazen jamy
ustnej. Hipoteza ta jest obecnie weryfikowana zaréwno
w odniesieniu do patogenow zwierzecych i cztowieka,
jak i patogendw rodlin [16].

8. Podsumowanie

Techniki molekularne, takie jak sekwencjonowanie
oraz analiza wielko$ci fragmentdw restrykcyjnych lub
amplikonéw DNA pozyskanych technika PCR umoz-
liwiaja obecnie poznanie podstawowych jednostek tak-
sonomicznych drobnoustrojéw wchodzacych w skiad
wielogatunkowych biofilméw. Jednakze metody te
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pozwalaja jedynie na ocene jakosciows, a nie ilosciowa
tych zlozonych konsorcjow drobnoustrojow. Metody
mikroskopowe, a zwlaszcza mikroskopia konfokalna
w polaczeniu z technika FISH umozliwia poznanie
trojwymiarowych struktur wielogatunkowych biofil-
mow, a takze umiejscowienia poszczegdlnych gatun-
kéw w obrebie mikrokolonii lub biofilméw typu ,,colony
blot” Obecnie w stosunkowo najmniejszym stopniu
poznane sg wzajemne oddzialywania drobnoustrojow
w wielogatunkowych biofilmach. Zwigzane jest to ze
zfozonoscig analiz chemicznych, biochemicznych lub
immunochemicznych, koniecznych do monitorowania
calkowitej aktywno$ci metabolicznej tych zlozonych
konsorcjow. Z tego tez wzgledu, cho¢ fakt wystepo-
wania licznych wzajemnych oddzialywan pomiedzy
komorkami bakterii w wielogatunkowych biofilmach
uwaza sie za dobrze udokumentowany, to nadal ocena
udziatu poszczegdlnych gatunkow bakterii, a zwlaszcza
sposobow regulacji okreslonych szlakéw metabolicz-
nych, ktére moga prowadzi¢ do wiekszej zjadliwosci
drobnoustrojéow w wielogatunkowych biofilmach sta-
nowi wyzwanie dla uczonych prowadzacych badania
tych ztozonych konsorcjow. Badania te s kluczowe dla
wyjasnienia wielu zjawisk zachodzacych w $rodowi-
sku, przemysle a takze podczas rozwoju przewleklych
i nawracajacych zakazen, ktére w znacznym odsetku
przebiegaja z udzialem wielogatunkowych biofilméw.
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1. Wstep. 2. Dobor materiatéw do badan mikrobiologicznych w zapaleniach gdo. 3. Ostre zapalenie gardla i migdatkéw podniebiennych.
4. Ostre zapalenie ucha $rodkowego oraz jam nosowych i zatok przynosowych. 5. Materialy nieodpowiednie do diagnostyki zapalen gdo
i bledy interpretacyjne. 6. Podsumowanie

Microbiological diagnosis of acute upper respiratory tract infections: choice of specimens and interpretation problems due
to the presence of normal nasopharyngeal flora and carrier state

Abstract: Microbiological diagnosis can help to establish the etiological factor of acute pharyngotonsillitis, otitis media and sinusitis
only of appropriate specimens have been collected. Since relevant specimens for the diagnosis of otitis media and sinusitis have to
be obtained with the usage of invasive procedures, microbiological diagnosis in both diseases is not routinely recommended.
Administration of antibiotic therapy depends on clinical examination and the course of infection. The choice of antibiotic should be
based on the recommendations. In Poland, the antibiotic of choice to treat acute bacterial otitis media and sinusitis is amoxicillin.
In acute pharyngotonsillitis, microbiological examination is essential to confirm streptococcal etiology. It is not required if clinical
examination suggests viral pharyngitis. To confirm or exclude streptococcal pharyngitis, throat swab should be obtained to perform
rapid antigen detection test (RADT) or culture. Only patients with microbiologically confirmed streptococcal pharyngitis should be
treated with antibiotic. Penicillin is the drug of choice to treat streptococcal pharyngotonsillitis. Inappropriate specimens should not be
the subject of microbiological examination. The results of microbiological examination should provide physicians with interpretation,
they cannot only contain the list of cultured bacteria. The discrimination should be done between etiological factors, normal flora and
carrier state. Such approach can decrease unnecessary antibiotic use in the treatment of acute upper respiratory tract infections. It can
also curtail the increasing antibiotic resistance among respiratory pathogens.

1. Introduction. 2. The choice of appropriate specimens for microbiological diagnosis of upper respiratory tract infections. 3. Acute
pharyngotonsillitis. 4. Acute otitis media and sinusitis. 5. Inappropriate specimens for microbiological diagnosis of upper respiratory
tract infections and interpretation errors. 6. Summary

Slowa kluczowe: ostre zapalenie gardla i migdalkéw podniebiennych, ostre zapalenie ucha srodkowego, ostre zapalenie zatok, diag-
nostyka mikrobiologiczna

Key words: acute pharyngotonsillitis, acute otitis media, acute sinusitis, microbiological diagnosis

1. Wstep jaki antybiotyk nalezy zastosowa¢, w jakiej dawce,
jakie sg jego wlasciwosci farmakokinetyczne i far-
makodynamiczne, jakie s3 ograniczenia ze strony
pacjenta do jego zastosowania, jakie antybiotyki
drugiego i trzeciego rzutu mozemy zastosowac? [15]

Pomocne dla udzielenia odpowiedzi na te pytania

Do najczestszych ostrych zakazen goérnych drog
oddechowych nalezg zapalenie gardla i migdatkéw pod-
niebiennych, zapalenie ucha srodkowego oraz zapalenie
jam nosowych i zatok przynosowych. Wigkszos¢ ostrych

zapalen gornych drég oddechowych wywotuja wirusy,
zakazenia bakteryjne stanowig wsrdd nich zdecydowana
mniejszo$¢ [6, 16, 26, 27]. Ostre zapalenia gdo rozpo-
znajemy na podstawie zespotu objawdw, ktory nie jest
charakterystyczny dla drobnoustroju wywolujacego
zakazenie i czesto nie pozwala na odrdznienie etiologii
wirusowej od bakteryjnej. Jednak, aby wlasciwie leczy¢
ostre zapalenia gdo musimy zna¢ odpowiedz na dwa
podstawowe pytania:

1) Czyjest to zakazenie wirusowe czy bakteryjne, a wiec
czy powinni$my zastosowac tylko leczenie objawowe
czy nalezy wlaczy¢ antybiotyk?

2) Jedli zakazenie wywolata bakteria, to jaka: jaki gatu-
nek, jaki profil wrazliwosci na antybiotyki, a zatem

* Autor korespondencyjny: e-mail: elamazur@yahoo.com

moze by¢ badanie mikrobiologiczne. Jednak moze ono
pomoc odpowiedzie¢ na te pytania tylko wowczas, jesli
pobierzemy material adekwatny dla danego zakazenia
(15, 24].

2. Dobor materialéw do badan mikrobiologicznych
w zapaleniach gdo

Adekwatnymi materiatami do badan mikrobiolo-
gicznych sa:
1) wzapaleniu gardla i migdatkéw podniebiennych: wy-
maz z gardla (powierzchnia obu migdatkéw i tylna
$ciana gardfa),
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2) wostrym zapaleniu ucha $rodkowego (OZUS): ptyn
z jamy ucha srodkowego, pobierany poprzez nacigcie
blony bebenkowej albo wyciekajacy po jej samoistnej
perforacji,

3) wostrym zapaleniu jam nosowych i zatok przynoso-
wych (OZZP): punktat z zatoki lub materiat pobrany
podczas endoskopii [16].

W ostrych zapaleniach gdo jedynym materialem
mozliwym do pobrania nieinwazyjnie jest wymaz z gar-
dfa. Z uwagi na koniecznos¢ uzycia technik inwazyj-
nych, diagnostyka bakteriologiczna w ostrym zapaleniu
zatok i ucha $rodkowego nie jest rutynowo zalecana.
Wyjatek stanowig przypadki OZUS w ktérych stwier-
dzamy wyciek z ucha. W pozostatych przypadkach
OZUS i OZZP wskazania do antybiotykoterapii ustala
sie na podstawie objawdw klinicznych oraz przebiegu
zakazenia, stosuje si¢ wowczas antybiotykoterapie empi-
ryczng zgodna z rekomendacjami [16].

Jama nosowo-gardiowa, jedyne miejsce w gdo, z ktore-
go mozna pobra¢ material w sposob nieinwazyjny, nie
jest strefa jalowa. Wystepuje w niej flora fizjologiczna,
wsrdd ktorej, jako konsekwencja zjawiska nosicielstwa,
okresowo, krocej badz dluzej, moga by¢ obecne réw-
niez drobnoustroje potencjalnie patogenne, wsrod nich
Staphylococcus aureus oraz najwazniejsze patogeny bak-
teryjne zapalen ucha srodkowego i zatok: Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae i Moraxella (Bran-
hamella) catarrhalis [7,11,17,19, 28, 34, 37,40-42]. Nalezy
pamietaé, ze wyhodowanie tych bakterii z wymazu
pobranego z przedsionka nosa lub z gardla nie upowaz-
nia do uznania ich za czynniki etiologiczne ostrego zapa-
lenia gardta, ucha srodkowego czy zatok [16, 22].

3. Ostre zapalenie gardla i migdatkow
podniebiennych

Najczestszymi czynnikami etiologicznymi ostrego
zapalenia gardla i migdatkow sg wirusy oddechowe,
wsérdd nich: rinowirusy, koronawirusy, adenowirusy,
wirusy Coxackie A, wirusy grypy, paragrypy, RSV oraz
wirusy nalezgce do rodziny Herpesviridae [16, 26, 33].
Najwazniejszym patogenem bakteryjnym jest Streptococ-
cus pyogenes (paciorkowiec beta-hemolizujacy grupy A).
Paciorkowce beta-hemolizujgce, nalezace do innych
grup (gltéwnie C i G) izolowane sa znacznie rzadziej
[9, 16, 20, 36]. Inne bakterie bywaja przyczyna ostrego
zapalenia gardla i migdatlkéw jedynie sporadycznie
(Neisseria gonorrhoeae, Corynebacterium diphtheriae),
nie s3 zatem przedmiotem rutynowej diagnostyki [16].
S. aureus, S. pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis
nie s3 czynnikami etiologicznymi ostrego zapalenia gar-
dfa i migdatkéw podniebiennych [16, 24].

W praktyce rdznicujemy zatem etiologie wirusowa od
paciorkowcowej. Stuzy temu zaréwno wnikliwe badanie
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kliniczne i wywiad, jak tez badanie mikrobiologiczne,
ktore nalezy wykona¢ wéwczas, gdy na podstawie bada-
nia klinicznego podejrzewamy etiologie paciorkowcows.
Dane epidemiologiczne oraz niektére objawy kliniczne
moga wskazywa¢ na wyzsze prawdopodobienstwo
zakazenia paciorkowcowego, jednak diagnoza musi by¢
potwierdzona badaniem mikrobiologicznym. Pacior-
kowcowe zapalenie gardla i migdatkéw wystepuje czes-
ciej u dzieci w wieku od 3 do 14 lat. U chorych z etiolo-
gia paciorkowcowy czesciej obserwuje si¢ bol podczas
przetykania, goraczke oraz powigkszone wezly chlonne
szyjne. U dzieci czesto wystepuje bdl glowy, nudnosci,
wymioty i bol brzucha. Migdalki podniebienne sg zaczer-
wienione i obrzgkniete. Na podniebieniu migkkim moga
pojawi¢ sie drobne wybroczyny. Zaden z tych objawéw
jednak nie jest specyficzny dla zakazenia paciorkowco-
wego. Natomiast brak goraczki, kaszel, chrypka, zapa-
lenie spojowek, katar, wysypka oraz obecno$¢ biegunki
wskazujg na zakazenie wirusowe [3, 5, 16, 33].

Za najbardziej przydatna praktyczna skale oceniajaca
prawdopodobienstwo zakazenia S. pyogenes zaréwno
u dorostych, jak i u dzieci, polskie ,Rekomendacje
postepowania w pozaszpitalnych zakazeniach ukladu
oddechowego 2010” uznaja skale Centora w modyfikacji
McIssaca [16]. Przedstawia jg tabela I.

Nalezy podkresli¢, ze o ile na podstawie bada-
nia klinicznego mozna rozpozna¢ etiologie wirusowa

Tabela I
Skala punktowa oceny prawdopodobienstwa zakazenia
S. pyogenes wg Centora/Mclssaca
(wg Hryniewicz W. i wsp. [16], reprodukowane za zgoda)

Parametr Liczba punktéw
Goraczka > 38°C 1
Brak kaszlu 1
Powigkszone wezly chtonne szyjne przednie 1
Nalot wioknikowy i obrzek migdatkéw 1
Wiek 3-14 lat 1
Wiek 15-44 lata 0
Wiek > 45 lat -1

(0-1 punktéw w skali Centora/Mclssaca), o tyle nie jest
ono wystarczajace do rozpoznania anginy paciorkow-
cowej. Aby rozpozna¢ angine paciorkowcows, a co za
tym idzie wdrozy¢ leczenie antybiotykiem, niezbedne
jest wykonanie badania mikrobiologicznego [5, 16,
23, 43]. Zatem u chorych, ktérzy otrzymali 2 lub wig-
cej punktéw w skali Centora/Mclssaca, rozpoznanie
paciorkowcowego zapalenia gardla i migdatkow stawia
sie na podstawie badania mikrobiologicznego, a wiec
wyniku posiewu wymazu z gardia lub szybkiego testu,
wykrywajacego antygen grupowy S. pyogenes (RADT
- rapid antigen detection test) 3, 5, 8, 16, 33, 35, 43].
Materialem do wykonania obu badan jest wymaz
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z gardta. Powinien on by¢ pobrany z powierzchni obu
migdatkéw i z tylnej $ciany gardla [3, 5, 16, 33, 38, 43].
Posiew wymazu z gardla pozostaje ztotym standardem
w rozpoznawaniu paciorkowcowego zapalenia gardla
i migdatkow, jego czulo$¢ wynosi 90-95% [16, 32, 43].
Niedogodnoscia tego badania jest koniecznos¢ oczeki-
wania na wynik co najmniej jedng dobe [5, 43]. Szybkie
testy, cho¢ drozsze od posiewu, pozwalajg na uzyskanie
wyniku w ciggu kilku minut [5, 21, 43]. Dostepne obec-
nie szybkie testy cechuja sie wysoka swoisto$cig (>95%)
i czulo$cig w granicach 70%-90% [16, 32, 43]. Wysoka
swoisto$¢ szybkiego testu oznacza, iz na podstawie
dodatniego wyniku RADT mozemy wdrozy¢ antybio-
tykoterapi¢. Jednakze, z uwagi na nizszg czulo$¢, ujemny
wynik szybkiego testu nie wyklucza etiologii paciorkow-
cowej, dlatego powinien by¢ potwierdzony hodowla [8,
14, 16, 24, 43]. Zalecenie to powinno by¢ bezwzglednie
przestrzegane u dzieci, gdyz u nich prawdopodobien-
stwo wystapienia etiologii paciorkowcowej jest znacz-
nie wyzsze niz u dorostych [16]. Falszywie dodatnie
RADTs zdarzajg sie bardzo rzadko. Wynika to z faktu,
iz niektore szczepy Streptococcus milleri (pochodzace
z flory fizjologicznej jamy ustnej i gardla) moga miec¢
na swojej powierzchni antygen grupowy A, dlatego,
jesli pacjent jest skolonizowany takimi szczepami, test
moze dawaé¢ wynik dodatni mimo braku S. pyogenes
[18, 30]. Niestety, ani posiew ani RADTS, nie sg w stanie
wym zapaleniem gardla od nosicieli S. pyogenes, ktérzy
przechodza wirusowe zapalenie gardfa [31]. Dlatego,
jesli obraz kliniczny wskazuje na zakazenie wirusowe
(0-1 punktéw w skali Centora/Mclssaca) nie jest zale-
cane wykonywanie badania mikrobiologicznego, gdyz
w takich przypadkach wykrycie S. pyogenes w wymazie
z gardta skutkuje ,,leczeniem” nosicielstwa, a nie aktu-
alnie toczacego sie zakazenia [5, 27].

Algorytm postepowania w ostrym zapaleniu gardta
i migdatkow przedstawia rys. 1.

| Badania kliniczne i wywiad

il Ty

Wskazuja Wkazuja
na zakazenie na zakazenie
wirusowe paciorkowcowe
l ujemny ‘/ujemny \
Leczenie  |«—— Posiew |«——— Szybki test
objawowe

Z

Antybiotyk

Ryc. 1. Algorytm réznicowania i leczenia ostrego zapalenia gardta
i migdatkéw podniebiennych (wg Mazur E. [24], reprodukowany
za zgoda wydawnictwa Borgis)
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Wirusowe zapalenie gardta nalezy leczy¢ wylacznie
objawowo. Penicylina, podawana doustnie lub domies-
niowo, jest obecnie antybiotykiem z wyboru w leczeniu
paciorkowcowego zapalenia gardla i migdatkéw podnie-
biennych [2, 16, 25, 26, 43].

4. Ostre zapalenie ucha srodkowego
oraz jam nosowych i zatok przynosowych

Wedtug aktualnego stanu wiedzy, pierwotng przy-
czyng ostrego zapalenia ucha $rodkowego (OZUS)
i zatok (OZZP) s3 wirusy, wérdéd nich najwazniejsza
role odgrywaja rinowirusy, RSV, koronawirusy, adeno-
wirusy, wirusy grypy i paragrypy [6, 16]. Zdecydowana
wiekszo$¢ bakteryjnych OZUS jest wywolywana przez
S. pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis. Najczgstsze
patogeny bakteryjne OZZP to: S. pneumoniae i H. influ-
enzae, a nastepnie M. catarrhalis, S. pyogenes, S. aureus
oraz bakterie beztlenowe. Najwazniejszym patogenem
bakteryjnym obu schorzen pozostaje S. pneumoniae [4,
10, 12, 13, 16, 22, 26, 27, 29, 37].

Rozpoznanie OZUS stawia sie na podstawie ostrych
objawow choroby, takich jak bdl lub wyciek z ucha,
katar, kaszel, goraczka. Decydujacy dla rozpoznania
jest obraz otoskopowy, w ktérym stwierdza sie¢ obec-
no$¢ plynu w uchu srodkowym i zmiany zapalne btony
bebenkowej [4, 12, 16, 27, 29, 39]. Jednak Zaden z tych
objawow nie jest swoisty dla zakazenia wirusowego lub
bakteryjnego. Lagodne klinicznie przypadki trakto-
wane sg obecnie jako zapalenia o etiologii wirusowej
i powinny podlega¢ zasadzie czujnego wyczekiwania bez
podawania antybiotyku [6, 16, 27, 29, 31]. Stosujemy
wowczas leczenie przeciwbolowe i przeciwgoraczkowe
(10, 12, 16, 26, 31].

Réznicowanie migdzy wirusowym i bakteryjnym
zapaleniem zatok jest utrudnione ze wzgledu na brak
specyficznych dla etiologii objawéw. Rodzaj wydzieliny
z nosa, w szczegolnosci jej ropny charakter, nie $wiad-
czy o zakazeniu bakteryjnym i nie powinien stanowic¢
kryterium réznicujacego. Podobnie mato réznicujacym
objawem jest goraczka. Poniewaz zakazenie bakteryjne
prawie zawsze poprzedza infekcja wirusowa, wiek-
sze znaczenie réznicujace ma ocena ewolucji zmian.
Objawy infekcji wirusowej ustepuja na ogdt w ciagu
7- 10 dni. U dzieci utrzymywanie si¢ objawow zakazenia
goérnych drég oddechowych dtuzej niz 10 dni wskazuje
na zakazenie bakteryjne [16, 27].

Materiatem do badan mikrobiologicznych w OZUS
jest plyn z jamy ucha srodkowego, pobierany poprzez
naciecie blony bebenkowej albo wyciekajacy po jej
samoistnej perforacji. W OZZP wlasciwym materia-
tem do badan jest punktat z zatoki lub materiat pobrany
podczas endoskopii [13, 16, 22, 26]. Rutynowo, zwlasz-
cza u chorych leczonych ambulatoryjnie, diagnostyka
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bakteriologiczna w ostrym zapaleniu zatok i ucha srod-
kowego nie jest zalecana [13, 16, 26, 29, 39]. Wynika to
z faktu, ze aby pobra¢ material adekwatny do zdiagno-
zowania tych zakazen, niezbedne s3 procedury inwa-
zyjne. Wyjatek stanowig przypadki OZUS w ktérych
stwierdzamy wyciek z ucha. Wydzielina z ucha, pobrana
przy uzyciu jalowego wziernika, po uprzednim odkaze-
niu przewodu stuchowego zewnetrznego, powinna by¢
zawsze poddana badaniu mikrobiologicznemu [16, 26].
Nalezy pamieta¢, ze wymaz z gardla i przedsionka nosa
nie s3 materiatami adekwatnymi do badan mikrobiolo-
gicznych w OZUS i OZZP [16, 22, 24, 26].

Natychmiastowe zastosowanie antybiotyku w OZUS
jest zalecane:
« u dzieci ponizej 6 miesiaca zycia,
« u dzieci z wysoka goraczka i wymiotami,
« u dzieci ponizej 2 roku Zycia z obustronnym OZUS,
« u chorych z wyciekiem z ucha [16].

Zastosowanie antybiotyku w OZZP jest zalecane
w nastepujacych sytuacjach:
o ciezki przebieg zakazenia okreslony intensywnoscia

bélu twarzoczaszki oraz goraczka powyzej 39°C,

o brak poprawy po 7-10 dniach,
« objawy pogorszenia po wstepnej poprawie klinicznej,
« wystapienie powiktan [16].

Z uwagi na fakt, iz w wiekszoéci przypadkéw OZUS
i OZZP nie wykonujemy badania bakteriologicznego,
w sytuacjach, w ktérych wskazane jest wdrozenie anty-
biotyku, powinni$my zastosowaé antybiotykoterapie
empiryczna. Antybiotyk stosowany do leczenia OZUS
i OZZP powinien by¢ skuteczny wobec najczesciej wyste-
pujacych patogendw, a wigc przede wszystkim S. preurmo-
niae i H. influenzae. Uwzgledniajac profil lekoopornosci
tych drobnoustrojow w Polsce, lekiem z wyboru powinna
by¢ amoksycylina w duzych dawkach [6, 16].

5. Materialy nieodpowiednie do diagnostyki
zapalen gdo i bledy interpretacyjne

Wymaz z gardla i przedsionka nosa nie sg mate-
rialami odpowiednimi do badan mikrobiologicznych
w OZUS i OZZP [16, 22, 24, 26]. Wymaz z gardta stuzy
do réznicowania anginy paciorkowcowej od wiruso-
wego zapalenia gardla, natomiast nie jest to material
odpowiedni do diagnostyki zapalenia zatok lub ucha
srodkowego [16, 24, 26]. Wymaz z przedsionka nosa
jest materialem odpowiednim do stwierdzenia nosiciel-
stwa gronkowca zlocistego, nie jest to jednak materiat
odpowiedni do zdiagnozowania jakiegokolwiek ostrego
zakazenia drog oddechowych [16, 24]. Wyhodowanie
S. aureus, S. pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis
w wymazie z przedsionka nosa lub z gardta nie upo-
waznia do uznania ich za czynniki etiologiczne ostrego
zapalenia gardla, ucha $rodkowego czy zatok [16, 22].
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6. Podsumowanie

Diagnostyka mikrobiologiczna jest niezbedna w sytu-
acji podejrzenia paciorkowcowego zapalenia gardla
i migdatkéw podniebiennych. Antybiotykoterapia
w ostrym zapaleniu gardla i migdatkéw powinna by¢
wdrazana tylko wowczas, jesli badanie mikrobiolo-
giczne potwierdzi etiologie paciorkowcowa. W ostrym
zapaleniu ucha $rodkowego i zatok diagnostyka mikro-
biologiczna nie jest rutynowo zalecana. Wskazania do
podania antybiotyku ustalane s3 na podstawie objawow
klinicznych, danych z wywiadu i przebiegu zakazenia.
Powinnismy wodwczas stosowaé antybiotykoterapie
empiryczng zgodng z rekomendacjami. Niestety, bar-
dzo czgsto mamy do czynienia z probami ustalenia
czynnika etiologicznego OZUS i OZZP na podstawie
badania niewlasciwych materialéw (wymaz z gardla
i przedsionka nosa). Czesto réwniez bakterie hodo-
wane z wymazow z gardla, ktore sg skladnikami flory
tizjologicznej jamy nosowo-gardlowej lub znajduja si¢
tam jako efekt nosicielstwa, btednie brane sg za czyn-
niki etiologiczne ostrego zapalenia gardta i migdatkow.
Gronkowiec zfocisty rezydujacy w przedsionku nosa
czgsto uznawany jest za czynnik etiologiczny OZZP. Na
podstawie wynikéw badan nieadekwatnych materia-
téw lub bledéw w interpretacji ,,znalezisk” w posiewie
wymazu z gardia lub przedsionka nosa wdrazana jest
antybiotykoterapia ,,celowana’, ktora w wiekszosci tego
rodzaju przypadkow skutkuje ,,leczeniem” nosicielstwa
nosogardlowego.

Badanie mikrobiologiczne jest rodzajem konsultacji
medycznej i nie moze by¢ traktowane jako postepowanie
oderwane od reszty obrazu chorobowego [15]. Z tego
powodu skierowanie na badanie mikrobiologiczne
zawsze powinno zawiera¢ niezbedne dane kliniczne
chorego, w tym rozpoznanie, aby mikrobiolog mégt oce-
ni¢, czy przystany do badania material jest adekwatny
dla danego zakazenia. Niewlasciwe dla danego zakaze-
nia materialy nie powinny podlega¢ badaniu mikrobio-
logicznemu. Wynik badania mikrobiologicznego nie
moze by¢ wyliczankg wyhodowanych drobnoustrojow,
niezbednym jego elementem powinna by¢ interpretacja.
Tylko takie postepowanie ma szans¢ ograniczy¢ niepo-
trzebne stosowanie antybiotykéw w leczeniu zakazen
drég oddechowych oraz narastanie opornosci wsrod
bakterii zakazajacych ukiad oddechowy.
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Microbiological diagnostics of prosthetic hip joint infections

Abstract: A prosthetic hip joint loosening - septic or aseptic, is a consequence of a host defence against a foreign body material. Aseptic
loosening is connected with small wear debris peeling of from material the implant is composed of. Prosthetic hip joint infection is
one of the most serious complications of hip arthroplasty, which is associated with biofilm growing on the implant's surface and the
presence of small colony variants (SCV) of microorganisms. Culture of microorganisms from removed orthopedic implants combined
with sonication is simple and useful method to differentiate aseptic type of loosening from bacterial infection. Another simple way is to
estimate synovial fluid leukocyte count and percentage of neutrophils. All the mentioned methods, distinguishing two types of implant
loosening, are very important in order to administer the appropriate antimicrobial treatment.
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1. Wstep

Skonstruowanie protezy stawu biodrowego to jeden
z najwazniejszych etapéw w rozwoju chirurgii orto-
pedycznej. Sztuczny wszczep poprawia jako$¢ zycia
pacjentow cierpiacych z powodu bdlu w obrebie stawu
pozwalajagc na normalne funkcjonowanie. Pierwotna
wymiana stawu biodrowego uwalnia pacjenta od bolu
i niedogodnosci w dos¢ krotkim czasie. Operacje
kolejne, tzw. rewizyjne ze wzgledu na ponowng ingeren-
cje chirurgiczng charakteryzuja si¢ znacznie obnizona
efektywnoscig w stosunku do zabiegéw pierwotnych
[32]. Mimo wielu istotnych zalet, zabiegi protezoplastyki
obarczone s3 jednak duzym ryzykiem komplikacji. Do
niedawna za gtéwng przyczyne braku stabilnosci pro-
tezy uznawano podloze aseptyczne polegajace na ztusz-
czaniu czasteczek materiatéw z ktérych wykonana jest
proteza, co prowadzi do osteolizy w obrebie implantu.
Coraz czgsciej mowi sie jednak o infekcyjnej przyczynie
obluzowania, czyli zakazeniu w obrebie stawu [5, 15].

2. Diagnostyka

Do podstawowych metod diagnostycznych u pacjen-
tow z obluzowaniem protezy stawu biodrowego mozemy
zaliczy¢: diagnostyke obrazows, humoralng i bakterio-
logiczng. Diagnostyka obrazowa to badania scyntygra-

* Autor korespondencyjny: e-mail: dagmara.strzelec@gmail.com

ficzne pozwalajace na oceng¢ aktywnosci przemian kost-
nych we wczesnym okresie obluzowania oraz badania
rentgenowskie, pozwalajace na rozpoznanie obluzowan
pdznych. Dodatkowo uzupelnieniem wymienionych jest
tomografia komputerowa. Powyzsze metody nie daja
jednak calkowitej pewnosci w kwestii réznicowania
typu obluzowania protezy. Wiecej informacji dostarcza
wykonanie USG stawu biodrowego - obrazuje ono ptyn
stawowy z obecnoscig krwiaka (we wczesnym okresie po
operacji) lub tresci ropnej (w pdznym okresie po opera-
cji). Badania humoralne pozwalaja na ocene odpowiedzi
immunologicznej organizmu, poprzez aktywnos¢ prze-
ciwcial oraz innych zwiazkéw i czynnikéw pojawiajg-
cych sie w odpowiedzi na antygen. Najczesciej stoso-
wang metoda mikrobiologiczng jest klasyczny posiew
na podlozach hodowlanych. Ze wzgledu na trudnosci
w réznicowaniu typu obluzowania nadal trwajg bada-
nia nad opracowaniem szybkiej, prostej i bezpiecznej
metody identyfikacji okoloprotezowej infekeji [24, 41].

3. Obluzowanie aseptyczne

Definicja obluzowania aseptycznego oparta jest na
braku objawoéw klinicznych zakazenia u pacjenta, takich
jak przetoka czy naciek zapalny tkanek miekkich oraz
na ujemnych wynikach hodowli z zastosowaniem kon-
wencjonalnych metod diagnostyki mikrobiologicznej.
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Osteoliza stanowigca dlugotrwaly dysfunkcje protezy
zwigzana jest z nagromadzeniem w przestrzeni pomie-
dzy implantem a koscia drobin zuzycia, ktére stanowia
cel dla komérek ukltadu immunologicznego gospoda-
rza — makrofagéw. Makrofagi w odpowiedzi na ciato
obce uwalniajg liczne mediatory reakcji zapalnej, ktére
stymuluja resorpcje kosci przy udziale osteoklastow.
W wyniku prowadzonej przez makrofagi fagocytozy
dochodzi do powstania ziarniniakowej warstwy tkan-
kowej lub blony. Nagromadzenie czastek powoduje
powigkszanie si¢ ziarniny z jednoczesnym zanikiem
naczyn krwiono$nych i powstajacymi zmianami mar-
twiczymi. Je$li ziarnina osigga rozmiary powodujace
rozerwanie torebki stawowej proces zapalny rozprze-
strzenia si¢ rowniez poza staw. Mikroczasteczki mate-
riatu z ktérego wykonana jest proteza mogg mie¢ wiel-
kos¢ od kilku nanometréw do kilku milimetrow - te
neutralizowane sa przez fagocytoze przy udziale osteo-
blastow, fibroblastow lub makrofagéw, badz mniejsze:
0d 0,05 do 1 um - te eliminowane sg na drodze pinocy-
tozy lub fagocytozy [14, 19, 32]. Najmniejsze czasteczki
s3 najczesciej rozpuszczalne, charakteryzuje je réwniez
mozliwe toksyczne dziatanie na organizm gospodarza.
Sa one absorbowane w stawie, gromadzone w weztach
chlonnych lub rozprzestrzeniane w organizmie wraz
z krwig. np. kobalt, chrom, nikiel, ktére w konsekwencji
moga prowadzi¢ do groznych powiklan jak nowotwory,
nefropatia, krwotoki [7, 32, 33].

4. Obluzowanie septyczne

Coraz czeéciej pojawiajg si¢ opinie méwiace o tym, ze
obluzowania typowo aseptyczne zdarzaja si¢ rzadko, gdyz
yjemne wyniki standardowej hodowli, bedace, jak wspo-
mniano wyzej, jednym z podstawowych kryteriow bra-
nych pod uwage w diagnozowaniu obluzowan aseptycz-
nych, wcale nie wykluczaja obecnosci mikroorganizmoéw
na elementach protezy oraz w materiale tkankowym
znajdujacym si¢ w najblizszym jej sasiedztwie [15, 21].

Charakterystycznym objawem infekeji okotoprote-
zowej jest bol w okolicy stawu oraz widoczne w obrazie
radiologicznym obluzowanie, ktéremu nie towarzysza
typowe objawy infekcji.

Zrédtem zakazenia implantéw stawu biodrowego
moze by¢ szereg czynnikéw. Po pierwsze zanieczysz-
czenie tkanek chorego podczas zabiegu chirurgicznego
czynnikami egzogennymi. Mimo przestrzegania zasad
aseptycznego postepowania oraz dzialan antybakte-
ryjnej profilaktyki okolooperacyjnej podczas zabiegu
mikroorganizmy moga dostawac si¢ do otwartych ran
z flory bytujacej okresowo na nozach chirurgicznych,
rekawicach, uchwytach lamp operacyjnych. Bardzo cze¢-
sto zrodtem zakazenia jest powietrze w sali operacyj-
nej zwlaszcza system klimatyzacyjny, ilo$¢ 0s6b na sali,
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czas trwania zabiegu. Nie bez znaczenia s wykonywane
zabiegi dozylnego podawania lekow i ptynéw krwioza-
stepczych. Do czynnikéw pochodzenia endogennego
na pierwszym miejscu nalezy wskaza¢ wystepujace
u pacjenta przewlekle zakazenia np. przyzebia, uktadu
moczowego, pokarmowego czy skory oraz wszelkie
zmiany prowadzace do uposledzenia odpornosci. Zdol-
nos¢ bakterii do bytowania w skorze oraz zasiedlania
tkanek glebokich organizmu moze by¢ przyczyng roz-
woju infekcji w wyniku dostania si¢ patogenéw prze
mikro- i makrouszkodzenia skory. Szczegdlnie grozne
jest rozprzestrzenianie si¢ bakterii wraz z chlonka,
zwlaszcza z dystalnych czesci konczyn u pacjentéw po
zabiegu operacyjnym u ktérych mogto dojs¢ do uszko-
dzenia przedweztowych naczyn chlonnych [34].

»Ciala obce” dla organizmu jak protezy stawowe, sa
szczegolnie podatne na kolonizacje bakteryjna, ponie-
waz s3 one pozbawione mikrokrgzenia, ktére pelni bar-
dzo wazng role w dzialaniu mechanizméw obronnych
ukladu immunologicznego organizmu gospodarza oraz
w dostarczaniu terapeutycznych dawek antybiotykow
[37, 42]. Ta zwigkszona podatnos¢ na zakazenia zwig-
zane z obecnoscig protez stawowych zwigzana jest tez
z tzw. lokalnym defektem granulocytarnym. Aktywacja
neutrofilow obserwowana na powierzchni wszczepio-
nych biomaterialéw powoduje uwalnianie z ludzkich
neutrofiléw peptydow, ktére przyczyniaja si¢ do inak-
tywacji granulocytow. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze do
infekcji moze dojs¢ nie tylko podczas zabiegu operacyj-
nego, ale podczas calego okresu pozostawania implantu
w organizmie pacjenta [42].

U pacjentéw po zabiegach rewizji implantu stawu
biodrowego najczesciej izolowanymi drobnoustrojami
sg Gram-dodatnie ziarniaki, mianowicie gronkowce
koagulazo-ujemne CNS (coagulase-negative staphylo-
cocci), Staphylococcus aureus, paciorkowce oraz entero-
koki. Sg one czynnikami etiologicznymi ok. 65% zaka-
zen okoloprotezowych [8, 9, 12]. Szacuje sie, Ze ogétem
gronkowce CNS stanowig 30-43% mikroorganizméw
zwigzanych z patogenezg infekcji endoprotez, za$ gron-
kowiec zlocisty jest czynnikiem etiologicznym 12-23%
tego typu zakazen [38, 42].

Tlenowe pateczki Gram-ujemne, takie jak Escherichia
coli, Proteus mirabilis i Pseudomonas aeruginosa odpo-
wiedzialne sg za ok. 6% zakazen. Kolejna grupe drob-
noustrojow stanowig beztlenowce, wlgczajac bakterie
z rodzaju Propionibacterium; ich udzial w etiologii zaka-
zen okotoprotezowych siega 4%. Grzyby odpowiedzialne
sa za ok. 1% infekcji endoprotez stawu biodrowego i kola-
nowego. Nalezy réwniez wspomnie¢, ze 4-27% zakazen
okotoprotezowych ma charakter mieszany, a w okoto 7%
wyniki hodowli pozostajg ujemne, pomimo wystapienia
objawow klinicznych sugerujacych infekcyjny charakter
dysfunkcji endoprotezy, takich jak tres¢ ropna w obre-
bie protezy, ostry stan zapalny tkanek znajdujacych sie
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w sasiedztwie implantu widoczny w obrazie histopato-
logicznym lub obecnos¢ przetoki [4, 8].

Innym typem obluzowania jest typ pozornie asep-
tyczny — wywolany przez czasteczki materialu ztusz-
czone z protezy, lecz posiadajgce na swojej powierzchni
LPS bakteryjny. Droga ta nie jest do konca zbadana
i poznana, a wigc jest trudna do wykrycia [15].

5. Subpopulacje SCV

Trudnosci diagnostyczne zakazen okoloprotezowych
jako przyczyny obluzowan, wynikaja gtéwnie z obec-
nosci na powierzchni lub w najblizszym sgsiedztwie
implantu drobnoustrojéw trudnych do wykrycia i erady-
kacji, np. w postaci biofilmu, w tym takze obecnosci sub-
populacji drobnoustrojow SCV (small colony variants).
Jest to szczegdlnie istotne, poniewaz prawidtowe rozréz-
nienie miedzy zakazeniem a obluzowaniem aseptycz-
nym pozwala na okreslenie rodzaju dalszego postepowa-
nia terapeutycznego. Mate warianty kolonii tzw. SCV s3
wystepujacymi naturalnie subpopulacjami bakteryjnymi
o nietypowych, wyrdzniajacych si¢ cechach wyrazanych
fenotypowo, takich jak powolny wzrost, tworzenie bar-
dzo drobnych kolonii, odmiennych morfologicznie od
kolonii charakterystycznych dla szczepéw o fenotypie
dzikim oraz swoiste wlasciwo$ci biochemiczne, a takze
znaczng opornoscig na antybiotyki (aminoglikozydy,
sulfametoksazol-trimetoprim). Ta odmiennos¢ form
SCV jest gtéwna przyczyng probleméw w hodowli oraz
identyfikacji. Subpopulacje SCV cechuja si¢ réwniez
nietypowa wlasciwoscia — moga bytowaé wewnatrz
komorek gospodarza, takich jak komorki nablonka,
$rédblonka, co zapewnia im ochrong przed dzialaniem
ukladu immunologicznego gospodarza, a zwlaszcza
takich jego sktadnikow jak przeciwciala czy elementy
ukladu dopelniacza. SCV moga powstawaé w wyniku
spontanicznej selekcji podczas przebiegu zakazenia, sa
jednak stosunkowo niestabilne i moga ulegaé rewer-
sji do fenotypu ,,normalnego”, charakteryzujacego si¢
szybkim wzrostem. Odmienny potencjal patogenny
form SCV sprawia, ze zakazenie ma zazwyczaj charakter
przewlekly, latentny lub nawracajacy. Szczegdlng cecha
charakteryzujacag SCV jest auksotrofia wobec takich
zwigzkéw jak hemina, metadion, tiamina, tymidyna.
W konsekwencji powoduje to zaburzenie oksydacyjne;j
fosforylacji oraz powstanie ATP w wyniku zakl6cenia
transportu elektronéw [22, 29-31].

6. Biofilm bakteryjny
Bakterie rosngce w postaci biofilmu chronione sg

przed dziataniem lekéw antybakteryjnych oraz mecha-
nizmami odpornosciowymi ukladu immunologicznego
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organizmu gospodarza. Wynika to miedzy innymi ze
spowolnienia tempa wzrostu mikroorganizmoéw, ktore
przechodzac w tzw. stacjonarng faze wzrostu wskutek
niewystarczajacej penetracji substratéw metabolicz-
nych, takich jak glukoza czy tlen prowadzg do nagro-
madzenia koncowych produktéw przemiany materii.
Bakterie tworzgce biofilm osadzone sg na polimerowej
macierzy o uyjemnym tadunku, ktéra ogranicza dyfuzje
duzych czasteczek, takich jak leki przeciwbakteryjne,
enzymy, czy skladniki dopelniacza. Ponadto niektore
subpopulacje bakterii moga réznicowaé sie do form
zblizonych do bakteryjnych spor, co powoduje wzrost
opornosci na antybiotyki. Wspomniane cechy bak-
terii w biofilmie, zwlaszcza oporno$¢ na antybiotyki
powoduje zmniejszong penetracje lekéw do wnetrza
komorek, dzieki czemu stosowanie terapii antybioty-
kami nie zawsze przynosi terapeutyczne wyniki jakie
obserwuje si¢ przy zwalczaniu drobnoustrojéw nie two-
rzacych biofilmu.

Zywotno$¢ sztucznych stawdw, w tym protez sta-
wow biodrowych zalezy od tak zwanego zjawiska
— race for the surface, czyli zalezno$ci miedzy tempem
adhezji i wzrostem drobnoustrojow w postaci biofilmu
a integracjg tkankowg implantu. Tuz po implantacji
powierzchnia protezy zostaje pokryta warstwg biatek
surowicy krwi oraz plytek krwi. Albumina - gléwny
biatkowy sktadnik surowicy - ulega szybkiemu zde-
ponowaniu na powierzchni implantu, zapobiegajac
niespecyficznej aktywacji neutrofiléw i osadzaniu sig
bialek macierzy zewnatrzkomorkowej na biomateriale
[1, 16, 40]. Warto wspomnie¢, ze gronkowce, ktore
s3 najczestszymi czynnikami etiologicznymi zakazen
okotoprotezowych, wytwarzaja adhezyny MSCRAMMs,
ktére wykazuja zdolno$¢ wigzania bialek macierzy
pozakomdrkowej, takich jak fibronektyna, fibrynogen,
fibryna, kolagen, laminina, witronektyna, trombospon-
dyna, elastyna, sialoproteina kosci. W wyniku interakcji
wspomnianych biatek z komérkami bakterii ulegaja one
adhezji do powierzchni implantu [25, 40]. Nawigzujac
do wspomnianego ,wyscigu o powierzchni¢” mozna
stwierdzi¢, ze bakteryjna kolonizacja powierzchni
zostaje zatrzymana wowczas, gdy komorki gospodarza
- makrofagi i fibroblasty ,,okazg si¢ silniejsze” i szybciej
zadzialajg. Jesli natomiast mechanizmy obronne okaza
sie wolniejsze od tempa bakteryjnej adhezji powierzch-
nia implantu zostanie bardzo szybko pokryta biofil-
mem. Zaburzenie swoistej homeostazy miedzy ukladem
immunologicznym a adhezjg bakterii prowadzi do oste-
olizy i zaburzen w zrastaniu si¢ kosci [1, 35]. Mecha-
nizmy wirulencji bakterii m.in. toksyny uniemozliwiajac
prawidtowe funkcjonowanie komdrek odpowiedzialne
sg za brak integracji implantu i naturalnych elementow
stawu doprowadzajac w konsekwencji do obluzowania
wszczepu. Poniewaz ,przyjmowanie si¢” protezy jest
procesem dlugotrwalym, stad jesli komorki bakteryjne
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dostang si¢ do organizmu pacjenta podczas zabiegu ope-
racyjnego zwieksza sie prawdopodobienstwo powstania
biofilmu. W konsekwencji mikroorganizmy maja duza
szanse¢ przezycia w obrebie biofilmu, nawet jesli ulegaja
ekspozycji na leki przeciwbakteryjne. Prowadzi to do
rozwoju przewlektej reakeji zapalnej [16].

7. Hodowla bakteriologiczna

Podstawowg metodg kwalifikacji typu obluzowa-
nia sg wyniki hodowli mikrobiologicznej materiatow
pobranych od pacjenta. Materiatami moga by¢: plyn
stawowy, ziarnina, wymieniane elementy protezy (przy
operacjach rewizyjnych), ale tez migénie i tkanki otacza-
jace implant. Ze wzgledu na réznorodno$¢ mikroorga-
nizméw hodowla prowadzona jest na réznych podlo-
zach i w r6znych warunkach hodowlanych. Najczesciej
wykorzystuje si¢ podtoza takie jak: podtoze Chapmana,
podloze MacConkey, podloze Sabouraoud, podloze
Casmana, podloze BHI.

W celu hodowli powinno pobiera¢ si¢ przynaj-
mniej trzy fragmenty tkanek i, o ile to mozliwe, nalezy
zaprzesta¢ antybiotykoterapii na co najmniej dwa tygo-
dnie przed planowanym zabiegiem [3, 37]. Inne zrodla
rekomenduja pobranie 5 lub 6 probek tkanek co pozwala
osiggnac wymagana czuto$c¢ i specyticznos¢ hodowli [2]
bioragc pod uwage niewielkg liczbe komoérek drobno-
ustrojow w tego typu materiatach. Zalecana jest réwniez
przedtuzona (trwajgca do 14 dni) hodowla materiatow
klinicznych, w celu zwigkszenia detekeji czynnikow
etiologicznych infekcji okotoprotezowych [28]. Drob-
noustroje jak gronkowce, paciorkowce, enterokoki,
czy Enterobacteriacae, charakteryzujg si¢ wzrostem na
podlozach hodowlanych w ciaggu pierwszego tygodnia
inkubacji, ale drobnoustroje takie jak Propionibacterium
acnes wymagaja diuzszego czasu hodowli i ich wzrost
uzyskiwany jest z reguly w ciagu drugiego tygodnia
inkubacji materialéw tkankowych. Materialy tkankowe
powinny by¢ inkubowane warunkach tlenowych i bez-
tlenowych; hodowle w kierunku grzybéw i mykobakterii
nie muszg by¢ stosowane rutynowo; powinny by¢ raczej
zarezerwowane dla sytuacji szczegolnych. Izolacja wiru-
lentnego drobnoustroju, takiego jak gronkowiec ztocisty,
moze $wiadczy¢ o aktywnym procesie infekcyjnym [26].

Metoda hodowli materialéw na tradycyjnych podto-
zach mikrobiologicznych nie zawsze daje wyniki pozy-
tywne co zwigzane jest ze wspomnianym juz biofilmem.
Bakterie w takiej postaci s trudniejsze do izolacji, ze
wzgledu na formutowana przez nie ,,swoistg’, niemal
nierozerwalng nisze [9, 41].

Stad jedna ze skutecznych metod coraz czeéciej sto-
sowang do rozbijania biofilmu i izolacji pojedynczych
komorek bakteryjnych jest dzialanie ultradzwigkami
w procesie zwanym sonikacja [13, 17, 36].
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8. Sonikacja

Sonikacja polega na dziataniu ultradzwigkdw w ka-
pieli wodnej na elementy protezy usuniete podczas zabie-
gu rewizji, umieszczone w jatowych pojemnikach. Pro-
ces wzbogacony jest o kilkukrotny etap worteksowania
zwigkszajacego ilos¢ pecherzykéw powietrza wzmacnia-
jacych zjawisko kawitacji czyli pozwalajacego na odry-
wanie fragmentéw biofilmu z powierzchni. Plyn soni-
kacyjny moze by¢ wykorzystany do zalozenia hodowli
bakteryjnej oraz analiz molekularnych [13, 17, 23, 36].

Metoda sonikacji polaczona z hodowlg uzyskanego
w tym procesie plynu, jest jedng z metod zalecanych
w diagnostyce zakazen okoloprotezowych, ze wzgledu
na wysoka czuto$¢ w poréwnaniu z tradycyjng hodowla
materiatéw tkankowych pobieranych $rédoperacyjnie.
Mimo wielu zalet tej metody, pewnym ograniczeniem
jest wrazliwos¢ niektérych zywych bakterii na ultra-
dzwieki. Wynika to ze stresu jakiemu poddawane sg in
vivo podczas usuwania i transportu protezy do labora-
torium, w poréwnaniu do szczepéw typowo laborato-
ryjnych pozbawionych wrazliwosci na ultradzwigki. By¢
moze wynika to takze z silnej adaptacji ,,biofilmowych”
bakterii do warunkéw panujacych w tym specyficznym
»ekosystemie”, tak ze zastosowanie podtéz odzywczych
i procedur diagnostycznych majacych na celu ich izola-
cj¢, moze nie zapewnia¢ warunkéw wystarczajacych dla
wzrostu w warunkach in vitro. Ponadto, rozcienczenie
waznych bakteryjnych molekut sygnalowych, takich jak
laktonéw N-acyl homoserynowych w przypadku bakterii
Gram-ujemnych oraz feromonéw peptydowych w przy-
padku bakterii Gram-dodatnich, ktérych krytyczne ste-
zenia sg kluczowe dla bakteryjnego wzrostu, moze sta-
nowi¢ o trudnosciach napotykanych przy probach ich
izolacji z materialéw klinicznych. Bakterie rosnace przez
dtugi czas w postaci biofilmu - chronione przed dziata-
niem ukladu immunologicznego organizmu gospodarza,
moga wykazywac zmniejszone zdolnosci adaptacyjne do
nowych warunkéw zewnetrznych [18, 39].

Hodowla materiatéw tkankowych oraz ptynu sta-
wowego pobieranych srodoperacyjnie stosowane samo-
dzielnie charakteryzujg si¢ niewielkg czuloscig. Uzu-
pelnienie zatem tych metod etapem wstepnej sonika-
cji stanowi caly proces diagnostyczny doktadniejszym
i skuteczniejszym, pozwalajac na wykrycie drobnoustro-
jow zwigzanych zaréwno z powierzchnig implantu jak
i bytujacych w jego sasiedztwie [23, 36, 37, 38].

9. Plyn stawowy

Bardzo waznym materialem diagnostycznym jest
plyn stawowy. Mimo iz badanie plynu wykonuje si¢
gléwnie w przebiegu chordb reumatycznych jak reuma-
toidalne zapalenie stawdw, jego analiza mikroskopowa
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pozwala w prosty i szybki sposob zréznicowac typ sep-
tyczny obluzowania od aseptycznego.

Plyn, okreslany jako ,,ptynna tkanka faczna” stanowi
$rodowisko stawu, dostarczajac substancji odzywczych
dla chrzastki stawowej a takze nadajac jej slisko$¢ oraz
pelni funkcje amortyzujace prace stawu. Jest to miesza-
nina skladnikéw osocza - elektrolitéw, cukru, kwasu
moczowego, bialek i kwasu hialuronowego oraz zwigz-
kéw wytwarzanych w stawie. Komoérkami jakie mozna
znalez¢ w plynie sa gléwnie monocyty (30-70%), limfo-
cyty (25-30%), granulocyty obojetnochlonne (6-25%),
a takze makrofagi, komorki LE, synowiocyty, plazmo-
cyty, fibroblasty, oraz liczne krysztaly np. moczanu
sodowego, pirofosforanu wapniowego, apatyty, szcza-
wiany wapniowe, krople cholesterolu, lipidy .

Plyn fizjologiczny ma barwe stomkowg lub z61ta, jest
przejrzysty, uszkodzenie naczyn krwionosnych podczas
pobierania lub uraz z krwawieniem do jamy stawowej
powoduje krwistoczerwone zabarwienie ptynu. Zabar-
wienie mleczne $wiadczy o nagromadzeniu si¢ lipidow
lub krysztaléw, natomiast o infekcji bakteryjnej — zabar-
wienie zielonkawe, lub szare. Mozemy wyr6znic 3 typy
plynu stawowego:

- niezapalny,

- zapalny,

- septyczny.

Plyn stawowy pobierany jest poprzez naklucie stawu
lub $rédoperacyjnie podczas zabiegu chirurgicznego
do jalowych probéwek - z antykoagulantem EDTA
oraz bez antykoagulantu. Analiza powinna by¢ wyko-
nana jak najszybciej, najlepiej do 4h od pobrania, ze
wzgledu na spadek ilosci neutrofili - po 24 h przecho-
wywania aktywno$¢ spada o 31%, po 72h juz o 78%.
Plyn bez antykoagulantu przeznaczony jest do badan
bakteriologicznych na tradycyjnych podiozach hodow-
lanych, natomiast z EDTA do badan mikroskopowych,
tj. oznaczenie liczby leukocytéw wraz z wykonaniem
rozmazu barwionego metoda May-Grunwald-Giemsa
i okresleniem % skladu komorek, zwlaszcza granulo-
cytow obojetnochlonnych oraz wykonania preparatow:
bezposredniego i barwionego metoda Grama [10, 43].

Oznaczanie liczby leukocytéw oraz procentowego
udzialu neutrofiléw w plynie stawowym jest wstepna,
szybka, prosta i doktadng metoda ulatwiajacg rézni-
cowanie obluzowan aseptycznych i zakazen okoto-
protezowych. Granulocyty obojetnochtonne stanowia
pierwsza lini¢ obrony organizmu w przypadku infekcji
bakteryjnej, i to wlasnie one jako pierwsze pojawiaja sie
w miejscu toczacego sie procesu zapalnego. W literatu-
rze mozna spotkac rézne wartosci progowe wskazujace
na proces infekcyjny, najczesciej pojawiajacy sie wartos-
cig cut off jest 1700 leukocytéw/ul plynu stawowego
i 65% neutrofilow, co charakteryzuje si¢ czuloscia rzedu
odpowiednio 94% i 97% oraz specyficznoscia rzedu 88%
198% [10, 37, 41, 44].
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10. Okolooperacyjna profilaktyka

Zabiegi ortopedyczne obok zabiegéw chirurgicznych
w obrebie jamy brzusznej obarczone s najwieksza liczba
okotooperacyjnych zakazen [20]. Trudnosci w lecze-
niu okotoprotezowych infekcji stawu biodrowego zwia-
zane s3 nie tylko z formowaniem sie biofilmu ale przede
wszystkim opornoscig bakterii na stosowane antybio-
tyki. Okolooperacyjna profilaktyka antybiotykowa po-
winna zosta¢ wstrzymana do momentu pobrania mate-
riatéw tkankowych do hodowli - ekspozycja na antybio-
tyki moze prowadzi¢ bowiem do falszywie ujemnych
wynikéw [3, 35, 37]. W szpitalach praktykowane jest
podawanie pacjentowi antybiotykdw 24-godziny przed
reoperacja, w wielu przypadkach nie zapewnia to jednak
eliminacji bakterii [35]. Rozwazajac odpowiedni sche-
mat leczenia antybiotykami nalezy bra¢ pod uwage takie
wiasciwosci jak stopien penetracji antybiotyku, spektrum
jego dzialania, czy skutecznos¢. Stad podczas zabiegow
rewizyjnych polecane jest stosowanie w miejscu opero-
wanym gabki kolagenowej zawierajacej 200 mg siarczanu
gentamycyny, o wlasciwosciach bakteriobojczych wobec
bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. Genta-
mycyna nalezaca do naturalnych antybiotykéw produ-
kowana jest przez Micromonospora purpurea. Wykazuje
dzialanie hamujace biosynteze bialek bakteryjnych,
zwlaszcza u takich bakterii jak pateczki Gram-ujemne,
gronkowce oraz pratki gruzlicy [6, 11, 27].

Podanie miejscowe gabki pozwala na uzyskanie wyz-
szych stezen gentamycyny w tkance kostnej, ptynie sta-
wowym i otaczajgcych tkankach niz droga doustna. Jest
to szczegdlnie wazne w przypadku tych drobnoustrojow,
ktore charakteryzuja si¢ wyzszym wskaznikiem MIC
a ktdre to najczesciej odpowiadajg za okotoprotezowe
infekcje. Efekt dziatania gabki widoczny jest juz po kilku
godzinach i utrzymuje si¢ przez kilka dni po zabiegu.
Stezenie gentamycyny jest wysokie, lecz nie wywoluje
efektu toksycznego, jest wiec wolne od dzialan niepo-
zadanych. Istotng cechg jest samoistne wchlanianie sig
kolagenowej gabki oraz zawartej w niej gentamycyny
w sposob parenteralny gdyz antybiotyk ten nie ulega
wchtanianiu po podaniu doustnym [20, 27].

11. Podsumowanie

Obluzowanie implantéw stawéw biodrowych to
gléwne nastepstwo zabiegéw protezoplastyki. W zalez-
nosci od przyczyny moze ono przebiega¢ na drodze
septycznej badz aseptycznej. Formowanie biofilmu na
powierzchni wszczepu oraz obecnos¢ trudno wykry-
walnych matych wariantéw kolonii SCV to podstawowe
przyczyny septycznej drogi obluzowania. Naturalne
ztuszczanie sie czastek materiatu z ktorego wykonana jest
proteza wskutek codziennego ,,uzytkowania” prowadzi
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do osteolizy a ta do obluzowania aseptycznego implantu.
Bardzo istotne z punktu wdrozenia odpowiedniego
leczenia jest rozréznienie typu obluzowania, stad
w ostatnich latach prowadzone sg poszukiwania pros-
tych i szybkich testow diagnostycznych. Jednym z uno-
woczesnien jest poddawanie pobranych od pacjenta
materialdw procesowi sonikacji tak aby rozbi¢ ewentu-
alny biofilm i zwiekszy¢ prawdopodobienistwo dodatniej
hodowli, ktéra w stosunku do materiatéw nie podda-
nych temu procesowi nie zawsze pozwala na wykrycie
obecnosci drobnoustrojow.
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Surgical site infections-characterization of risk factors, endogenous sources of infection and methods of prevention

Abstract: Surgical site infection (SSI) is the most common and potentially preventable postoperative complication. It is one of the most
frequent nosocomial complications representing about a fifth of all healthcare associated infections. It has significant influence in terms
of mortality, morbidity, readmission rate, cost and the length of stay in hospital. The following three factors are the determinants of any
infectious process: 1. The infecting organism, 2. The environment in which the infection takes place (the local response), 3. The host
defense mechanism, which deals systematically with the infectious process.

Taking into account the incidence of surgical site infections and resulting serious health problems the risk of infection needs to by
assessed. The risk of infection is associated with the clinical and environmental conditions, and above all with the source of infection. As
shown, a frequent source of infection is the normal flora of the patient i.e. Intestinal bacteria in the case of operations on the abdomen
and skin flora in the case of cardiac surgery. Measures to reduce the risk of infection include the shortening of the endogenous flora of
the patient stay in hospital, prophylactic eradication of MRSA from nasal mucosa of the atria, better personal hygiene before surgery,
adequate perioperative prophylaxis and proper care of wounds.

1. Introduction. 2. Risk factors of infection. 3. The most common pathogens in surgical site infection (SSI). 4. SSI after cardiac surgery.
5. Infections in patients after implantation of permanent pacemaker and cardioverter defibrillator. 6. Methods of preventing SSI

7. Summary

Stowa kluczowe: metody zapobiegania, zakazenie miejsca operowanego (ZMO), zrédto infekeji

Key words:

methods of prevention, source of infection, surgical site infection (SSI)

1. Wstep

Zakazenie miejsca operowanego (ZMO) pomimo, ze
jest to komplikacja potencjalnie mozliwa do unikniecia,
w oddziatach zabiegowych stanowi najczestszg liczbe
powiklan pooperacyjnych. W zaleznosci od rodzaju
operacji, stopnia czysto$ci rany jak i pola operacyjnego
zakazenia wystepuja w zréznicowanym stopniu. Majgc
na uwadze skutki zdrowotne pacjentéw jak i koszty
leczenia powiklan, na calym $wiecie prowadzone sa
badania, analizy przyczyn zakazenia, rodzaju bakterii
i zrédet zakazenia, czynnikéw ryzyka zakazenia oraz
poszukiwania metod ktére pozwolityby na zmniejszenie
liczby zakazen [19, 28].

Najpowazniejsze skutki sg obserwowane u pacjentéw
leczonych na oddziatach intensywnej terapii, oddziatach
chirurgicznych przy operacjach w zakresie jamy brzusz-
nej lub operacjach kardiochirurgicznych. Inny rodzaj

powiktan w postaci zakazen dotyczy zakazen implantow
w tym endoprotez jak endoprotezy stawu biodrowego
oraz zakazenia u pacjentéw po wszczepieniu stymula-
tora lub kardiowertera defibrylatora.

ZMO - nalezy do grupy zakazen szpitalnych - jest
zakazeniem pojawiajacym sie w ciggu 30 dni od opera-
cji w przypadku gdy nie byly uzyte materialy sztuczne/
protezy, oraz do 1 roku w przypadku ich uzycia. Szacuje
sie, ze w ok. 2-7% wszystkich operacji rozwija sie ZMO.

ZMO mozna podzieli¢ ze wzgledu na miejsce wyste-
powania:

1.zakazenia powierzchowne (skora i tkanka pod-

skorna),

2.zakazenia glebokie (powiez i miesnie),

3.zakazenia narzadu lub jamy ciata w bezposrednim

kontakcie z miejscem operowanym [15].

Zakazenia te powodujg znaczacy wzrost kosz-

tow hospitalizacji pacjentéw oraz zwigkszaja odsetek
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Lublin; tel. 81 742 37 85; e-mail: mikrobiologia.lublin@wp.pl



228

$miertelnosci i przedluzaja pobyt chorych w szpitalu.
Swiadomo$¢ zagrozenia oraz trafna modyfikacja czynni-
kéw pelni istotng role w zmniejszaniu ilosci ZMO. Bada-
nia mikrobiologiczne dostarczaja istotnych informacji
co do gatunku drobnoustroju, wrazliwoéci na antybio-
tyki i prawdopodobnego Zrédta pochodzenia tych drob-
noustrojow. Moga to by¢ zakazenia egzogenne, drob-
noustrojami pochodzacymi ze srodowiska szpitalnego,
nabywane podczas przedoperacyjnego pobytu pacjenta
w szpitalu w wyniku kolonizacji przez szczepy szpitalne,
zakazenia nabyte podczas operacji pochodzace ze $ro-
dowiska sali operacyjnej lub zakazenie rany po opera-
cji. Celem uniknigcia tego typu zakazen wprowadza si¢
liczne procedury prowadzace do czystosci mikrobiolo-
gicznej oddziatéw zabiegowych i sal operacyjnych. Na
podstawie analizy drobnoustrojow zakazajacych miejsce
operowane wylania si¢ istotny problem wskazujacy, ze
wigksza cze$¢ zakazen jest wywolana drobnoustrojami
stanowigcymi flore pacjenta — co okresla si¢ jako zaka-
zenia endogenne. W operacjach na jamie brzusznej
z przecigciem przewodu pokarmowego s3 to najczes-
ciej drobnoustroje flory jelitowej przyporzadkowane
danemu odcinkowi przewodu pokarmowego [16]. Zna-
jomos¢ cech tych drobnoustrojow ma istotne znacze-
nie podczas ustalania profilaktyki okolooperacyjnej jak
i terapii empirycznej podczas zakazenia [8]. Wigkszo$§¢
drobnoustrojow flory jelitowej cechuje wysoka opor-
no$¢ na antybiotyki a czgsto jest to opornos¢ na wiele
antybiotykow. Innym Zrédtem zakazen endogennych
jest flora skory pacjenta, s3 to najczesciej gronkowce
koagulazo-ujemne (CNS) w tym Staphylococcus epider-
midis. Wazng cecha tych drobnoustrojow jest wysoki
odsetek izolatéow metycylinoopornych (MRCNS) co
skutkuje opornoscig na antybiotyki beta-laktamowe
- w tym penicyliny, cefalosporyny, monobaktamy czy
karbapenemy. Zakazenia tymi drobnoustrojami stano-
wig problem w operacjach zwiazanych ze wszczepie-
niem endoprotez stawow, powiktaniach po operacjach
kardiochirurgicznych szczegolne jako zakazenia rany
mostka oraz po wszczepieniu stymulatora lub kardio-
wertera defibrylatora [15].

2. Czynniki ryzyka zakazen

Czynniki ryzyka majace wpltyw na ZMO mozna
podzieli¢ na trzy grupy: zalezne od pacjenta (np. odpor-
nos¢), rodzaj mikroorganizmu powodujacego infekcje
oraz czynniki okreslajace pole operacyjne. Przygoto-
wanie pacjenta do zabiegu np.: kapiel z uzyciem odpo-
wiednich roztwordéw (chlorheksydyna), wlasciwy sposob
usuniecia owlosienia z pola operacyjnego czy usuniecie
potencjalnych mikroorganizméw mogacych spowo-
dowa¢ zakazenie rany. Okreslono takze wiele innych
czynnikéw majacych wpltyw na ZMO, ktére wpisuja si¢
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w codzienng rutyne chirurgiczng, np.: doktadne mycie
ragk i uzywanie plynu dezynfekcyjnego, stosowanie
odpowiednich maseczek i rekawiczek w trakcie zabiegu.
Czynniki srodowiskowe majace znaczacy wplyw na efekt
koncowy leczenia np. dodatnie ci$nienie w sali opera-
cyjnej w stosunku do pomieszczen otaczajacych trakt,
uzycie odpowiednich filtréw powietrza a takze wymiana
powietrza na $wieze co odpowiednig ilos¢ cykli wen-
tylacji. Istotnym czynnikiem jest ponad to dobra tech-
nika chirurgiczna, nie pozostawianie martwych prze-
strzeni, zabezpieczanie tkanek przed wytworzeniem
sie krwiakow oraz atraumatyczny dla tkanek sposob
operowania. Ostatecznie prawidlowe postepowanie
z rang pooperacyjna a takze doinformowanie pacjenta
na temat jej wlasciwej pielegnacji majg ogromny wplyw
na jej gojenie [1, 15].

Wspolczesnie zakres i rodzaje zakazen chirurgicz-
nych ulegly znacznemu rozszerzeniu z powodu opero-
wania coraz wiekszej liczby chorych w podesztym wieku
i obcigzonych wieloma chorobami towarzyszacymi.

Wspolczesna chirurgia charakteryzuje sie wzrasta-
jaca liczba cigzkich zakazen z powodu wielu czynnikow
takich jak:

1. Wykonywanie coraz bardziej ztozonych operacji

u 0s6b w starszym wieku, obcigzonych wieloma
chorobami towarzyszacymi (ASA grupa III, IV
anawet V) [31],

2. Rozwdj transplantologii, nieuchronnie zwigzanej

ze stosowaniem immunosupresji,

3. Stosowanie réznego rodzaju implantow (siatki,

protezy itd.),

4. Operowanie chorych z obnizong odpornoscia,

5. Stosowanie antybiotykéw o szerokim spektrum co

powoduje narastanie opornosci.

Powstawanie coraz to wezszych specjalnosci jest
przyczyna zwigkszonego ruchu pomiedzy oddzialami
i szpitalami, co sprzyja rozwojowi zakazen.

Wspolczesny chirurg musi zna¢ czynniki ryzyka roz-
woju zakazenia, musi umie¢ przewidzie¢ rozwdj zaka-
zenia i skutecznie jemu zapobiega¢ i leczy¢ oraz znaé
zasady postepowania aseptycznego, antyseptycznego,
zasady wlasciwej profilaktyki antybiotykowej i antybio-
tykoterapii [1].

Niewydolno$¢ krazenia, niewydolno$¢ oddechowa,
cigzki uraz chirurgiczny, obnizenie temperatury ciala
chorego, hipowolemia, nadmiar katecholamin i wazo-
presyny nasilajg stopien niedotlenienia tkankowego.
Hipoksja tlenowa zwigksza ryzyko zakazenia tkanek [15].

Usprawnienie krazenia, zwiekszenie ci$nienia par-
cjalnego tlenu w tkankach, leczenie Zywieniowe i anty-
biotyki s3 jednakowo wazne dla immunokompetencji
chorego i zwalczania zagrazajacego zakazenia. Spadek
ci$nienia parcjalnego tlenu w tkankach obniza aktyw-
nos¢ leukocytéw i makrofagéw, sprzyjajac rozwojowi
zakazenia. Bakteriobdjcze dzialanie neurofiléw opiera
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sie na procesach oksydatywnych powstawania nadtlen-
koéw z tlenu. Reakcja ta jest katalizowana przez oksy-
genaze NADPH-zalezng, zalezng od p0, w tkankach.
Jesli p0, w tkance obnizy sie ponizej 30 mm Hg, spada
aktywnos¢ neurofilow i rozwija sie zakazenie.

Okotooperacyjne podawanie do oddychania mie-
szanek gazowych z 80% zawarto$cig tlenu redukuje
0 50% czesto$¢ zakazen miejsca operowanego z 11,2%
do 5,2% [1].

Zostaly opracowane indeksy ryzyka wystepowania
ZMO. Do najbardziej znanych zalicza si¢: indeks SENIC
i NNIS. Wedtug Indeksu SENIC (Study of the Efficacy
of Nosocomial Infection Control) do najwazniejszych
czynnikow ryzyka ZMO naleza:

1. Operacje brzuszne,

2. Czas trwania operacji powyzej 2 godzin,

3. Pole operacyjne skazone lub brudne,

4. Wiecej niz 3 sktadowe w konicowym rozpoznaniu.

Przy braku jakiegokolwiek z czynnikéw ryzyka cze-
sto$¢ ZMO ocenia si¢ na 1% przy stwierdzeniu 1 czyn-
nika - czestos¢ ZMO wynosi 3,6%, przy 2 czynnikach
- ZMO w 8,9% przypadkéw, przy 3 czynnikach - ZMO
w 17,2%, a przy 4 czynnikach zakazenie obserwuje si¢
w 27% przypadkow [9].

Natomiast indeks NNISS (National Nosocomial
Infection Surveillance System) zawiera trzy nieco inne
gltéwne czynniki ryzyka:

1. Operacja w polu skazonym lub brudnym,

2. Czas operacji powyzej 2 godz. lub powyzej 75%

czasu przewidzianego dla danej operacji,

3. Stan ogolny chorego oceniony wg skali ASA na

powyzej 3 punktow.

Przy braku ktoregokolwiek z wymienionych czynni-
koéw ryzyko czestosci ZMO wynosi 1,5%, przy obecnosci
1 czynnika - ZMO w 2,9% przypadkoéw, przy 2 czynni-
kach - ZMO w 6,8% przypadkow, a przy wystepowaniu
3 czynnikéw ZMO obserwuje si¢ w ok. 13% przypadkow
[1]. Obnizenie cieploty ciala chorego podczas opera-
cji opdznia gojenie si¢ rany pooperacyjnej i zwieksza
ryzyko ZMO. Jesli temperatura ciala obnizyta si¢ do
34°C, to czgstos¢ ZMO wynosila okoto 19%, za$ jesli
podczas operacji utrzymywano cieplote ciata na pozio-
mie 36,6°C, to ZMO wystapito w 6% przypadkow [19].
Okolooperacyjne ogrzewanie chorych poddawanych
np. mastektomii z powodu nowotworu jest tak samo
skuteczne w zapobieganiu ZMO jak profilaktyka anty-
biotykowa. Zapobieganie oziebieniu chorego w sali ope-
racyjnej jest tanig i skuteczng profilaktyka ZMO [8].

Radioterapia przedoperacyjna podwaja liczbe po-
wikfan septycznych w gojeniu si¢ rany kroczowej po
brzuszno-kroczowym wycieciu odbytnicy z 21% (bez
radioterapii) do 48% w grupie chorych po radioterapii .

Ostatnio podwaza si¢ celowos¢ mechanicznego
przygotowania jelita grubego przed planowg resekeja.
Wyniki badan prospektywnych, randomizowanych,
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kontrolowanych nie potwierdzajg koncepcji, ze mecha-
niczne przygotowanie jelita grubego redukuje czesto$¢
nieszczelnosci zespolenia i innych powiklan septycz-
nych w chirurgii jelita grubego. Rutynowe, mecha-
niczne przygotowanie jelita grubego do operacji jest
nieuzasadnione. Wklucia centralne odpowiedzialne sg
za okolo 30% zakazen rozprzestrzeniajacych si¢ droga
krwionos$ng. Obowigzuje dokladna pielegnacja wkiucia
[7, 17]. Wlasciwe leczenie cukrzycy i kontrolowanie
hiperglikemii w istotnym stopniu obniza pooperacyjne
powiklania septyczne [23]. Odsetek zakazen miejsca
operowanego zwigksza si¢ wprost proporcjonalnie do
dlugosci oczekiwania i hospitalizacji przed operacjg. Im
dluzszy okres hospitalizacji przed operacja tym wyzszy
procent zakazen ZMO. Szczegélnie niekorzystnym
czynnikiem jest przenoszenie wczesniejsze chorych
z innego oddzialu na oddzial chirurgiczny. Wiaze sie
to z inng florg bakteryjna, innymi schematami antybio-
tykoterapii i kontaktami z nosicielami. Najlepiej byloby
aby pacjent byt operowany w dniu przyjecia, podobnie
jak postepuje si¢ z chorym operowanym ze wskazan pil-
nych i naglych [1].

3. Najczestsze patogeny
w zakazeniach chirurgicznych

Najczestszymi patogenami w zakazeniach chirur-
gicznych sg zaréwno flora bakteryjna zasiedlajaca skore
pacjentéw jak i flora skory cztonkéw zespotu operacyj-
nego co stanowi przyczyne zakazen chirurgicznych
w ponad 50% przypadkéw. U chirurgéw najwigcej bak-
terii stwierdzono na skorze czola, brwi i w maltzowinach
usznych. Gronkowiec zlocisty i gronkowce koagulazo-
-ujemne s3 najczestszymi przyczynami ZMO i stwierdza
sie je wokoto 17-25% przypadkéw [15]. Inne patogeny
to Escherichia coli (w 8% przypadkach), szczepy Entero-
coccus (w ok. 12% przypadkach), Pseudomonas aerugi-
nosa (w 8%), szczepy Enterobacter (w 7%), paciorkowce
(w 6%), szczepy Klebsiella, beztlenowce (np. Bacteroides
fragilis). W przypadkach stosowania ciat obcych (pro-
tezy, siatki, dreny), gronkowce koagulazo-ujemne (CNS)
sa znacznie czeSciej przyczyng zakazenia implantu
i miejsca operowanego.

Bakterie beztlenowe (Bacteroides, Peptostreptococcus),
paleczka zgorzeli gazowej (zwlaszcza w tkankach nie-
dokrwionych) sa charakterystyczne dla zakazen po ope-
racjach w zakresie jamy brzusznej. Pseudomonas aeru-
ginosa, Acinetobacter baumanii powoduja szczegolnie
trudne do leczenia zakazenia miejsca operowanego ze
wzgledu na wieloraka opornos$¢ na antybiotyki. Serratia
spp. s3 zwykle niepatogenne, ale u chorych z obnizong
odpornoscia sa drobnoustrojami chorobotwérczymi.
W ropniach i przetokach wystepuja grzyby (Histoplas-
ma, Coccidioides, Candida, Nocardia, Actinomyces).
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W patogenezie zakazen istotna role odgrywa liczba
bakterii (stopien skazenia rany), ich wirulencja, odpor-
nos¢ zakazonego organizmu oraz jakos¢ techniki ope-
racyjnej.

Czynniki ryzyka ZMO mozna sklasyfikowa¢ takze
na plaszczyznie poddajacych sie modyfikacji lub nie.
Znajomos¢ ich wystepowania w kategorii indywidual-
nego podejscia do pacjenta w znaczacy sposob wpltywa
na redukcje przypadkow infekeji. Istotnym jest takze
rodzaj zabiegu operacyjnego, poniewaz kazdy rodzaj
zabiegu ma swoja specyficzng flore fizjologiczna, ktéra
moze spowodowac zakazenie [15].

4. Zakazenia miejsca operowanego po operacjach
kardiochirurgicznych

Powiktania infekcyjne u pacjentéw po zabiegach
kardiochirurgicznych stanowia jedno z najgrozniej-
szych powiklan. Mozemy tu wyrézni¢ zakazenia zwia-
zane z miejscem dostepu chirurgicznego czyli rang po
przecieciu mostka oraz ran¢ w miejscu pobrania mate-
rialu do prze¢stowania tetnic wiencowych [4]. Czestos$é
wystepowania tych powiklan wynosi od 0,4% do 30%,
z czego pooperacyjne zapalenie $rddpiersia szacuje si¢
na poziomie 0,4-5% [4, 13, 22]. W 7-30% dochodzi do
zgonu pacjentéw [14, 22]. Zakazenia stanowig jedno
z najpowazniejszych powiklan po zabiegach na otwar-
tym sercuiw duzym odsetku sa przyczyng wydtuzonego
czasu hospitalizacji pacjenta [11, 20], przez co gene-
ruja wysokie koszty leczenia. Majg one duzy wplyw na
zwiekszenie odsetka zachorowalno$ci oraz umieralnosci
szpitalnej, ktora szacuje si¢ na poziome od 0 do 25%
[6]. Za rosnacag liczbe zakazen po tych zabiegach, odpo-
wiada narastajgca stale antybiotykoopornos¢ patogendw
kolonizujacych rany, oraz stosowanie nowych technik
przeprowadzanych zabiegow.

Wiele publikacji opisuje bardzo szeroka game czyn-
nikéw, ktdre przyczyniaja sie do rozwoju powiktan
infekcyjnych w tej grupie pacjentéw. Mozemy tu wy-
rézni¢ m.in. wspotwystepowanie ciezkich chordb, ktore
negatywnie wplywaja na szybkos$¢ gojenia si¢ rany po-
operacyjnej. S to przede wszystkim schorzenia takie
jak: cukrzyca, przewlekla obturacyjna choroba pluc, nie-
wydolno$¢ nerek, osteoporoza, zapalne choroby skory,
choroby z towarzyszacym uposledzeniem odpornosci
czy tez niewydolno$¢ migénia lewej komory serca z frak-
cja wyrzutowa <40% [23]. Do innych czynnikéw zwia-
zanych z pacjentem zaliczamy - ple¢ zenska, otylos¢,
niedozywienie, naduzywanie tytoniu czy tez stosowanie
lekéw sterydowych lub immunosupresyjnych. Wplyw
ma réwniez tryb przeprowadzenia operacji — tryb nagly
zwigksza ryzyko infekgji, transfuzje w okresie okoto-
operacyjnym, resuscytacja sercowa oraz reoperacje.
Mozemy wyrdzni¢ rowniez czynniki zwigzane z zabie-
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giem i okresem pooperacyjnym. Zaliczamy tu miedzy
innymi technike przeprowadzanego zabiegu. Niektore
doniesienia podajg, ze uzycie obu tetnic piersiowych
wewnetrznych jako bypasséw naczyniowych zwigksza
ryzyko zakazen jak réwniez sternotomia poza linig
$rodkowg ciala, nieoptymalne zamkniecie klatki pier-
siowej oraz powtdrna sternotomia (gtéwnie z powodu
krwawienia). Ryzyko zwieksza takze dlugi czas trwa-
nia zabiegu, stosowanie krazenia pozaustrojowego,
hipotermia, niewlasciwa kontrola temperatury ciala,
poziomu glikemii, hemodylucja, male stezenie hemo-
globiny, zaburzenie perfuzji, hipotensja, hiperglikemia,
przedtuzony pobyt na oddziale intensywnej terapii
oraz czas mechanicznej wentylacji. Podczas operacji
i w okresie pooperacyjnym nie powinno dopuszczaé
sie do hiperglikemii - wprowadzono w zwigzku z tym
tak zwany protokot portlandzki zalecajacy utrzymanie
glikemii w tych okresach na poziomie 100-150 mg/dl
[4]. Do innych czynnikéw czesto wymienianych w lite-
raturze jest stosowanie podczas zabiegéw zylnych
wkilu¢ glebokich, cewnikéw Swana-Ganz’a czy tez balo-
néw do kontrapulsacji wewnatrzaortalnej [13]. Na ich
powierzchni kolonizuja si¢ bakterie, ktore stanowia
potencjalne zrédlo infekcji. V. Le Guillou i wsp.,
w swojej pracy udowodnili, ze uzycie zylnych cewnikow
do wklu¢ centralnych zwigksza czestos¢ wystepowania
zakazen miejsca operowanego. Sposrdd 133 pacjentow
u ktérych pojawito si¢ to powiktane u 12 (5-15%) miato
zwigzek z uzyciem cewnikéw centralnych. Wiadome
jest rowniez to, Ze na rozwoj zakazenia w miejscu inge-
rencji w tkanki ma obecno$¢ odlegtych zrodel infekeji
[13]. Ryzyko to zwigksza m.in. wspolistnienie infekeji
pluc czy drég moczowych. Weczesnym powiklaniem
pooperacyjnym, mogacym przenies¢ sie na sgsiadujace
tkanki jest zakazenie wsierdzia. Dominuje tu zakazenie
gronkowcami koagulazoujemnymi rzadziej S. aureus,
Corynebacterium czy nadkazenie grzybami Candida
albicans i Aspergillus (0,8-3,9%). Badanie J. Gualis
i wsp. wykazalo, ze obecno$¢ dodatnich posiewdw krwi
w okresie pooperacyjnym stanowi niezalezny czynnik
ryzyka rozwoju SSIs, dlatego u takich pacjentéw zaleca
sie stosowanie agresywnej terapii przeciwbakteryjnej
celem minimalizacji rozwoju zakazenia. Stosowanie
profilaktycznej antybiotykoterapii zmniejsza ryzyko
rozwoju SSIs z 10% do 2% [22].

Bakteriami ktore najczesciej zakazajg rany po ope-
racjach kardiochirurgicznych sg gronkowce zlociste
(S. aureus) oraz koagulazonegatywne gronkowce (CoNS).
Sa to bakterie, ktore stanowig fizjologiczna flore bakte-
ryjna skory i w trakcie zabiegu mogg zosta¢ przeniesione
na glebiej lezace tkanki. Z tego powodu bardzo wazne
jest wlasciwe przygotowanie pacjenta przed zabiegiem
chirurgicznym. Zalecana jest przedoperacyjna kapiel
antyseptyczna w przeddzien lub w dniu operacji, przed-
operacyjne usuni¢cie owlosienia, antyseptyczne przygo-
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towanie skory z uzyciem chlorheksydyny lub povidone
iodine przed nacieciem skory. Publikacja Seropiana
i wsp., wykazala ze stosowanie maszynki elektrycznej
do golenia miejsca, w ktérym bedzie przeprowadzony
zabieg kardiochirurgiczny wigzalo sie z wystepowaniem
SSI w ok. 5,6% zas uzycie w tym celu kremu do depila-
cji znacznie ograniczato to ryzyko do 0,6%. Istotne jest
réwniez rygorystyczne przestrzeganie zasad antysep-
tyki przez personel medyczny tj., uzywanie sterylnych
rekawiczek chirurgicznych, dwdch par rekawiczek oraz
ich rutynowych zmian podczas zabiegu [4]. Podejmo-
wane sg rowniez proby eliminacji potencjalnych zrédet
zakazenia pochodzacych ze $rodowiska sali operacyj-
nej i sal pooperacyjnych. Duzg role odgrywa tu proces
czyszczenia, dezynfekeji, sterylizacji urzadzen i narze-
dzi operacyjnych. Wazna jest odpowiednia wentylacja
tych pomieszczen oraz stosowanie filtrow HEPA (usu-
waja czastki o §rednicy > 0,3 mikrona) celem uzyskania
»ultraczystego” powietrza [4].

5. Zakazenia u pacjentow po wszczepieniu
stymulatora oraz kardiowertera defibrylatora

Zakazenia u pacjentow po wszczepieniu stymulatora
(PM) lub kardiowertera defibrylatora serca (ICD) sta-
nowig coraz wiekszy problem. W przeszlosci czesto§é
infekcji szacowala si¢ dla stymulatoréw serca na pozio-
mie 0,13-19,9% a dla ICD 0,8% [29, 26]. W ciagu ostat-
niej dekady zaobserwowano wzrost ich wystepowania
0 124%. Pomimo faktu, ze wskaznik infekcji systematycz-
nie ro$nie, obecnie nie ma wystarczajaco duzych badan,
ktdre jednoznacznie potwierdzalyby te spostrzezenia.
Niektore doniesienia podaja, ze czgsto$¢ wystepowania
infekcji u pacjentéw ze stymulatorem oraz ICD szacuje
sie na poziomie 1-7% [5]. Wg PB. Nery iwsp. czes-
to$¢ wystepowania powiklan infekcyjnych u pacjentow
ze stymulatorem wynosi 0,5-6% a u pacjentéw z ICD
-1,2-1,8% [18]. Wg innych doniesien czestos¢ dla sty-
mulatoréw szacuje si¢ na poziomie 0,13-12,6% [21, 29].

Wzrost liczby zakazen w ciagu ostatnich lat, zwig-
zany jest z coraz wiekszg liczbg wykonywanych zabie-
géw. Z kolei rosngca liczba implantacji urzadzen do
elektroterapii wigze sie z poszerzaniem wskazan do ich
stosowania oraz dtuzszym przezyciem pacjentéw z cho-
robami serca [25, 29]. Zauwazono rowniez, ze wskaz-
nik hospitalizacji z powodu zakazen po wszczepieniu
PM/ICD roénie szybciej niz wskaznik wykonywanych
zabiegéw [30]. Stymulatory serca oraz kardiowertery
defibrylatory sa coraz czgsciej stosowane w skali ogdl-
nos$wiatowej jak réwniez sg coraz lepiej akceptowana
przez pacjentéw formga leczenia bradyarytmii serca. Na
$wiecie zyje okolo 3,25 milionéw pacjentdéw z wszcze-
pionym ukfadem stymulujagcym oraz okoto 180 000 po
implantacji ICD [5].
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Zakazenia po wszczepieniu urzadzenia moga mani-
festowac si¢ w rdznoraki sposob. Najczestsza forma jest
wczesne zakazenie lozy stymulatora/ICD rozwijajace
sie zazwyczaj w ciagu pierwszego roku po implantacji
(do 3 miesigcy) lub jako pdzne powiklanie pod postacia
odelektrodowego zapalenia wsierdzia [27]. Jako odle-
gle powiklanie czasem moze pojawic si¢ pdzne zapale-
nie kieszonki urzadzenia rozwijajace si¢ po 1 roku od
implantacji (1-10 lat) [27]. Podczas obserwacji pacjenta
po zabiegu bardzo wazne jest zwrocenie uwagi na to czy
nie rozwija si¢ miejscowy stan zapalny w okolicy rany.
Jest to istotne poniewaz w znacznym odsetku (80%) nie
towarzysza temu objawy ogdlnoustrojowe a pacjenci
czesto ignoruja miejscowy odczyn zapalny [27, 29].
Objawy kliniczne towarzyszace infekcji miejscowej to
najczesciej: zaczerwienienie, bol, obrzek, zwiekszone
ocieplenie tkanek, miejscowa nadwrazliwo$¢, chetbo-
tanie i §cienczenie skdry nad stymulatorem, rozejécie si¢
brzegdw rany, ropny wyciek z rany, odlezyna nad stymu-
latorem lub elektroda, przebicie urzadzenia przez skore
[12, 25, 27, 29]. Odlezyna jest spowodowana niedo-
krwieniem tkanek bezposrednio przylegajacych do ciata
obcego, a nadkazenie jest wowczas procesem wtdrnym
[26]. Niektore doniesienia sugeruja, ze podstawowym
mechanizmem w wyniku, ktérego dochodzi do rozwoju
miejscowych zmian zapalnych jest wytworzenie otwartej
odlezyny w miejscu przebiegu elektrody lub nad stymu-
latorem/ICD [24]. Podstawa rozpoznania jest dodatni
wynik badania mikrobiologicznego materialu pobra-
nego z lozy urzadzenia. Cho¢ izolowany zapalny odczyn
miejscowy jest najczestsza formag powiklania infekcyj-
nego u pacjentéw z PM/ICD, w niektérych przypadkach
dochodzi do rozwoju bakteriemii, badz szerzenia sig
infekcji przez cigglos¢ wzdluz elektrod i uktadu zylnego,
prowadzac do rozwoju zapalenia wsierdzia (CDRIE)
[25, 29]. Stanowi ono okolo 10% sposrod wszystkich
form powiktlan infekcyjnych u pacjentéw po implanta-
cji PM/ICD [29, 33]. Mozemy wyré6zni¢ grupy ryzyka,
u ktérych endocarditis wystepuje znacznie czesciej. Sa to
narkomani, starsi ludzie ze zmianami degeneracyjnymi
zastawek, osoby ze sztucznymi zastawkami, pacjenci
czesto hospitalizowani, hemodializowani [26].

Gléwnymi objawami klinicznymi, ktore towarzysza
CDRIE sg goraczka, dreszcze, zle samopoczucie, ogdlne
wyniszczenie organizmu [29]. Podstawa do rozpozna-
nia CDRIE jest stwierdzenie dodatniego wyniku posie-
wow krwi i/lub z koncowki elektrody oraz wykazanie
obecnosci wegetacji na podstawie przezprzetykowego
badania echokardiograficznego [29]. Wegetacje moga
lokalizowa¢ si¢ w $wietle zyly podobojczykowej, zyty
gléwnej gornej, na zastawce trdjdzielnej, wsierdziu pra-
wego przedsionka i prawej komory jak rowniez na elek-
trodzie PM/ICD. Wyrézniamy dwa gléwne mechanizmy
prowadzace do rozwoju CDRIE. Sa to: zanieczyszcze-
nie uktadu stymulujacego fizjologiczng florg bakteryjna
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skory w miejscu gdzie wszczepiane jest urzadzenie, jak
réwniez zakazenie drogg krwiopochodng na skutek
wysiewu bakterii z odlegtego ogniska zakazenia [12, 24].
Powiklania infekcyjne rzadziej rozwijajg si¢ u pacjentow
po pierwszym zabiegu implantacji (1,4%; 95% przedzial
ufnosci: 0,9-1,9%) w stosunku do kolejnych interwen-
cji (6,5%; 95% przedziat ufnosci: 3,3-9,7%) takich jak:
wymiana urzadzenia, reoperacja, zabiegi naprawcze [10,
27]. W badaniu przeprowadzonym w Mayo Clinic na
189 przypadkach, zakazenia po pierwszym w zyciu
zabiegu wystapily u 79 pacjentéw tj. 42%, za$ u 110 t;.
58%, powiklania infekcyjne wystapily po kolejnej inter-
wengji [29]. Widac tu, ze ponowna ingerencja w tkanki,
stanowi istotny czynnik ryzyka zakazen. Doniesienia
podaja, ze ryzyko infekcji zwigzane z powtérnymi zabie-
gami jest wicksze z powodu formowania sie blizny oraz
zrostow w okolicy lozy stymulatora, czego efektem jest
uposledzone ukrwienia tkanek a w zwigzku z tym reduk-
cja przenikania komoérek odpornosciowych [10, 27].
Czynniki ryzyka powiklan infekcyjnych u tych
pacjentéw mozemy podzieli¢ na te, ktére zwigzane sa
z pacjentem, oraz czynniki uzaleznione od zabiegu. Do
pierwszej grupy zaliczamy: wiek (im mlodszy pacjent
tym wigksze ryzyko powiklan infekcyjnych) [12], pte¢
meska, stan odzywienia (pacjenci otyli jak i nadmier-
nie wyniszczeni sg bardziej obcigzeni), choroby towa-
rzyszace (cukrzyca, niewydolno$¢ nerek, zapalne cho-
roby skory, choroby nowotworowe, schorzenia ktérym
towarzyszy uposledzenie odpornosci, niewydolnosé¢
serca), stosowanie lekow antykoagulacyjnych lub ste-
rydoterapia, roznego rodzaju wklucia naczyniowe,
cewniki w tym cewnik w pecherzu moczowym [12, 27,
29]. Istotnym czynnikiem ryzyka jest réwniez epizod
goraczki w ciagu 24 h przed implantacja [25]. Wsrdod
drugiej grupy tj. czynnikéw zwigzanych z zabiegiem,
mozemy wyrozni¢: sposob antyseptyki miejsca opero-
wanego przed implantacjg, profilaktyke antybiotykowa
przed i okotozabiegows, czas wygolenia miejsca implan-
tacji urzadzenia w stosunku do poczatku zabiegu, czas
trwania zabiegu, ponadto bardzo istotne jest rowniez
dos$wiadczenie operatora [26, 27]. Zauwazono, ze powi-
kiania infekcyjne rzadziej rozwijaja si¢ jesli operator
wykonat ponad 100 zabiegéw — wtedy ryzyko zakazenia
spada w sposoéb istotny. Wg niektorych autoréw z 18,9%
do 0,9% [10, 27]. Wykazano réwniez, ze zastosowanie
elektrody do czasowej elektrostymulacji jako zabezpie-
czenia przed wlasciwym zabiegiem, ponowna interwen-
cja z powodu krwiaka lub przemieszczenia elektrody
takze stanowig istotny czynnik ryzyka rozwoju infekcji
[25]. Dodanie kazdej kolejnej elektrody (powyzej 2)
do juz umieszczonych, zwigksza powierzchni¢ kolo-
nizacji bakterii i zapewnia wigkszg powierzchnig, na
ktérej moga formowal sie wegetacje [30]. Z tego
powodu kazde kolejne ciato obce sprzyja zakazeniom.
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Obecnie zaleca si¢ zdezynfekowanie miejsca zabiegu
bezposrednio przed nacieciem skory dwoma prepara-
tami antyseptycznymi z réznymi substancjami czyn-
nymi (m.in., chlorheksydyna). Zaleca si¢ réwniez stoso-
wanie sterylnych rekawic. Golenie miejsca operowanego
powinno nastgpi¢ na ok. 2 h przed rozpoczeciem inge-
rencji w tkanki. Wykonanie tej czynno$ci na dzien
przed, niesie ze sobg zwickszone ryzyko rozwoju powi-
klania infekcyjnego. Dzieje si¢ tak poniewaz podczas
golenia dochodzi do uszkodzenia naskorka, a w miejsca
tych mikroskopijnych zmian wnikajg i namnazajg si¢
bakterie stanowigce flore fizjologiczng skory [27]. Zali-
czamy tu m.in. S. epidermidis, ktory w ok. 42% stanowi
zrodlo zakazen [29]. Antybiotyki powinno podawa¢
sie wczesniej — ok. 30-60 min. przez zabiegiem, aby
zapewni¢ odpowiednie stezenie w surowicy oraz wilas-
ciwe nasycenie tkanek przed implantacja. Stezenie to
powinno by¢ utrzymana réwniez podczas trwania
zabiegu jak i na kilka godzin po. Po to, aby zredukowa¢
ryzyko infekcji w przedluzajacym si¢ zabiegu (ponad
2h) nalezy poda¢ dodatkowg dawke antybiotyku [27].
Wigksze dawki powinno stosowac si¢ réwniez u pacjen-
tow obcigzonych cigzkimi chorobami wspolistniejacymi
jak réwniez podczas kolejnych zabiegéw w tej okolicy
[27]. Redukuje to w istotny sposéb prawdopodobien-
stwo wystgpienia zakazenia.

Drobnoustroje infekujace stymulatory oraz ICD
obejmuja szerokie spektrum réznorodnych gatunkow,
mogacych mie¢ rézne zrédia zakazenia. Wyniki badan
wielu autoréw przedstawiaja podobny rozklad czestosci
wystepowania okres§lonych gatunkéw patogenéw. Do
drobnoustrojow, ktore w gléwnej mierze kolonizuja te
urzadzenia zaliczamy: S. epidermidis 42-68%, Staphy-
lococcus aureus — 24-45%, E. coli — do 22%, Klebsiella
- do 9%, Enterococcus — do 8%, Streptococcus — 6%
i inne 14% [5, 21, 29, 30]. Spo$réd dwoch gléwnych
patogenow, S.aureus szybciej prowadzi do rozwoju
stanu zapalnego i zakazenia w pordwnaniu z S. epider-
midis [3, 24]. Wykazano takze, iz S. aureus w wigkszym
odsetku kolonizuje ICD niz PM w przeciwienstwie do
S. epidermidis, ktory czesciej namnaza si¢ na elektro-
dach stymulatora niz ICD [29]. Badanie A.Da Costa
i wsp. [24] wykazalo, ze chodz S. epidermidis reprezen-
tuje grupe patogenow najczesciej kolonizujacych uktady
stymulujace, to rzadko odpowiada za kolejne epizody
powiklan infekcyjnych [24]. Bakteria ta, stanowi flore
fizjologiczng skory i $luzéwek. Jest tez najczedciej
izolowanym patogenem okolicy kieszonki PM/ICD.
Posiada ona zdolno$¢ wytwarzanie $luzowej macierzy
(slime layer), ktora jest wczesnym etapem formuto-
wania biofilmu. Struktura ta jest utworzona z kolonii
$cidle przylegajacych do siebie bakterii, w zwigzku
z czym w znacznym stopniu ogranicza lub calkowicie
uposledza penetracje antybiotykow. Wszechobecnosc tej
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bakterii u pacjenta, personelu medycznego, jak réwniez
0s0b z otoczenia chorego uzasadnia zalecenia do prowa-
dzenia intensywnej profilaktyki okotozabiegowej. Pato-
genami z grupy Gram-ujemnych, ktére réwniez maja
tendencje do tworzenia sluzowej macierzy, to gléwnie
pateczka ropy blekitnej lub tworzace biofilm Klebsiella,
Proteus, Serratia. Bakterie z tej grupy w wigkszosci sta-
nowig fizjologiczng flore jelit, ktora w szczegdlnych przy-
padkach moze by¢ zrédtem zakazenia elektrod PM/ICD
oraz kieszonki [26].

6. Metody zapobiegania ZMO

Tak wigc ZMO najczesciej rozwija si¢ w wyniku ska-
zenia rany drobnoustrojami egzogennymi i endogen-
nymi znajdujacymi si¢ na skoérze, blonach §luzowych,
w przewodzie pokarmowym, oddechowym i moczo-
wym pacjenta. Najczestsza flora patogenna w ZMO
w zalezno$ci od miejsca operacji to paleczki Gram-
-ujemne, beztlenowce, paleczki jelitowe w przypadku
operacji w zakresie jamy brzusznej a ziarenkowce Gram-
-dodatnie w przypadku operacji kardiochirurgicznych.
Wedtug ostatnich doniesienn w pismiennictwie $wiato-
wym okreslono wachlarz czynnikéw majacy wplyw na
zmniejszenie ZMO.

1. Czysto$¢ sali operacyjnej

Okresla koniecznos¢ stosowania odpowiednich fil-
trow HEPA, laminarnego przeplywu powietrza, ogra-
niczenia ilo$ci personelu i uzywanego sprzetu na sali
do niezbednego minimum. Perforacja rekawiczek chi-
rurga w trakcie zabiegu powoduje kontaminacje miejsca
operowanego. Zaleca si¢ stosowanie podwdjnych reka-
wiczek [17].

2. Kapiel pacjenta z uzyciem zwigzkdw antyseptycznych

ZMO w warunkach czystej rany sg zazwyczaj spo-
wodowane szczepami skornymi. Istnieja sposoby
na zmniejszenie ilosci bakterii kolonizujacych skore
pacjenta. Mikroorganizmy wystepujace w gruczotach
skornych nie sg wystawione na dzialanie srodkow anty-
septycznych. Skuteczniejsze dlugoterminowe dziatanie
chlorheksydyny od innych $rodkéw np. heksachloro-
fenu czy jodowany powidon powoduje, ze stala si¢
zwigzkiem z wyboru. Kapiel calego ciala na wieczoér
przed zabiegiem oraz powtorna tuz przed wplywa na
redukcje kolonii niz pojedyncza kapiel tuz przed samym
zabiegiem [32].

3. Usuniecie owlosienia

Najbardziej korzystng metoda jest usuwanie owlo-
sienia tuz przed zabiegiem uzywajac golarek unikajac
uszkodzenia naskérka [23, 32].
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4. Odkazanie skory rak

Zmniejszenie ilo$ci bakterii na rekach wplywa zna-
czaco na ilos¢ ZMO. 2-3 minutowe szorowanie rak
z zastosowaniem chlorheksydyny znaczaco wplywa na
redukgcje ilo$ci szczepdw skornych. Najlepsze rezultaty
otrzymuje sie stosujac antyseptyki na bazie jodyny lub
chlorheksydyny [32].

5. Samoprzylepne folie

Nie udowodniono w sposéb jednoznaczny, ze stoso-
wanie samoprzylepnych folii wptywa na zmniejszenie
ilosci przypadkéw ZMO. Przy prawidlowym przykle-
jeniu odpowiedniej folii (z dodatkiem bakteriostaty-
kéw) unikajac unoszenia sie jej brzegéw w poblizu rany
- zakazenie rany szczepami skornymi wydaje si¢ by¢
niemozliwe. Wyroby cyjanoakrylowe obecnie niosg
nadzieje na przelom w tej materii jednak wymagane sa
dodatkowe badania [23, 32].

6. Zastosowanie szwow przeciwbakteryjnych

Plecione szwy powoduja 10 000 wzrost ilosci bakterii
niezbednych do powstania zakazenia w ranie. Mono-
filamenty wykazujg zdolno$¢ do mniejszej adhezji
bakterii oraz redukujg ich liczb¢ w ranie. Szew ciagly
niesie ze soba mniejsze prawdopodobienstwo wystapie-
nia infekcji w ranie niz szwy pojedyncze — prawdopo-
dobnie z powodu mniejszej ilosci martwiczych tkanek.
Nasaczenie szwow $rodkami antybakteryjnymi moze
wplyngé korzystnie na proces gojenia sie jej, jednak
wymagane s3 dodatkowe badania w tym zakresie [8].

7. Drenaz

Drenaz zalozony przez rang¢ operacyjna zwigksza
prawdopodobienstwo ZMO. Zamkniety drenaz usu-
wajacy plyny z okolicy rany sam w sobie nie zmniejsza
prawdopodobienstwa wystapienia ZMO [32].

Aby zapobiega¢ rozwojowi zakazen bakteryjnych
powszechne jest profilaktyczne podawanie antybioty-
kow. Lekiem podawanym z wyboru u pacjentéw bez
wysokiego ryzyka infekcji jest antybiotyk b-laktamowy.
Wykazano, ze szczegélnie skuteczne jest podawanie
cafazoliny [5]. U pacjentéw ze zwigkszonym ryzykiem
tj. u ktérych wystapita kolonizacja S. aureus, z duzym
ryzykiem kolonizacji (leczeni innymi antybiotykami,
przeniesieni z innych szpitali, hospitalizowani > 3 dni),
z wszczepionymi sztucznymi zastawkami lub przeszcze-
pami naczyniowymi lub gdy w srodowisku szpitalnym
obecne s3 MRSA pomocniczo podaje si¢ wankomy-
cyne. Rutynowo przed zabiegiem kardiochirurgicz-
nym stosowana jest mupirocyna celem dekontaminacji
nosa. Zaleca si¢ jg u wszystkich pacjentéw u ktérych
nie ma udokumentowanego ujemnego testu na kolo-
nizacje S. aureus. W wielu publikacjach udowodniono
bowiem, ze rozwoj zakazen miejsca operowanego ma
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zwigzek z nosicielstwem S. aureus. Minimalizowanie
ryzyka infekeji jest bardzo wazne, dlatego kladzie si¢
nacisk na przeprowadzanie zabiegu ze szczegélng dba-
toscig o szczegdly. Sternotomie powinno si¢ wykonywac
w linii posrodkowej, wazne jest rowniez aby unikac uzy-
cia obu tetnic piersiowych wewnetrznych u pacjentéw
z podwyzszonym ryzykiem SSIs. Zamkniecie sternoto-
mii powinno sie¢ wykonywa¢ przy uzyciu 8 zwyklych
pojedynczych lub podwdjnych stalowych drutdéw,
zeszycie powiezi, tkanki podskdrnej, skéry wykonujac
dwa rzedy szwow oraz sternotomia - przy uzyciu trzech
rzedow szwow, stosowanie szwow antybakteryjnych,
a w fazie koncowej oczyszczenie zeszytej skory. Wazne
jest aby w miare mozliwo$ci minimalizowaé czas trwa-
nia zabiegu, szczegdlnie wtedy gdy stosuje si¢ krazenie
pozaustrojowe. Odpowiednia higiena rany pooperacyj-
nej stanowi takze istotny problem. Powinno si¢ dbaé
o systematyczng zmiane opatrunkow (pierwsza zmiana
w 2 dniu po zabiegu) oraz stosowanie osobnych opa-
trunkéw na rane¢ pooperacyjng i wokot drenow. Czas
gojenia rany powinien by¢ objety szczegdlnym nadzo-
rem przede wszystkim we wczesnym okresie po zabiegu.
Wykazano bowiem, Ze §cisla kontrola procesu gojenia
rany pooperacyjnej wigzala si¢ ze znacznym zmniejsze-
niem liczby zakazen w tym miejscu [1].

7. Podsumowanie

Biorac pod uwage czesto$¢ zakazen miejsca opero-
wanego oraz powazne skutki zdrowotne pacjentow pro-
wadzi si¢ ocene ryzyka zakazenia rozpatrujac gléwnie
czynniki modyfikowalne. Ryzyko zakazenia wiaze sie ze
stanem klinicznym pacjenta, warunkami srodowisko-
wymi a przede wszystkim istotne jest zrodlo zakazenia.
Jak wykazano, czeste zrédlo zakazenia stanowi flora
tizjologiczna pacjenta. Bakterie jelitowe w przypadku
operacji na jamie brzusznej oraz flora skéry w przy-
padku operacji kardiologicznych. Dziatania zmierza-
jace do zmniejszenia ryzyka zakazenia flora endogenng
obejmuja skrocenie pobytu pacjenta w szpitalu, profi-
laktyczna eradykacja MRSA z blony sluzowej przed-
sionkow nosa, szereg zabiegdw higienicznych przed
operacja, odpowiednia profilaktyka okolooperacyjna
i wlasciwa pielegnacja rany.
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Table I
Expression of secreted aspartyl proteinases in artificial models
Secreted
; e Refer-
Model Infection aspartyl Assay Main findings ences
proteinases
Human | Buccal mucosa | Sap Immuno-SEM and Western |Proteinase antigens detected on the surface of adherent | [13]
blot with antibody- blastoconidia and hyphae
-peroxidase conjugated
RHE Oral infections | Sap1-3 and | Immunoelectron microscopy |Large amounts of Sap1-3 antigens were found within | [86]
Sap4-6; with polyclonal rabbit yeast and hyphal cell wall; lower quantities of Sap4-6
SAP1-3 and | antibodies; RT-PCR; were detected in hyphal cells; upregulation of SAP8
SAP4-6; light microscopy and SAP2 was observed in null mutants Asap1,
Asap1/3; Sap1-3 but not Sap4-6 contribute to tissue
damage of oral candidiasis
RHE Cutaneous Sapl-3 and |Immunoelectron microscopy | Predominant expression of Sap1-3 within the cell wall | [88]
candidiasis Sap4-6; with polyclonal antibodies; | of yeast; SAP1 and SAP2 detected during initial
SAP1-3 or |RT-PCR;light microscopy  |invasion of epidermal infection; yeast to hyphal
SAP4-6 transition accompanied by SAP6 expression during
penetration of stratum granulosum, the corneal layer
was accompanied by SAP8
RHE Vaginal Sap1-10; Immunoelectron microscopy | Immune reactivity to Sapl and Sap3 was detected in [91]
candidiasis SAP1-10 with polyclonal rabbit the cell wall, Sap4 to Sap6 were detected at lower
antibodies; RT-PCR; light intensity; expression of SAP3 is not essential for tissue
microscopy; LDH activity damage of vaginal epithelia; crucial role of Sap1 and
Sap2 in vaginal infections
RHE Human oral | SAP1-3 RT-PCR, light microscopy; |SAPS5 was significantly upregulated as infection [77]
and vaginal and SAP4-6 | LDH activity progressed in RHE models; SAP9 was the most
candidiasis highly expressed
RHE Human oral | SAP1-3 Southern hybridization, light | Only SAP5 was detectably activated in this in vitro [67]
and vaginal and SAP4-6 | microscopy, LDH activity model
candidiasis
Caco2 |Humanoral |Sapl-3 Immunofluorescence, light  [Sap1-6 support invasion of C. albicans into oral and [40]
and and intestinal | Sap4-6 and scanning electron intestinal epithelial cells
TR-146 | candidiasis microscopy, LDH activity
THP-1 |Human Sap9-10 Western blot, fluorescence | Sap9 and Sap10 have no major impact on the phagocy-| [94]
epithelium microscopy tosis and killing of C. albicans by human macrophages;
Sap9 and Sap10 influence distinct cell wall functions
by proteolytic cleavage of cell wall proteins




