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1.  Wstęp

Choroby wirusowe od wieków stanowią duże wyzwa-
nie dla ludzi i zwierząt oraz rozwijającej się medycyny. 
Wiele czynników je wywołujących, jak np. wirus grypy 
typu  A (influenza virus A, H5N1), ludzki wirus nie-
doboru odporności (human immunodeficiency virus, 
HIV), wirus brodawczaka ludzkiego (human papillo-
mavirus, HPV), jest przedmiotem projektów badaw-
czych Światowej Organizacji Zdrowia (World Health 
Organization, WHO), prowadzonych w różnych krajach 
oraz obiektem szczególnie zintensyfikowanych badań 
nad szczepionkami. W związku ze zmiennością anty-
genową patogenów takich jak HIV, trwa nieustanny 
„wyścig zbrojeń” pomiędzy naukowcami a wirusami, 
z których liczne wciąż stanowią poważne zagrożenie dla 
zdrowia ludzkości. Ponadto, wykształcone w toku ewo-
lucji przystosowania, polegające na modulacji mecha-
nizmów odpowiedzi immunologicznej, umożliwiają 

wirusom przetrwanie i efektywną replikację w komór- 
kach gospodarza.

Pokswirusy, ludzkie i zwierzęce dsDNA wirusy 
o dużym genomie (130–360 kpz), zawierającym zwykle 
ponad 150 genów, stanowią grupę patogenów zdolnych 
do efektywnej immunomodulacji. Ich cykl replikacyjny 
przebiega wyłącznie w cytoplazmie zakażonych komó-
rek, co wyróżnia je spośród innych dsDNA wirusów 
[52]. Patogeny te należą do rodziny Poxviridae, obej-
mującej dwie podrodziny: Chordopoxvirinae, wirusy 
kręgowców i Entomopoxvirinae, wirusy owadów oraz 
niesklasyfikowane dotąd trzy gatunki wirusów. Do 
podrodziny Chordopoxvirinae zalicza się osiem rodza-
jów: 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 bydła (cowpox virus, CPXV), ospy 
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małp (monkeypox virus, MPXV) i inne [68]. VARV, 
jeden z najbardziej znanych i groźnych wirusów, został 
pokonany dzięki kampanii masowych szczepień, prze-
prowadzonej w latach 1967–1977 przez WHO, która 
w 1980 roku ogłosiła raport o wyeliminowaniu zachoro-
wań na ospę prawdziwą [94]. Pomimo tego osiągnięcia, 
wciąż istnieje prawdopodobieństwo ponownego poja-
wienia się ospy ludzkiej, ponieważ nie można wyklu-
czyć istnienia rezerwuaru VARV w przyrodzie. Wirus 
ten przechowywany jest obecnie w dwóch laboratoriach 
znajdujących się w USA (US CDC&P, Atlanta) oraz 
w Rosji (Instytut Wirusologii, Moskwa), a możliwość 
jego użycia w celu ataku bioterrorystycznego potwierdza 
zasadność badań modelowych i innych prowadzących 
do opracowania nowoczesnych, wydajnych prepara-
tów profilaktycznych (np. szczepionek) i  leczniczych 
przeciwko ospie prawdziwej [9, 64]. Warto również 
zaznaczyć, iż obecnie ortopokswirusy stanowią zagro-
żenie zarówno dla zwierząt laboratoryjnych (ECTV), 
jak i hodowlanych czy dziko żyjących oraz są źródłem 
chorób odzwierzęcych (VACV, CPXV, MPXV). VARV 
i ECTV wykazują specyficzność w stosunku do jednego 
gospodarza (odpowiednio: człowiek i mysz), zaś CPXV 
jest patogenem endemicznym występującym u szczurów 
i powodującym zakażenia u bydła oraz u ludzi [33].

Zakażenia ortopokswirusowe mogą przybierać for
mę uogólnioną (ospa myszy), bądź miejscową (ospa 
bydła) lub obydwie z wymienionych (ospa prawdziwa) 
i  powodują wystąpienie zmian skórnych w  postaci 
wysypki, a  uogólniona infekcja może prowadzić do 
śmierci [55]. Do badań nad patogenezą ospy prawdzi-
wej wykorzystuje się VACV, CPXV i ECTV, który jest 
naturalnym patogenem genetycznie wrażliwych szcze-
pów myszy [33], używanej jako organizm modelowy do 
takich doświadczeń.

Niniejsza praca przedstawia różnorodność wykształ-
conych przez ortopokswirusy mechanizmów immuno-
modulacyjnych, w wyniku których dochodzi do zmian 
w  aktywacji jądrowego czynnika transkrypcyjnego 
NF-κB (nuclear factor κB). Białko to pełni liczne funk-
cje w komórce i może być uznane za cel terapeutyczny 
w leczeniu chorób wirusowych.

2. S trategie immunomodulacyjne pokswirusów

Pokswirusy kodują liczne białka, które umożliwiły 
tym patogenom uniezależnienie się od maszynerii trans-
krypcyjnej gospodarza, a także, zakłócanie ekspresji 
genów zakażonych komórek, bez zaburzania ekspre-
sji ich własnych genów [60, 62]. W procesie replikacji 
genomu pokswirusów biorą udział produkty wysoce 
konserwatywnych genów, występujących w centralnej 
jego części, z której region o długości 100 kpz charak-
teryzuje ponad 90% podobieństwo wśród wirusów 

z rodzaju Orthopoxvirus [30, 40]. Badania nad VACV 
wykazały, iż około 25% z 200 otwartych ramek odczytu 
(open reading frames, ORFs) nie jest koniecznych do 
replikacji tego wirusa in vitro, co więcej, wiele z nich 
koduje białka, które służą modyfikacji odpowiedzi 
immunologicznej gospodarza podczas cyklu replika-
cyjnego VACV. Większość genów, kodujących takie 
modyfikatory, obecna jest w rejonach terminalnych 
genomu i charakteryzuje się dużą zmiennością w obrę-
bie rodziny Poxviridae, a wystąpienie nawet kilku zmian 
w sekwencji aminokwasowej izologów białek należących 
do różnych pokswirusów wiąże się ze zmianą ich spe-
cyficzności. Białka te to modyfikatory mechanizmów 
odpornościowych gospodarza (host-response modi-
fiers, HRMs), uznawane za niezbędne do utrzymania 
się wirusa w środowisku, ponieważ wpływają na procesy 
przeciwdziałające jego replikacji i rozprzestrzenianiu się 
w zakażonym organizmie. Zadaniem HRMs jest bowiem 
modyfikacja mechanizmów odpowiedzi na zakażenie, 
procesów syntezy makromolekuł w komórce gospoda-
rza, a także apoptozy [21].

Immunomodulatory pokswirusowe służą „ukrywa-
niu się” wirusa w komórce, jego transdukcji oraz mimi-
krze wirusowej [47]. Do takich modyfikatorów należy 
m.in. białko wczesne M153R, które zostało odkryte 
u  należącego do rodzaju Leporipoxvirus wirusa myk-
somatozy (myxoma virus, MYXV). Występuje ono 
w  retikulum endoplazmatycznym (endoplasmic reti-
culum, ER) i przeznacza do degradacji w lizosomach 
białka głównego układu zgodności tkankowej klasy  I 
(major histocompatibility complex class I, MHC-I) 
związane z β2-mikroglobuliną. Występując w roli ligazy 
ubikwityny, M153R przyczynia się również do lizoso-
malnej degradacji CD4 [41, 56]. Takie przystosowania 
służą unikaniu odpowiedzi ze strony mechanizmów 
wrodzonych, a  także komórkowych mechanizmów 
obrony przeciwwirusowej, w której uczestniczą komórki 
„naturalni zabójcy” (natural killers, NK) i limfocyty T 
cytotoksyczne (cytotoxic T lymphocytes, CTL). Istot-
nym elementem tej obrony jest apoptoza zakażonych 
komórek, która podlega skutecznej modulacji przez 
pokswirusowe białka, takie jak MC159 wirusa mię-
czaka zakaźnego (molluscum contagiosum virus, 
MCV) z  rodzaju Molluscipoxvirus. MC159 zawiera 
dwie domeny efektorowe śmierci (death effector doma-
ins, DEDs), które zapobiegają apoptozie indukowanej 
przez tzw. receptory śmierci [7]. Inne białko, p28 ECTV, 
w  wyniku interakcji z kaspazą 3, blokuje apoptozę 
komórek indukowaną przez UV [14]. Do inhibitorów 
apoptozy należą również wewnątrzkomórkowe serpiny 
jak, na przykład, białko modyfikujące odpowiedź cyto-
kinową CrmA (cytokine response modifier A) CPXV, 
które hamuje zarówno wewnętrzny, jak i  zewnętrzny 
szlak apoptotyczny [71]. Białka CrmA i CrmD blokują 
apoptozę dzięki odpowiednio: inhibicji kaspaz: 1 oraz 
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8 i poprzez wiązanie czynnika martwicy nowotworu α 
(tumor necrosis factor-α, TNF-α) [53, 92]. Wiązanie 
TNF-α, a  także innych molekuł gospodarza, umożli-
wiają, służące mimikrze wirusowej, modulatory zwane 
wiroreceptorami i wirokinami. Modyfikatory te ingerują 
w szlaki zewnątrzkomórkowe, służące regulacji wczesnej 
odpowiedzi przeciwzapalnej na poziomie dopełniacza, 
interferonów (interferon, IFN), cytokin prozapalnych, 
chemokin i czynników wzrostu [47]. Do takich immu-
nomodulatorów zalicza się, między innymi, wirusowy 
receptor interleukiny 1β (viral IL-1β receptor, vIL1βR), 
cytokiny odpowiadającej za zapoczątkowanie procesu 
zapalnego podczas zakażenia i indukującej aktywność 
wielu innych cytokin o rozmaitych funkcjach. vIL1βR 
wykazuje podobieństwo sekwencji do zewnątrzkomór-
kowej domeny receptora IL-1β typu II i zapobiega wią-
zaniu z nim tej cytokiny. Wiroreceptor ten występuje 
u VACV, ECTV i CPXV, jakkolwiek różnice w sekwencji 
aminokwasowej białek kodowanych przez te patogeny 
mają wpływ na różną zdolność wiązania przez nie IL-1β. 
Stwierdzono bowiem, iż zdolność ta jest słabsza w przy-
padku białka kodowanego przez ECTV [21]. Innym, 
znanym wiroreceptorem jest wirusowy receptor TNF 
(viral TNF receptor, vTNFR), wiążący TNF-α, cytokinę 
zaangażowaną w odpowiedź przeciwwirusową. vTNFR 
występuje pod postacią różnych białek kodowanych 
przez geny Crm CPXV, a ich ortologi obecne są w geno-
mach VARV, ECTV i innych ortopokswirusów.

Do białek kodowanych przez tę grupę patogenów 
należą także wirokiny, do których zalicza się białka 
wiążące IL-18 (IL-18 binding proteins, IL-18BPs). IL-18 
jest cytokiną prozapalną, indukującą IFN-γ oraz inne 
cytokiny i chemokiny, a także aktywującą komórki NK. 
IL-18BPs stanowią rodzinę białek pokswirusowych 
(występują, między innymi, u VACV, ECTV, MCV), 
wykazujących duże podobieństwo sekwencji i sposobu 
wiązania tej cytokiny, lecz niehomologicznych w  sto-
sunku do komórkowego receptora IL-18 [1, 31]. Innym 
białkiem o  podobnych właściwościach, wykazującym 
wysoką konserwatywność w obrębie ortopokswirusów 
(w przypadku ECTV jedynie szczep Mill Hill nie wytwa-
rza tego białka), jest rozpuszczalny inhibitor chemokin 
typu CC, wirusowe białko wiążące chemokiny typu CC 
(viral CC chemokine-binding protein, vCC-CKBP) [83]. 
Ponadto, ortopokswirusy kodują homologi receptora 
komórkowego IFN-γ (viral IFN-γ receptor, vIFN-γR), 
dzięki którym hamują działanie tej cytokiny [84].

Przedstawiony powyżej repertuar pokswirusowych 
immunomodulatorów daje obraz wykształconych przez 
te patogeny w toku ewolucji doskonałych przystosowań, 
które świadczą o ich wyjątkowych zdolnościach adapta-
cyjnych. Ze względu na centralną rolę czynnika trans-
krypcyjnego NF-κB w regulacji procesów związanych 
ze szlakami komórkowymi, obejmującymi aktywację 
wyżej wymienionych molekuł, jak również z wrodzo-

nymi i  nabytymi mechanizmami odpowiedzi immu-
nologicznej, jest on celem wirusowych mechanizmów 
immunomodulacyjnych, działających na różnych eta-
pach jego aktywacji.

3.	Rodzina czynników transkrypcyjnych NF-кB
	 jako cel komórkowy immunomodulacji wirusowej

Ekspresja genów w komórkach eukariotycznych 
podlega ścisłej regulacji, która odbywa się głównie na 
etapie transkrypcji. Przebieg tego procesu uzależniony 
jest zaś od aktywności białek regulatorowych, zwanych 
czynnikami transkrypcyjnymi, spośród których NF-κB 
jest niezwykle popularnym obiektem badań. Wynika to 
z pełnionych przez to białko licznych funkcji, do których 
należy, między innymi, regulacja cyklu komórkowego, 
udział w procesie apoptozy, czy indukcja wrodzonych 
i nabytych mechanizmów odpowiedzi immunologicznej 
podczas zakażeń bakteryjnych i wirusowych. W związku 
z rolą, jaką NF-κB pełni podczas zakażeń wirusowych, 
zmiany aktywności tego czynnika powodowane przez 
niektóre wirusy przyczyniają się do skutecznej replikacji 
i rozprzestrzeniania się tych patogenów w zakażonym 
organizmie [44].

Odkrycie w 1986 r. NF-κB, jądrowego czynnika 
wiążącego sekwencję wzmacniającą genu łańcucha lek-
kiego κ immunoglobulin [78] w limfocytach B myszy, 
zapoczątkowało liczne badania nad udziałem tego białka 
w różnych procesach, w tym w odpowiedzi immuno-
logicznej. Czynnik transkrypcyjny NF-κB, zidenty-
fikowany również u Drosophila melanogaster, wystę-
puje u  kręgowców jako konserwatywny ewolucyjnie 
element [39]. Białka z rodziny NF-κB, zwanej również 
Rel, ze względu na ich homologię z wirusową onkopro-
teiną v-Rel, charakteryzuje obecność N-terminalnej 
domeny homologicznej Rel (Rel homology domain, 
RHD), która uczestniczy w wiązaniu tych czynników 
z DNA, ich dimeryzacji, translokacji do jądra komór-
kowego oraz w  interakcji NF-κB z białkami inhibito- 
rowymi [37, 69].

Rodzina czynników transkrypcyjnych NF-κB obej-
muje pięć ssaczych białek: RelA (p65), RelB, c-Rel, 
NF-κB1 (p50) i NF-κB2 (p52), z których dwa ostat-
nie powstają w wyniku modyfikacji potranslacyjnych 
prekursora (odpowiednio: p105 i p100). Wykazano 
obecność NF-κB w niemal wszystkich typach ssa-
czych komórek, w  których występuje on w postaci 
homo- i  heterodimerów. Białka należące do rodziny 
NF-κB pełnią rolę zarówno aktywatorów transkryp-
cji, jak i  represorów tego procesu (homodimery p50/
p50 lub p52/p52). Induktorem transkrypcji genów jest 
C-terminalna domena transaktywującą (transactivation 
domain, TAD) obecna w cząsteczkach trzech białek tej 
rodziny: p65, RelB i c-Rel. Białko p65 zawiera dwie takie 
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domeny, dlatego jest ono najsilniejszym aktywatorem 
tego procesu [76].

NF-κB należy do grupy czynników transkrypcyjnych 
zwanych utajonymi czynnikami cytoplazmatycznymi, 
które występują w formie nieaktywnej w cytoplazmie 
komórki. Ich aktywacja następuje w wyniku wysoce spe-
cyficznej reakcji typu polipeptyd-receptor, polegającej 
na związaniu białkowej molekuły sygnałowej z recep-
torem powierzchniowym komórki i uruchomieniu 
kaskady sygnałów wewnątrz komórki [15]. W wyniku 
takich oddziaływań dochodzi do transkrypcji genów 
kodujących cytokiny, cząsteczki adhezyjne, enzymy, czy 
receptory komórkowe, które biorą udział w różnych pro-
cesach, w tym obronnych i związanych z zapaleniem [6]. 
Określeniu roli poszczególnych białek z rodziny NF-κB 
posłużyły zwierzęta transgeniczne. Myszy z nokautem 
genu kodującego podjednostkę p65 wykazywały letalny 
fenotyp embrionalny wraz z rozległą apoptozą komórek 

wątroby [8]. Uszkodzenie genu relB powodowało z kolei 
atrofię grasicy, a c-rel – zmniejszenie produkcji cytokin 
przez limfocyty T i makrofagi, zaś nokaut genów nfkb1 
i nfkb2 skutkował upośledzoną reakcją ze strony limfo-
cytów B [20].

Klasyczna droga aktywacji NF-κB (Rys. 1) induko-
wana jest przez cytokiny prozapalne (IL-1β, TNF-α), 
receptory Toll-podobne (Toll-like receptors, TLRs) 
bądź wirusy i stanowi kluczowy element wrodzonych 
mechanizmów odpowiedzi immunologicznej [25, 51]. 
W przebiegu klasycznej aktywacji NF-κB, występującego 
w komórkach najczęściej w postaci heterodimeru p65/
p50, dochodzi do fosforylacji reszt serynowych (Ser32 
i Ser36) inhibitora κBα (inhibitor κBα, IκBα), i, w kon-
sekwencji, odblokowania sekwencji sygnałowej NF-κB, 
zwanej sygnałem lokalizacji jądrowej (nuclear locali-
zation signal, NLS), która osłaniana jest przez bogatą 
w prolinę, kwas glutaminowy, serynę i treoninę (proline, 

Rys. 1. Klasyczna droga aktywacji NF-κB
Oddziaływanie czynników, takich jak cytokiny prozapalne (IL-1β, TNF-α) czy molekularne wzorce patogenności (PAMPs) z receptorami na powierzchni 
komórki prowadzi do aktywacji kinazy IκB (IKK), złożonej z podjednostek IKKα, IKKβ i IKKγ. Aktywna kinaza IKK fosforyluje inhibitor IκBα, który ulega 
następnie ubikwitynacji i degradacji w proteasomie. Uwolniony czynnik NF-κB w postaci heterodimeru p65/p50 przemieszcza się do jądra komórkowego, 

gdzie reguluje transkrypcję odpowiednich genów.
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glutamic acid, serine, and threonine, PEST) C-końcową 
domenę inhibitora. Dzięki temu dochodzi do transloka-
cji NF-κB do jądra komórkowego i degradacji ufosfo-
rylowanego i ubikwitynowanego białka IκBα w protea
somie [10, 69]. Centralnym regulatorem tego procesu 
jest kompleks kinazy IκB (IκB kinase, IKK), który bierze 
udział w fosforylacji inhibitora. Aktywność IκBα, z kolei, 
podlega regulacji w ten sposób, iż gen kodujący IκBα 
znajduje się pod kontrolą NF-κB, w  związku z czym 
zwiększona aktywność inhibitora pomaga w  indukcji 
sekwestracji NF-κB w cytoplazmie [46, 73].

NF-κB może być również aktywowany na drodze 
alternatywnej lub indukowanej uszkodzeniami DNA. 
Pierwsza z nich stymulowana jest m. in. receptor lim-
fotoksyny β (lymphotoxin β receptor, LTβR), receptor 
czynnika aktywującego limfocyty B (B cell activating 
factor receptor, BAFFR), czy CD40 i obejmuje aktywa-
cję IKKα i kinazy aktywującej NF-кB (NF-кB-inducing 
kinase, NIK) oraz częściową degradację prekursora pod-
jednostki p52, p100. Taki sposób aktywacji NF-κB jest 
konieczny dla rozwoju i aktywacji limfocytów. Ponadto, 
ścieżkę tę mogą indukować niektóre wirusy, takie jak 
ludzki wirus białaczki T-limfocytarnej typu 1 (HTLV-1). 
Trzecią drogę aktywacji NF-κB, nie obejmującą aktywa-
cji IKK, stymulują czynniki uszkadzające DNA, takie jak 
związki chemiczne czy UV [25, 27].

Czynnik NF-кB aktywowany jest, jak już wspo-
mniano, podczas zakażeń wirusowych. Co więcej, pato-
geny te, jak np. HIV typu 1 (HIV-1), HTLV-1, wirus 
zapalenia wątroby typu B (HBV), wirus zapalenia 
wątroby typu C (HCV), wirus grypy czy adenowirusy, 
wykazują zdolność do interakcji ze szlakami aktywacji 
NF-кB, co pozwala uniknąć mechanizmów efektoro-
wych gospodarza. Dodatkowo, w genomie niektórych 
wirusów, jak HIV, wirus opryszczki pospolitej (HHV-1/
HSV-1), adenowirusy, cytomegalowirus (CMV), wystę-
pują miejsca wiązania tego czynnika transkrypcyjnego, 
zwane miejscami кB [66], które mogą przyczyniać się 
do zwiększenia efektywności transkrypcji wirusa. Takie 
przystosowania pozwalają na ucieczkę przed mechaniz
mami efektorowymi zakażonego gospodarza i  stwo-
rzenie warunków sprzyjających skutecznej replikacji 
genomu wirusowego.

Pokswirusy stanowią grupę patogenów zdolnych do 
modulacji ścieżek sygnałowych komórki gospodarza 
w sposób umożliwiający efektywną ich replikację. NF-кB 
jest szczególnym celem takiej modulacji, ponieważ eks-
presja pokswirusowych genów zachodzi w cytoplazmie 
zakażonej komórki, gdzie czynnik ten ulega aktywa- 
cji. Pokswirusowe białka immunomodulatorowe można 
zaklasyfikować do kilku grup, które obejmują: inhibi-
tory ligandów, wewnątrzkomórkowe inhibitory NF-κB, 
inhibitory NF-κB zawierające powtórzenia ankirynowe 
(ankyrin repeats, ANK) oraz inhibitory NF-κB zawiera-
jące domenę PYRIN (PYRIN domain, PYD) [60].

4. I nterakcje wirusa krowianki (VACV) z NF-кB

Wirus krowianki, VACV, prototypowy patogen o nie-
wyjaśnionym dotąd pochodzeniu, który posłużył do 
produkcji szczepionki przeciwko ospie prawdziwej, jest 
popularnym modelem do badań nad patogenezą orto-
pokswirusów. W przyrodzie istnieje kilka jego warian-
tów, które mogą być również chorobotwórcze dla czło-
wieka. Należy do nich, uważany za podgatunek VACV, 
wirus ospy bawołów. Jest on rozpowszechniony na całym 
świecie i występuje u ludzi, bydła, bawołów i królików, 
a jego rezerwuarem są głównie gryzonie [29]. VACV 
przenosi się ze zwierząt na człowieka podczas dojenia, 
a uszkodzenia skóry strzyków sprzyjają jego transmisji 
przez dojarzy na inne zwierzęta. Zoonotyczne szczepy 
VACV, występujące np. w Brazylii, powodują u bydła 
i ludzi objawy grypopodobne, a także wystąpienie krost 
i owrzodzeń oraz powiększenie węzłów chłonnych i po 
kilku tygodniach pozostawiają charakterystyczne blizny 
[81]. Ponadto, stwierdzono przypadki zakażeń VACV 
u ludzi pracujących w laboratoriach badawczych [17]. 
Poza zagrożeniem dla zdrowia publicznego, VACV sta-
nowi źródło strat ekonomicznych. Z drugiej strony jed-
nak, wirus ten jest obecnie bardzo użyteczny, ponieważ 
wykorzystuje się go jako wektor do konstrukcji szczepio-
nek, na przykład, przeciwko wściekliźnie, a także jako 
nośnik dużych sekwencji DNA, które nie pozbawiają 
go zdolności do replikacji [88], co czyni VACV dobrym 
narzędziem inżynierii genetycznej.

VACV oraz inne ortopokswirusy są obiektem licz-
nych badań, zmierzających, między innymi, do opraco-
wania szczepionki przeciwko ospie prawdziwej – cho-
roby, która wciąż stanowi zagrożenie dla ludzkości. Jak 
już wspomniano, konserwatywne białka kodowane 
przez te patogeny wykazują zdolność do modulacji ście-
żek sygnałowych związanych z, między innymi, aktywa-
cją czynnika transkrypcyjnego NF-κB (Tab. I).

W genomie VACV stwierdzono obecność genów 
kodujących inhibitory ligandów, takie jak wirusowe 
receptory TNF i IL-1β, a także IL-18BP i wykazano, iż 
delecja genu VACV szczepu Western Reserve (VACV 
strain Western Reserve, VACV-WR), kodującego IL-18BP 
powoduje atenuację tego wirusa [2, 79, 85, 90]. Immu-
nomodulatorowe białka VACV to także wewnątrzko-
mórkowe inhibitory NF-кB, które mogą mieć wpływ na 
mechanizmy wrodzone odpowiedzi immunologicznej, 
przebiegające z udziałem TLRs. Receptory te rozpoznają 
tzw. molekularne wzorce patogenności (pathogen-asso-
ciated molecular patterns, PAMPs), do których należą, 
na przykład, lipopolisacharydy (lipopolysaccharides, 
LPS) bakterii Gram-ujemnych, kwas lipotejchojowy, 
białka drożdży, czy kwas nukleinowy wirusów (jedno- 
lub dwuniciowy RNA) [58]. Zakłócanie przekazywania 
sygnałów przez TLRs, i, w konsekwencji, interferencja 
z aktywacją NF-кB zachodzi przy udziale białek VACV, 
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A46R i A52R. A46R, dzięki podobieństwu sekwen-
cji aminokwasowej tego białka do cytoplazmatycznej 
domeny receptora Toll/IL-1 (Toll/IL-1 receptor, TIR), 
działa jako antagonista przekazywania sygnałów przez 
IL-1 i TLRs, przy czym ma ono zdolność do częściowej 
inhibicji aktywacji NF-кB przez IL-1. A52R zaś, efek-
tywnie blokuje aktywację NF-кB indukowaną przez 
IL-1 oraz TLR4. Odkrycie takich oddziaływań dało 
możliwość lepszego poznania zależnych od domeny 
TIR ścieżek sygnałowych, aktywowanych podczas zra-
nień i zakażeń (zwłaszcza wirusowych) i związanych 
z  nimi mechanizmów ucieczki przed odpowiedzią 
immunologiczną gospodarza [13]. Dalsze badania nad 
oddziaływaniem wirusowych białek z TLRs pokazały, iż 
A52R jest wewnątrzkomórkowym inhibitorem sygnałów 
przekazywanych przez różne rodzaje tych receptorów 
i, w konsekwencji, czynnikiem blokującym aktywację 
NF-кB. Szczególnym celem takiej immunomodulacji 
jest TLR3, który, jako receptor wirusowego RNA, jest 
istotnym elementem odpowiedzi wrodzonej podczas 
zakażeń spowodowanych tymi patogenami [58]. Wyka-
zano również, iż zarówno A52R, A46R, jak i inne białka 
VACV: N1L oraz K1L, wykazują zdolność do hamo-
wania w pierwotnych komórkach mikrogleju szlaków 
sygnałowych zależnych od TLRs. Jest to istotne odkrycie 
ze względu na ważną rolę komórek mikrogleju w ośrod-
kowym układzie nerwowym (OUN), gdzie indukują one 
wrodzone mechanizmy odpowiedzi immunologicznej, 
skierowanej przeciwko patogenom [70].

Kluczowym regulatorem wrodzonej odpowiedzi 
immunologicznej podczas zakażeń wirusowych jest 
podjednostka IKKβ kinazy IKK [24]. IKK jest zatem 
doskonałym celem dla patogenów, takich jak pokswi-
rusy, które oddziałują z IKK za pomocą konserwatyw-
nego w obrębie rodziny Poxviridae białka B14 [22]. Ten 
wewnątrzkomórkowy czynnik wirulencji został odkryty 
u VACV-WR, a jego ekspresja w komórkach linii HeLa 
zapobiega aktywacji NF-кB indukowanej przez TNF-α, 
IL-1β, kwas poli I:C oraz 12-mirystynian, 13-octan for-
bolu (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA). Dowie-
dziono również, iż zakażenie mutantem VACV z delecją 

genu B14R (vΔB14) skutkuje wyższym poziomem ufos-
forylowanego białka inhibitorowego IкBα w komórce, 
przy porównywalnym poziomie IкBα w  stosunku do 
komórek zakażonych wirusem wykazującym ekspresję 
tego genu. Na tej podstawie stwierdzono, iż B14 oddzia-
łuje na aktywność IKK i dowiedziono istnienie takiego 
oddziaływania w komórkach linii MEF i HeLa. Dodat-
kowo zaobserwowano, iż obecność podjednostki IKKβ 
jest konieczna do interakcji B14 z IKK [23].

Aktywacja NF-кB może ulegać zakłóceniom rów-
nież na etapie degradacji inhibitora IкBα przez zawie-
rające powtórzenia ankirynowe białko K1L, kodowane 
przez dziki szczep VACV, zwany Ankara. Insercja, 
pochodzącego od tego szczepu i zawierającego trzy 
geny, w  tym K1L, fragmentu DNA o długości 5,2 kpz 
do DNA atenuowanego, zmodyfikowanego wirusa kro-
wianki szczep Ankara (modified vaccinia virus Ankara, 
MVA) i porównanie wpływu zakażenia takim wirusem 
i VACV-WR (dziki szczep z delecją K1L) na aktywację 
czynnika transkrypcyjnego NF-кB dała wynik pokazu-
jący, iż K1L odgrywa rolę nie tylko inhibitora NF-кB 
w komórkach linii RK13, ale również represora trans-
krypcji genu kodującego TNF, która podlega regulacji 
przez ten czynnik [80].

Pokswirusy, w tym również VACV, oddziałują także 
na aktywność kinazy białkowej R, aktywowanej przez 
dwuniciowy RNA (protein kinase R, PKR). Enzym 
ten pełni funkcję mediatora odpowiedzi antywiruso-
wej związanej z działaniem IFN oraz aktywuje NF-кB 
poprzez fosforylację IкB [50], a stymulacja dsRNA 
komórek z defektem kinazy PKR skutkuje upośledzoną 
aktywacją NF-кB. Inaktywacja ścieżki sygnałowej 
kinazy PKR może zachodzić dzięki wiązaniu dsRNA 
przez białko E3L VACV, co zapobiega aktywacji PKR 
przez dsRNA. Inne białko VACV, K3L, z kolei, unie-
możliwia wiązanie podjednostki α eukariotycznego 
czynnika inicjacji translacji 2 (α subunit of eukaryotic 
translation initiation factor-2, eIF-2α) przez kinazę PKR, 
przeciwdziałając tym samym fosforylacji eIF-2α. W ten 
sposób aktywność kinazy zostaje zniesiona, i w efekcie 
nie zachodzi indukowany przez PKR proces apoptozy, 

Inhibitory ligandów	 • wiązanie IL-1β, TNF-α, CD153 (wiroreceptory: vIL1βR, vTNFR, vCD30)
	 • wiązanie IL-18 (wirokiny: IL-18BPs)
Wewnątrzkomórkowe inhibitory NF-κB	 • zakłócanie przekazywania sygnałów przez IL-1 i TLRs (A46R, A52R, N1L)
	 • hamowanie aktywności IKK (B14)
	 • hamowanie aktywności PKR (E3L, K3L)
	 • hamowanie aktywności ERK2 (M2L)
Inhibitory NF-κB zawierające powtórzenia ankirynowe	 • zakłócanie przekazywania sygnałów przez TLRs (K1L)
	 • zapobieganie degradacji IκBα (K1L)
	 • wiązanie i hamowanie aktywacji NF-κB (ECTV-002, CPXV-006, CP77)

Tabela I
Białka immunomodulatorowe modelowych ortopokswirusów i ich oddziaływanie z NF-κB

Grupa białek Funkcja
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w którym, oprócz eIF-2α, bierze także udział NF-кB [38, 
48]. Dalsze badania dowiodły, iż PKR ulega aktywacji 
na wczesnym etapie zakażenia VACV, jeśli wirus ten 
nie wykazuje ekspresji białka K1L, które ma zdolność 
hamowania aktywacji PKR przez wczesne lub późne 
transkrypty genów VACV [93].

VACV oddziałuje na aktywację NF-кB również za 
pomocą wysoce konserwatywnego wśród ortopokswi-
rusów białka M2L, które hamuje aktywność kinazy akty-
wowanej zewnątrzkomórkowo 2 (extracellular regulated 
kinase 2, ERK2), indukującej IKK. Badania z  życiem 
komórek linii HEK 293T zakażonych rekombinowa-
nym wirusem MVA, wykazującym ekspresję tego białka, 
wykazały obniżoną fosforylację ERK2 w wymienionych 
komórkach. Ponadto, wprowadzenie do tych komórek 
konstruktu rekombinowanego wirusa MVA powodo-
wało osłabienie migracji NF-кB do jądra komórko-
wego [36]. Zaobserwowano również kolokalizację M2L 
z białkami ER i ekspresję tego białka we wczesnych sta-
diach zakażenia VACV. Kolokalizacja z białkami retiku-
lum oraz obecność sekwencji sygnalnej białka M2L są 
konieczne do inhibicji NF-кB. Dodatkowo wykazano, 
iż brak motywu c-końcowego (tzw. ER retention motif) 
M2L zapobiega hamowaniu NF-кB i nie zaburza procesu 
translokacji NF-кB do jądra komórkowego. Wyniki tych 
badań wskazują na udział białka M2L w patogenezie in 
vivo oraz na możliwość regulacji ścieżek sygnałowych 
związanych z ER podczas zakażeń innymi wirusami [43].

Najnowsze doniesienia wskazują na obecność w ge- 
nomie VACV genów kodujących niezidentyfikowane 
dotąd inhibitory NF-кB. Badania przeprowadzone nad 
mutantem tego wirusa (VV811) z delecjami wszystkich 
znanych inhibitorów aktywacji NF-кB indukowanej 
przez TNF-α (łącznie 55 ORFs) wykazały, iż w komór-
kach linii HeLa zakażonych VV811, translokacja NF-кB 
do jądra komórkowego ulega zahamowaniu po stymula-
cji TNF-α lub IL-1β. Ponadto zaobserwowano, że zaka-
żenie VV811 hamuje indukowaną TNF-α degradację 
IκBα i  doprowadza do gwałtownej akumulacji ufos-
forylowanego białka IκBα w komórkach. Stwierdzono 
również, że stabilizacja IκBα jest uwarunkowana ekspre-
sją późnego genu VACV. Wyniki tych badań świadczą 
o tym, iż NF-кB odgrywa znaczącą rolę podczas zakażeń 
wirusowych [32].

Do badań nad szczepionką przeciwko ospie praw-
dziwej i innym chorobom zakaźnym wykorzystuje się, 
wspomniany już, atenuowany i immunogenny szczep 
MVA [89]. Analiza ekspresji genów komórek linii 
HeLa zakażonych MVA wykazała zależną od replikacji 
wirusowego DNA stymulację ekspresji NF-кB, a także 
zwiększoną ekspresję białka oddziałującego z  TRAF 
(TRAF-interacting protein, TRIP), uczestniczącego 
w  przekazywaniu sygnałów związanych z  aktywacją 
NF-кB [42]. Wyniki te są zgodne z poprzednimi anali-
zami, które wykazały, iż MVA może aktywować NF-кB 

bez dodatkowej stymulacji przez czynniki środowiska 
czy też inne, dodatkowe sygnały [65]. Wykazano rów-
nież gwałtowną fosforylację ERK2 oraz następującą po 
niej aktywację NF-кB po zakażeniu komórek HEK 293T 
MVA [57]. Wyniki tych badań potwierdzają hipotezę 
mówiącą, iż wirusy są zdolne do kontrolowania akty-
wacji NF-кB oraz do wykorzystywania tego czynnika 
w celu regulacji ich cyklu życiowego. Zaobserwowano 
także, że aktywacja NF-кB w  komórkach HEK 293T 
zachodzi na wczesnym etapie replikacji MVA, przy czym 
degradacja IкBα wymaga zdarzenia zachodzącego jesz-
cze przed replikacją wirusowego DNA oraz ekspresji 
genów późnych. Ponadto dowiedziono, iż w komórkach 
linii CHO, a także HEK 293T oraz RK3 ekspresja genu 
wczesnego K1L hamuje proces wyczerpywania się puli 
IкBα po indukcji przez MVA. W komórkach linii MEF 
zaś, ilość IкBα może być redukowana w zależności od 
ekspresji PKR (zarówno mysiej jak i ludzkiej), aktywo-
wanej przez dsRNA. Zdolność MVA do generowania 
zależnej od kinazy PKR odpowiedzi immunologicznej 
na wczesnym etapie zakażenia, kiedy replikacja wirusa 
jest osłabiona, czyni go bezpiecznym i skutecznym wiru-
sem szczepionkowym [54].

5.	 Wpływ wirusa ospy myszy (ektromelii; ECTV)
	 na aktywację NF-кB

Wirus ospy myszy jest, obok VACV, wartościowym 
modelem do badań nad patogenezą ospy prawdzi-
wej. Wykorzystuje się go również do testowania leków 
i szczepionek przeciwko ortopokswirusom [16]. ECTV 
występuje w Europie u gryzoni dziko żyjących, jednak 
zakażeniu nim mogą ulegać również myszy laborato-
ryjne, ponieważ ECTV przenosi się z łatwością nie tylko 
w wyniku bezpośredniego kontaktu, ale również poprzez 
zanieczyszczoną ściółkę, dlatego zakażenia tym wiru-
sem stanowią duży problem ekonomiczny i  naukowy 
w zwierzętarniach, gdzie prowadzone są różne badania, 
ze względu na możliwość ich zafałszowania [30, 34].

Zakażenie ECTV następuje w wyniku wniknięcia 
tego wirusa przez uszkodzoną skórę, w której ulega on 
replikacji. Proces ten obejmuje następnie miejscowe 
węzły chłonne (draining lymph nodes, DLN), po czym 
wirus przedostaje się do krążenia i wówczas dochodzi 
do wiremii pierwotnej. Następnie ECTV dociera do 
narządów miąższowych: wątroby i śledziony, w których 
namnaża się i dostaje się ponownie do krwiobiegu, co 
skutkuje wiremią wtórną. Wówczas następują zmiany 
w miejscu wniknięcia wirusa – skórze, gdzie obserwuje 
się występowanie opuchlizny na skutek reakcji zapal-
nej i odpowiedzi immunologicznej [30]. Spośród kilku 
znanych szczepów tego wirusa, szczep Moscow (ECTV-
-Moscow, ECTV-MOS) jest jednym z najbardziej za- 
kaźnych [5].
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Poszczególne haplotypy myszy różnią się między 
sobą wrażliwością na zakażenie ECTV. Szczepy myszy 
genetycznie opornych (np. C57BL6 [H-2b]) na zakażenie 
ECTV zdolne są do jego kontrolowania, wskutek czego 
objawy choroby są słabo wyrażone [19]. U myszy BAL-
B/c (H-2d) zaś, wrażliwość taka jest wysoka, co skutkuje 
ich śmiercią około 7. dnia po zakażeniu (d.p.z.), które 
przybiera formę ostrą przy braku objawów klinicz-
nych. Objawy te mogą jednak wystąpić pomiędzy  10. 
a 15. d.p.z. Zmiany, które pojawiają się w przebiegu zaka-
żenia ECTV-MOS, są bardzo charakterystyczne i mają 
postać wysypki. Mogą one ulec przekształceniu w krosty, 
a te, z kolei, w owrzodzenia ospowe [63, 91]. Ponadto, 
ECTV, podobnie jak inne ortopokswirusy, może być 
czynnikiem etiologicznym zapalenia spojówek [49]. 
Niekiedy zakażenie tym wirusem prowadzi również do 
samoamputacji ogona lub odnóży wskutek nekrozy [86].

ECTV, podobnie jak inne ortopokswirusy, może 
wpływać na aktywację NF-кB. Analiza genomu tego 
wirusa wykazała, iż podobieństwo sekwencji prawego 
rejonu terminalnego genomu ECTV jest większe do 
VACV niż w stosunku do pozostałych ortopokswiru-
sów. Dodatkowo, ORFs, kodujące białka związane bez-
pośrednio z immunomodulacją, zbadane u różnych 
izolatów ECTV, są wysoce konserwatywne [72]. Białka 
immunomodulatorowe ECTV powodują wygaszanie 
miejscowej odpowiedzi wrodzonej w skórze, co służy 
zapewnieniu skutecznego zakończenia cyklu replikacyj-
nego wirusa. Do takich czynników zalicza się, wspo-
mniane już, vTNFR, vIL1βR, czy IL-18BP (p13) [12, 83].

Występujące w genomie ECTV ortologi genów 
VACV kodują białka, które wpływają na metabolizm 
komórki, w tym na aktywację NF-кB, działając jako 
m.in. inhibitory ligandów. Transdukcja sygnałów zwią-
zanych z TNF jest zakłócana przez ECTV dzięki vTNFR 
[79], zaś IL-18BP ECTV blokuje aktywację NF-кB, która 
zachodzi na skutek działania IL-18, co zostało stwier-
dzone na podstawie badań in vitro z użyciem ludzkich 
komórek linii KG-1, w  których oczyszczone białko 
IL-18BP szczepu Naval (ECTV-Naval, ECTV-NAV) 
hamowało aktywację NF-кB indukowaną przez IL-18. 
Dodatkowo, wykazano, iż IL-18BP ECTV wykazuje 
większą zdolność wiązania mysiej IL-18, w porównaniu 
z ludzką. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku 
białka CPXV, ponieważ gryzonie są naturalnymi gospo-
darzami tych patogenów [85].

Badania wykazały również obecność w genomie 
ECTV genu kodującego wewnątrzkomórkowy inhibi-
tor NF-кB, który należy do rodziny inhibitorów kinazy 
IкBα i jest odpowiednikiem cytoplazmatycznego białka 
N1L VACV, w stosunku do którego wykazuje on 93% 
podobieństwo, a jego hipotetyczną funkcją jest hamowa-
nie przekazywania sygnałów przez TLRs i TNF. Wyka-
zano także, że ECTV koduje odpowiednik cytoplazma-
tycznego białka K1L, które zapobiega degradacji IκBα, 

i którego podobieństwo do K1L VACV wynosi 97% [30].
Chordopokswirusy hamują aktywację NF-кB rów-

nież za pomocą białek zawierających powtórzenia anki-
rynowe odpowiedzialne za interakcje typu białko-białko. 
Białka te występują u ECTV, jak również u  VARV 
(białko G1R), jako wysoce konserwatywne molekuły, 
które poprzez interakcję z NF-кB1/p105 prowadzą do 
zahamowania aktywacji NF-кB w transfekowanych 
komórkach. Stwierdzono, iż odpowiednik G1R, białko 
ECTV-MOS ECTV-002, ma zdolność do inhibicji akty-
wacji NF-кB indukowanej przez TNF-α w komórkach 
linii HEK293. W komórkach linii HeLa zaś, hamuje ono 
TNF-zależną degradację NF-кB1/p105 i translokację 
podjednostki p65 do jądra komórkowego [59, 60].

6.	I nterferencja wirusa ospy bydła (CPXV)
	 z aktywacją NF-кB

Do użytecznych modeli służących do badań nad 
szczepionką przeciwospową zalicza się również wirus 
ospy bydła, CPXV. Zgodnie z rekomendacją Europejskiej 
Agencji Leków (European Medicines Agency, EMA), 
szczepionka taka powinna wykazywać skuteczność 
przeciwko dwóm, innym niż VACV, patogenom nale-
żącym do ortopokswirusów. Przed przystąpieniem do 
prób klinicznych, badania nad szczepionką przepro-
wadza się na myszach szczepu BALB/c, a jej skutecz-
ność testuje się na małpach, ponieważ do testów takich 
zaleca się użycie dwóch różnych gatunków ssaków, przy 
czym początkowa faza doświadczeń powinna być prze-
prowadzona na modelu zwierzęcia nie należącego do 
naczelnych [26]. Opracowanie skutecznej szczepionki 
przeciwospowej przysparza wiele problemów, dlatego 
opracowuje się nowe modele zakażenia, takie jak, wpro-
wadzony w ostatnich latach mysi model wewnątrzno-
sowego zakażenia CPXV (szczep Brighton). Pomimo iż 
aktualna wiedza na temat CPXV jako patogenu mode-
lowego jest, w porównaniu z VACV czy ECTV, wciąż 
niewielka, to model ten wydaje się być wartościowy. 
W  odróżnieniu od ECTV, gdzie wirus wprowadzany 
jest dostopowo, zakażenie CPXV przeprowadza się 
wewnątrznosowo, co jest równie skuteczne, jak aerozo-
lizacja. Dodatkowo, CPXV jest wysoce wirulentny dla 
myszy, a zakażenia nim spowodowane skutkują proce-
sem chorobowym, a nawet zejściem śmiertelnym u ludzi 
[35]. CPXV, patogen o jednym z największych geno-
mów w obrębie rodzaju Orthopoxvirus (~224–228 kpz), 
ma również prawdopodobnie najszerszy spośród wszyst-
kich wirusów z tej grupy zakres gospodarza i uważany 
jest, obok MPXV, za główne źródło potencjalnych zaka-
żeń ortopokswirusowych u ludzi [4, 28]. Rezerwuarem 
CPXV są niektóre gryzonie, które mogą zarażać zwie-
rzęta w zoo lub koty, przenoszące wirusa na człowieka 
[77]. Zakażenia CPXV obserwuje się także u  krów, 
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u których powoduje on powstanie owrzodzeń strzyków, 
a kontakt dojarzy z zakażonymi zwierzętami doprowa-
dza do wystąpienia zmian w postaci krost na dłoniach. 
Zakażenia CPXV u ludzi, po około 7 dniach inkubacji, 
powodują nagłe wystąpienie gorączki, bólu głowy i mięś
ni. Objawom tym towarzyszą występujące powszech-
nie na rękach i twarzy zmiany skórne, a  także lokalne 
powiększenie węzłów chłonnych. Zmiany skórne ustę-
pują w ciągu kilku tygodni, pozostawiając blizny. Jak już 
wspomniano, choroba ta może kończyć się śmiercią [88].

CPXV, podobnie jak inne ortopokswirusy, ma zdol
ność do interferencji ze szlakami metabolicznymi ko- 
mórki, które prowadzą do aktywacji czynnika trans-
krypcyjnego NF-κB. W  doświadczeniach polegają-
cych na stymulacji TNF-α bądź kwasem okadaikowym 
(ocadaic acid, OA) komórek zakażonych CPXV, stwier-
dzono indukcję fosforylacji IκBα, który nie ulegał jed-
nak degradacji. Zaobserwowano również stopniową 
redukcję ilości indukowanego TNF-α jądrowego NF-κB 
(dimery p65/p50), który może wiązać oligonukleotydy 
zawierające miejsce wiązania κB. Wykazano także udział 
wczesnych genów wirusowych w zjawisku interferen-
cji CPXV z translokacją NF-κB do jądra komórkowego 
oraz zaobserwowano, że wirus ten specyficznie hamuje 
ekspresję genów regulowanych przez NF-κB [65].

Za zdolność CPXV do hamowania aktywności TNF 
odpowiadają białka: CrmB, C, D i E [45, 53, 74, 82], 
a także, występujący m. in. u CPXV i ECTV, wirusowy 
receptor CD30 wiążący CD153 (viral CD30, vCD30). 
vCD30 CPXV zawiera sekwencję o długości 58 aa, która 
wykazuje podobieństwo z obszarami wiążącymi ligand 
zarówno mysiego (59%), jak i ludzkiego (51%) CD30 
oraz może wiązać mysi i ludzki CD153 [3, 67, 75]. Jako 
że CD30 należy do nadrodziny receptorów TNF i jest 
aktywatorem NF-κB, to dzięki wirusowemu odpowied-
nikowi tego białka, CPXV może pośrednio oddziały-
wać na aktywację NF-κB. W podobny sposób patogen 
ten wpływa na IL-1β, której rozpuszczalny receptor jest 
produktem genu CPXV [11, 87]. CPXV koduje również, 
wspomniane wcześniej, białko wiążące IL-18 [85].

W ostatnich latach zidentyfikowano inne białka 
CPXV wykazujące zdolność do interferencji z aktywacją 
NF-κB. Jednym z nich jest CP77, które zawiera 9 hipo-
tetycznych powtórzeń ankirynowych oraz C-terminalną 
domenę o strukturze podobnej do F-box. Struktury te 
ułatwiają wiązanie tego białka z NF-κB/p65 i komple- 
ksem ligazy ubikwityny E3 typu SCF (Skp-Cullin-F-
-box). Sugeruje się, iż CP77 służy jako pomost łączący 
NF-κB i SCF, co umożliwia ubikwitynację i degradację 
NF-κB w proteasomie. Białko CP77 może być również 
uznane za podobną do IкB domenę zastępczą, która 
zakłóca translokację NF-κB do jądra komórkowego. 
Wykazano także, iż CP77 jest zdolne do blokowania 
aktywacji NF-κB indukowanej przez IL-1 lub TNF po 
stymulacji IKK [18]. Analiza genomu CPXV wykazała 

również obecność genu kodującego homolog białka 
VARV G1R [59], który zawiera 6 N-terminalnych 
powtórzeń ankirynowych. Białko to, nazwane CPXV-
006 wykazuje także zdolność do interakcji i interfe-
rencji z degradacją NF-κB/p105, przez co zapobiega 
uwalnianiu i migracji NF-κB do jądra komórkowego. 
Wykazano również, iż CPXV-006 działa powyżej IKK, 
a delecja genu kodującego to białko przywraca fosfory-
lację IKK i aktywację oraz lokalizację jądrową NF-κB 
w  zakażonych komórkach. Zakażenie komórek linii 
THP1 CPXV z defektywnym genem białka CPXV-006 
skutkowało gwałtowną aktywacją dużych ilości różnych 
cytokin prozapalnych, których ekspresja podlega regu-
lacji przez NF-κB [61].

W genomie CPXV obecny jest również ortolog genu 
białka K1L VACV. Produkt tego genu zawiera 6 pow
tórzeń ankirynowych i wykazuje 96% podobieństwo do 
K1L, które interferuje z aktywacją NF-κB dzięki prze-
ciwdziałaniu degradacji IκBα [60]. Ponadto stwierdzono, 
iż CPXV koduje jeszcze kilka innych białek zawierają-
cych powtórzenia ankirynowe, jednakże ich funkcja nie 
została jeszcze poznana. Być może, podobnie jak inne 
ortopokswirusowe białka tego typu, pełnią one funkcje 
immunomodulatorowe [4].

7. P odsumowanie

Podczas zakażeń ortopokswirusowych dochodzi do 
zmian aktywności czynnika transkrypcyjnego NF-κB. 
W niniejszej pracy omówiono to zagadnienie w odnie-
sieniu do modelowych ortopokswirusów, to jest VACV, 
ECTV i  CPXV, gdyż wiedza na temat ich wpływu na 
aktywność NF-κB, który jest centralnym regulatorem 
odpowiedzi przeciwzakaźnej o wielokierunkowym dzia- 
łaniu, może pomóc zrozumieć skutki oddziaływania 
wirusa na metabolizm komórki oraz mechanizmy pato-
genezy ospy prawdziwej oraz innych chorób wirusowych. 
Lepsze poznanie mechanizmów aktywacji NF-κB i jego 
roli podczas zakażenia wirusowego umożliwi z kolei 
opracowanie efektywnej terapii nakierowanej na kontrolę 
poziomu ekspresji tego czynnika w komórce oraz może 
przyczynić się do opracowania skutecznych szczepionek 
przeciwwirusowych, w tym przeciwko ospie prawdziwej.

Wykaz użytych skrótów:

ANK, powtórzenia ankirynowe (ankyrin repeats); BAFFR, 
receptor czynnika aktywującego limfocyty B (B cell activating fac-
tor receptor); CMV, cytomegalowirus (cytomegalovirus); CPXV, 
wirus ospy bydła (cowpox virus); Crm, białko modyfikujące 
odpowiedź cytokinową (cytokine response modifier); CTL, limfo
cyty T cytotoksyczne (cytotoxic T lymphocytes); d.p.z., dni po zaka- 
żeniu; DEDs, domeny efektorowe śmierci (death effector domains); 
DLN, miejscowe węzły chłonne (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-2α, podjednostka α euka-
riotycznego czynnika inicjacji translacji 2 (α subunit of eukaryotic 
translation initiation factor-2); EMA, Europejska Agencja Leków 
(European Medicines Agency); ER, retikulum endoplazmatyczne 
(endoplasmic reticulum); ERK2, kinaza aktywowana zewnątrzko-
mórkowo 2 (extracellular regulated kinase 2); HBV, wirus zapalenia 
wątroby typu B (hepatitis B virus); HCV, wirus zapalenia wątroby 
typu C (hepatitis C virus); HHV-1/HSV-1, wirus opryszczki pospo-
litej (human herpesvirus 1/herpes simplex virus 1); HIV, ludzki 
wirus niedoboru odporności (human immunodeficiency virus); 
HIV-1, HIV typu 1 (HIV type 1); HPV, wirus brodawczaka ludz-
kiego (human papillomavirus); HRMs, modyfikatory mechaniz
mów odpornościowych gospodarza (host response modifiers); 
HTLV-1, ludzki wirus białaczki T-limfocytarnej typu  1 (human 
T-cell leukemia virus type 1); IFN, interferon (interferon); IKK, 
kinaza IκB (IκB kinase); IL-18BPs, białka wiążące IL-18 (IL-18 
binding proteins); IκBα, inhibitor κBα (inhibitor κBα); LPS, lipo-
polisacharydy (lipopolysaccharides); LTβR, receptor limfotok-
syny β (lymphotoxin β receptor); MCV, wirus mięczaka zakaźnego 
(molluscum contagiosum virus); MHC-I, główny układ zgodno-
ści tkankowej klasy I (major histocompatibility complex class I); 
MPXV, wirus ospy małp (monkeypox virus); MVA, zmodyfiko-
wany wirus krowianki szczep Ankara (modified vaccinia virus 
Ankara); MYXV, wirus myksomatozy (myxoma virus); NF-κB, 
czynnik jądrowy κB (nuclear factor κB); NIK, kinaza aktywująca 
NF-кB (NF-кB-inducing kinase); NK, „naturalni zabójcy” (natu-
ral killers); NLS, sygnał lokalizacji jądrowej (nuclear localization 
signal); OA, kwas okadaikowy (ocadaic acid); ORFs, otwarte ramki 
odczytu (open reading frames); OUN, ośrodkowy układ nerwowy; 
PAMPs, molekularne wzorce patogenności (pathogen-associated 
molecular patterns); PEST, prolina, kwas glutaminowy, seryna 
i  treonina (proline, glutamic acid, serine, and threonine); PKR, 
kinaza białkowa 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 zawierająca białka 
Skp1, Cullin-1 i F-box (Skp-Cullin-F-box); TAD, domena trans-
aktywująca (transactivation domain); TIR, receptor Toll/IL-1 (Toll/
IL-1 receptor); TLRs, receptory Toll-podobne (Toll-like receptors); 
TNF-α, czynnik martwicy nowotworu α (tumor necrosis factor-α); 
TRAF, czynnik związany z receptorem TNF (TNF receptor-asso-
ciated factor); TRIP, białko oddziałujące 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 białko wiążące chemokiny typu CC (viral CC chemokine-
-binding protein); vCD30, wirusowy receptor CD30 (viral CD30); 
vIFN-γR, wirusowy receptor IFN-γ (viral IFN-γ receptor); vIL1βR, 
wirusowy receptor interleukiny 1β (viral IL-1β receptor); vTNFR, 
wirusowy receptor TNF (viral TNF receptor); WHO, Światowa 
Organizacja Zdrowia (World Health Organization)
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1.  Wstęp

Rozwój przemysłu spożywczego, nowych źródeł 
i  sposobów pozyskiwania surowców, a także wzrost 
świadomości społeczeństwa powoduje, że oczekiwa-
nia konsumentów wobec żywności ulegają ciągłym 
zmianom. W ostatnich latach rozgorzała dyskusja nad 
szkodliwością, stosowanych w żywności sztucznych 
barwników, co przyczyniło się do gwałtownego wzro-
stu zainteresowania zarówno producentów żywności jak 
i konsumentów barwnikami naturalnymi. Kolory pełnią 
podstawową rolę w identyfikacji produktów spożyw-
czych oraz są czynnikiem podwyższającym ich walory 
smakowe. Zatem barwienie żywności jest ważnym pro-
cesem mającym na celu: 

•	 odtworzenie pierwotnej barwy utraconej w wyniku 
przetwarzania, 

•	 nadanie barwy produktom spożywczym zazwyczaj 
naturalnie bezbarwnym lub czasowo bezbarwnym, 

•	 wzmocnienie istniejącej barwy, 
•	 podkreślenie aromatu (smaku) środka spożyw-

czego związanego z konkretną barwą, co czyni go 
łatwiejszym do rozpoznania.

Barwniki spożywcze możemy podzielić na barw-
niki pochodzenia naturalnego oraz syntetyczne lub na 

barwniki rozpuszczalne w wodzie (antocyjany, beta- 
cyjany i  chlorofile) oraz rozpuszczalne w tłuszczach 
i rozpuszczalnikach organicznych (karotenoidy). Barw-
niki naturalne otrzymywane są na drodze wieloeta- 
powego procesu ekstrakcji z materiału biologicznego, 
którego źródłem mogą być rośliny lub owady, natomiast 
te identyczne z  naturalnymi pozyskuje się na drodze 
syntezy chemicznej. 

Dotychczas Rada Unii Europejskiej (Council of 
European Union) zatwierdziła 43 barwniki stosowane 
jako dodatki do żywności, w tym 16 naturalnych, 
którym zostały wyznaczone identyfikatory numeryczne 
z literą E [14]. Jednak w 2007 roku Parlament Europejski 
przyjął zapis zaostrzający możliwość zastosowania nie-
których barwników syntetycznych, a mianowicie tych 
oznaczonych numerami 102 (tetrazyna), 104 (żółcień 
chinolinowa), 110 (żółcień pomarańczowa), 122 (azoru-
bina), 124 (czerwień koszenilowa) i 129 (czerwień allu-
rowa). Przyczyną takich zaostrzeń były wyniki badań 
naukowych dotyczących potencjalnego niekorzystnego 
wpływu wymienionych dodatków na zdrowie człowieka, 
w tym wzrost ryzyka występowania alergii, nowotwo-
rów czy nadpobudliwości u dzieci. Wielu producentów 
żywności, między innymi Heinz, McDonald’s czy Tesco 
dobrowolnie zrezygnowały ze stosowania tych substancji. 
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Obecnie barwniki naturalne stanowią 31% rynku 
substancji barwiących [44]. W związku z wycofywaniem 
barwników sztucznych przewiduje się, że ich produkcja 
będzie wzrastała rocznie jedynie o 3–5%, zaś produkcja 
barwników naturalnych o 5–10% [43]. 

Z uwagi na niską wydajność procesu ekstrakcji 
i  małą stabilność dotychczas otrzymywanych barw-
ników naturalnych poszukuje się nowych możliwości 
pozyskiwania związków mogących pełnić rolę substancji 
barwiących żywność. Pomimo dużego zainteresowania 
naturalnymi pigmentami nasza wiedza o ich występowa-
niu, możliwościach wykorzystania i właściwościach jest 
ograniczona. Wiele źródeł nowych barwników kryje się 
w bioróżnorodności świata roślin i mikroorganizmów 
występujących w niezbadanych dotychczas ekosyste-
mach, zarówno lądowych jak i wodnych. 

W pracy przedstawiono potencjalne mikrobiolo
giczne źródła barwników mogących znaleźć zastosowa
nie w przemyśle spożywczym.

2.  Barwniki syntetyczne

Syntetyczne związki barwiące mogą mieć dwojaki 
charakter w zależności od ich budowy i właściwości che-
micznych, a więc mogą zaliczać się do grupy związków 
organicznych lub nieorganicznych. Dopuszczone do 
stosowania organiczne barwniki syntetyczne to przede 
wszystkim związki azowe o wzorze ogólnym R1N=NR2, 
np. Czerwień Allura (E129) (rys. 1). Barwniki te posia-
dają wiele zalet w porównaniu z ich naturalnymi zamien-
nikami, cechuje je mianowicie standardowa moc barwie-
nia definiowana jako zależność między ilością dodanej 
substancji barwiącej a uzyskanym odcieniem. Są czy-
stymi, jednorodnymi związkami chemicznymi, posia-

dającymi większą odporność na warunki środowiska, 
a ich formy handlowe są łatwiejsze do stosowania w pro-
dukcji żywności. Ponadto barwniki syntetyczne są tań-
sze w porównaniu do ich naturalnych odpowiedników.  
Z drugiej strony stosowanie tych związków budzi wiele 
kontrowersji z powodu ich domniemanej szkodliwości 
dla zdrowia człowieka [30]. 

Barwniki azowe powstają w reakcji sprzęgania soli 
diazoniowych z pochodnymi fenolu lub amin aroma-
tycznych. Ponieważ oba składniki mogą być znacząco 
modyfikowane, w rezultacie można uzyskać ogromną 
liczbę barwników, szczególnie wtedy, gdy cząsteczki 
wyjściowe są łatwo dostępne i tanie. Synteza barwników 
azowych jest prowadzona w niskich temperaturach, a co 
za tym idzie nie wymaga dostarczania energii. Ponadto 
szkodliwy wpływ procesu na środowisko jest niewielki, 
ponieważ wszystkie reakcje zachodzą w środowisku 
wodnym. Dlatego z  uwagi na wymienione powyżej 
czynniki koszt produkcji tej grupy barwników synte-
tycznych jest stosunkowo niewielki [45]. Pierwszym 
otrzymanym w ten sposób barwnikiem w 1958  roku 
była żółcień anilinowa, natomiast przykładem syntezy 
związku używanego do barwienia żywności jest reakcja 
otrzymywania Czerwieni Allura (E129) (związek mono-
azowy niesymetryczny) [7] (rys. 2).

Barwniki nieorganiczne odgrywają stosunkowo 
niewielką rolę w barwieniu żywności. Najczęściej sto-

Rys. 1.  Syntetyczny barwnik azowy – Czerwień Allura (E129)

Rys. 2.  Synteza Czerwieni Allura
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sowane są metale, których atrakcyjne właściwości kolo-
rystyczne sprawiają, iż wykorzystywane są one głównie 
do barwienia powierzchniowego [30].

3.  Barwniki naturalne

Barwniki naturalne uzyskuje się z materiału biolo-
gicznego pochodzenia roślinnego, zwierzęcego i mikro-
biologicznego oraz z minerałów (rys. 3). W niniejszej 
pracy zostaną przedstawione barwniki, których źródło 
stanowią mikroorganizmy. 

Związki barwiące pochodzenia naturalnego w prze-
ciwieństwie do syntetycznych barwników azowych 
mają mniej intensywną barwę, a co za tym idzie mają 
mniejszą zdolność barwienia. Ponadto są znacznie bar-
dziej wrażliwe na działanie czynników utleniających, 
podwyższonej temperatury oraz zmian pH. Pomimo 
tych wad są pożądane przez producentów żywności, 
ponieważ budzą zaufanie konsumentów w odniesieniu 
do bezpieczeństwa ich stosowania. W przemyśle spo-
żywczym barwniki naturalne stosowane są w postaci 
ekstraktów i koncentratów otrzymanych z surowców 
naturalnych pochodzenia roślinnego, a w zależności od 
ich struktury, można je podzielić na następujące grupy:

•  izoprenoidowe – karotenoidy,
•  porfirynowe – chlorofile,
•  flawonoidowe – antocyjany,
•  betalainowe – betaniny i betaksantyny,
•  chinoidowe – koszenila,
•  inne barwniki – ryboflawina, kurkumina.
Ekstrakcja substancji naturalnych, w tym barwni-

ków, polega na ich izolacji z komórek, tkanek bądź orga-

nów roślinnych (korzenie, rozłogi, kwiaty, owoce) oraz 
przeprowadzeniu do roztworu [14]. Wydajność takiego 
procesu oscyluje najczęściej na poziomie 20%.

W przypadku barwników związanych z procesem 
fotosyntezy zlokalizowanych głównie w chloroplastach 
takich jak np. chlorofil, konieczne jest zniszczenie struk-
tur komórkowych przed rozpoczęciem procesu ekstrak-
cji. Dezintegrację ściany komórkowej przeprowadza 
się najczęściej metodami fizycznymi (homogenizacja, 
zmiany temperatury, sonifikacja) i/lub chemicznymi 
(działanie rozpuszczalnikami lub enzymami). Otrzy-
mane ekstrakty są zagęszczane i oczyszczane odpowied-
nio dobraną metodą [14].

3.1.	N aturalne barwniki otrzymywane na drodze
	 syntezy chemicznej

Wzrost świadomości proekologicznej społeczeństwa 
powoduje, iż przemysł w tym także przemysł spożyw-
czy poszukuje nowych przyjaznych środowisku źródeł 
i sposobów pozyskiwania surowców. 

Jednym z najczęściej otrzymywanych na drodze syn-
tezy chemicznej barwnikiem naturalnym jest β‑ karo-
ten. Obok β‑  karotenu syntetyzuje się również jego 
pochodne m.in. kantaksantynę (ciemnoczerwona), 
β-apo-8’-karotenal i kwas β‑  apo-8’-karotenowy oraz 
jego estry: metylowy i etylowy (dające kolor od żół-
tego do pomarańczowego w zależności od stężenia 
związku). Te syntetyczne karotenoidy, przygotowane 
w odpowiedniej formie aplikacyjnej w celu uzyskania 
pożądanej barwy oraz satysfakcjonującej stabilności, 
mają szerokie zastosowanie w przemyśle spożywczym. 

Rys. 3.  Przykłady barwników naturalnych
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Karotenoidy otrzymywane są w postaci słabo rozpusz-
czalnych kryształów, zaś preparaty użytkowe przyjmują 
postać koncentratów olejowych lub zostają zdyspergo-
wane w wodzie. Formy olejowe dodawane są do takich 
artykułów jak jaja (barwnik dodawany jest do pasz dla 
kur), pieczywo oraz artykuły mleczne, natomiast barw-
niki zdyspergowane w wodzie wykorzystuje się do bar-
wienia napoi bezalkoholowych [7].

4. M ikrobiologiczna produkcja pigmentów

Mikroorganizmy produkują szereg związków o właś
ciwościach barwiących, jednakże z powodu trud- 
ności związanych z wprowadzeniem takich substancji 
na rynek wynikających między innymi z możliwości 
skażenia mikotoksynami, tylko niewielką liczbę pig-
mentów pochodzenia mikrobiologicznego produkuje 
się na skalę przemysłową. 

Najstarszym źródłem barwników produkowanych 
przez grzyby i stosowanych przez człowieka jest red 
koji (angkak), ryż fermentowany przez rodzaj Monascus, 
tradycyjnie używany w Azji od wieków do barwienia 
czerwonego ryżowego wina, czerwonego sera sojo-
wego, mięsa czy też produktów rybnych. Ten od dawna 
używany w krajach azjatyckich pigment jest ciągle nie- 
dopuszczony do produkcji w USA z uwagi na miko- 
toksyny, jakie mogą produkować niektóre gatunki pleśni 
z rodzaju Monascus. 

Pierwszym europejskim sukcesem w dziedzinie 
mikrobiologicznej produkcji pigmentów było wykorzy-
stanie pleśni z rodzaju Blakeslea w produkcji β-karotenu. 
Europejska Dyrekcja Generalna do spraw Zdrowia 
i Ochrony Konsumentów zatwierdziła β‑karoten produ
kowany w ten sposób jako identyczny z tym syntetyzo
wanym chemicznie, a tym samym dopuszczalny do bar-
wienia żywności. Gatunek Blakeslea trispora jest obecnie 
wykorzystywany również do produkcji likopenu [9].

Komercyjna produkcja likopenu, czyli pomarań-
czowo-czerwonego barwnika (E160d), opiera się na 
syntezie chemicznej (p. 3.1) lub ekstrakcji z natural-
nych źródeł np. pomidorów (Lycopersicum esculentum). 
Z uwagi na rosnące znaczenia tego związku oraz fakt, że 
rośliny i algi produkują jedynie mieszanki karotenoidów, 
a nie pojedynczy barwnik, zostały podjęte próby znale-
zienia alternatywnych dróg produkcji, gwarantujących 
otrzymywanie z dużą wydajnością czystego likopenu. 
Szlak biosyntezy β-karotenu, w którym produktem 
przejściowym jest likopen, został zbadany i  opisany 
w komórkach Phaffia balesleeanus, Mucor circinelloides 
i Blakeslea trispora. Produkcja wspomnianego barwnika 
u wyżej wymienionych gatunków grzybów odbywa się 
dzięki wyeliminowaniu aktywności genu cyklazy liko-
penu lub chemicznemu jej zahamowaniu poprzez doda-
tek do podłoża hodowlanego amin trzeciorzędowych, 

aminometylopirydyny lub heterocyklicznych związków 
azotowych, takich jak np. imidazol, pirydyna. U B. tri­
spora wydajność syntezy likopenu sięga ok. 5% suchej 
masy [20]. 

Kolejnym przykładem syntezy mikrobiologicznej jest 
produkcja żółtego barwnika – ryboflawiny (witaminy) 
przez drożdże Eremothecium ashbyii i Ashbya gossypi, 
które należą do tzw. „mocnych” producentów (syntezują 
1 g barwnika/dm3 podłoża hodowlanego) oraz przez 
drożdże Candida guilliermudii lub Debaryomyces sub­
globosus nazywane „umiarkowanymi” producentami tej 
witaminy (ponad 600 mg/dm3 podłoża hodowlanego). 
Gatunkiem bakterii produkującym ryboflawinę z nie-
wielką wydajnością jest Clostridium acetobutylicum 
(100 mg/dm3 podłoża hodowlanego) [9].

Właśnie z produkcją mikrobiologiczną, a co za tym 
idzie z pozyskiwaniem substancji barwiących w hodowli 
takich mikroorganizmów jak bakterie, grzyby czy też 
algi, wielu naukowców wiąże nadzieje na otrzymywanie 
barwników do żywności konkurencyjnych w stosunku 
do barwników sztucznych zarówno pod względem ich 
właściwości jak i ceny.

4.1.	G rzyby jako potencjalne źródło barwników
	 w technologii żywności

Produkcja wielu obecnie akceptowanych barwni-
ków żywności wiąże się z kilkoma ograniczeniami, do 
których należą m.in. zależność producenta od zapasów 
surowca czy też zmienność metod ekstrakcji pigmen-
tów ze względu na zróżnicowanie składu surowców 
wykorzystywanych do ekstrakcji substancji barwiących. 
Przeprowadzone ostatnio autoryzacje produkowanych 
przez grzyby barwników stosowanych w żywności 
zdopingowały naukowców do badań nad chemiczną 
i  biologiczną różnorodnością świata grzybów w celu 
pozyskania nowych pigmentów dla przemysłu. Bada-
nia te wymagają stosowania metod chemotaksonomicz-
nych oraz wiedzy a priori dotyczącej metabolizmu tych 
organizmów [22].

Grzyby charakteryzują się dużą wydajnością pro-
dukcji biomasy, a ich wtórne metabolity wykazują małą 
wrażliwość na ciepło i zmienne pH. Dlatego właśnie te 
organizmy wydają się być warte dalszych badań jako 
alternatywne źródła naturalnych barwników [22]. Nie-
które pigmenty pozyskiwane z komórek grzybów strzęp-
kowych były znane już od dawna i wykorzystywane jako 
narzędzie taksonomiczne w identyfikacji gatunków. Nie 
badano ich jednak pod kątem potencjalnego zastosowa-
nia w technologii żywności [28]. Znaczna część wcześ
niejszych prac dotyczących otrzymywania barwników 
pochodzenia mikrobiologicznego skupiała się na związ-
kach karotenoidowych, których to produkcja została już 
skomercjalizowana [1]. 
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Podobnie jak rośliny, grzyby syntetyzują pigmenty, 
które w zależności od typu związku pełnią różne funkcje 
w komórce, począwszy od ochrony przed fotoutlenia-
niem (karotenoidy) i  stresem środowiska (melaniny), 
a skończywszy na kofaktorach w katalizie enzymatycz-
nej (flawiny) [22].

Pigmenty grzybów wykazują unikatową różnorod-
ność chemiczną i strukturalną połączoną z szerokim 
zakresem kolorów. Są to między 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]. Przykładowe barw-
niki antrachinononowe produkowane przez Eurotium 
spp., Fusarium spp., Curvularia lunata oraz Drechelera 
spp. [24], zostały przedstawione na rysunku 4. 

Jednym z najlepiej poznanych grzybów pod kątem 
produkcji pigmentów jest Monascus spp., który wytwa-
rza takie barwne związki jak monaskorubryna i rubro-
punktatyna (rys. 5 a, b). Oba pigmenty posiadają cha-
rakterystyczną strukturę odpowiedzialną za wysokie 

powinowactwo do pierwszorzędowych grup amino-
wych, stąd nazywane są aminofilami [17]. W  obec
ności różnych aminokwasów pleśń z rodzaju Monascus 
może produkować pigmenty o barwach od pomarań-
czowo-żółtej do fioletowo-czerwonej. Obok wymie-
nionej monaskorubraminy i rubropunktaminy ostatnio 
wyizolowano i opisano trzeci z czerwonych barwników 
Monascus spp. różniący się od pozostałych podstawni-
kami w  pozycji C3 i  C9 w ich strukturze chemicznej 
(rys. 5 c). Nowoodkryty pigment wykazuje właściwości 
antybakteryjne w szczególności w stosunku do bakterii 
Gram-dodatnich, co predestynuje go do zastosowań 
zarówno w przemyśle spożywczym jak i farmaceu-
tycznym [26]. Niestety w ryżu poddanym fermentacji 
prowadzonej przez pleśnie Monascus spp., wykryto 
mikotoksynę, cytryninę [19]. Fakt ten ogranicza zasto-
sowanie grzybów z  rodzaju Monascus jako poten- 
cjalnego producenta naturalnych barwników spożyw-
czych i uniemożliwia wprowadzenie takiego produktu 
na rynek w  USA i  Europie. Obiecujące mogą być tu 

Rys. 5.  Pigmenty Monascus sp.
a) rubropunktatyna, b) monaskorubryna, c) nowoodkryty barwnik czerwony

Rys. 4.  Barwniki antrachinonowe
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jednak ostatnie doniesienia świadczące o tym, iż cytry-
nina jest produkowana tylko przez nieliczne szczepy 
pleśni z rodzaju Monascus [39]. 

Przykładem barwnika produkowanego przez pleśnie 
i  dopuszczonego do barwienia żywności jest Aprink 
RedTM produkowany przez ASCOLOR BIOTEC w Cze-
chach. Ten czerwony barwnik jest pozakomórkowym 
metabolitem z klasy antrachinonów, produkowanym 
przez Penicillium oxalicum var. Armeniach CCM 8242. 
Po 3–4 dniowej hodowli szczepu pleśni uzyskuje się od 
1.5 do 2.0 g/dm3 tego związku. Barwnik Aprink RedTM 
jest stabilny w pH wyższym niż 3.5, zaś w pH neutral-
nym zachowuje kolor nawet po 30 minutach gotowania 
[46]. Dzięki tym własnościom i pozytywnym wynikom 
testów toksykologicznych barwnik ten został zatwier-
dzony przez Komisję Codex Alimentarius. Z  kolei 
pleśnie z gatunku Penicillium aculeatum i P. pinophilum 
produkują poliketydowe barwniki azofilne tzw. „Mona­
scus – like pigments”. Zaletą produkcji tych barwników 
jest brak toksyczności dla człowieka oraz fakt, iż pro-
dukcji tej nie towarzyszy wydzielanie cytryniny i innych 
mikotoksyn [23]. 

Kolejną grupę pigmentów o znaczeniu komercyjnym 
stanowią naftochinony (rys. 6), które wykazują szeroką 
paletę barw oraz są rozpuszczalne w wodzie. Nie wyma-
gają chemicznej modyfikacji ani stosowania nośników 
i stabilizatorów w celu rozpuszczenia się w żywności, co 
wynika ze struktury chemicznej zbliżonej do struktury 
barwników roślinnych czy zwierzęcych. Naftochinony 
znajdowane są nawet w tak egzotycznych gatunkach 
pleśni jak Cordyceps unilateralis, który jest patogenem 
mrówek, a jego spory odżywiają się miękkimi tkankami 
insekta. C. unilateralis produkuje pięć czerwonych barw-
ników pozakomórkowych: 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 szczególnym zainteresowaniem 
cieszy się ten ostatni, ze względu na niską cytoto
ksyczność oraz intensywny krwisty kolor. Chemiczna 
struktura naftochinonów produkowanych przez C. uni­
lateralis jest podobna do komercyjnie dostępnych czer-
wonych barwników takich jak szikonina i alkanina 
(rys. 6), będących odpowiednio metabolitami korzeni 
roślin Alkanna tinctoria i Lithospermum erythrorhizon. 
Szikonina znajduje szerokie zastosowanie począwszy 

od przemysłu farmaceutycznego jako dodatek o silnym 
działaniu antybakteryjnym i antymalarycznym poprzez 
przemysł włókienniczy, kosmetyczny i spożywczy, gdzie 
może być wykorzystywana w roli barwnika [38].

4.2. M ikroalgi w produkcji barwników

Algi należą do grupy nieunaczynionych organizmów 
autotroficznych i produkują wiele związków takich jak 
węglowodany, białka, aminokwasy, witaminy oraz kwasy 
tłuszczowe [27]. Głównymi pigmentami alg są chloro-
file a, b i c, β-karoten, fikocyjanina, ksantofile i  fiko-
erytryna. Wszystkie te pigmenty mają dużą szansę na 
wykorzystanie w  przemyśle spożywczym, farmaceu-
tycznym i kosmetycznym. Rosnący popyt na barwniki 
naturalne, które mogą być stosowane w wymienionych 
gałęziach przemysłu, stał się powodem szerokich badań 
nad tymi organizmami. W 2007 roku szacowano roczną 
produkcję alg na 5000 ton suchej masy. Największym 
zainteresowaniem cieszą się: Spirulina produkująca nie-
bieską fikocyjaninę, Dunalliela syntetyzująca β-karoten 
oraz rodzaj Haematococcus wytwarzający czerwoną 
astaksantynę [8,29].

Karotenoidy są obecne w chloroplastach alg w pos
taci złożonej mieszaniny charakterystycznej dla każ-
dej z ich klas. Na przykład, czerwona alga Rhodophyta 
posiada α i β-karoten oraz ich hydroksylowe pochodne, 
Chloromonadophyta zawiera diadynoksantynę i hetero
ksantynę, natomiast dla Chlorophyta charakterystyczne 
są acetylenowe pochodne karotenoidów nazywane 
alloksantyną, monadoksantyną i krokoksantyną. Spriru­
lina akumuluje β-karoten w stężeniach 0,8–1,0% suchej 
masy, Haematococcus 1,5–3%, a Dunaliella nawet 14%, 
co czyni ją największym jego producentem [8,36].

Do rodzaju Dunaliella należą gatunki halotoleran-
cyjne, jednokomórkowe, mające wyjątkową budowę 
morfologiczną oraz specyficzne właściwości fizjolo-
giczne. Gromadzenie dużych ilości β-karotenu nastę-
puje głównie w odpowiedzi na duże natężenie światła,  
w  optymalnych warunkach 25–30 luksów. Dunaliella 
salina potrafi wytworzyć nawet 400 mg β-karotenu/m2 
pola uprawy i może być bezpiecznie używana w przemy-
śle spożywczym, gdyż posiada status GRAS (ang. Gene-
rally Recognized As Safe) [8, 42]. Naturalny β-karoten 
z  alg Dunaliella dostępny jest na wielu rynkach pod 

Rys. 6.  Barwniki naftochinonowe
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trzema postaciami: ekstraktu β-karotenu w  postaci 
emulsji o stężeniach od 1 do 20%, sproszkowanej bio-
masy alg oraz suszonej biomasy [8, 36].

Czerwona mikroalga z rodzaju Porphyridium stanowi 
źródło związków posiadających wartości odżywcze i tera-
peutyczne, w tym karotenoidów, głównie zeaksantyny, 
oraz fluorescencyjnych fikobiliprotein. Fikobiliproteiny 
należą do pigmentów uczestniczących  w fotosyntezie, 
a gromadzone są w komórkach w postaci fikobilisomów 
związanych z błoną tylakoidów chloroplastów. Zbudo-
wane są one z chromoforów – bilin, będących podsta-
wionymi tetrapirolami połączonymi z  apoproteinami 
[8] (rys. 7). Czerwona fikobiliproteina – fikoertryna 
oraz niebieska fikocyjanina są rozpuszczalne w wodzie 
i mogą pełnić rolę naturalnych barwników w przemyśle 
spożywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym [6]. 

Jeden z gatunków z rodzaju Porphyridium jest źród
łem fluorescencyjnych różowych pigmentów należą-
cych do fikobiliprotein, a mianowicie B-fikoerytryny 
i b-fikoerytryny. Ta różowoczerwona fikoerytryna może 
być stosowana do nadawania barwy wyrobom cukier-
niczym, żelatynowym deserom i produktom mlecznym. 
Ilość wymagana do zabarwienia 1 kg różnych artyku-
łów waha się od 50 do 100 mg/kg. Kolor tego barwnika 
jest stabilny w 60°C przez 30 minut i posiada długi czas 
trwania w pH 6–7. Okazał się on także bardzo stabilny 
w suchych preparatach przechowywanych w warunkach 
niskiej wilgotności. Oprócz właściwości barwiących, 
czerwona fikoerytryna wykazuje żółtą fluorescencję, 
co daje możliwość użycia jej w specjalnych produktach 
żywnościowych, między innymi w przeźroczystych liza-
kach, cukierkach, napojach bezalkoholowych i alkoho-
lowych. Omawiany barwnik nie jest jeszcze stosowany 
w przemyśle spożywczym, pomimo że badania prowa-
dzone na szczurach karmionych suchą masą alg Porphy­
ridium nie ujawniły żadnego negatywnego wpływu na 
ich wzrost czy też histologię [8].

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

nek różni się od innych czerwonych mikroalg brakiem 
czerwonej fikoerytryny, ekstrakt z komórek P. aerugi­
neum jest niebieski [13]. P. aerugineum to alga jedno-
komórkowa, uprawiana w sztucznym lub w słonecznym 
świetle, w świeżej wodzie bogatej w dwutlenek węgla. 
Podczas badań nad optymalizacją procesu produkcji 
wymienionej wyżej niebieskiej fikocyjaniny udało się 
uzyskać wydajność wynoszącą ponad 60% suchej masy, 
zaś ilość wymagana do zabarwienia 1 litra napoju wyno-
siła 140–180 mg. Zaletę pigmentu produkowanego przez 
P. aerugineum stanowi stabilność wobec zmiennego pH 
oraz światła, natomiast wadę jego termowrażliwość. 
W pH 4–5 barwnik ten cechuje się stabilnością w tem-
peraturze 60°C przez 40 minut, co jest istotne dla wyko-
rzystania tego związku w przetwórstwie spożywczym. 
Pomimo swoich właściwości nie produkuje się go na 
skalę przemysłową, z uwagi na trwające jeszcze testy 
toksykologiczne [8].

4.3.	 Bakterie i drożdże jako producenci związków
	 o charakterze barwników

Spośród mikrobiologicznych źródeł barwników bak-
terie i drożdże cieszą się mniejszym zainteresowaniem 
naukowców jako potencjalni producenci substancji 
wykorzystywanych do barwienia żywności w  porów-
naniu z grzybami i algami. Jednak i w tej grupie mikro
organizmów znajduje się wiele gatunków zdolnych do 
produkcji pigmentów, które mogą pełnić rolę suplemen-
tów diety zarówno zwierząt jak i ludzi. W  królestwie 
bakterii gatunkami zdolnymi do syntezy barwników 
są między innymi Chromobacterium violaceum, pro-
dukujący wiolacynę (o barwie purpurowo-fioletowej), 
Flavobacterium sp., który produkuje żółtą zeaksantynę 
z wydajnością do 190 mg/dm3 podłoża hodowlanego [9] 
czy Agrobacterium aurantiacum wytwarzający różowo-
czerwoną astaksantynę [40, 41]. Ponadto fotosynte- 
tyzujące bakterie Bradyrhizobium sp. [21] i halofilne 

Rys. 7.  Fikobiliproteiny
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Halobacterium sp. [3] są producentami ciemnoczerwo-
nej kantaksantyny.

Drożdże produkują przede wszystkim astaksantynę 
i  karotenoidy. Za najlepszego kandydata na komer-
cyjnego producenta astaksantyny uważane są drożdże 
z  gatunku Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia 
rhodozyma), zaś karotenoidy są produkowane przez 
drożdże z rodzaju Rhodotorula [35]. Wydajność takiej 
syntezy w przypadku dzikich szczepów jest bardzo mała, 
dlatego w celu jej podniesienia stosuje się modyfikacje 
warunków hodowli i składu podłoża [31] oraz wykorzy-
stuje techniki inżynierii genetycznej [37]. 

Bakterie i drożdże, których metabolity nie zawierają 
substancji barwnych mogą stać się ich producentami 
w wyniku modyfikacji genetycznych. W ciągu ostatnich 
kilku lat sklonowano znaczącą liczbę genów kodujących 
szlaki syntezy karotenoidów crt (dotychczas ponad 
150 genów kodujących 24 enzymy). Heterologiczna eks-
presja większości tych genów sprawiła, że stało się moż-
liwe zaprojektowanie ścieżek biosyntezy karotenoidów  
w komórkach drożdży i bakterii m.in. E. coli, które nie 
produkują tej grupy związków. Ekspresja określonych 
kombinacji genów i łączenie ścieżek biosyntezy na 
poziomie molekularnym zaowocowały syntezą nowych, 
rzadkich i cennych karotenoidów, które mogą odznaczać 
się różnorodnością barw [33]. 

Geny kodujące wczesne enzymy szlaku biosyntezy 
karotenoidów: syntazę GGDP, syntazę fitoenu i desa-
turazę fitoenu stanowią ponad połowę wszystkich klo-
nowanych genów crt. Przykładem enzymu o  dużym 
znaczeniu w syntezie różnorodnych karotenoidów jest 
desaturaza fitoenu, która może tworzyć różne ilości 
podwójnych wiązań w fitoenie. U  roślin, cyjanobk
terii oraz alg powstają dwa wiązania i syntezowany 
jest ζ-karoten, z kolei u bakterii z rodzaju Rhodobacter 
powstają trzy wiązania tworząc neurosporen. Powstawa-
nie czterech wiązań skutkuje syntezą likopenu (głównie 
u eubakterii i grzybów), a pięciu wiązań 3,4-hydroliko-
penu w komórkach Neurospora crassa [12]. 

Pierwsze eksperymenty mające na celu projekto-
wanie syntezy karotenoidów były prowadzone poprzez 
usuwanie niektórych genów crt z kasety ekspresyjnej 
na drodze delecji. Takie podejście skutkowało ekspre- 
sją całkiem nowych enzymów i syntezą nieoczekiwa-
nych karotenoidów u Erwinia herbicola i Rhodobacter 
sphaeroides [15]. 

Proces modyfikacji genów crt bazuje na losowej 
mutagenezie, rekombinacji i selekcji genów kodujących 
dane białka. Przykładem tego typu działania mogą być 
modyfikacje desaturazy fitoenu (crtI) i cyklazy liko-
penu (crtY) w kierunku syntezy nowych karotenoidów 
w komórkach E. coli. Oba enzymy odgrywają kluczową 
rolę na etapie rozgałęzienia ścieżki biosyntezy acyklicz-
nych i cyklicznych karotenoidów. Zmiana specyficzno-
ści substratowej produktów genów crtI i crtY, modyfika-

cja właściwości katalitycznych lub tasowanie genów crtI 
i crtY, umożliwia syntezę różnorodnych karotenoidów 
[2]. Pomimo obiecujących wyników badań związanych 
z  projektowaniem szlaków biosyntezy karotenoidów 
w  E. coli, przeszkodą w komercyjnym wykorzystaniu 
tego gatunku bakterii do produkcji barwników jest fakt 
posiadania przez nią ograniczonego zasobu podstawo-
wych prekursorów izoprenoidowych potrzebnych do 
biosyntezy karotenoidów. Poziom produkcji karoteno-
idów w rekombinowanych komórkach E. coli jest niski 
(10–500 μg/g suchej masy) w porównaniu do komer-
cyjnie wykorzystywanych drobnoustrojów takich jakich 
Dunalliella sp., Haematococcus sp. i X. dendrorhous, dla 
których poziom produkcji osiąga nawet 50 mg na gram 
suchej masy [16]. 

Ze względu na toksyczne działanie zbyt wysokiego 
stężenia prekursorów izoprenoidowych na komórki 
E. coli można stwierdzić, że prawdopodobnie maksy-
malny możliwy poziom produkcji karotenoidów w tej 
bakterii został już osiągnięty [32]. W przeciwieństwie 
do bakterii drożdże są zdolne do akumulowania dużych 
ilości izoprenoidowych pochodnych ergosterolu. Bio-
synteza ergosteroli w niekarotenoidowych drożdżach 
Saccharomyces cerevisiae i  Candida utilis z sukcesem 
została skierowana w stronę produkcji karotenoidów 
[25]. Nadekspresja reduktazy 3-hydroksymetylogluta-
rylo koenzymu A i blokada syntezy ergosteroli spowo-
dowała nadprodukcję likopenu w komórkach C. utilis 
(7,8 mg/g suchej masy) [34].

Pomyślne rezultaty składania genów crt i projekto- 
wania nowych ścieżek syntezy na poziomie moleku-
larnym poszerzyło możliwości produkcji struktural-
nie odmiennych karotenoidów. Ostatnie dokonania 
inżynierii genetycznej powinny pozwolić na produk-
cję nowych karotenoidów, znajdujących zastosowanie 
w przemyśle spożywczym, farmaceutycznym i kosme-
tycznym oraz medycynie.

5. P odsumowanie

Procesy pozyskiwania pigmentów pochodzenia natu- 
ralnego oparte na ekstrakcji są mało wydajne i wymagają 
dużego nakładu surowca, a co za tym idzie są kosztowne 
i nieopłacalne. Otrzymane w ten sposób barwniki wyka-
zują małą odporność na działanie takich czynników 
środowiska jak i zmienne pH, temperatura, natlenienie 
czy działanie światła słonecznego. Aspekty te w znaczący 
sposób obniżają możliwości stosowania barwników 
naturalnych w przemyśle spożywczym. Alternatywę dla 
tych związków stanowią barwniki sztuczne czyli związki 
azowe, charakteryzujące się znacznie większą intensyw-
nością kolorów i trwałością, a  ich synteza jest prosta 
i tania. Okazuje się jednak, że substancje te w procesach 
in vitro ulegają redukcji do amin aromatycznych, co jest 
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zjawiskiem niekorzystnym z powodu wzrostu toksycz-
ności powstających związków. Pomimo, że wszystkie 
związki azowe stosowane w  przemyśle spożywczym 
zawierają grupy sulfonowe, zwiększające ich rozpusz-
czalność w wodzie i tym samym ułatwiające usunięcie 
ich samych lub ich metabolitów z organizmu, to nie-
które z nich (np. tartrazyna) mogą powodować alergie 
lub wykazywać działanie kancerogenne. Dlatego zasad-
nym wydają się dalsze badania nad mikrobiologicznymi 
producentami barwników, cechujących się wysoką 
wydajnością syntezy związków o porównywalnej do pig-
mentów syntetycznych stabilnością. Ponadto duże moż-
liwości niosą ze sobą modyfikacje genetyczne takie jak 
np. tasowanie genów crt i projektowanie nowych ścieżek 
syntezy na poziomie molekularnym, stwarzające nowe 
możliwości produkcji strukturalnie odmiennych karo-
tenoidów. Być może rozwój metod mikrobiologicznych 
opartych na inżynierii genetycznej lub badania dotych-
czas niepoznanych, potencjalnych źródeł substancji 
barwiących przyniosą w  przyszłości rozwiązanie pro-
blemów, z jakimi spotykają się technolodzy i spowoduje 
całkowite wyparcie z rynku barwników sztucznych na 
rzecz barwników pochodzenia mikrobiologicznego, 
których różnorodność jest wciąż godna zainteresowania 
mikrobiologów, biochemików oraz genetyków.
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1.  Wprowadzenie

Ozon, jako naturalny składnik atmosfery powstaje 
w stratosferze na wysokości około 30 km, jako wynik 
działania promieni ultrafioletowych na tlen. Możliwość 
sztucznego wytwarzania ozonu w specjalnie skonstruo
wanych generatorach pozwala na prowadzenie badań 
nad wpływem ozonu na żywe organizmy. Pierwsze, udo-
kumentowane wyniki zwalczania zakażeń przyrannych 
za pomocą ozonu odnotowano już prawie 100 lat temu 
[52]. Zastosowanie medyczne ozonu (ozonoterapia) 
– naturalnie występującego w przyrodzie gazu jest w swej 
istocie niczym innym jak jeszcze jedną metodą fizykote-
rapii. Spełnia bowiem kryteria dla takiej metody podane 
przez P o n i k o w s k ą  i F e r s o n a, którzy uznali ozon 
za gaz leczniczy mający zastosowanie w balneologii [42].

Pomimo toksycznych właściwości ozonu, jego aktyw- 
ność bakterio-, grzybo- i wirusobójcza jest wykorzysty-
wana w ozonoterapii prowadzonej m.in. w obszarze chi-
rurgii, dermatologii, laryngologii, okulistyce, ginekologii 
czy stomatologii. Ponadto, do sterylizacji wrażliwych na 
wysoką temperaturę oraz wilgoć narzędzi i materiałów 
stosowanych w opiece medycznej, wykorzystuje się 
synergistyczne działanie par nadtlenku wodoru i ozonu 
(zwane w literaturze jako peroxone lub perozone), jako 
nową technologię szybkiej sterylizacji niskotempera-
turowej o nazwie systemu „3MTM OptreozTM 125-Z” 
[36]. System ten zapewnia dobrą penetrację długich 
i  wąskich kanałów wewnętrznych, bez ryzyka uszko-
dzenia materiału, pozwalając na sterylizację np. dłu- 
gich wielokanałowych endoskopów giętkich. Ozon zna- 
lazł zastosowanie również jako środek do dezynfekcji 
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wody, powietrza oraz jako środek dezynfekcyjny i kon-
serwujący w przemyśle spożywczym.

2. M echanizm działania ozonu

Ozon jest jednym z najsilniejszych utleniaczy. Reagu-
jąc ze związkami organicznymi powoduje ich utlenianie. 
W pierwszym etapie działania ozonu dochodzi do szyb-
kiego przerwania ściany komórkowej bakterii. Następnie, 
reszty wielonienasyconych kwasów tłuszczowych fosfo-
lipidów wchodzących w skład błony cytoplazmatycznej 
ulegają peroksydacji, co prowadzi do powstania nadtlen-
ków tych związków. Produkty peroksydacji zmieniają 
właściwości fizyczne błon komórkowych. Powodują ich 
depolaryzację, hamują aktywność enzymów błonowych 
i białek transportowych. Ponadto, w reakcjach z silnymi 
utleniaczami może również dojść do utlenienia amino-
kwasów, białek i kwasów nukleinowych [28]. 

Ozon jest gazem toksycznym dla człowieka, wdy-
chany może powodować poważne problemy zdrowotne, 
jeśli jego stężenie w powietrzu przekroczy bezpieczną 
wartość. Symptomy takie jak: uczucie suchości w gardle 
i w ustach, kaszel, bóle głowy i klatki piersiowej mogą 
pojawić się przy dłuższym czasie ekspozycji na ozon 
i  ulegają nasileniu również przy wyższych jego stęże-
niach. W szeregu badaniach na zwierzętach dowiedziono 
szkodliwego działania ozonu na układ oddechowy, pro-
cesy odpornościowe i wykazano jego genotoksyczność 
[53]. Ozon należy do grupy egzogennych czynników 
wyzwalających aktywne formy tlenu, odpowiedzialne 
za szereg efektów biologicznych. Organizmy tlenowe 
posiadają systemy obronne unieczynniające aktywne 
formy tlenu, jednakże układ obronny komórki posiada 
określone możliwości tego unieczynniania, których 
wyczerpanie może powodować lawinowy wzrost stęże-
nia rodników tlenowych w komórce. W wyniku działania 
ozonu na podwójną nić DNA, w układach in vitro, może 
dochodzić do pęknięć połączeń pomiędzy pętlami tego 
kwasu, a także pomiędzy DNA a białkami. W warunkach 
in  vivo, skutki działania ozonu nie muszą być równie 
niebezpieczne, ponieważ uszkodzenia DNA mogą być 
sprawnie usuwane przez komórkowe systemy naprawcze, 
a i stężenie ozonu może być dużo mniejsze, niż w warun-
kach doświadczalnych [53].

Toksyczność ozonu zależy od jego stężenia, czasu 
ekspozycji i  drogi podania. Ozon podawany drogą 
wziewną może powodować nieodwracalne zmiany w ko- 
mórkach rzęskowych płuc, zmieniając strukturę ich 
błon komórkowych, czego konsekwencją jest zwłóknie-
nie płuc. Według rozporządzenia Ministra Środowiska 
„w  sprawie dokonywania oceny poziomów substancji 
w  powietrzu”, dopuszczalny poziom ozonu w  powie-
trzu wynosi 120 µg/m3 – uśredniony wynik pomiarów 
w ciągu 8 godzin [44].

3. R ozwój ozonoterapii

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

Ważnym wydarzeniem w rozwoju badań ozonu 
było utworzenie w 1971 r. International Ozone Insti-
tute (IOI), przemianowanego w 1973 r. na towarzystwo 
naukowe o nazwie: International Ozone Associations 
(IOA), które miało służyć za centrum myśli i technologii 
związanych z wieloaspektowymi zastosowaniami ozonu 
w przemyśle i medycynie. Organizacja IOA to ogólno-
światowe forum badań i wymiany doświadczeń łączące 
naukowców, inżynierów, projektantów systemów, tech-
nologów, producentów wyposażenia i użytkowników 
technologii ozonowych. IOA wprowadziła szereg ogól-
noświatowych programów obejmujących m.in. takie 
obszary jak: zastosowanie ozonu w dezynfekcji wody 
i ścieków, w produkcji i przetwórstwie żywności, a także 
badanie medycznych zastosowań ozonu.

Obecnie IOA zrzesza ponad 1300 członków, którzy 
prowadzą programy IOA w trzech regionalnych gru-
pach światowych: panamerykańskiej (PAG: Ameryka 
Północna, Centralna i Południowa), japońskiej (NIG) 
i grupie EA3 (EA3G: Europa, Afryka, Azja, Australia) 
zrzeszającej ponad 40 krajów, prowadzących badania 
nad ozonem i stosujących go ze wskazań medycznych.

IOA wydaje regularnie czasopisma: IOA Newsletter 
– Ozone News i dwumiesięcznik Ozone: Science & Engi­
neering (OS&E). Odbyło się już 20 światowych kongre-
sów IOA, ostatni miał miejsce w Paryżu, w maju 2011 r. 

W Europie od 1971 r. działa European Cooperation 
of Medical Ozone Societies z siedzibą w Paryżu zrze-
szające obecnie 4 regionalne towarzystwa działające też 
w ramach EA3G: niemieckie: Ärztliche Gesellschaft für 
Ozon-Anwendung in Prävention und Terapie; szwaj-
carskie: Swiss Medical Society for Ozone and Oxygen 
Therapies –  SAGOS; austriackie: Ozone Therapists’ 
Interest Group – OTIG i włoskie: International Medi-
cal Ozone Society Italy – IMOS. Grupa ta w  2012 r., 
w dniach 4–6 lipca, zorganizowała we Francji, w Ecole 
d’ingenieurs de Purpon w Tuluzie kolejne spotkanie pod 
hasłem „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 wrześniu 2012 r., w Milwaukee.

Ogromne zasługi dla nowoczesnej ozonoterapii 
oddali dr Renate V i e b a h n  autorka uznanych pod-
ręczników tej metody i, obecnie emerytowany, profesor 
fizjologii Velio B o c c i, który od 40 lat propaguje i bada 
tę metodę organizując wiele kursów i szkoleń jako wie-
loletni Prezydent IMOS i Dyrektor Instytutu Wydziału 
Farmacji Uniwersytetu w Sienie. 

W Polsce po raz pierwszy zastosował klinicznie 
ozonoterapię, pracujący w Katowicach, prof. Hubert 
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A n t o s z e w s k i, który będąc gorącym zwolennikiem 
tej metody powołał do życia Polskie Towarzystwo Ozo-
noterapii (PTOT) z siedzibą w Katowicach. Jako Prezes 
PTOT zorganizował pierwsze w Polsce Sympozjum Ozo-
noterapii oraz trzy Ogólnopolskie Kongresy Polskiego 
Towarzystwa Ozonoterapii – pierwszy w 1993 r. w Kato-
wicach, a ostatni w Szczyrku w 1996 r. W 1997 r. pojawiła 
się pod jego redakcją pierwsza w Polsce publikacja opisu-
jąca terapeutyczne zastosowanie ozonu w medycynie [3].

Po odejściu prof. H. A n t o s z e w s k i e g o  na eme
ryturę działalność PTOT zaczęła zamierać, a  po Jego 
śmierci, we wrześniu 2007 r. w zasadzie zupełnie ustała 
i wymaga reaktywacji, chociaż być może w nieco innej 
formule.

Znaczne zasługi dla rozwoju ozonoterapii w Polsce 
położył dr Piotr S z m u r ł o  prowadzący badania wraz 
z prof. Ireną P o n i k o w s k ą  w kierowanej przez nią 
Klinice Balneologii i Medycyny Fizykalnej UMCS z sie-
dzibą w  Ciechocinku. Powstało tam wiele pomysłów 
dotyczących zastosowań ozonu w  balneologii i  prace 
nad zastosowaniami tej metody w balneologii i fizyko-
terapii są tam nadal prowadzone [55].

Zasłużony dla polskiej ozonoterapii jest również 
mgr  inż. Wiesław B r o j e k, entuzjasta tej metody, 

współtwórca oraz producent jedynego do tej pory 
rdzennie polskiego, stale unowocześnianych aparatów 
do ozonoterapii (seria ATO3) 

Obecnie terapia ozonem jest dopuszczona prawnie 
i stosowana z powodzeniem w: Niemczech, Włoszech, 
Francji, Rosji, Rumunii, Polsce i Ukrainie, w Czechach, 
na Węgrzech, w Jugosławii, Bułgarii, Izraelu, Japonii, 
Malezji, Singapurze, Brazylii, na Kubie, w  Meksyku, 
Zjednoczonych Emiratach Arabskich oraz w Kanadzie 
i w większości stanów Stanów Zjednoczonych (Alaska, 
Waszyngton, Arizona, Kalifornia, Kolorado, Oregon, 
Newada, Nowy Meksyk, Teksas, Oklahoma, Georgia, 
Nowy Jork, Północna i  Południowa Karolina, Ohio, 
Minnesota). W innych krajach lub stanach, jest z nie-
jasnych powodów, uznawana w  całości za medyczne 
postępowanie niekonwencjonalne. Należy zaznaczyć, 
że ozonoterapia, zwłaszcza w swym aspekcie bakterio-
bójczym, stosowana zgodnie z zaleceniami medycznymi 
i w  sposób prawidłowy jest metodą bezpieczną i nie
toksyczną [17, 27]. 

Ozonoterapia jest, jak już wspomniano nadal, 
pomimo ciągłego ukazywania się wielu poważnych 
doniesień naukowych o jej skuteczności, traktowana 
jako metoda medycyny alternatywnej. Z tego powodu 

1840	 Niemiecki chemik Friedrich Schönbein (1799–1868) odkrywa ozon i nazywa go dla szczególnego zapachu	 [43]
	 – ozonem, od greckiego słowa oznaczającego zapach – ozein	
1856	 Pierwsze medyczne użycie ozonu w Stanach Zjednoczonych przez homeopatę 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 przemysłowej produkcji ozonu 	 [53]
1900	 Stany Zjednoczone – Nikola Tesla założył „Tesla Ozon Co”, który sprzedaje wynalezione generatory ozonu	 [53]
	 i ozonowaną oliwę dla lekarzy do użytku medycznego	
1873	 Odkrycie zdolności zabijania drobnoustrojów przez ozon (Fox)	 [16]
1885	 Pierwsza anglojęzyczna publikacja dotycząca leczenia za pomocą ozonu – zatytułowana „Ozone” autorstwa	 [30]
	 Ch. J. Kenwortha z Jacksonville 	
1915	 Pierwsze zastosowanie ozonu do leczenia ran 	 [56]
1916	 Pierwsze doniesienie o przydatności leczenia ozonem w przypadkach zakażeń kości 	 [50]
1935	 Pierwsze stosowanie insuflacji ropnych przetok ozonem (Payer i Auborg)	   [7]
1971	 Powstaje niemieckie „Medyczne Stowarzyszenie Terapii Ozonem”	 –
1972	 Powstaje Międzynarodowe Stowarzyszenie Terapii Tlenowej założone przez George Freibotta, które stało się	 –
	 następcą założonego w 1913 r. „Związku Terapii Tlenowej”	
1971	 Powstaje międzynarodowe towarzystwo naukowe: International Ozone Associations – IOA 	 –
1979	 Wydanie przez E. Fischera w Verlag für Medizin w Heidelbergu pierwszego nowoczesnego, profesjonalnego	 [57]
	 podręcznika ozonoterapii klinicznej – „Das Medizinische Ozon” autorstwa H. H. Wolffa	
1979	 Pierwsze doniesienie o zastosowaniu ozonu w leczeniu miażdżycy zarostowej tętnic; mikroangiopatii	 [41]
	 i polineuropatii cukrzycowej oraz skutków niewydolności krążenia żylnego 	
1983	 Pierwszy Międzynarodowy Kongres dotyczący medycznych zastosowań ozonu, Waszyngton, Stany Zjednoczone	 –
1986	 Pierwsze w Polsce zastosowanie kliniczne ozonoterapii 	   [4]
1995	 Pierwsze na świecie podanie mieszaniny tlenowo-ozonowej do komór bocznych mózgu  	   [5]
2000	 Pierwsze podane w piśmiennictwie zastosowanie głębokich pooperacyjnych insuflacji mieszaniną ozonowo-tlenową 	 [12]
2003	 Pierwsze podane w piśmiennictwie śródoperacyjne zastosowanie ozonoterapii powierzchniowej  w profilaktyce	   [9]
	 zakażeń miejsca operowanego w ortopedii 	

Tabela I
Wybrane istotne daty w rozwoju ozonoterapii – zestawienie własne

Rok Wydarzenie Pismien-
nictwo



180 Dariusz Białoszewski, Ewa Bocian, Stefan Tyski

leczenie za jej pomocą nie jest refundowane przez sys-
temy opieki zdrowotnej wielu z ww. krajów. Jest to szcze-
gólnie zdumiewające, jeśli wziąć pod uwagę chociażby 
znane od ponad 100 lat, niepodważalne działanie bak-
teriobójcze ozonu [15, 17, 29, 52].

4. O zon w dezynfekcji wody i powietrza

Ozon, ze względu na silne działanie przeciwdrobno-
ustrojowe znalazł zastosowanie jako skuteczny środek do 
dezynfekcji wody do picia, wody w basenach, wody prze-
mysłowej, wody do celów chłodniczych oraz ścieków. 
Jego aktywność przeciwdrobnoustrojowa przewyższa 
aktywność chloru około 50-krotnie [49]. W badaniach 
porównawczych aktywności ozonu i podchlorynu sodu 
wobec bakterii występujących w  ściekach szpitalnych 
– głównie z rodzaju Enterococcus, wykazano znacznie 
wyższą skuteczność bakteriobójczą ozonu, nawet wobec 
enterokoków opornych na wankomycynę [49]. Dodat-
kową zaletą ozonu jest znacznie krótszy czas działania 
w porównaniu z czasem biobójczego działania podchlo-
rynu sodu. Obok działania bakteriobójczego, ozon wyka-
zuje również ważną cechę w przypadku zapewnienia czy-
stości wody – zdolność ograniczania liczebności glonów 
i pierwotniaków oraz pleśni i innych grzybów. Systemy 
ozonowania instalowane w celu dezynfekcji wody zdat-
nej do konsumpcji zapewniają ochronę przed skażeniem 
Cryptosporidium sp. [49]. Ozon stosowany jest również 
do ciągłego uzdatniania i napowietrzania wody w zbior-
nikach hodowlanych ryb. W obszarze weterynaryjnym, 
ozon może być również wykorzystywany do dezynfekcji 
ścieków, w celu ograniczenia rozprzestrzeniania się drob-
noustrojów do środowiska. Bakterie pochodzące ze ście-
ków odzwierzęcych, w wyniku częstego, prewencyjnego 
stosowania antybiotyków takich jak: chlorotetracyklina, 
linkomycyna, sulfametazyna, czy tetracyklina, są często 
na nie oporne [37]. M a c a u l e y  i wsp. [37] przepro-
wadzili eksperyment, w którym porównano aktywność 
chloru, ultrafioletu i ozonu wobec bakterii obecnych 
w  ściekach pochodzących z hodowli świń. Zastoso-
wanie chloru o stężeniu 30 mg/L powodowało stopień 
redukcji liczby bakterii wynoszący 2,2–3,4 log, jedno-
cześnie zidentyfikowano szczepy dwóch opornych na 
chlor gatunków Bacillus subtilis i B. licheniformis. Zasto-
sowanie promieni UV prowadziło do inaktywacji pra-
wie wszystkich bakterii, jednakże było energochłonne, 
natomiast ozon w stężeniu 100 mg/L powodował sto-
pień redukcji liczby bakterii ściekowych na poziomie 
3,3–3,9 log (gęstość bakteryjnej zawiesiny wyjściowej 
wynosiła ok. 7 log cfu/mL).

Ozon w formie gazowej wykorzystywany jest do 
dezynfekcji pomieszczeń mieszkalnych, w budynkach 
użyteczności publicznej takich jak: teatry, kasyna czy 
szpitale [49]. Jest skuteczny przy odgrzybianiu sta-

rych, zaniedbanych mieszkań czy domów, w których 
z  powodu np. złej wentylacji i dużej wilgotności roz-
winęły się grzyby pleśniowe, najczęściej z gatunków 
Stachybotrys chartarum czy Aspergillus versicolor [49]. 
Należy jednak pamiętać, aby unikać bezpośredniego 
kontaktu ludzi z mieszaniną ozonowo-powietrzną 
i  użytkować oczyszczone ozonem pomieszczenia po 
odpowiedniej wentylacji, gdy resztki ozonu ulegną usu-
nięciu lub rozkładowi.

Jedne z ostatnich badań H u t t u n e n  i wsp. [26] 
dotyczą możliwości wykorzystania ozonowania do 
dezynfekcji zakurzonych mebli pochodzących z wilgot-
nych i zaniedbanych budynków. Zastosowanie urządze-
nia myjącego przy użyciu pary i jednocześnie dezynfe-
kującego za pomocą ozonu o stężeniu ponad 30 ppm, 
najczęściej prowadziło do redukcji drobnoustrojów 
w kurzu. Liczba większości gatunków grzybów ulegała 
obniżeniu, zwłaszcza dotyczyło to grzybów z rodzajów: 
Penicillium, Cladosporium, Candida, Aureobasidium, 
Rhizopus, Trichoderma i Actinomycetes. Jednakże zaob-
serwowano, że metoda ta nie usuwa czy też nie niszczy 
wszystkich gatunków grzybów. Zidentyfikowano cztery 
gatunki, które były obecne w kurzu po procesie mycia 
i dezynfekcji: Cladosporium pullulans, C. cladosporides, 
C. herbarum i Epicoccum nigrum. 

5. Z astosowanie ozonu w przemyśle spożywczym

Ozon może być dodawany do płynów stosowanych 
do mycia warzyw, owoców, ryb i mięsa w celu dezyn-
fekcji i przedłużenia trwałości tych produktów [38, 40]. 
Przeprowadzono badania efektywności działania ozono-
wanej wody o zawartości ozonu 3 ppm, 5 ppm i 10 ppm, 
użytej do płukania sałaty lodowej przez 5 min. w tem-
peraturze pokojowej [33]. Zaobserwowano znaczny 
spadek liczby naturalnie bytujących bakterii na świeżo 
ściętej sałacie, gdy stosowano wodę ozonowaną, ale 
tylko do stężenia 5 ppm ozonu. Świeże warzywa zanie-
czyszczone Yersinia enterocolitica były przyczyną epide-
mii, którą opanowano dzięki zastosowaniu wody ozono-
wanej o stężeniu ozonu 1,4 i 1,9 ppm. Już po 1 minucie 
zaobserwowano redukcję populacji drobnoustrojów 
w wodzie, wynoszącą odpowiednio: 4,6 i 6,2 log cfu/mL 
[48]. W  innych badaniach wykazano, że ozonowana 
woda (5 ppm ozonu) stosowana do płukania przez 1 min 
powoduje redukcję liczby bakterii Y. enterocolitica i Liste­
ria monocytogenes na powierzchni ziemniaków, odpo-
wiednio o 1,6 i 0,8 log cfu/g) [48]. Zastosowanie ozono-
wanej wody o stężeniu ozonu 1,6 i 2,2 ppm przez 1 min, 
dało również dobre rezultaty w ograniczaniu kilku epi-
demii shigellozy, związanych ze świeżymi warzywami. 
Odnotowano redukcję liczebności populacji Shigella 
sonnei w wodzie, odpowiednio o  3,7 i 5,6 log cfu/mL 
(gęstość zawiesiny wyjściowej wynosiła 9 log cfu/mL) 
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[48]. Redukcję liczby bakterii, takich jak E. coli O157:H7 
i Salmonella uzyskiwano również w przypadku mycia 
ozonowaną wodą małych owoców takich jak maliny 
czy truskawki (o 5,6 log i 4,5 log –  odpowiednio, 
w przypadku dezynfekcji malin oraz o 2,9 log i 3,3 log 
–  odpowiednio, w  przypadku dezynfekcji truskawek) 
[8]. K i m  i  H u n g  [31] przeprowadzili badania doty-
czące procesów dezynfekcji świeżych owoców (jagód). 
Do badań użyto szczep E. coli O157:H7, naniesiony na 
kwiaty i  owoce jagód. Wykazano, że zastosowany do 
dezynfekcji ozon o stężeniu 4000 mg/L redukował liczbę 
komórek szczepu tylko o 0,66 log – w przypadku kwia-
tów i o 0,72 log w przypadku owoców jagód. 

Vu r m a  i wsp. [59], w badaniach bakteriobójczej 
aktywności gazowego ozonu wobec szczepu E. coli 
O157:H7, wykazali redukcję liczby komórek do 2,4 log, 
1,8 log i 1,4 log, w zależności od warunków badania. Gęs- 
tość zawiesiny wyjściowej wynosiła ok. 7 log cfu/mL, 
a zatem należy zwrócić uwagę na fakt, że mimo wykaza-
nej bakteriobójczej aktywności ozonu, poziom redukcji 
może być niewystarczający do zapewnienia bezpieczeń-
stwa konsumenta. 

W innych badaniach wykazano skuteczność ozonu 
o stężeniu 0,1 ppm stosowanego przez 6 h w inaktywa-
cji E. coli skażającej czarny pieprz w postaci ziarnistej 
i mielonej, co nie miało wpływu na cechy organolep-
tyczne [23]. 

Ozon stosowany przy produkcji napojów, do płuka-
nia butelek przed napełnieniem, czy dezynfekcji beczek 
dębowych w winiarniach, wykorzystywany jest nie tylko 
jako czynnik przeciwdrobnoustrojowy, lecz także jako 
związek wiążący i usuwający żelazo, mangan, amoniak 
i siarkowodór z wody [40].

6. Z astosowanie ozonu w terapii

Zastosowanie ozonoterapii w stomatologii rozpoczęło 
się wkrótce po II wojnie światowej, pomimo braku nowo-
czesnych urządzeń do wytwarzania ozonu. Obecnie, 
dostępne są na rynku nowoczesne zestawy stomatolo-
gicznych generatorów ozonu pozwalające na precyzyjny 
i bezpieczny sposób aplikowania ozonu do konkretnego 
miejsca. W periodontologii leczone są zapalenia dziąseł 
i przyzębia, afty, opryszczki oraz kandydoza jamy ust-
nej. Właściwości bakteriobójcze ozonu wykorzystywane 
są zwłaszcza w stomatologii zachowawczej do leczenia 
próchnicy oraz zakażeń miazgi zęba. Zakażone i  źle 
gojące się rany w obrębie jamy ustnej również z powo-
dzeniem leczone są przy użyciu ozonu, co jest stosowane 
w implantologii i chirurgii stomatologicznej [28]. 

W badaniach in vitro, z użyciem drobnoustrojów 
chorobotwórczych takich jak: Enterococcus faecalis, 
Peptostreptococcus micros, Pseudomonas aeruginosa 
i Candida albicans, przygotowanych zarówno w postaci 

zawiesiny jak i w postaci biofilmów, w modelu zakażenia 
korzenia zębowego, porównano skuteczność działania 
ozonu gazowego, wody ozonowanej, podchlorynu sodu 
(2,25% i 5,25%), diglukonianu chlorheksydyny (2%) 
i nadtlenku wodoru (3%), [25]. Znaczącą redukcję liczby 
patogennych drobnoustrojów w zawiesinach uzyskano 
po zastosowaniu ozonowanej wody o  stężeniu ozonu 
do 5 µg/mL, jak również podchlorynu sodu i digluko-
nianu chlorheksydyny, natomiast gazowy ozon o stęże-
niu do 1 mg/mL i nadtlenek wodoru okazały się mniej 
skuteczne. W  stosunku do drobnoustrojów w  postaci 
biofilmów, aktywność ozonu gazowego i  rozpuszczo-
nego w wodzie była zależna od jego stężenia, gatunku 
badanego szczepu oraz czasu ekspozycji. Znamienną 
redukcję liczby drobnoustrojów uzyskano dla wysokiego 
stężenia gazowego ozonu i podchlorynu sodu, już po 
1 minucie działania. Ozonowana woda o wysokim stęże-
niu ozonu (20 µg/mL) oraz diglukonian chlorheksydyny 
prawie całkowicie redukowały liczbę komórek bakterii 
w biofilmach, podczas gdy nadtlenek wodoru był mniej 
skuteczny [15, 29]. 

W innych badaniach z wykorzystaniem modelu 
zakażonego kanału zębowego, porównano aktywność 
przeciwbakteryjną 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]. Zarówno gazowy ozon, jak 
i laser KTP wykazywały redukcję liczby komórek bak-
terii wynoszącą 2,0 i 1,8 log – odpowiednio, w stosunku 
do wyjściowej zawiesiny szczepu E. faecalis o gęstości 
5,5 log, jednakże nie tak wysoką, jak grupa kontrolna 
z podchlorynem sodu, dla której zaobserwowano cał-
kowitą redukcję liczby komórek szczepu. Gazowy ozon 
okazał się bardziej skuteczny niż laser KTP. C a r d o s o 
i wsp. [21] przeprowadzili badania aktywności przeciw-
drobnoustrojowej wody ozonowanej (24 mg/L ozonu) 
w  modelu kanałów zębowych zakażonych szczepami 
Candida albicans, E. faecalis i zanieczyszczonych endo-
toksyną Escherichia coli. Zaobserwowano wysoki sto- 
pień redukcji liczby komórek C. albicans i  E. faecalis 
w próbach pobranych bezpośrednio po irygacji ozono-
waną wodą, natomiast w próbach pobranych po 7 dniach 
od ponownego wypełnienia kanałów zębowych ozo-
nowaną wodą, zaobserwowano znaczny wzrost liczby 
komórek drobnoustrojów. Wobec endotoksyny E. coli, 
woda ozonowana nie wykazywała aktywności neutra-
lizującej. Aktywność przeciwdrobnoustrojową ozono- 
wanej wody (2 lub 4 mg/L ozonu) wobec szczepu C. albi­
cans przedstawiono również w badaniach A r i t a  i wsp. 
[6]. Wystarczył 1-minutowy czas kontaktu, aby w znacz-
nym stopniu zredukować liczbę komórek drobnoustroju 
z powierzchni akrylowej protezy dentystycznej. 

Przeciwbakteryjna aktywność gazowego ozonu okreś- 
lana była również wobec szczepu Streptococcus mu- 
tans, który może stanowić zagrożenie w jamie ustnej 
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w przypadku pozostałości pod elementami sztucznego 
uzębienia [41]. Zastosowanie ozonu dało wysoki poziom 
redukcji liczby komórek S. mutans po czasie kontaktu 
wynoszącym 80 sekund. 

W wiarygodnych bazach piśmiennictwa jest zaskaku-
jąco mało prac, które w sposób zgodny z paradygmatem 
Evidence-Based Medicine (EBM) oceniają przydatność 
zastosowania ozonu w leczeniu zakażeń w  chirurgii, 
zarówno pierwotnych jak i wtórnych, w tym jatrogen-
nych. Jest to szczególnie zdumiewające, jeżeli wziąć pod 
uwagę znane od około 100 lat bakteriobójcze działanie 
ozonu oraz fakt, że pierwsze doniesienie pokazujące 
dobroczynne działanie ozonu w przypadkach powikła-
nych zakażeniem otwartych, wojennych złamań kości, 
zostało opublikowane przez majora S t o k e r a  w cza-
sopiśmie Lancet już we wrześniu 1916 r. [52]. 

W ostatnich latach pojawiły się jednak prace kli-
niczne, których wyniki potwierdzają skuteczność ozono-
terapii w odniesieniu do leczenia i profilaktyki zakażeń 
w ortopedii i traumatologii narządu ruchu. Dotyczą one 
leczenia przewlekłych ran, owrzodzeń tkanek miękkich, 
zakażonych ran pourazowych oraz profilaktyki zakażeń 
szpitalnych po planowych, rekonstrukcyjnych zabiegach 
ortopedycznych [10, 12, 13, 32, 54, 60]. Pojawiły się rów-
nież prace kliniczne, w których donosi się o skuteczności 
bakteriobóczej ozonu w leczeniu zapalenia otrzewnej 
i ropnych zapaleń w obrębie miednicy małej [35, 58].

Zaobserwowano również korzystne efekty stoso-
wania płukania płynami ozonowanymi w profilaktyce 
zakażeń zarówno w ortopedii jak i chirurgii ogólnej [1, 
9]. Brak natomiast przekonywujących, zgodnych z para-
dygmatem EBM, klinicznych dowodów na to, że jest 
to metoda przydatna w leczeniu różnych innych cho-
rób – dotyczy to zwłaszcza podawania parenteralnego 
mieszaniny tlenowo-ozonowej w terapii takich chorób, 
jak: miażdżyca naczyń obwodowych, niektóre nowo-
twory, choroba zwyrodnieniowa stawów, dyskopatie 
lędźwiowe, dystrofie współczulne [2, 18, 20, 39, 51]. 
W  powyższym zakresie ozonoterapia stosowana jest 
nadal w zasadzie empirycznie, wymaga dalszych badań 
i należy ją stosować z dużą ostrożnością. 

Duże nadzieje rokują pojawiające się ostatnio prace 
eksperymentalne z wykorzystaniem modeli zwierzę-
cych (badania na szczurach), które prowadzone zgod- 
nie z zasadami paradygmatu EBM udowadniają celo-
wość stosowania parenteralnie ozonu celem leczenia 
wywołanych doświadczalnie zapaleń nerek lub otrzew-
nej [20, 22, 50].

Ozon może być stosowany zewnętrznie w  postaci 
olejowych preparatów ozonowanych produkowanych 
na bazie oliwy z  oliwek tzw. pierwszego tłoczenia. Są 
to preparaty o  uznanej skuteczności w  terapii zaka-
żeń skórnych i  terapii przewlekłych ran, np.: odleżyn 
i owrzodzeń podudzi w przebiegu zespołów pozakrze-
powych [62]. Certyfikowany zgodnie z  normami UE 
polski ozonowany preparat olejowy jest dostępny na 

rynku od 2001 r. Ozonowaniu można poddać również 
olej słonecznikowy. Sechi i wsp. [46] zastosowali taki 
właśnie preparat w celu wykazania jego bakteriobójczej 
aktywności wobec różnych szczepów bakterii, takich 
jak Mycobacteria, wielooporne Gram-dodatnie (gron-
kowce, paciorkowce, enterokoki) i Gram-ujemne bak-
terie (P. aeruginosa i E. coli), izolowane z różnych miejsc 
i  materiałów (oczy, skóra, ropa, kał). Na podstawie 
określonych wartości MIC (Minimal Inhibitory Con-
centration) stwierdzono bakteriobójczą aktywność ozo-
nowanego oleju wobec wszystkich badanych szczepów. 
Wartości MIC (z wyłączeniem Mycobacterium) mieściły 
się w granicach: 1,18–9,5 mg/mL. Badania wykazały, że 
spośród badanych szczepów najbardziej wrażliwe były 
Mycobacterium spp. (MIC: 0,95–2,37 mg/mL). 

Stosowanie ozonu metodami nieinwazyjnymi takimi, 
jak: kąpiele tlenowo-ozonowe, płukania płynami ozono-
wanymi i aplikowanie olejowych preparatów ozonowych 
spełnia w swej istocie założenia typowe dla fizykoterapii, 
w której wykorzystuje się przede wszystkim jego działa-
nie antybakteryjne.

7.	A ktywność przeciwdrobnoustrojowa ozonu,
	 oceniana in vitro

W Zakładzie Antybiotyków i Mikrobiologii Naro-
dowego Instytutu Leków przeprowadzono we współ-
pracy z Zakładem Rehabilitacji Oddziału Fizjoterapii 
II Wydziału Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu 
Medycznego badania aktywności bakteriobójczej i grzy-
bobójczej wody ozonowanej oraz mieszaniny tlenowo-
-ozonowej [11, 14]. Starano się przeprowadzić ocenę 
aktywności przeciwdrobnoustrojowej zgodnie z meto-
dyką opracowaną w odpowiednich normach europej-
skich (EN). Badania przeprowadzono zgodnie z  nor-
mami: PN-EN 1040: Chemiczne środki dezynfekcyjne 
i antyseptyczne – Ilościowa zawiesinowa metoda okreś
lania podstawowego działania bakteriobójczego che-
micznych środków dezynfekcyjnych i antyseptycznych 
(Faza 1) i PN-EN 1275: Ilościowa zawiesinowa metoda 
określania podstawowego działania grzybobójczego lub 
podstawowego działania bójczego wobec grzybów droż-
dżopodobnych chemicznych środków 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 także izolowane 
z rozmaitego materiału od chorych, szczepy kliniczne, 
po 10 izolatów z następujących grup: Enterobacter clo­
acae, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Proteus 
mirabilis + Proteus vulgaris, Acinetobacter baumannii, 
S. aureus (MRSA), P. aeruginosa. Ponadto użyto wzor-
cowe szczepy grzybów: Candida albicans ATCC 10231 
i Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. 
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Stężenie ozonu w wodzie ozonowanej oznaczano 
metodą miareczkowania. Hodowle bakteryjne, na które 
działano ozonem prowadzono w formie planktonowej 
i w postaci biofilmów (tylko szczepy S. aureus i P. aeru­
ginosa). Szczepy grzybów badano tylko w formie plank-
tonowej. 

W badaniach wody ozonowanej wykazano jej bardzo 
dużą aktywność biobójczą – wymagany przez normy 
czas kontaktu niezbędny do redukcji liczby komórek 
bakterii (o  5 log) i wegetatywnych komórek grzybów 
(o 4 log) jest bardzo krótki – 30 s lub 1 min. Natomiast 
wobec zarodników A. brasiliensis, tak krótki okres kon-
taktu okazał się niewystarczający. W badaniach gazowej 
mieszaniny tlenowo-ozonowej wykazano odpowiednią 
aktywność wobec bakterii w postaci planktonowej, ale 
dopiero po czasie kontaktu wynoszącym 2 minuty, jed-
nakże należy zaznaczyć, że krótszego czasu nie można 
było zastosować z przyczyn technicznych. 

W części doświadczalnej dotyczącej biofilmów bak-
teryjnych, biorąc pod uwagę wymagania norm PN-EN 
1040 i PN-EN 1275, wykazano, że ozonowana woda 
może być uznana jako skuteczny środek niszczący bio-
film bakteryjny. Biofilm S. aureus był bardziej wrażliwy 
na ozonowaną wodę (czas kontaktu 30 s) niż biofilm 
P. aeruginosa. Gazowa mieszanina tlenowo –  ozono- 
wa okazała się nieskuteczna w niszczeniu biofilmów 
bakteryjnych.

8. P osumowanie

Biorąc pod uwagę piśmiennictwo związane z bada-
niami aktywności przeciwdrobnoustrojowej, dzisiejszy 
stan wiedzy pozwala na traktowanie ozonoterapii jako 
metody opartej na faktach (EBM) w zakresie jej bakte-
riobójczych i grzybobójczych zastosowań. Inne zasto-
sowania tej metody fizykalnej pozostają nadal, pomimo 
wielu badań, dyskusyjne. 

Badania podstawowe i kliniczne nadal trwają, cho-
ciaż liczba ich nie jest zbyt wysoka. Obecnie (stan na 
20  lipca 2012 r.) w największej, światowej medycznej 
bazie literaturowej PubMed, pod hasłem „ozone the-
rapy” znajdowało się 2240  doniesień naukowych. Co 
zadziwiające wśród obowiązujących w PubMed słów 
kluczowych Medical Subject Headings (MeSH) nie 
ma do dzisiaj kategorii odnoszących się do stosowania 
ozonu jako czynnika bakteriobójczego i zastosowań ozo-
noterapii w chirurgii.
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1.  Wstęp

Zapalenie mózgu (encephalitis), jest ciężkim zespo-
łem neurologicznym przebiegającym z klinicznymi 
objawami zaburzenia czynności mózgu. Może być ono 
spowodowane zarówno czynnikami zakaźnymi, jak i nie-
zakaźnymi. Do czynników niezakaźnych można zaliczyć 
m.in. choroby immunologiczne, sercowo-naczyniowe, 
metaboliczne czy też nowotworowe [37]. Większość 
przypadków jest jednak następstwem czynników zakaź-
nych wśród których dominują wirusy. Także bakterie 
oraz grzyby mogą być czynnikiem etiologicznym zapa-
lenia mózgu [16, 19].

2.  Wirusowe zapalenie mózgu

Wirusowe zapalenie mózgu jest najczęstszą przyczyną 
wszystkich zapaleń mózgu, a częstość jego występowania 
waha się w większości populacji od 3,5 do 7,4 przypad-
ków na sto tysięcy osób [15]. Przykładowo, w Wielkiej 
Brytanii rocznie odnotowuje się ok. 700  przypadków 
wirusowego zapalenia mózgu [4], natomiast we Francji 
zachorowalność jest wyższa i sięga ok. 1200 przypad-
ków rocznie [26]. Bardzo często etiologia zapaleń mózgu 
pozostaje nieznana – w dotychczas przeprowadzo- 
nych badaniach epidemiologicznych przyczyny zapaleń 

mózgu nie udało się ustalić w 31–75% przypadków [3, 
4, 13–15, 21, 25, 31].

Dotychczas opisano ponad 100 wirusów, które mogą 
prowadzić do rozwoju zapalenia mózgu [9]. Najczęś
ciej są to herpes wirusy, takie jak wirusy opryszczki 
(HSV-1 – Herpes Simplex Virus – 1); (HSV-2 – Herpes 
Simplex Virus – 2), wirus ospy wietrznej i półpaśca 
(VZV – Varicella-Zoster Virus), wirus mononukleozy 
(EBV – Epstein-Barr Virus), jak również enterowirusy 
(głównie enterowirus 71), arbowirusy jak wirus Zachod-
niego Nilu (WNV – West Nile Virus), wirus japońskiego 
zapalenia mózg (JE – Japanese Encephalitis) oraz wirus 
kleszczowego zapalenia mózgu (TBEV – Tick-Borne 
Encephalitis Virus) [1, 8, 9]. W ciągu ostatniej dekady, 
pojawiły się doniesienia o nowych wirusach mogących 
stanowić czynnik etiologiczny zapalenia mózgu. Należą 
do nich m.in. wirus Nipah (Nipah Virus), australijski 
lyssawirus nietoperzy (ABLV – Australian bat lyssavi­
rus,) czy też wirus grypy A H5N1 [9, 14].

3. O pryszczkowe zapalenie mózgu

Wirusy HSV-1 i HSV-2 należą do α-herpes wirusów, 
których genom zbudowany jest z liniowego dsDNA. 
Materiał genetyczny wirusów otoczony jest kapsydem. 
Pomiędzy kapsydem a otoczką znajduje się warstwa 
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białek, natomiast zewnętrzna część wirusa stanowi 
błona lipidowa na powierzchni której znajdują się gliko
proteiny wirusowe [34]. 

HSV jest powszechnie występującym wirusem u po- 
pulacji ludzkiej [46, 47], a częstość jego występowania 
zależy m.in. od czynników demograficznych. Zakażenia 
HSV-1 występują już we wczesnym okresie życia wśród 
rasy czarnej zamieszkującej USA i obecność swoistych 
przeciwciał stwierdza się u około 30% dzieci w wieku 
5 lat i ok 70–80% nastolatków [46]. Wśród razy białej 
zamieszkującej USA zakażenie następuje w późniejszym 
wieku. Zakażenia HSV-2 w USA występują rzadziej 
i dotyczą 20–30% osób w wieku 15–29 lat, wzrastając 
do 35–60% u osób w wieku 60 lat [46]. 

HSV zakaża głównie skórę i błony śluzowe dopro-
wadzając do charakterystycznych zmian pęcherzyko-
wych. HSV-1 jest przenoszony drogą kropelkową lub 
przez kontakt bezpośredni. Typowe miejsce lokalizacji 
wirusa to jama ustna, gardło, skóra górnej połowy ciała 
(najczęściej twarzy) oraz rogówka. Nabycie zakażenia 
HSV-2 jest natomiast zwykle następstwem transmisji 
wirusa za pośrednictwem narządów płciowych i głów-
nie obejmuje drogi moczowo-płciowe, odbyt oraz skórę 
dolnej połowy ciała [45–47]. 

Po pierwotnym zakażeniu HSV może przechodzić 
w stan latencji, co jest wspólną i charakterystyczną cechą 
wszystkich herpes wirusów. Utajenie HSV zachodzi 
w  neuronach zwojów czuciowych rdzenia kręgowego 

(najczęściej zwoju nerwu trójdzielnego i nerwów krzy-
żowych), a także w neuronach czuciowych w ośrod-
kowym układzie nerwowym [34]. Dzięki temu HSV 
może przetrwać w organizmie gospodarza przez całe 
jego życie a kolejne objawy zakażenia mogą pojawiać 
się w innym miejscu co pierwotne. HSV może czasami 
powodować nietypowe zakażenia zapalenie wątroby, 
płuc, przełyku, odbytnicy, rumień wielopostaciowy czy 
też zapalenia mózgu [22, 24, 39, 40, 46].

3.1. E pidemiologia

W przeciągu ostatnich lat przeprowadzono kilka-
naście badań epidemiologicznych dotyczących zapaleń 
mózgu. W większości z nich, najczęściej stwierdzanym 
czynnikiem etiologicznym był HSV. Dokładna częstość 
występowania opryszczkowego zapalenia mózgu (HSE 
– Herpes Simplex Encephalitis) nie jest znana, szacuje 
się, że może wynosić od 1 do 4 przypadków na milion 
osób rocznie [30, 44]. Według niektórych danych, HSE 
stanowi 10–20% wszystkich wirusowych zapaleń mózgu 
[24, 32, 39], chociaż inne dane wskazują na jeszcze więk-
szą częstość jego występowania (Tabela I). 

Większość przypadków HSE spowodowana jest 
przez HSV-1, który uważany jest za najczęstszy znany 
czynnik etiologiczny zapaleń mózgu u osób dorosłych 
i starszych dzieci [20, 22, 34]. Natomiast ok. 10% HSE 
może być wywołana przez HSV-2, który powoduje prze

  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.	 Słowacja [3]	 1979–1991	 170 (d)	 107	 17	 10,0%	 15,9%
  4.	 USA [21]	 1988–1997	 186 804 (D + d)	 28 930	 21 507	 11,5%	 74,3%
  5.	 Wielka Brytania [4]	 1989–1998	 6 414 (D + d)	 2 574	 1 419	 22,1%	 55,1%
  6.	 Szwecja [35]	 1992–1996	 27 (D)	 14	 10	 37%	 71,4%
  7.	 USA – Kalifornia [36]	 1990–1999	 17 318 (D + d)	 – – –	 2007	 11,6%	 – – –
  8.	 Australia [17]	 1990–2007	 5 926 (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)	 – – –	 6	 18,8%	 – – –
11.	 Finlandia [23]	 1999–2003	 42 (D)	 15	 4	 9,5%	 26,7%
12.	 USA – Kalifornia [13] 	 1998–2005	 1 570 (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%	 – – –

Tabela I
 Występowanie HSE w etiologicznych badaniach mózgu

HSE – opryszczkowe zapalenie mózgu; D – dorośli; d – dzieci; n – ilość przypadków

L.p. Kraj
[piśmiennictwo]

Czas
trwania

obserwacji

Zapalenia
mózgu

(n)

Wirusowe
zapalenia

mózgu (n)
HSE (n)

%
zapaleń
mózgu

% wirusowych
zapaleń
mózgu
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ważnie łagodnie przebiegające limfocytarne zapalenie 
opon mózgowo-rdzeniowych, rdzenia kręgowego czy 
też zapalenia korzeni nerwowych [47]. Stwierdzono rów-
nież, że HSV-2 stanowi najczęstszą przyczynę HSE wśród 
noworodków. W tym przypadku transmisja wirusa 
następuje wertykalnie podczas porodu [22, 27, 46].

Występowanie opryszczkowego zapalenia mózgu 
jest niezależne od takich czynników jak płeć czy też 
pora roku, natomiast zależy od wieku pacjenta. W 30% 
przypadków zapalenie rozwija się u osób poniżej 20 r.ż. 
(z  wyjątkiem niemowląt), a w 50% u osób powyżej 
50 r.ż. [44]. Najwyższy odsetek zachorowań stwierdza 
się pomiędzy 60 a 64 r.ż. [34, 44].

Zapalenie mózgu wywołane przez HSV-1, mimo 
rzadkości występowania, uważane jest za jedną z naj-
poważniejszych chorób wirusowych układu nerwo-
wego. Odsetek zgonów w przypadku pacjentów z pra-
widłowo wdrożonym leczeniem sięga 30%, natomiast 
w przypadku pacjentów nie leczonych osiąga aż 70% co 
uzasadnia konieczność szybkiego rozpoczęcie leczenia 
pacjentów ze stwierdzonym HSE [24, 34, 40]. U znacz-
nej części chorych HSE pozostawia jednak trwałe zabu-
rzenia neurologiczne, a tylko 2–5% pacjentów powraca 
do pełnego zdrowia [40].

3.2. P atogeneza

Przyczyną HSE może być zarówno pierwotne, jak 
i wtórne zakażenie HSV. Pierwotne zakażenie stanowi 
przyczynę ok. 30% zapaleń mózgu i najczęściej prze-
biega bezobjawowo. W większości przypadków spo-
wodowane jest przez HSV-2 i obserwuje się je głównie 
u osób poniżej 18 r.ż. [34, 39]. 

Po pierwotnie przebytym zakażeniu HSV ulega 
latencji w ośrodkowym układzie nerwowym. Reaktywa-
cja wirusa może następować m.in. pod wpływem stresu, 
gorączki, promieniowania UV, promieniowania rentge-
nowskiego, czy też urazu [39, 44]. Uważa się zatem, że 
większość przypadków zapaleń mózgu wywołanych 
przez HSV-1 jest wynikiem reaktywacji wirusa przeby-
wającego w stanie latencji [39]. Częstość występowania 
tego typu zakażeń jest jednak niewspółmiernie niska 
w porównaniu do powszechnego występowania wirusa 
w stanie latencji w zwojach nerwowych zdrowych ludzi. 
Przyczyna tego stanu rzeczy nie jest jasna. Mechanizm, 
który aktywuje rozwój HSE także nie jest do końca 
poznany, ale wiadomo, że możliwe jest kilka dróg roz-
woju wtórnego zakażenia HSV. Jednym z nich jest reak-
tywacja wirusa w układzie nerwowym, w miejscu gdzie 
pozostawał w stanie latencji. Innym możliwy mecha-
nizm zakłada migrację wirusa bądź to wzdłuż włókien 
nerwu trójdzielnego, bądź wzdłuż włókien węchowych 
ze zwojów nerwu trójdzielnego. W zależności od miej-
sca reaktywacji, a następnie migracji wirusa zmiany 
zapalne mogą być różnie zlokalizowane [1, 22, 34, 47].

3.3. O bjawy kliniczne

Przebieg HSE może być łagodny, ale najczęściej 
ma charakter gwałtowny i może prowadzić do śmierci 
[34]. Przebieg zakażenia uzależniony jest również od 
poziomu odporności. Osoby z obniżoną odpornością, 
wynikającą zarówno z chorób towarzyszących (np. 
pacjenci po przeszczepach, chorzy z AIDS), jak również 
kobiety w ciąży, są bardziej narażeni na HSE, zwłaszcza 
o ciężkim przebiegu [19].

Opryszczkowe zapalenie mózgu objawia się gorączką, 
bólem głowy, sztywnością karku w połączeniu z zabu-
rzeniami mózgowymi takimi jak zmiany świadomości, 
osobowości, zachowania oraz ogniskowymi objawami 
neurologicznymi [34]. Gorączka występuje w 90% przy-
padków, a jej brak powinien wzbudzać wątpliwości co 
do prawidłowo postawionej diagnozy. Napady padacz-
kowe, zarówno ogniskowe, jak i uogólnione pojawiają 
się u 70% pacjentów z potwierdzoną chorobą [39]. Tylko 
25% pacjentów z HSE ma opryszczkowe zmiany skórne, 
a zatem ich brak nie może stanowić kryterium wyklu-
czenia diagnozy [20].

Zdarzają się również HSE o objawach ograniczonych 
do gorączki, które charakteryzują się łagodnym prze-
biegiem. Mogą one być spowodowane zarówno przez 
HSV-1, jak i HSV-2. Ocenia się, że takie formy zapale-
nia mózgu mogą stanowić do 20% wszystkich przypad-
ków HSE, co podkreśla znaczenie wykonywania badań 
potwierdzających obecność wirusa w płynie mózgowo-
-rdzeniowym u pacjentów z gorączką, nawet w przy-
padku braku pleocytozy płynu mózgowo-rdzeniowego 
lub ogniskowych objawów neurologicznych [2].

3.4. D iagnostyka 

Historycznie, w diagnostyce opryszczkowego zapa-
lenia mózgu, w przypadku wątpliwości klinicznych, 
biopsja mózgu była badaniem rozstrzygającym. Metoda 
ta charakteryzuje się zarówno wysoką czułością (99%), 
jak i swoistością (100%); [16]. Aktualnie istotną rolę 
odgrywają metody obrazowe: przede wszystkim rezo-
nans magnetyczny (MRI), tomografia komputerowa 
(CT), ewentualnie elektroencefalografia (EEG); [5, 33]. 
Poza technikami neuroradiologicznymi, diagnostyka 
pacjentów opiera sie na metodach laboratoryjnych. 
Nieprawidłowości w płynie mózgowo-rdzeniowym 
(PMR) występują u 95% pacjentów. U chorych na HSE 
stwierdza się w PMR umiarkowaną limfocytarną ple-
ocytozę oraz zwiększoną ilość białka [5, 9, 24]. Niewielki 
procent pacjentów (3–5%) z ciężkim wirusowym zapa-
leniem mózgu (w tym z opryszczkowym zapaleniem 
mózgu) może mieć całkowicie prawidłowe parametry 
płynu mózgowo-rdzeniowego i najczęściej zdarza się 
to na początku trwania choroby [24, 44]. Połącze
nie metod neuroradiologicznych oraz badań płynu 
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mózgowo-rdzeniowego stanowi podstawę prawidło-
wego rozpoznania zapalenia mózgu.

3.4.1.	R eakcja łańcuchowa polimerazy
	 (PCR – Polymerase Chain Reaction)

Techniki biologii molekularnej zrewolucjonizowały 
diagnostykę pacjentów z HSE. Jest to jedna z pierw-
szych infekcji centralnego układu nerwowego, dla 
której do diagnostyki rutynowej wprowadzono metody 
wykrywające DNA wirusa w płynie mózgowo-rdze- 
niowym przy pomocy PCR [44]. Metoda ta obecnie 
jest „złotym standardem” w diagnostyce HSE i jest 
znacznie mniej inwazyjna niż biopsja mózgu [6]. Nie-
mniej jednak dotychczas nie ma zgody co do standary-
zacji wykonywania samego testu, w tym analizowanego 
regionu wirusa, warunków reakcji czy też stosowanych 
starterów (primerów) [1]. Określenie liczby kopii wirusa 
może być wykładnikiem ciężkości przebiegu choroby, co 
uzasadnia potrzebę użycia ilościowych metod w diag
nostyce HSE [1].

PCR z płynu mózgowo-rdzeniowego charaktery-
zuje się bardzo dużą czułością (96–98%) i swoistością 
(95–99%) u osób dorosłych, natomiast u noworodków 
i niemowląt zarówno czułość jak i swoistość są mniej-
sze [37]. Materiał genetyczny wirusa w 80% badanych 
próbek utrzymuje się ponad tydzień od rozpoczęcia 
leczenia przeciwwirusowego [39]. Prawdopodobieństwo 
uzyskania fałszywie ujemnego wyniku w przypadku 
HSE jest niewielkie [6]. Może być to spowodowane 
zbyt wczesnym (pierwsze 24–48 godzin) lub zbyt póź-
nym (po 10–14 dniach) pobraniem płynu mózgowo-
-rdzeniowego [2]. Dlatego też, w przypadku uzyskania 
negatywnego wyniku na początku choroby, zaleca się 
po 4 dniach powtórne pobranie PMR i wykonanie PCR. 
Inną przyczyną negatywnego wyniku PCR może być 
zbyt niski poziom wirusa w PMR. Chociaż jego replika-
cja następuje głównie w mózgu, to do płynu mózgowo-
-rdzeniowego uwalniana jest niewielka ilość wirionów 
[7]. Dlatego też interpretacja wyników PCR musi być 
skorelowana z obrazem klinicznym.

3.4.2.  Badania serologiczne

Rola badań serologicznych w diagnostyce HSE jest 
ograniczona, zwłaszcza u starszych dzieci i u osób 
dorosłych. Związane jest to z obecnością przeciwciał 
anty-HSV u pacjentów z nawracającymi zakażeniami, 
które to zakażenia są przyczyną aż połowy HSE [22]. 
Przeciwciała anty-HSV w trakcie infekcji pierwot-
nej pojawiają się zwykle późno, natomiast ich wzrost 
w trakcie nawracających infekcji nie zawsze występuje. 
Oznaczanie przeciwciał w surowicy krwi jest mało uży-
teczne, zwłaszcza w pierwszych dniach choroby, cho-
ciaż ich czterokrotny wzrost może sugerować etiologię 

HSV [22]. Jeśli stosunek pomiędzy mianem przeciwciał 
w surowicy krwi i PMR jest ≤20, to sugeruje to ich pro-
dukcję w centralnym układzie nerwowym [33]. Podwyż-
szone miano przeciwciał w PMR zwykle występuje po 
10–12 dniach od wystąpienia objawów klinicznych [1]. 
Powyższe ograniczenie powoduje, że oznaczanie prze-
ciwciał anty-HSV nie może być główną metodą rozpo-
znawania zakażenia HSV i stosowane jest głównie jako 
uzupełniająca metoda diagnostyczna lub też do retro-
spektywnej oceny zakażenia [22, 24].

3.5. L eczenie 

W przypadku podejrzenia HSE zaleca się lecze- 
nie przeciwwirusowe zanim jeszcze nastąpi potwier-
dzenie obecności czynnika etiologicznego. Najczęściej 
leczenie rozpoczyna się wyłącznie na podstawie obja-
wów klinicznych, co jest podyktowane dużą śmier
telnością i  ilością powikłań w przypadku opóźnienia 
rozpoczęcia terapii. 

HSE jest jednym z pierwszych zakażeń centralnego 
układu nerwowego, w którym dostępne jest relatywnie 
skuteczne leczenie [44]. Lekiem z wyboru stosowa-
nym w opryszczkowym zapaleniu mózgu wywołanym 
zarówno przez HSV-1, jak i HSV-2, jest acyklowir będący 
analogiem nukleozydu 2’-deoksyguanozyny. Acyklowir 
po wprowadzeniu do komórki za pomocą białka trans-
portującego ulega fosforylacji w wyniku czego powstaje 
difosforan i trifosforan acyklowiru. Wirusowa polimeraz 
wprowadzając do DNA wirusa trifosforan acyklowiru 
zamiast trifosforanu deoksyguanozyny inaktywuje poli-
merazę DNA wirusa przez co ogranicza lub uniemożli-
wia dalszą syntezę wirusa [41, 42]. 

Wczesne wdrożenie acyklowiru u pacjentów z HSE 
zwiększa efektywność leczenia oraz zmniejsza zarówno 
śmiertelność o 20–30% [41, 42] jak i ilość powikłań [2]. 
Efektywność leczenia HSE zależna jest od długości trwa-
nia zapalenia mózgu oraz wieku pacjenta. Jednak po 
leczeniu powrót do pełnego stanu zdrowia występuje 
zaledwie u ok. 10% pacjentów [47]. U większości cho-
rych pozostają trwałe zaburzenia neurologiczne takie 
jak zaburzenia intelektualne, neuropsychiatryczne, 
zaburzenia pamięci czy też padaczka [47].

Po zakończeniu leczenia zdarzają się przypadki 
nawrotu zakażenia HSV, co ma miejsce w przypadku 
5% pacjentów i dotyczy głównie osób, u których leczenie 
prowadzono zbyt krótko [44].

Mimo, że acyklowir jest lekiem pierwszego rzutu, 
poszukuje się nowych, skuteczniejszych metod leczenia 
wirusowych zapaleń mózgu. Związane jest to z niesatys-
fakcjonującą efektywnością leczenia, wynikającą m.in. 
ze słabego przenikania leku do centralnego układu 
nerwowego na skutek jego ograniczonych właściwości 
lipofilnych [43].
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4. P odsumowanie

Opryszczkowe zapalenie mózgu charakteryzuje się 
wysoką śmiertelnością, a u pacjentów, którzy przeżyli 
obserwuje się trwałe następstwa neurologiczne. Ponie-
waż nieleczone HSE doprowadza do zgonu aż u  70% 
pacjentów, leczenie, którego efektem jest ogranicze-
nie trwałych następstw neurologicznych oraz wyraźne 
zmniejszenie śmiertelności pacjentów powinno być 
wdrożone możliwie jak najszybciej. Z kolei dla szyb-
kiego rozpoznania HSE konieczne jest wdrożenie tanich, 
czułych i szybkich metod diagnostycznych. 

Mimo upływu wielu lat i wdrożenia nowych technik 
diagnostycznych, m.in. PCR, umożliwiających określe-
nie czynnika etiologicznego, zachorowalność i śmiertel-
ność wśród pacjentów z HSE nadal pozostaje wysoka. 
W  wielu krajach, również w Polsce, nie prowadzi się 
rejestru przypadków zapaleń mózgu, w tym także spo-
wodowanych przez HSV. Istnieje potrzeba zwiększenia 
ogólnej świadomości dotyczącej zakażeń centralnego 
układu nerwowego tym wirusem co mogłoby dopro-
wadzić do poprawy diagnostyki i efektywności leczenia. 
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1.  Wprowadzenie

Wirus herpes typu 4 (HHV-4), powszechnie nazy-
wany od nazwisk odkrywców wirusem Epsteina-Barr 
(EBV), należy do podrodziny Gammaherpesvirinae, 
rodziny Herpesviridae. Wspólną cechą tej rodziny 
jest zdolność ustalania latencji w komórkach gospo-
darza. Podrodzina gammaherpeswirusów, do której 
oprócz EBV należy także herpeswirus typu 8 (HHV-8) 
wyróżnia się nie tylko zdolnością do ustalania latencji 
w limfocytach, lecz także zdolnością do pobudzenia ich 
proliferacji [74]. Znane są dwa podtypy wirusa herpes 
typu 4: EBV-1 i EBV-2 różniące się między sobą regio-
nem kodującym antygen jądrowy wirusa Epsteina-Barr 
(EBNA). Istnieje różnica w lokalizacji geograficznej obu 
typów wirusa: EBV-1 jest częściej spotykany i dominuje 
w Europie, EBV-2 wyodrębniony został w Afryce Cen-
tralnej i w Nowej Gwinei [27, 90].

Według różnych źródeł zakażonych EBV jest 90–95%, 
a  w  krajach rozwijających się nawet 100% populacji. 

Zakażenie najczęściej szerzy się drogą kropelkową, rza-
dziej przez przetoczenie preparatów krwiopochodnych 
i przeszczepy. Okres inkubacji wynosi 30–50 dni [62].

2. P erspektywa historyczna

W 1958 roku Denis B u r k i t t  prowadził w Afryce 
badania nad nowotworem rozwijającym się u  dzieci 
mieszkających w rejonach dotkniętych malarią. W swo-
jej pracy wysunął śmiałą na owe czasy hipotezę, że 
czynnikiem etiologicznym tego chłoniaka może być 
wirus [7]. W 1961 roku z pracą tą zapoznał się patolog 
i ekspert mikroskopii elektronowej Michael E p s t e i n. 
W 1963 roku otrzymał on z Ugandy próbki a w 1964 
Michael E p s t e i n  i  Yvonne B a r r  wyprowadzili 
z  biopsji chłoniaka Burkitta (BL) linię komórkową 
i  odkryli w   niej wirusa, który od ich nazwisk został 
nazwany wirusem Epsteina-Barr [20, 21]. W  surowi-
cach osób chorych na BL stwierdzono również wyższy 
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poziom przeciwciał przeciwko EBV niż u osób zdro-
wych. W 1968 roku H e n l e  wykazał związek pomiędzy 
zakażeniem EBV a mononukleozą zakaźną [36]. W tym 
samym roku Pope udowodnił, że EBV może unieśmier-
telniać limfocyty ludzkie [68]. W 1975 roku w komór-
kach chłoniaka Burkitta i raka jamy nosowo-gardłowej 
(NPC) metodą hybrydyzacji wykryto obecność DNA 
EBV [63]. Dzięki tym eksperymentom oraz doświad-
czalnemu wywołaniu chłoniaków u naczelnych poprzez 
zakażenie ich wirusem Epsteina-Barr udowodniono, 
że EBV jest wirusem powiązanym z rozwojem nowo-
tworów. Było to pierwsze odkrycie wykazujące udział 
wirusa w  procesie powstawania nowotworów [80]. 
Obecnie EBV uważany jest również za istotny czynnik 
ryzyka w rozwoju raka jamy nosowo-gardłowej, oraz 
innych chorób nowotworowych układu krwiotwórczego.

3.  Budowa genomu

Wirus Epsteina-Barr zbudowany jest z ikosahedral-
nego kapsydu składającego się ze 162  kapsomerów, 
o  średnicy około 100 nm, który okrywa dwuniciową 
cząsteczkę kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA). 
Kapsyd otoczony jest tegumentem czyli wnikającą 
między kapsomery warstwą białkową i osłonką, którą 
tworzy podwójna warstwa lipidowa z glikoproteinami 
(Rys. 1A). Osłonka zawiera antygeny, które wiążą swo-
iste przeciwciała neutralizujące wirusa i często również 
receptor dla Fc fragmentu immunoglobuliny.

Genom EBV to cząstka linearnego, dwuniciowego 
DNA, długości 172 kbp, kodującego ponad 85 genów 
(Rys. 1B). Składa się z sekwencji krótkiej i długiej, zawie-
rającej fragmenty powtórzone, sekwencje wewnętrznie 
powtórzone i terminalne.

Po fuzji z komórką gospodarza nukleokapsyd 
uwalniany jest do cytoplazmy a materiał genetyczny 
transportowany do jądra komórkowego. W zakażonej 

komórce genom wirusa przyjmuje zazwyczaj formę 
pozachromosomalnego, kolistego episomu, ale czasami 
może też ulegać integracji z chromosomami w formie 
linearnego DNA. Forma episomalna związana jest z fazą 
latentną, liniowa z fazą lityczną wirusa [47, 73].

4.	Z akażenie pierwotne – mechanizmy wnikania
	 wirionów i replikacji EBV

Zakażenie pierwotne zaczyna się w jamie nosowo-
-gardłowej. Następuje tam fuzja wirionów z komórkami 
epitelialnymi oraz limfocytami B. Rzadziej wirus zakaża 
limfocyty T bądź komórki NK (natural killer) [89]. Do 
limfocytów B wirus wnika do komórki łącząc się biał-
kami osłonki: gp350 i gp220 z receptorem komórkowym 
CD21, który jest także receptorem składowej dopełnia-
cza C3d. Chociaż część limfocytów T może prezentować 
CD21 to jednak mechanizm wnikania do komórek T 
i NK nie jest do końca wyjaśniony. Komórki epitelialne 
nie posiadają w ogóle receptora CD21, zatem EBV musi 
wykorzystywać inny receptor [47, 48]. Proces ten jest 
przedmiotem wielu badań i  pojawiają się doniesienia 
o wykorzystaniu jako alternatywnej drogi wnikania do 
komórek epitelialnych między innymi receptora IgA, 
Czy wykorzystania kompleksu glikoproteinowego gHgL 
do wiązania integryny αvβ6 i αvβ8 [13, 40, 96]. 

Po 4 godzinach od zakażenia rozpoczyna się eks-
presja EBNA-2 (Epstain-Barr Nuclear Antigen-2) 
i  EBNA-LP (Epstain-Barr Nuclear Antigen-Leader 
Protein), a w następstwie deregulacja cyklu komórko-
wego i indukcja czynników wzrostu. Po 12 godzinach 
następuje ekspresja: LMP-1 (Latent Membrane Pro-
tein-1) oraz EBNA-3A, -3B, -3C co powoduje indukcję 
receptora dla czynników wzrostu, transformację wzrostu 
komórki, zahamowanie apoptozy i immunomodulację. 
Po 20 godzinach następuje cyrkularyzacja genomu (two-
rzenie episomu) EBV i ekspresja EBNA-1 [49]. 

Rys. 1.  A – budowa wirusa Epsteina-Barr, B – schemat budowy genomu EBV

A

B
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Pomiędzy 24 a 72 godziną od zakażenia komórka 
gospodarza ulega zmianom morfologicznym: średnica 
zwiększa się o około 30%, jądro powiększa się i nastę-
puje ekspresja HLA-DR [75]. W wyniku działania białek 
wirusa ekspresji ulega antygen CD23, ligand dla CD21, 
co pozwala przekazywać sygnał pobudzający komórkę 
do proliferacji. Po 3–4 dniach następuje wejście w fazę S 
cyklu komórkowego [87]. Jednocześnie z replikacją 
DNA komórki następuje replikacja DNA wirusa.

W ponad połowie przypadków pierwotne zakaże-
nie EBV przebiega bezobjawowo lub bardzo łagodnie. 
W  wieku młodzieńczym zakażenie może przybierać 
postać mononukleozy zakaźnej (IM), samoograni-
czającej się choroby limfoproliferacyjnej krwi. Wśród 
występujących dość sporadycznie powikłań wymienia 
się zespół Guillaina-Barra lub inne objawy ze strony 
układu nerwowego. Niezwykle rzadko dochodzi do roz
woju przewlekłego zakażenia EBV [16, 19]. 

5. Molekularne podstawy zakażenia latentnego EBV

Odpowiedź immunologiczna, zarówno humoralna 
jak i komórkowa nie eliminuje EBV z zakażonego orga-
nizmu. Wirus ten wykształcił szereg mechanizmów 
obronnych pozwalających na utrzymywanie infekcji 
w komórkach gospodarza. Stan latencji ustala się w lim-
focytach, materiał genetyczny wirusa przyjmuje formę 

episomalną, replikuje się i jest przekazywany do komórek 
potomnych. W odróżnieniu od cyklu litycznego EBV, 
podczas którego ekspresji ulega ponad 80  antygenów 
w czasie zakażenia latentnego ma miejsce synteza tylko 
części białek wirusowych: sześciu antygenów jądro-
wych (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, LP) , trzech białek 
membranowych (LMP-1,-2A i -2B) oraz dwóch małych 
fragmentów RNA (EBERs-1 i -2). Prawdopodobnie 
ograniczenie ekspresji genów w fazie latencji jest jed-
nym z głównych mechanizmów ucieczki wirusa przed 
mechanizmami obrony ze strony gospodarza [60].

Na rysunku 2 przedstawiono schemat wzajemnych 
oddziaływań pomiędzy białkami EBV, cząstkami regula-
torowymi i ekspresją DNA komórkowego i wirusowego. 

W ustalaniu latencji biorą udział białka: EBNA-1, 
EBNA-2 i LMP-1, przy czym kluczowe jest EBNA-2, 
które wraz z EBNA-1 stymuluje promotor LMP-1 [89, 98].

W zależności od ekspresji antygenów wyróżniamy 
cztery typy latencji. W przypadku latencji typu 0 więk-
szość limfocytów spoczynkowych pamięci nie wykazuje 
ekspresji żadnych antygenów wirusowych, co pozwala 
im pozostać niewidocznymi dla systemu immunolo-
gicznego gospodarza. Typ I latencji związany z ekspre-
sją EBNA-1 i EBERs jest obserwowany w  krążących 
komórkach B podczas ich podziału oraz w chłoniaku 
Burkitta. W typie II latencji obok EBNA-1 i EBERs ule-
gają ekspresji także LMP-1 i LMP-2. Ten typ latencji 
występuje w przypadku raka jamy nosowo-gardłowej,  

Rys. 2.  Schemat wzajemnych oddziaływań pomiędzy białkami EBV, cząstkami regulatorowymi
i ekspresją DNA komórkowego i wirusowego
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raka żołądka, choroby Hodgkina i chłoniaka z  ko- 
mórek T. W najbardziej immunogennym typie III laten-
cji dodatkowo wykrywane są białka z rodziny EBNA 3 
(-3A, -3B i -3C). Dzieje się tak w przypadku pacjentów 
poddanych immunosupresji, u  których rozwinęła się 
potransplantacyjna choroba limfoproliferacyjna (PTLD) 
oraz u chorych na AIDS, u których stwierdzono chło-
niaka [30, 37, 98]. 

6.  Białka fazy latentnej

EBNA-1 (Epstein-Barr Nuclear Protein-1) to fosfo-
proteina wiążąca DNA, niezbędna do replikacji i zacho-
wania genomu EBV. Odgrywa kluczową rolę w utrzy-
maniu autonomii episomu EBV w fazie latentnej [57]. 
Dimery EBNA-1 wiążą się do krótkich sekwencji (DS-
-dyad symmetry) regionu OriP w genomie wirusa, który 
zawiera dwa odrębne miejsca wiążące EBNA-1, każdy 
o wielkości 18 pz. Podczas wiązania się EBNA-1 do OriP 
wirus wykorzystuje enzymy gospodarza do sterowania 
wszystkimi potrzebnymi etapami replikacji. Miejsce 
wiązania EBNA-1 ulokowane jest w pozycji +10 i +30 
w dół od promotora Qp. Promotor ten działa w odpo-
wiedzi na wiele czynników transkrypcji zabezpiecza-
jąc i utrzymując odpowiedni poziom EBNA-1 ale jest 
on regulowany sprzężeniem zwrotnym przez nadmiar 
EBNA-1. L e e  i  wsp. wykazali, że EBNA-1 i Ori P regu-
lują replikację wirusa, jednak nie wyjaśniono do końca 
mechanizmów tego działania. Wiadomo natomiast, że 
podczas cyklu latentnego replikacja genomu wirusa jest 
zsynchronizowana z cyklem komórkowym [3, 46, 51]. 

EBNA-1 kontroluje podział genomu EBV podczas 
podziału komórki poprzez łączenie z białkiem EBP2 
(EBNA-1 binding protein 2) związanego z chromoso-
mem mitotycznym [49].

Poprzez wiązanie do proteazy HAUSP (herpes-virus-
-associated ubiquitin-specific protease) EBNA-1 jest 
zaangażowane w  regulację p53, czynnika transkryp-
cyjnego zaangażowanego w szczególności w aktywację 
mechanizmów naprawy DNA lub indukcji apoptozy 
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. [49].

Białko EBNA-1 warunkuje przeżycie zakażonych 
limfocytów B ponieważ koduje fragmenty tripletów 
aminokwasów gly-gly-ala, które blokują degradację 
białka na drodze proteolizy a w konsekwencji prezen-
tację antygenów wirusowych przez układ HLA I limfo-
cytom cytotoksycznym. [61].

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

Białko EBNA-2 (Epstein-Barr Nuclear Protein-2) 
to główny transkrypcyjny czynnik regulujący ekspresję 
genów wirusowych. Koordynuje pozytywnie ekspre-
sję genów wirusa w latencji typu III. EBNA-2 posiada 

domenę aktywacji transkrypcji, jednak nie wiąże się bez-
pośrednio z DNA lecz z białkami, które wiążą się z DNA 
w regionie promotora. Oddziałuje zarówno z wiruso-
wymi jak i  komórkowymi promotorami transkrypcji. 
EBNA-2 aktywuje między innymi promotor LMP-1 oraz 
LMP-2 (Latent Membrane Protein-1 i Latent Membrane 
Protein-2). Transaktywuje także wiele genów komór-
kowych odgrywających kluczową rolę w unieśmiertel-
nianiu i proliferacji komórki po zakażeniu [95]. Razem 
z EBNA-LP (Epstein-Barr Nuclear Antigen- Leader Pro-
tein) wzmacnia ekspresję receptorów CD23 (powierzch- 
niowych markerów aktywowanych komórek B), pobu-
dzając w ten sposób inne limfocyty do proliferacji, oraz 
receptora CD21 (ligandu dla gp350). Reguluje pozytyw-
nie również ekspresję wirusowego promotora EBNA-
-3C oraz komórkowego protoonkogenu c-myc, przez 
co wpływa na proliferację limfocytów B [79]. EBNA-2 
wiąże się specyficznie z RBP-Jκ (Retinoblastoma Bin-
ding Protein), które wiąże się specyficznie z DNA i jest 
zaangażowane w  ścieżce przekazywania sygnałów 
Notch. Geny Notch kodują powierzchniowe recep-
tory komórkowe, które regulują różnicowanie wielu 
typów komórek [89, 55]. Mutacja loci Notch prowadzi 
do anomalii: od postrzępienia skrzydełek Drosophila 
melanogaster po rozwój nowotworów w komórkach T 
u ludzi. EBNA-2 jest też pierwszym białkiem latentnym 
wykrywanym (razem z EBNA-LP) po zakażeniu EBV 
[62]. Wyróżniamy dwa typy EBNA-2 różniące się sero-
logicznie, korespondujące z typami EBV-1 i EBV-2 [77].

Po zakażeniu limfocytów B wirusem Epsteina-Barr 
EBNA-LP, jak wcześniej wspomniano, ulega ekspre-
sji jako jedno z pierwszych białek. Wraz z EBNA-2 
uczestniczy w procesie wprowadzania spoczynkowych 
limfocytów B w fazę G1 cyklu komórkowego, poprzez 
wiązanie i inaktywację komórkowego białka p53 i pro-
duktu genu supresorowego Rb (retinoblastoma protein) 
[83]. Wspólnie z EBNA-2 indukuje też promotor LMP-1 
w  niektórych typach chłoniaka Burkitta oraz ścieżce 
przekazywania sygnałów Notch. EBNA-LP łącząc się 
z  kompleksem białek komórkowych ISI i X-1 two- 
rzy kompleks HAX-1 (HS-1-associated protein X-1), 
którego sekwencja aminokwasów wykazuje podobień
stwo do komórkowej proteiny Nip3 (nineteen kD inter
acting protein-3), wchodzącej w interakcję z inhibitorem 
apoptozy Bcl-2 lub BHRF-1 jego wirusowym homolo-
giem, przez co pełni potencjalnie funkcję regulującą 
apoptozę zakażonych limfocytów B [56]. EBNA-LP 
odpowiada także za redystrybucję EBNA-3A w jądrze 
oraz bierze udział w splicingu RNA (składaniu pre-
-mRNA) [69]. 

EBNA-3A, -3B, -3C to białka indukujące proces 
unieśmiertelniania limfocytów B oraz wywołujące 
wzmożoną odpowiedź immunologiczną. Białka te kodo-
wane są przez trzy geny sąsiadujące ze sobą w genomie 
wirusa; sekwencja tych genów jest homologiczna odpo-
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wiednio w 84, 80 i 72%. Na podstawie różnic w struk-
turze EBNA-3A, -3B, -3C wyróżniono dwa typy EBV-1 
i EBV-2 [44, 95]. Wszystkie białka z rodziny EBNA-3 
oddziałują z czynnikiem RBP-Jκ, a także z czynnikiem 
wiążącym Cp-1, który wchodzi w skład ścieżki przeka-
zywania sygnałów Notch. Nadekspresję białek biorących 
udział w ścieżce Notch obserwowano u ludzi w nowo-
tworach z  limfocytów T. Jednak sposób w jaki białka 
EBNA-3 wpływają na czynnik Cp-1 nie jest do końca 
poznany [49].

EBNA-3A i EBNA-3C, w przeciwieństwie do EBNA-
-3B są niezbędne w procesie transformacji i immorta-
lizacji komórek B in vitro [62]. EBNA-3C może prze-
łamać punkt kontroli retinoblastomy i znieść supresję 
genu retinoblastomy w fazie G1 cyklu komórkowego 
[84]. Wykazano też, że EBNA-3C zwiększa syntezę 
LMP-1 w niektórych nowotworach [1, 50]. Wykazano, 
że EBNA-3A i EBNA-3C tłumią transkrypcję aktywo-
waną przez RBP-Jκ-EBNA-2 poprzez zahamowanie 
wiązania RBP-Jκ do DNA. EBNA-3C i prawdopodobnie 
EBNA-3A mogą wspólnie z EBNA-2 odgrywać rolę jako 
aktywator genu LMP-1 [53]. Wskazuje to na istnienie 
sieci wzajemnych powiązań, którą, wpływając na siebie 
nawzajem, tworzą białka EBNA-3 i wszystkie czynniki 
transkrypcji EBNA [49]. 

Białko LMP-1 jest integralnym białkiem błony plaz
matycznej, o wielkości 62-kD, zbudowanym z trzech 
segmentów. W pierwszym segmencie krótki, cytoplaz
matyczny N-koniec (24aa) jest odpowiedzialny za 
zorientowanie białka w błonie komórkowej i  przyłą-
czenie ubikwityny. Drugi segment z sześcioma hydro-
fobowymi domenami (161aa) ma zdolność oligomery-
zacji cząsteczki LMP-1 i aktywacji małej GTPazy Cdc42 
inicjującej reorganizację cytoszkieletu. Analiza mutacji 
dowiodła, że koniec -NH2 i segment transmembranowy 
białka LMP-1 są odpowiedzialne za agregację błony, a ta 
agregacja jest kluczowa dla immortalizacji komórki [59]. 
LMP-1 tworzy w błonie plazmatycznej agregaty takie jak 
związane z ligandem receptory czynnika wzrostu [14]. 
W trzecim segmencie długi cytoplazmatyczny C-koniec 
(~200aa) dzieli się na trzy ważne regiony aktywujące 
– CTAR (C-terminal activating regions). Regiony te 
są miejscem przyłączania i aktywacji swoistych białek 
komórkowych. CTAR1 i  CTAR2, nazywane również 
miejscami transformacji efektora, są niezbędne do 
transformacji limfocytów B. Końcowa domena -COOH 
białka LMP-1 wykazuje powinowactwo do TRAF-1 
i  TRAF-2 (TNF tumor necrosis factor receptor-asso-
ciated factor-1 i -2) oraz TRADD (białko wzmacnia-
jące z  powinowactwem do domeny śmierci receptora 
TNFα, TNFα-receptor associated death domain) [15, 
17]. Miejsce transformacji efektora-1 CTAR1 wiąże 
TRAF, a miejsce wiązania efektora-2 CTAR2 wiąże 
TRADD [41, 88]. LMP-1 bierze udział w transforma-
cji komórki przez połączenie z tymi samymi białkami 

adaptorowymi związanymi z TRAFs, które łączą się 
z  receptorem CD40. Naśladuje w  ten sposób sygnały 
wzrostu komórkowego, które zwykle są wynikiem wią-
zania ligandu CD40 [26]. Wiązanie białek do LMP-1 
indukuje kaskadę sygnałów, które wzmacniają żywot-
ność i wzrost komórki. W chwili obecnej potwierdzona 
jest aktywacja przez LMP-1 siedmiu ścieżek przekazy-
wania sygnałów. Na N-końcu LMP-1 następuje: ubi-
kwitynizacja, aktywacja Cdc42, natomiast na C-końcu 
następuje aktywacja: NFκB (nuclear factor kappa  B) 
poprzez kinazę indukującą czynnik NFκB (NIK), czyn-
nika aktywującego transkrypcję-2 (ATF-2) poprzez 
p38/aktywującą mitogen kinazę białkową (MAPK), 
czynników transdukcji i transkrypcji (STATs) poprzez 
kinazę Janusa (JAK) białka aktywatorowego  1 (AP-1) 
poprzez N-terminalną kinazę (JNK) oraz kinazy Akt 
poprzez kinazę fosfatydylinozytolu (PI3K) [78, 97]. 
Schemat działania tych ścieżek pokazano na rysunku 3.

Receptor dla TNF występuje w dwóch odmianach, 
każda z nich mobilizuje inny rodzaj białek adaptorowych 
i wywołuje przeciwstawny efekt komórkowy: apoptozę 
(receptor  55) lub proliferację (receptor  75). Poprzez 
związanie z białkami TRAF-1 i TRAF-2 połączonymi 
z  fragmentami receptora p75 powoduje wewnątrzko
mórkową aktywację antyapoptycznych czynników trans
krypcyjnych; NFκB, AP-1 i STAT-1 a w następstwie pro-
liferację zakażonych limfocytów B [64, 78]. 

Kaskada aktywacji ścieżek przekazywania sygnałów 
współdziałająca z LMP-1 prowadzi do wzmocnienia eks-
presji cząstek adhezyjnych komórek B (LFA-1, CD54, 
CD58), wzmocnienia ekspresji markerów aktywacji 
komórek B (CD23, CD39, CD40, CD44 i HLA klasy II) 
i  morfologicznych zmian takich jak aglutynacja (zle-
pianie komórek) [52]. Interakcje z LMP-1 powodują 
również nadekspresję białek BCL-2 i A20, które chro-
nią zakażone komórki przed p53-zależną apoptozą 
[25, 92]. Ponadto uważa się, że LMP-1 jest powiązany 
z onkogenezą również przez zdolność wbudowywania 
i rearanżacji genów komórkowych. 

LMP-2A i LMP-2B to dwa integralne z błoną komór-
kową białka hydrofobowe, kodowane przez gen LMP-2. 
Różnią się między sobą domeną N terminalną, zawie-
rającą motyw aktywujący tyrozynozależny immunno
receptor. LMP-2A zawiera dodatkową domenę, kodo-
waną w  egzonie  1, podczas gdy w białku LMP-2B 
egzon 1 jest niekodujący. Wykazano, że w komórkach 
epitelialnych ekspresja obu białek LMP-2 jest związana 
ze wzrostem zdolności tych komórek do rozprzestrze-
niania się i migracji w matriks międzykomórkowej [2, 
71]. LMP-2A nie jest niezbędne w transformacji limfo-
cytów B ale interferuje z ich receptorami sygnałowymi. 
Zebrane wyniki sugerują udział LMP-2A w  utrzymy-
waniu latencji i modyfikacji rozwoju komórek B [28, 
62]. LMP-2A hamuje wewnętrzne wydzielanie inter-
leukiny  6, co skutkuje negatywną regulacją ekspresji 
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NFκB [64]. Stała ekspresja LMP-2A w chorobie Hodg-
kina i raku nosogardzieli wskazuje na ważną, aczkolwiek 
jeszcze nieznaną rolę w onkogenezie. Funkcja LMP-2B 
jest słabo poznana. Obecnie prowadzone badania suge-
rują, że może modulować aktywność LMP-2A [67].

7. R eaktywacja zakażenia latentnego

Reaktywacja wirusa i wejście w cykl lityczny może 
być spowodowane różnymi przyczynami, między innymi 
spadkiem odporności gospodarza. U pacjentów po zabie- 
gu transplantacji leczenie immunosupresyjnie może być 
przyczyną rozwoju choroby limfoproliferacyjnej (PTLD). 

Pierwszym białkiem cyklu litycznego jest białko Z, 
produkt genu BZLF-1 (nazywane również białkiem Zta 
lub ZEBRA) oraz białko R produkt genu BRLF-1. Oba 
białka autostymulują swoją własną ekspresję, wzajemnie 
się indukując i są niezbędne do wspólnej indukcji peł-
nego kompletu wczesnych genów wirusa potrzebnych 
do litycznej replikacji EBV [ 23, 70, 82] .

Białko Z jest aktywatorem transkrypcji wiążącym się 
do motywu AP-1-podobnego w promotorach wczesnych 
genów litycznych i indukującym cykl lityczny w komór-
kach zakażonych latentnie EBV [22]. S a v a r d  i  wsp. 
wykazali, że w pierwotnej infekcji monocytów przez 
EBV, ekspresję transkryptu BZLF-1 można wykryć 
w dwie godziny po zakażeniu. Niektórzy autorzy dono-
szą, że białko Z może indukować ekspresję regulatorów 
cyklu komórkowego włącznie z p53 i wstrzymać cykl 
komórkowy [9, 18]. Przypuszczalnie zahamowanie 
funkcji p53 pozwala przeżyć komórkom podczas wcze-
snej fazy zakażenia EBV, co ma wpływ na stabilizację 
latencji. Ponadto stwierdzono, że ekspresja BZLF-1 we 
wczesnych pasażach limfoblastoidalnych linii komór-
kowych może prowadzić do tworzenia skupisk nowo-
tworowych i rozpoczęcia ekspresji genów komórkowych 
[38]. Zatrzymanie cyklu komórkowego jest narzucane 
przez herpeswirusy podczas wirusowego litycznego 
cyklu replikacji DNA aby zapobiec konkurencji o wolne 
nukleotydy występujące w ograniczonej ilości z syntezą 
DNA komórki gospodarza i aby dostarczyć przestrzeni 

Rys. 3. Schemat budowy LMP-1, wiązania białek i indukcji kaskady sygnałów wzmacniających żywotność i wzrost komórki
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nuklearnej dla wirusowego DNA [74]. Z  tego punktu 
widzenia ekspresja BZLF-1 podczas latencji może być 
pozostałością z cyklu litycznego. We n  i   wsp. suge-
rują, że komórki, w  których dochodzi do ekspresji 
BZLF-1 wchodzą w  cykl lityczny i  umierają, podczas 
gdy komórki, w których BZLF-1 nie ulega ekspresji są 
jedynymi, które przeżyły i ustabilizowały latencję [94]. 

We wczesnej fazie litycznej syntetyzowane są głównie 
białka odpowiedzialne za replikację wirusowego DNA. 
Białka fazy późnej cyklu litycznego modyfikują komórkę 
gospodarza, uczestniczą w budowie kapsydu i  formo-
waniu nowopowstających wirionów oraz w zakażaniu 
kolejnych komórek gospodarza.

8.  Wirusowe homologi białek komórkowych

Genom EBV koduje kilka ważnych białek będących 
sekwencyjnymi i funkcjonalnymi homologami różnych 
białek człowieka.

Białko BCRF-1 wykazuje 80% homologii do ludzkiej 
interleukiny 10 (IL-10). IL-10 posiada przede wszystkim 
zdolność do hamowania aktywacji i funkcji efektorowych 
limfocytów  T, monocytów i makrofagów. Jest czynni-
kiem wzrostu i aktywacji dla limfocytów  B. Odgrywa 
również rolę w ustaleniu latencji poprzez supresję sys-
temu immunologicznego gospodarza [33, 89]. 

BDLF-2 to białko, które jest homologiem ludzkiej 
cykliny B1, która poprzez aktywację poszczególnych 
cyklinozależnych kinaz białkowych reguluje przejście 
z fazy G1 w fazę M w cyklu komórkowym. Wciąż jeszcze 
mało wiadomo na temat proteiny BDLF-2. Jej obecność 
wykrywana była w przypadkach białaczki włochatoko-
mórkowej, ale nie w innych chorobach charakteryzują-
cych się zakażeniem latentnym. Sugeruje się, że jest to 
późny gen ulegający ekspresji w cyklu litycznym [31]. 

BARF-1 (nazywane również p29) jest wczesnym 
białkiem wykazującym homologię do wewnątrzko-
mórkowej cząsteczki adhezyjnej 1 jak również do recep-
tora ludzkiego czynnika tworzenia kolonii co skutkuje 
zahamowaniem aktywności makrofagów [86]. Jest także 
zdolny do zahamowania wydzielania INF-alfa i immor-
talizacji pierwotnych komórek epitelialnych [24]. Eks-
presję BARF-1 stwierdzono w biopsjach tkanek nowo-
tworowych: z NPC i EBV-zależnych przypadkach raków 
żołądka, a także w chłoniaku z komórek B spotykanym 
w Malawi i nosowym chłoniaku z komórek NK/T. Dane 
te świadczą o udziale BARF-1 w procesach nowotwo-
rzenia. Ekspresja BARF-1 w linii komórkowej Louckes 
indukuje ekspresję protoonkogenu c-myc i B-komór-
kową aktywację antygenów CD21 i CD23 [65]. 

BHRF-1 komponent wczesnego antygenu (Early 
Antigen Complex) to białko wykazujące 25% homologii 
do ludzkiego onkogenu Bcl-2. Wykazano zdolność Bcl-2 
i  BHRF-1 do ochrony ludzkich limfocytów  B przed 

apoptozą [34]. Spektroskopowe oznaczenie struktury 
BHRF-1 wykazało jednak pewne różnice strukturalne 
sugerujące, że działanie mechanizmu antyapoptycznego 
jest w tym przypadku inne niż komórkowy mechanizm 
Bcl-xL lub Bcl-2 [39]. Uważa się, że BHRF-1 może prze-
dłużać żywotność komórki dopuszczając do nagroma-
dzenia się w niej mutacji onkogennych. Pozwala rów-
nież na produkcję maksymalnej ilości wirionów podczas 
zahamowania apoptozy [66].

9.  Właściwości onkogenne EBV

Do powstania nowotworu niezbędne są co najmniej 
dwa czynniki: zaburzenie przekazywania sygnałów 
i unieśmiertelnienie komórki. Wirusy onkogenne posia-
dają zdolność unieśmiertelniania komórki zakażonej, 
powodując jej niekontrolowaną proliferację i transfor-
mację nowotworową. Genom EBV koduje szereg białek, 
wykazujących homologię lub oddziałujących z wieloma 
cząsteczkami o charakterze antyapoptycznym, cytoki-
nami i  transduktorami sygnałów w komórce. Mogą 
dzięki temu promować zakażenie EBV, immortalizację 
i transformację zakażonej komórki [8].

Przyjmuje się, że aby wirus uznany został za czynnik 
etiologiczny nowotworu muszą zostać spełnione pewne 
warunki: musi istnieć związek epidemiologiczny pomię-
dzy występowaniem wirusa i nowotworu, musi zostać 
stwierdzona obecność antygenu lub genomu wirusa 
w  komórkach nowotworu, wirus musi być izolowany 
z tkanki nowotworowej i być zdolny do transformacji 
komórek in vitro. Wirus Epsteina-Barr spełnia wszystkie 
wymienione wyżej warunki.

10. N owotwory powiązane z zakażeniem EBV

Chłoniak Burkitta jest najwcześniej opisanym nowo-
tworem. Jest on powiązany z zakażeniem EBV. Wystę-
puje w trzech postaciach – endemicznej, sporadycznej 
i u osób z  HIV. DNA EBV jest wykrywane w ponad 95% 
przypadków endemicznych BL i 15–30% sporadycznych 
BL. Wśród osób zakażonych HIV, które rozwinęły BL 
obecność wirusa stwierdza się u 40–50% chorych [98].

W postaci endemicznej jako kofaktor BL wywołujący 
supresję limfocytów T wymienia się zakażenie zarodź-
cem malarii. Ostatnie badania dowodzą, że CIDR1α, 
białko produkowane przez Plasmodium falciparum 
może indukować cykl lityczny [12].

Bez względu na miejsce występowania i związek 
z  EBV chłoniak Burkitta jest nieodmiennie związany 
ze swoistą translokacją chromosomalną długiego ramie-
nia chromosomu 8 niosącego protoonkogen c-myc 
i jednego z loci ciężkiego lub lekkiego łańcucha immu-
noglobuliny na chromosom 14 (ciężki łańcuch), 2 lub 
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22 (κ lub λ lekki łańcuch). W konsekwencji powoduje 
to ciągłą ekspresję białka c-MYC, które stymuluje pro-
ces dojrzewania i proliferacji komórek oraz warun-
kuje przejście z fazy G1 do S cyklu komórkowego [91]. 
Translokacja ta powoduje również, że transkrypcji ulega 
wyłącznie białko EBNA-1, które jest nieimmunogenne 
dla limfocytów T. Wciąż jednak pozostaje wiele nie roz-
strzygniętych kwestii dotyczących zależności występo-
wania geograficznego, kofaktorów i etiologii EBV-nega-
tywnych przypadków chłoniaka Burkitta [6].

Drugim nowotworem powiązanym z EBV jest wystę
pujący endemicznie rak jamy nosowo-gardłowej (NPC 
– nasopharyngeal carcinoma). W 1969 roku do badań 
NPC zastosowano test immunofluorescencyjny, którym 
wcześniej wykryto antygeny przeciwko EBV w komór-
kach chłoniaka Burkitta. Henle potwierdził wysoką 
reaktywność surowicy otrzymaną od chorego z NPC 
wobec antygenu przeciwko EBV [35]. Rok później zur 
Hausen potwierdził metodą hybrydyzacji obecność 
DNA EBV w komórkach raka jamy nosowo-gardłowej 
[99]. Obecnie według klasyfikacji WHO wyróżnia się 
trzy typy NPC: typ I – rak płaskonabłonkowy rogowa-
ciejący (keratinising squamous-cell carcinoma), typ II 
– rak nierogowaciejący (non-keratinising carcinoma), 
typ  III –  rak niezróżnicowany (undifferentiated car-
cinoma). Z EBV powiązane są głównie typy  II i  III, 
natomiast w opublikowanych pracach dotyczących 
typu  I znajdują się zarówno dane potwierdzające jak 
i nie potwierdzające obecności materiału genetycznego 
wirusa w komórkach nowotworu [29].

Najwięcej przypadków zachorowań na NPC odno-
towuje się w południowo-wschodniej Azji: Chinach, 
Wietnamie i Filipinach, a także w Tunezji i na Alasce. 
Pierwotnie zakładano, że zwiększone ryzyko zachoro-
wania na NPC w  tym regionie może być związane ze 
spożywaniem konserwowanej żywności (szczególnie 
ryb), jednak późniejsze badania nie wykazały jednak 
wyższego poziomu nitrozoamin i bakterii mutagennych 
w badanych próbkach żywności. I t o  i  wsp. stwierdzili, 
że występujące w oleju tungowym HHPA (Hexahydro-
phthalic Anhydride) aktywuje cykl lityczny EBV [29]. 
Stwierdzono także wpływ czynników genetycznych m.in. 
polimorfizmu genu TLR3 (Toll-like receptor 3) kodują-
cego receptor, który odgrywa istotną rolę w zakażeniu 
EBV. [32]. Problem diety i wpływu środowiska w etiolo
gii NPC jest cały czas przedmiotem intensywnych badań. 

Ziarnica złośliwa (choroba Hodgkina) to grupa lim-
foidalnych rozrostów nowotworowych, morfologicznie 
wyróżniająca się występowaniem charakterystycznych 
olbrzymich komórek, nazywanych komórkami Reed-
-Stenberga [43]. W  obecnej klasyfikacji wyróżnia się 
pięć postaci: chłoniak guzkowy Hodgkina z przewagą 
limfocytów (nodular lymphocyte predominant Hodgkin 
lymphoma) stanowi ok. 5% wszystkich przypadków HD, 
w komórkach guza nie stwierdza się materiału genetycz-

nego EBV; ziarnica typu NS (nodular sclerosis classical 
Hodgkin lymphoma) to około 65–75% przypadków HD, 
czasem stwierdza się wcześniejsze zakażenie EBV; ziar-
nica typu MC (mixed cellularity classical Hodgkin lym-
phoma) to około 20–25% HD w ponad 70% komórek RS 
wykrywa się genom EBV; ziarnica typu LD (lymphocyte 
depleted calssical Hodgkin lymphoma) stanowi mniej 
niż 5% przypadków ziarnicy złośliwej, często wiąże się 
z zakażeniem EBV; klasyczna ziarnica bogata w limfo-
cyty (lymphocyte-rich classical Hodgkin’s disease) to 
dość rzadka postać ziarnicy, w około 40% stwierdza się 
zakażenie EBV [4, 11].

Poprzeszczepowa choroba limfoproliferacyjna (post- 
transplant lymphoproliferative disorder – PTLD) to 
heterogenna grupa chorób charakteryzująca się nie-
kontrolowaną proliferacją z komórek układu chłonnego, 
najczęściej limfocytów B (90%) rzadziej limfocytów T 
(9%) lub komórek NK (0,5%). Najistotniejszym czynni-
kiem ryzyka rozwoju PTLD jest zakażenie EBV po trans-
plantacji. Wzrasta ono u biorców EBV-seronegatywnych 
i waha się od 23% do 50%. Natomiast u biorców EBV-
-seropozytywnych wynosi od 0,7% do 1,9%. Zakażenie 
EBV może prowadzić do proliferacji komórek układu 
chłonnego niezależnie od rodzaju zakażenia (pierwotne 
czy reaktywacja) [45]. Przyczyną jest transformacja bla-
styczna komórek zakażonych EBV. Ze względu na róż-
nice występujące w przebiegu i w obrazie klinicznym 
wyróżnia się wczesną i późną PTLD. W ujawniającej się 
przed upływem roku, wczesnej PTLD, znacznie częściej 
stwierdza się związek z zakażeniem EBV. Ostatnie bada-
nia nie potwierdziły skuteczności leków przeciwwiru-
sowych w  leczeniu PTLD. Bardziej celowe wydaje się 
ich zastosowanie w profilaktyce niż terapii rozpoznanej 
PTLD [42, 85].

Zakażenie EBV wiązane jest także w mniejszym lub 
większym stopniu z rozwojem nieziarniczych chłonia-
ków nosowych z komórek T/NK w 90% przypadków 
i angioimmunoblastycznych 0–51% przypadków, raka 
żołądka lymphoepithelioma-like w około 90% i adeno-
carcionoma 5 do 25% przypadków [5]

W chorobie Duncana (zespół limfoproliferatywny 
uwarunkowany w chromosomie X) zakażenie EBV pro-
wadzi do niekontrolowanego wzrostu populacji limfo-
cytów T i komórek NK których aktywność skierowana 
jest przeciw nie zakażonym komórkom [72].

Zakażenie EBV jest czynnikiem etiologicznym róż-
nych chłoniaków u osób z HIV/AIDS, zarówno układu 
limfoproliferacyjnego jak i centralnego układu nerwo-
wego (30–90%) [10]. 

11. P odsumowanie

EBV jako przedstawiciel Gammaherpesvirinae po- 
siada zdolność ustalania latencji w limfocytach B, 
wykorzystując receptor CD21. Podczas cyklu litycz-
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nego, aktywowanego przez białko Z ekspresji ulegają 
geny odpowiadające za replikację wirusowego DNA, 
białka strukturalne kapsydu, tegumentu i umożliwiające 
fuzję z komórkami gospodarza. Genom wirusa koduje 
też białka będące strukturalnymi bądź funkcyjnymi 
homologami białek ludzkich. W wyniku ekspresji nie-
których genów EBV w czasie cyklu latentnego syntety-
zowanych jest sześć białek jądrowych (EBNA-1, -2, -3A, 
-3B, -3C i -LP); trzy białka membranowe (LMP-1, -2A, 
-2B) oraz 2 małe fragmenty RNA (EBER-1 i -2). Białka 
te odpowiadają za otrzymywanie latencji, episomu, 
immortalizację komórek gospodarza i ich transforma-
cję blastyczną. W zależności od ekspresji tych genów 
wyróżniamy cztery typy latencji. 

Zakażenie EBV szerzy się głównie drogą kropelkową. 
W większości przypadków zakażenie pierwotne ma miej-
sce w dzieciństwie i przebiega bezobjawowo, w okresie 
młodzieńczym może przyjmować postać mononukleozy. 
Obecność przeciwciał świadczy, że ponad 90% populacji 
osób dorosłych przebyło zakażenie EBV. 

Choć udział EBV w etiologii endemicznej postaci 
chłoniaka Burkitta i raka jamy nosowo-gardłowej 
potwierdzono już ponad 40 lat temu, obecnie wciąż 
prowadzi się badania nad wpływem tego wirusa na roz-
wój innych nowotworów. Wyniki nie są jednoznaczne 
i ciągle pojawiają się kolejne doniesienia potwierdzające 
lub wykluczające udział EBV w  etiologii określonych 
chorób. Przedmiotem intensywnych badań jest rów-
nież określenie udziału białek, zarówno latentnych jak 
i homologów białek ludzkich, w procesach transforma-
cji nowotworowej: ścieżkach przekazywania sygnałów, 
w  inicjowaniu i  pobudzaniu podziału komórkowego 
(kontroli procesów wzrostu i różnicowania), regula-
cji cyklu komórkowego, ekspresji nowych receptorów 
powierzchniowych i zmianie budowy cząsteczek adhe-
zyjnych. Badania nad ekspresją białek pozwolą okreś
lić które ścieżki przekazywania sygnałów w  komórce 
gospodarza mogą ulec zaburzeniom. Określenie etapu 
na którym następują zaburzenia powodujące unieśmier-
telnienie lub proliferację komórki jest niezwykle istotne 
w przypadku poszukiwania skutecznych terapii przeciw-
nowotworowych.
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1.  Wprowadzenie

Szeroko zakrojone badania biofilmów bakteryjnych 
i grzybiczych trwają już ponad 30 lat. Inicjatorem tych 
badań był profesor William C o s t e r t o n, który wraz 
ze swoim zespołem wykazał istotną rolę biofilmów 
bakteryjnych w zakażeniach człowieka i w środowisku 
[8]. Badania osiadłych populacji bakterii stosunkowo 
szybko zostały podjęte przez innych uczonych, zwłaszcza 
w mikrobiologii środowiska, a następnie w mikrobiolo-
gii klinicznej. W  ich wyniku poznano trójwymiarową 
strukturę, mechanizmy powstawania, sposoby wzajem-
nej komunikacji drobnoustrojów, a także szczególne 
cechy fenotypowe biofilmów, takie jak ich zwiększona 
tolerancja na środki przeciwdrobnoustrojowe i wytwa-
rzanie pozakomórkowej macierzy – EPS (extracellular 
polymeric substances). Badania biofilmów prowadzono 
na wielu modelach doświadczalnych, zarówno w warun-
kach laboratoryjnych in vitro, jak i z wykorzystaniem 
zwierząt doświadczalnych [33]. W przeważającej liczbie 
dotyczyły one biofilmów jednogatunkowych. Przegląd 
piśmiennictwa dokonany w maju 2012 r. w elektronicznej 
bazie ISI Web of Knowledge, (https://apps.webofknow-
ledge.com) pokazał, że na ogólną liczbę 13 718 publikacji 
poświęconych badaniu własności biofilmów (w których 
tytule występuje słowo biofilm), jedynie 192, tj. 1,4% 

stanowią doniesienia na temat biofilmów wielogatunko-
wych. Natomiast to właśnie te wielogatunkowe konsorcja 
stanowią najczęściej występującą w środowisku natural-
nym i w organizmach wyższych postać biofilmów [19]. 
Stąd w obecnie prowadzonych pracach doświadczalnych 
coraz częściej obiektem badań są biofilmy, w skład któ-
rych wchodzi więcej niż jeden gatunek drobnoustrojów. 
Przykładami takich biofilmów są konsorcja drobno-
ustrojów występujące w zbiornikach wodnych, w glebie, 
na liściach roślin, w instalacjach przemysłowych, a także 
w organizmie człowieka w postaci mikroflory pochwy, 
jelita grubego lub płytki nazębnej. Wykorzystanie dostęp-
nych narzędzi biologii molekularnej, w  tym zwłaszcza 
metagenomiki, pozwala już na poznanie przybliżonego 
składu gatunkowego tych biofilmów. Szacunkowe wyli-
czenia wskazują, że jedynie 0,1–1% tych drobnoustrojów 
jest zdolnych do wzrostu w warunkach laboratoryjnych 
na rutynowo stosowanych w  diagnostyce mikrobiolo-
gicznej podłożach hodowlanych. 

2. M etody badań wielogatunkowych biofilmów

Metody badania struktur biofilmów jedno- i wielo
gatunkowych nie różnią się istotnie pomiędzy sobą. 
Zarówno techniki mikroskopowe, takie jak skaningowa 
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mikroskopia elektronowa, mikroskopia konfokalna 
i  mikroskopia sił atomowych oraz techniki fizyczne, 
jak przykładowo mikrospektroskopia w podczerwieni 
z  transformacją Fouriera będą równie przydatne dla 
oceny wielkości mikrokolonii i stopnia adhezji drob-
noustrojów do powierzchni w obu typach biofilmów 
[6]. Natomiast bardzo popularne i wykorzystywane 
na znaczną skalę metody badania biofilmów w forma-
cie mikropłytki z użyciem fioletu krystalicznego lub 
barwników fluorescencyjnych nie znajdą zastosowania 
w badaniach wielogatunkowych biofilmów ze względu 
na brak swoistości znaczników do poszczególnych 
gatunków drobnoustrojów. Wówczas jednym z rozwią-
zań może być mikroskopia konfokalna wykorzystana do 
obserwacji wielogatunkowych konglomeratów z wyko-
rzystaniem techniki FISH (fluorescent in situ hybridi-
zation), w której oligonukleotydowe sondy znakowane 
różnymi barwnikami fluorescencyjnymi hybrydyzują 
z wybranymi fragmentami rybosomalnego RNA drob-
noustrojów w sposób specyficzny. Techniki te umożli-
wiają analizę przestrzennych interakcji różnogatunko-
wych komórek bakterii lub grzybów [2, 15, 25]. 

Do analizy wielogatunkowych konsorcjów zapropo-
nowano ostatnio modyfikację techniki FISH poprzez 
wprowadzenie sond PNA (peptide nucleic acid probes). 
Sondy PNA są to syntetyczne analogi DNA, które wiążą 
się z  wybranymi sekwencjami RNA/DNA z wyższym 
powinowactwem, ponieważ ich wypadkowy ładunek 
elektryczny jest obojętny. Technika ta została z powo-
dzeniem wykorzystana do obserwacji procesu tworzenia 
wielogatunkowego biofilmu przez Salmonella enterica, 
Escherichia coli i Listeria monocytogenes, w którym po 
48 godzinach wzrostu komórki E. coli liczbowo domi-
nowały (2,1×108 komórek/cm2) nad L. monocytogenes 
(6,8×107 komórek/cm2) i S. enterica (1,4×106 komórek/
cm2). Obserwacje prowadzone za pomocą PNA FISH 
i mikroskopii konfokalnej wykazały przestrzenne zróż-
nicowanie umiejscowienia bakterii z poszczególnych 
gatunków w obrębie biofilmu: pałeczki E. coli w postaci 
jednogatunkowej warstwy rosły w górnych warstwach 
biofilmu, natomiast biomasę przylegająca do substratu 
adhezji stanowił mieszany biofilm dwóch gatunków:  
L. monocytogenes i S. enterica [1].

W badaniach wielogatunkowych biofilmów od- 
twarzanie wzajemnych relacji ilościowych pomiędzy 
poszczególnymi gatunkami drobnoustrojów podczas 
niezależnych powtórzeń eksperymentów może być zwią-
zane z pewnymi metodycznymi trudnościami, zwłasz-
cza w warunkach in vivo. Badania wielogatunkowych 
biofilmów na mysim modelu zakażonej rany wykazały 
ostatnio, że w prosta inokulacja rany za pomocą zawie-
siny bakterii czterech gatunków, takich jak Pseudomonas 
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus 
i Finegoldia magna nie prowadziła do zrównoważonego 
wzrostu tych gatunków w obrębie biofilmu. Pałeczki 

P. aeruginosa całkowicie dominowały liczbowo (100% 
populacji) w biofilmie hodowanym w ciągu dwóch dni, 
nawet wówczas gdy w wyjściowym inokulum komórki 
tego gatunku stanowiły jedynie 1% liczby bakterii 
w zawiesinie. Obserwacje te wskazały na konieczność 
przeszczepu biofilmu czterech gatunków bakterii, który 
hodowano w probówkach laboratoryjnych na frag-
mentach polipropylenu na powierzchnię rany. Dopiero 
w takich warunkach możliwe było uzyskanie zrówno-
ważonego rozwoju populacji czterech gatunków bakterii 
w ranie, chociaż wzajemne proporcje liczbowe komórek 
tych bakterii ulegały zmianom, a liczebność E. faecalis 
zmniejszyła się wyraźnie (z 23,4 do 6,0%) po 12 dniach 
wzrostu biofilmu w zakażonej ranie [10].

Utrzymanie stałych proporcji gęstości komórek drob-
noustrojów określonego gatunku w obrębie konsorcjum 
w zadanych warunkach przez dłuższy okres czasu może 
być też utrudnione ze względu na brak wiedzy na temat 
wzajemnych relacji pomiędzy gatunkami drobnoustro-
jów. Dotychczas nie wykonano badań mających na celu 
charakterystykę wielogatunkowych biofilmów, w skład 
których wchodziłyby drobnoustroje o zdefiniowanych 
typach wzajemnych oddziaływań, takich jak np. kon-
kurencja lub komensalizm. Inną trudnością w hodowli 
wielogatunkowych biofilmów może być sposób pozy-
skiwania izolatów z próbek środowiskowych lub klinicz-
nych. Już w trakcie izolacji bakterii z hodowli płynnych 
w namnażających pożywkach dokonywana jest wstępna 
selekcja klonów bakterii danego gatunku, prowadząc do 
wystąpienia zjawiska dryftu genetycznego. Namnażane 
są głównie te klony, które w probówce laboratoryjnej 
występują w postaci planktonowej, faworyzowana jest 
ponadto ekspresja genów kodujących produkty pod-
stawowego metabolizmu bakterii przy jednoczesnej 
eliminacji klonów zjadliwych oraz tych, które przeja-
wiają cechy pożądane dla tworzenia wielogatunkowych 
biofilmów [9]. Stąd trudnym zadaniem może być pozy-
skanie powtarzalnych hodowli wielogatunkowych bio-
filmów z wykorzystaniem laboratoryjnych wzorcowych 
szczepów bakterii.

Hodowla wielogatunkowych biofilmów, w których 
bakterie różnych gatunków przylegały do siebie nawza-
jem powiodła się ostatnio w eksperymentach, w których 
zasiedlano siatkę polipropylenową, stosowaną w lecze-
niu przepuklin, za pomocą trzech gatunków bakterii: 
S. aureus, E. faecalis i Enterobacter cloaceae. Szczepy 
te pozyskano bezpośrednio z fragmentów siatki poli-
propylenowej usuniętej pacjentowi z  powodu ropnia. 
Po siedmiu dniach hodowli biofilmu na siatce in vitro 
stwierdzono, że S. aureus był dominującym liczbowo 
gatunkiem w  biofilmach. Trójwymiarowa struktura 
biofilmu przypominała strukturę charakterystyczną 
dla jednogatunkowych biofilmów, z  kanałami wod-
nymi łączącymi mikrokolonie. Mikrokolonie w obrębie 
badanego biofilmu utworzone były przez przylegające 
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do siebie gronkowce, enterokoki i komórki Enterobacter, 
co potwierdzono stosując technikę FISH i mikroskopię 
konfokalną. Natomiast wzajemne liczbowe proporcje 
komórek poszczególnych gatunków zmieniały się w cza-
sie, pomimo, że polipropylenowa siatkę inokulowano 
zawiesiną trzech gatunków bakterii o tej samej gęstości 
6 × 103 CFU/ml [36].

Na innym modelu, który miał odzwierciedlać in 
vitro warunki występujące w ranie, tzw. „colony-drip-
-flow reactor model”, w którym biofilmy hodowano na 
membranie, nie obserwowano wzajemnego przylegania 
do siebie bakterii z następujących gatunków: S. aureus 
(szczep MRSA), P. aeruginosa i Clostridium perfringens 
pomimo, że w mikroskopie obserwowano typową trój-
wymiarową strukturę biofilmu. Liczba komórek MRSA 
i  C. perfringens wynosiła około 107 CFU/membranę, 
natomiast liczba pałeczek P. aeruginosa przewyższała 
liczbę pozostałych dwóch gatunków bakterii o trzy 
rzędy wielkości. Poszczególne gatunki bakterii tworzyły 
odrębne warstwy w przekroju biofilmów [41].

Metody hodowlane są obecnie jeszcze niezastąpione 
przy ocenie ilościowej liczby bakterii różnorodnych ga- 
tunków w obrębie biofilmów. Metody molekularne, poza 
jedną – reakcją PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR) 
nie pozwalają na rzetelną ocenę wzajemnych stosunków 
ilościowych poszczególnych jednostek taksonomicznych 
w obrębie biofilmów. Natomiast wykonanie ilościowej 
analizy składu gatunkowego złożonej populacji z uży-
ciem RT-PCR jest zadaniem praktycznie niewykonal-
nym ze względu na wymagany znaczny nakład pracy. 
Zatem ilościowe badania składu gatunkowego biofil-
mów ograniczają się praktycznie do badania bakterii 
i  grzybów dających się hodować na pożywkach labo-
ratoryjnych [34]. Należy też uwzględnić fakt, że bada-
nia jakościowe z użyciem technik molekularnych są 
obarczone pewnym błędem wynikającym z stosowania 
w metodzie PCR i wszelkich jej odmianach starterów 
o sekwencjach zaczerpniętych z baz danych, w których 
gromadzone są najczęściej sekwencje DNA i RNA tych 
gatunków drobnoustrojów, które możliwe są do namna-
żania w laboratorium.

3.  Wielogatunkowy biofilm płytki nazębnej

Skład wielogatunkowego biofilmu jamy ustnej jest 
charakterystyczny dla każdego człowieka. Jednostki 
taksonomiczne drobnoustrojów wchodzące w  skład 
biofilmów jamy ustnej zostały już stosunkowo dobrze 
poznane. Wiedza ta została pozyskana z  wykorzysta-
niem technik biologii molekularnej, których zastosowa-
nie wydaje się być kluczowe dla badań tych konsorcjów. 
Techniki te pozwalają na wykrycie drobnoustrojów 
żywych lecz nie dających się hodować na bogatych 
w składniki odżywcze podłożach, stosowanych w labo-

ratoriach mikrobiologicznych. Ponadto wprowadzenie 
oligonukleotydowych fragmentów DNA do genomu 
bakterii w określonych pozycjach umożliwiło uzyska-
nie fluorescencyjnego sygnału – GFP (green fluorescent 
protein), wówczas gdy badany gen ulega ekspresji. Tech-
nika ta wraz z transkryptomiką i proteomiką przyczyniła 
się do uzyskania wstępnych danych na temat interakcji 
i procesów metabolicznych zachodzących w złożonych 
konsorcjach drobnoustrojów [29, 40].

W skład biofilmów jamy ustnej wchodzi około po- 
nad 600 różnych jednostek taksonomicznych bakterii, 
z których około 65,5% stanowią gatunki, które mogą być 
hodowane w laboratorium (Dewhirst [11], http://www. 
homd.org). Pozostałe jednostki taksonomiczne poznano 
dzięki analizie sekwencji ich DNA. Wiele z tych drobno-
ustrojów występuje jedynie w jamie ustnej, np. zaliczane 
do rodzaju TM7 [3]. Skład gatunkowy biofilmów nawet 
u jednego człowieka różni się w zależności od miejsca 
ich występowania w jamie ustnej. W jednym biofilmie 
może współistnieć około 100 gatunków bakterii właś
ciwych dla danego osobnika. Jedną z istotnych technik 
biologii molekularnej, która umożliwiła poznanie róż-
norodności genetycznej bakterii w biofilmach jamy ust-
nej była technika RCCH (reverse-capture checkerboard 
hybridization), polegająca na amplifikacji fragmentów 
genów kodujących 16S rRNA, znakowanych digoksy-
geniną z całej populacji drobnoustrojów badanego bio-
filmu i następnie poddanie ich hybrydyzacji z oligonu-
kleotydami komplementarnymi do wszystkich znanych 
sekwencji rDNA w formacie mikromacierzy [28, 31]. 
W wyniku analizy sekwencji genów 16S rRNA ampli-
fikowanych z użyciem uniwersalnych starterów F24/
Y36 stwierdzono, że podstawowymi typami (phylum) 
bakterii w biofilmach są Firmicutes, Bacteroidetes, Pro­
teobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes i Fusobacteria, 
do których należy 96% gatunków bakterii. Pozostałe 4% 
jednostek taksonomicznych należy do typów Euryarcha­
eota, Chlamydia, Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Teneri­
cutes i TM7 [11]. 

Bakterie różnych gatunków w obrębie tych biofilmów 
wchodzą ze sobą w złożone interakcje, przykładowo 
mogą to być oddziaływania synergistyczne lub współ-
zawodnictwo, bez których gęstość bakterii poszczegól-
nych gatunków w dojrzałym biofilmie byłaby jedynie 
wypadkową szybkości podziałów komórkowych bakterii 
poszczególnych gatunków [37]. Wśród bakterii wchodzą-
cych w skład biofilmów jamy ustnej wyróżnia się gatunki 
tzw. wczesnych i późnych kolonizatorów. Do gatunków 
wczesnych kolonizatorów zalicza się paciorkowce, oraz 
bakterie z rodzajów Eikenella, Haemophilus, Prevo­
tella, Capnocytophaga, Propionibacterium i  Veillonella. 
Późnymi kolonizatorami są bakterie z następujących 
rodzajów Eubacterium, Treponema oraz Actinomyces 
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyro- 
monas gingivalis i Fusobacterium nucleatum [5].
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Gatunki wczesnych kolonizatorów, występujące na 
powierzchni szkliwa w niewielkiej liczbie, tworzą już wie-
logatunkowy biofilm [26]. Próchnica zębów jest wyni-
kiem metabolicznych procesów biofilmu płytki nazęb-
nej, które zaburzyły równowagę mineralną powierzchni 
zęba, na której rosną drobnoustroje. Natomiast choroby 
przyzębia powstają na skutek wielorakich interakcji zło-
żonego wielogatunkowego biofilmu z tkankami gospo-
darza, co prowadzi do utrwalenia stanu przewlekłej 
infekcji. Dla poznania patomechanizmów tkanek przy-
zębia zakażenia istotne będzie poznanie przestrzenno-
-czasowego występowania poszczególnych gatunków 
zarówno hodowalnych, jak i niehodowanych bakterii 
wielogatunkowego biofilmu płytki nazębnej. Już jest 
wiadomym, że komunikacja pomiędzy gatunkami bak-
terii zachodząca w obrębie tych biofilmów za pomocą 
cząsteczek autoinduktora-2 (AI-2), który jest wykry-
wany i/lub syntetyzowany przez bakterie Gram-ujemne 
i  Gram-dodatnie, jest niezbędna dla prawidłowego 
rozwoju biofilmów jamy ustnej [35]. Niemniej istotna 
w rozwoju choroby jest odpowiedź gospodarza na obec-
ność biofilmów w jamie ustnej, w postaci aktywowania 
mechanizmów odporności wrodzonej i nabytej. Pozna-
nie tych złożonych interakcji przybliży możliwość zwal-
czenia przewlekłych infekcji w jamie ustnej [30].

4.  Wielogatunkowe biofilmy w wodzie

Innym przykładem stosunkowo dobrze poznanych 
wielogatunkowych biofilmów są konsorcja występu-
jące w wodzie, w warunkach niskich stężeń składników 
odżywczych. Dla monitorowania składu gatunkowego 
tych biofilmów przydatne są metody określania róż-
norodności mikrobiologicznej ekosystemów, takie jak 
DGGE, czyli elektroforeza w żelu z użyciem czynnika 
denaturującego (denaturing gradient gel electrophore-
sis) i TRFLP, czyli polimorfizm długości terminalnych 
fragmentów restrykcyjnych (terminal restriction frag-
ment lenght polymorphism). Metoda DGGE polega 
na amplifikacji fragmentów DNA z użyciem starterów 
bogatych w pary GC oraz ich analizie za pomocą elek-
troforezy w żelu o zwiększającym się stężeniu czynnika 
denaturującego. Liczba pozyskanych prążków świad-
czy o stopniu różnorodności badanego środowiska. 
Podobnie w metodzie TRFLP przedmiotem badań są 
amplikony pozyskane z wykorzystaniem specyficznych 
starterów znakowanych barwnikami fluorescencyj-
nymi. Analizie poddaje się pozycję miejsca restryk-
cyjnego najbliższego w stosunku do końca amplifi- 
kowanego fragmentu genu. Wynikiem takiej analizy jest 
charakterystyczny „odcisk palca” (fingerprint) badanej 
populacji drobnoustrojów. Techniki te z powodze- 
niem są też stosowane dla oceny różnorodności mikro- 
biologicznej środowiska gleby [14]. Wyniki przeprowa- 

dzonych ostatnio badań z wykorzystaniem tych metod 
wykazały wysoką zmienność sezonową i dynamikę 
wymiany gatunków w obrębie biofilmów występujących 
w rzekach [39].

Inne badania przeprowadzone z wykorzystaniem 
metody DGGE pozwoliły na ocenę szybkości i wydaj
ności powstawania wielogatunkowego biofilmu na róż-
nych materiałach wykorzystywanych do dystrybucji 
wody pitnej w systemach miejskich i pokazały, że naj-
większa różnorodność gatunkowa występuje w obrębie 
biofilmów powstałych na powierzchni rur stalowych 
w  tych instalacjach. Ogółem pozyskano 176 kolonii 
bakterii, rosnących na podłożu R2A, spośród których 
66% zaliczono do Proteobacteria, 20% nie zaklasyfiko-
wano do żadnej jednostki taksonomicznej, 6% stanowiły 
Actinobacteria, 2% laseczki z rodzaju Bacillus, natomiast 
6% drobnoustrojów nie oznaczono. Wśród Proteobac­
teria dominującym gatunkiem były pałeczki z rodzaju 
Sphingomonas [21]. Z perspektywy zdrowia publicznego 
istotnym zagadnieniem jest wzrost pałeczek Legionella 
w wielogatunkowych biofilmach w systemach dystrybu-
cji wody. Pałeczka ta przejawia zdolność do bytowania 
w biofilmach, wykorzystując produkty rozpadu bakte-
rii innych gatunków jako składniki odżywcze. Jednakże 
wiele badań wskazuje na to, że w obrębie wielogatun-
kowych biofilmów drobnoustrój ten nie namnaża się 
ze względu na brak dostępności L-cysteiny w odpo-
wiednich stężeniach. Wydajne namnażanie pałeczek 
Legionella zachodzi wewnątrz komórek ameb z rodza-
jów Naegleria, Acanthamoeba i Hartmanella, które też 
bytują w obrębie biofilmów w środowisku wodnym [38]. 
Ostatnio wykazano, że w biofilmach występujących 
w systemach wody pitnej, oczyszczanej metodą filtracji 
membranowej, dochodzi do zwiększenia udziału pato-
gennych pałeczek z rodzaju Legionella i Chromobacte­
rium w wielogatunkowych biofilmach [27].

5.	 Wielogatunkowe biofilmy w środowisku
	 przemysłowym

Wielogatunkowe biofilmy występują też w wielu 
instalacjach przemysłowych. W procesach przemysło-
wych, które są lub w najbliższej przyszłości będą wyko-
rzystywane w praktyce w browarnictwie, bioremediacji 
i energetyce, podczas wytwarzania energii w mikrobio-
logicznych ogniwach paliwowych, wzrost drobnoustro-
jów w postaci wielogatunkowych biofilmów przyspiesza 
bądź zwiększa wydajność pożądanych procesów techno-
logicznych i może przynieść wyraźne korzyści ekono-
miczne. Jednakże w innych gałęziach przemysłu, takich 
jak przemysł spożywczy, farmaceutyczny i maszynowy 
występowanie biofilmów przynosi wyraźne straty eko-
nomiczne i powoduje trudności w utrzymaniu odpo-
wiedniej higieny środowiska pracy a także wydajnego 
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przebiegu procesów technologicznych, których istot-
nymi elementami są systemy dystrybucji wody [24].

W przemyśle maszynowym biofilmy występujące na 
ściankach zbiorników, na opiłkach metali, w wanien-
kach tokarek i szlifierek przyczyniają się do skażenia 
płynów chłodząco-smarujących wykorzystywanych pod- 
czas obróbki metali i w znacznym stopniu wpływają na 
pogorszenie jakości wytwarzanych wyrobów metalo-
wych. Stwarzają też poprzez swoją tolerancję na bio-
cydy wyraźne zagrożenie dla zdrowia pracowników tej 
gałęzi przemysłu, ponieważ umożliwiają przetrwanie 
osiadłych populacji bakterii podczas zabiegów mycia 
i konserwacji maszyn, a następnie ponowne namnoże-
nie się drobnoustrojów, w tym wielu gatunków chorobo-
twórczych bakterii do wysokiej gęstości (107–108 CFU/
ml) w płynnych chłodziwach. Chłodziwa te w procesie 
obróbki metali rozpraszane są w postaci mgły olejowej, 
bioaerozolu, który umożliwia wnikanie drobnoustrojów 
lub produktów ich rozpadu (LPS, kwasy tejchojowe) do 
dróg oddechowych, stanowiąc przez to bezpośrednie 
zagrożenie dla zdrowia pracowników. W  biofilmach 
rosnących w układach chłodziw zaobserwowano ciekawe 
zjawisko ograniczonej różnorodności gatunkowej, nawet 
wówczas gdy badania prowadzono za pomocą technik 
metagenomiki. Dominującymi gatunkami w tych kon-
sorcjach są pałeczki z rodziny Pseudomonaceae, wraz 
z innymi pałeczkami Gram-ujemnymi, takimi jak She­
wanella putrefaciens, Stenotrophomonas maltophilia, 
Comamonas testosteroni, Morganella morganii i Citrobac­
ter freundii [17]. Niepokojącym zjawiskiem jest wystę- 
powanie w obrębie tych wielogatunkowych konsorcjów 
w zbiornikach chłodziw niektórych gatunków prątków 
szybkorosnących, takich jak: M. immunogenum, M. che­
lonae/M. abscessus i M. diernhoferi. Prątki te nawet 
w hodowli planktonowej przejawiają oporność na bio-
cydy, która wyraźnie zwiększa się podczas wzrostu tych 
drobnoustrojów w postaci biofilmu [23]. Wówczas, ich 
wysoka tolerancja na środki bójcze prowadzi do liczbo-
wej dominacji tych bakterii w wielogatunkowych bio-
filmach zbiorników i instalacji dystrybucji chłodziw, 
w których stosowano biocydy uwalniające formaldehyd 
jako środek przeciwbakteryjny. Dotychczas opisano już 
27  wybuchów epidemicznych alergicznego zapalenia 
pęcherzyków płucnych (hypersensitivity pneumonitis) 
w zakładach przemysłowych, w których z chłodziw pozy-
skano metodami hodowlanymi lub wykryto w nich za po- 
mocą technik molekularnych obecność tych prątków [4].

Natomiast nie zawsze wielogatunkowe biofilmy 
bytujące w środowisku przemysłowym wiążą się ze 
zjawiskami niekorzystnymi dla człowieka ze względów 
ekonomicznych lub zdrowotnych. Ogromne nadzieje 
na pozyskanie alternatywnych źródeł energii wzbudzają 
ostatnio badania naukowe podjęte w celu pozyskania 
mikrobiologicznych ogniw paliwowych, w których 
zarówno anodę jak i katodę stanowić będą konsorcja 

bakterii, wielogatunkowe biofilmy, ściśle zdefiniowane 
gatunkowo [20]. Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe 
działają na zasadzie przekształcania energii chemicz-
nej zawartej w związkach organicznych (np. odpadach 
przemysłowych, morskich osadach dennych) w energię 
elektryczną przy udziale złożonych konsorcjów bakterii 
[13]. Na powierzchni anod, które instalowano w mor-
skich osadach dennych występowały w przeważającej 
liczbie przedstawiciele następujących grup bakterii: 
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Rhizobiales 
i Clostridia. Większość z tych drobnoustrojów identyfi-
kowano za pomocą technik molekularnych. Podjęto sze-
reg badań zmierzających do izolacji gatunków bakterii, 
które w jednogatunkowym biofilmie, po odpowiednich 
modyfikacjach genetycznych, w sposób o wiele wydaj-
niejszy niż wielogatunkowe konsorcja uczestniczyłyby 
w wytwarzaniu energii na powierzchni. Wyniki badań 
porównawczych wydajności obu rodzajów biofilmów; 
jedno- i wielogatunkowych nie są jednoznaczne, choć 
już teraz wielu autorów podkreśla, że znajomość wza-
jemnych interakcji pomiędzy drobnoustrojami jest 
konieczna dla efektywnego wykorzystania potencjału 
wielogatunkowych biofilmów w procesie wytwarza-
nia energii. Właśnie dla aplikacji wiedzy o biofilmach 
w „energetyce przyszłości” bardzo istotne jest pozyska-
nie wiedzy o powtarzalnym procesie rozwoju wieloga-
tunkowych biofilmów o odpowiednich proporcjach licz-
bowych komórek drobnoustrojów, wchodzących w skład 
tych biofilmów [18]. Porównano wydajność wytwarza-
nia prądu przez pięć gatunków bakterii, takich jak Geo­
bacter sulfurreducens, P. aeruginosa, Shewanella oneiden­
sis, Clostridium acetobutilicum i E. faecium rosnących 
w jednogatunkowych biofilmach lub w wielogatunko-
wym biofilmie pałeczek Gram-ujemnych i E. faecium 
rosnących na powierzchni anody w mikrobiologicz-
nym ogniwie paliwowym i stwierdzono, że najwyższą 
wydajność miał biofilm wielogatunkowy. Może być to 
uwarunkowane zdolnością bakterii Gram-dodatnich do 
wykorzystywania mediatorów (nośników elektronów) 
wytwarzanych przez P. aeruginosa lub też aktywnym 
udziałem systemu quorum sensing w tym procesie [32].

6.  Wielogatunkowe biofilmy a rozwój zakażeń

Badania występujących w jamach ciała i tkankach 
człowieka wielogatunkowych biofilmów, aczkolwiek 
jeszcze nieliczne, już weryfikują akceptowane szeroko 
poglądy na patogenezę niektórych zakażeń. Opisano 
ostatnio doświadczenia, w których hodowano bio-
filmy Candida albicans, Streptococcus oralis, S. gordonii 
i S. sanguinis in vitro na modelu nabłonka jamy ustnej. 
Modelowa tkanka nabłonkowa złożona była z dwóch 
typów komórek: keratynocytów linii OKF6/TERT-2 
hodowanych wraz z rosnącymi na kolagenie typu  I 
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fibroblastach linii 3T3, które hodowano w ciągu 2–3 ty- 
godni. Na powierzchni tak przygotowanej tkanki, przy-
pominającej nabłonek wielowarstwowy płaski (stratified 
squamous epithelia) inokulowano zawieszone w pobra-
nej od ochotników ślinie komórki C. albicans o gęstości 
106 CFU/ml i S. oralis o gęstości 107 CFU/ml, w ciągu 
30 min. przy przepływie o średniej prędkości 100 μl/
min. Czas hodowli biofilmów wynosił maksymalnie 
24 godziny. Wyniki tych eksperymentów pokazały, że 
w obecności C. albicans paciorkowce tworzą wydajniej 
biofilm niż podczas wzrostu w postaci jednogatunko-
wego biofilmu. Jednocześnie ich obecność indukuje 
proces inwazji tkanki nabłonkowej przez strzępki 
grzyba. Zgodnie z opinią autorów obserwacje te prze-
czą akceptowanemu dotychczas poglądowi, że obecność 
komensalnych bakterii zapobiega rozwojowi kandydozy 
w jamie ustnej [12]. 

Inne badania dwugatunkowych biofilmów bezotocz
kowego szczepu Haemophilus influenzae (NTHi) 
i  szczepu Streptococcus pneumoniae, pozyskanych od 
chorego z przewlekłym zapaleniem nosogardła podwa-
żyły pogląd o  wzajemnej konkurencji pomiędzy tymi 
dwoma gatunkami bakterii w drogach oddechowych 
człowieka. Wyniki tych badań sugerują, że wzajemne 
oddziaływania obu tych gatunków obrębie biofilmu 
wzmagają ekspresję genu pilA, kodującego pilinę, białko 
fimbrii typu IV, odpowiedzialne u szczepów NTHi za 
przyleganie do nabłonka. W dwugatunkowym biofilmie 
dochodzi też do wzmożenia syntezy oksydazy pirogro-
nianu, która u pneumokoków warunkuje wytwarzanie 
nadtlenku wodoru. W tych warunkach wzrostu docho-
dzi także do zahamowania ekspresji genów ply i pavA, 
kodujących u  pneumokoków odpowiednio pneumo-
lysinę i  adhezynę  A (pneumococcal adherence fac-
tor  A). Obserwacje te mogą stanowić wsparcie hipo-
tezy o występowaniu zjawiska populacyjnej wirulencji 
w złożonych konsorcjach drobnoustrojów w trakcie 
przebiegu przewlekłych zakażeń [7]. Po raz pierwszy 
hipotezę o możliwości indukcji lub supresji wirulencji 
w wielogatunkowych biofilmach wysnuli J e n k i n s o n 
i  L a m o n t  [22], omawiając rolę złożonych konsor-
cjów drobnoustrojów w zdrowiu i podczas zakażeń jamy 
ustnej. Hipoteza ta jest obecnie weryfikowana zarówno 
w odniesieniu do patogenów zwierzęcych i człowieka, 
jak i patogenów roślin [16].

8. P odsumowanie

Techniki molekularne, takie jak sekwencjonowanie 
oraz analiza wielkości fragmentów restrykcyjnych lub 
amplikonów DNA pozyskanych techniką PCR umoż-
liwiają obecnie poznanie podstawowych jednostek tak-
sonomicznych drobnoustrojów wchodzących w skład 
wielogatunkowych biofilmów. Jednakże metody te 

pozwalają jedynie na ocenę jakościową, a nie ilościową 
tych złożonych konsorcjów drobnoustrojów. Metody 
mikroskopowe, a zwłaszcza mikroskopia konfokalna 
w  połączeniu z techniką FISH umożliwia poznanie 
trójwymiarowych struktur wielogatunkowych biofil-
mów, a  także umiejscowienia poszczególnych gatun-
ków w obrębie mikrokolonii lub biofilmów typu „colony 
blot”. Obecnie w stosunkowo najmniejszym stopniu 
poznane są wzajemne oddziaływania drobnoustrojów 
w wielogatunkowych biofilmach. Związane jest to ze 
złożonością analiz chemicznych, biochemicznych lub 
immunochemicznych, koniecznych do monitorowania 
całkowitej aktywności metabolicznej tych złożonych 
konsorcjów. Z tego też względu, choć fakt występo-
wania licznych wzajemnych oddziaływań pomiędzy 
komórkami bakterii w wielogatunkowych biofilmach 
uważa się za dobrze udokumentowany, to nadal ocena 
udziału poszczególnych gatunków bakterii, a zwłaszcza 
sposobów regulacji określonych szlaków metabolicz-
nych, które mogą prowadzić do większej zjadliwości 
drobnoustrojów w wielogatunkowych biofilmach sta-
nowi wyzwanie dla uczonych prowadzących badania 
tych złożonych konsorcjów. Badania te są kluczowe dla 
wyjaśnienia wielu zjawisk zachodzących w środowi-
sku, przemyśle a także podczas rozwoju przewlekłych 
i nawracających zakażeń, które w znacznym odsetku 
przebiegają z udziałem wielogatunkowych biofilmów.
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1.  Wstęp

Do najczęstszych ostrych zakażeń górnych dróg 
oddechowych należą zapalenie gardła i migdałków pod-
niebiennych, zapalenie ucha środkowego oraz zapalenie 
jam nosowych i zatok przynosowych. Większość ostrych 
zapaleń górnych dróg oddechowych wywołują wirusy, 
zakażenia bakteryjne stanowią wśród nich zdecydowaną 
mniejszość [6, 16, 26, 27]. Ostre zapalenia gdo rozpo-
znajemy na podstawie zespołu objawów, który nie jest 
charakterystyczny dla drobnoustroju wywołującego 
zakażenie i często nie pozwala na odróżnienie etiologii 
wirusowej od bakteryjnej. Jednak, aby właściwie leczyć 
ostre zapalenia gdo musimy znać odpowiedź na dwa 
podstawowe pytania:
1)	 Czy jest to zakażenie wirusowe czy bakteryjne, a więc 

czy powinniśmy zastosować tylko leczenie objawowe 
czy należy włączyć antybiotyk?

2)	 Jeśli zakażenie wywołała bakteria, to jaka: jaki gatu-
nek, jaki profil wrażliwości na antybiotyki, a zatem 

jaki antybiotyk należy zastosować, w jakiej dawce, 
jakie są jego właściwości farmakokinetyczne i far-
makodynamiczne, jakie są ograniczenia ze strony 
pacjenta do jego zastosowania, jakie antybiotyki 
drugiego i trzeciego rzutu możemy zastosować? [15]
Pomocne dla udzielenia odpowiedzi na te pytania 

może być badanie mikrobiologiczne. Jednak może ono 
pomóc odpowiedzieć na te pytania tylko wówczas, jeśli 
pobierzemy materiał adekwatny dla danego zakażenia 
[15, 24].

2.	D obór materiałów do badań mikrobiologicznych
	 w zapaleniach gdo

Adekwatnymi materiałami do badań mikrobiolo-
gicznych są:
1)	 w zapaleniu gardła i migdałków podniebiennych: wy- 

maz z gardła (powierzchnia obu migdałków i tylna 
ściana gardła),

Diagnostyka ostrych zakażeń
górnych dróg oddechowych (gdo)

– dobór materiałów i problemy interpretacyjne
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2)	 w ostrym zapaleniu ucha środkowego (OZUŚ): płyn 
z jamy ucha środkowego, pobierany poprzez nacięcie 
błony bębenkowej albo wyciekający po jej samoistnej 
perforacji,

3)	 w ostrym zapaleniu jam nosowych i zatok przynoso-
wych (OZZP): punktat z zatoki lub materiał pobrany 
podczas endoskopii [16].
W ostrych zapaleniach gdo jedynym materiałem 

możliwym do pobrania nieinwazyjnie jest wymaz z gar-
dła. Z uwagi na konieczność użycia technik inwazyj-
nych, diagnostyka bakteriologiczna w ostrym zapaleniu 
zatok i  ucha środkowego nie jest rutynowo zalecana. 
Wyjątek stanowią przypadki OZUŚ w których stwier-
dzamy wyciek z  ucha. W pozostałych przypadkach 
OZUŚ i OZZP wskazania do antybiotykoterapii ustala 
się na podstawie objawów klinicznych oraz przebiegu 
zakażenia, stosuje się wówczas antybiotykoterapię empi-
ryczną zgodną z rekomendacjami [16]. 

Jama nosowo-gardłowa, jedyne miejsce w gdo, z które- 
go można pobrać materiał w sposób nieinwazyjny, nie 
jest strefą jałową. Występuje w niej flora fizjologiczna, 
wśród której, jako konsekwencja zjawiska nosicielstwa, 
okresowo, krócej bądź dłużej, mogą być obecne rów- 
nież drobnoustroje potencjalnie patogenne, wśród nich 
Staphylococcus aureus oraz najważniejsze patogeny bak- 
teryjne zapaleń ucha środkowego i zatok: Streptococcus 
pneumoniae, Haemophilus influenzae i Moraxella (Bran- 
hamella) catarrhalis [7, 11, 17, 19, 28, 34, 37, 40–42]. Należy 
pamiętać, że wyhodowanie tych bakterii z  wymazu 
pobranego z przedsionka nosa lub z gardła nie upoważ-
nia do uznania ich za czynniki etiologiczne ostrego zapa-
lenia gardła, ucha środkowego czy zatok [16, 22]. 

3.	O stre zapalenie gardła i migdałków
	 podniebiennych

Najczęstszymi czynnikami etiologicznymi ostrego 
zapalenia gardła i migdałków są wirusy oddechowe, 
wśród nich: rinowirusy, koronawirusy, adenowirusy, 
wirusy Coxackie A, wirusy grypy, paragrypy, RSV oraz 
wirusy należące do rodziny Herpesviridae [16, 26, 33]. 
Najważniejszym patogenem bakteryjnym jest Streptococ­
cus pyogenes (paciorkowiec beta-hemolizujący grupy A). 
Paciorkowce beta-hemolizujące, należące do innych 
grup (głównie  C i  G) izolowane są znacznie rzadziej 
[9, 16, 20, 36]. Inne bakterie bywają przyczyną ostrego 
zapalenia gardła i migdałków jedynie sporadycznie 
(Neisseria gonorrhoeae, Corynebacterium diphtheriae), 
nie są zatem przedmiotem rutynowej diagnostyki [16]. 
S. aureus, S. pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis 
nie są czynnikami etiologicznymi ostrego zapalenia gar-
dła i migdałków podniebiennych [16, 24].

W praktyce różnicujemy zatem etiologię wirusową od 
paciorkowcowej. Służy temu zarówno wnikliwe badanie 

kliniczne i wywiad, jak też badanie mikrobiologiczne, 
które należy wykonać wówczas, gdy na podstawie bada-
nia klinicznego podejrzewamy etiologię paciorkowcową. 
Dane epidemiologiczne oraz niektóre objawy kliniczne 
mogą wskazywać na wyższe prawdopodobieństwo 
zakażenia paciorkowcowego, jednak diagnoza musi być 
potwierdzona badaniem mikrobiologicznym. Pacior-
kowcowe zapalenie gardła i migdałków występuje częś
ciej u dzieci w wieku od 3 do 14 lat. U chorych z etiolo-
gią paciorkowcową częściej obserwuje się ból podczas 
przełykania, gorączkę oraz powiększone węzły chłonne 
szyjne. U dzieci często występuje ból głowy, nudności, 
wymioty i ból brzucha. Migdałki podniebienne są zaczer-
wienione i obrzęknięte. Na podniebieniu miękkim mogą 
pojawić się drobne wybroczyny. Żaden z tych objawów 
jednak nie jest specyficzny dla zakażenia paciorkowco-
wego. Natomiast brak gorączki, kaszel, chrypka, zapa-
lenie spojówek, katar, wysypka oraz obecność biegunki 
wskazują na zakażenie wirusowe [3, 5, 16, 33]. 

Za najbardziej przydatną praktyczną skalę oceniającą 
prawdopodobieństwo zakażenia S. pyogenes zarówno 
u  dorosłych, jak i u dzieci, polskie „Rekomendacje 
postępowania w pozaszpitalnych zakażeniach układu 
oddechowego 2010” uznają skalę Centora w modyfikacji 
M c I s s a c a  [16]. Przedstawia ją tabela I.

Należy podkreślić, że o ile na podstawie bada-
nia klinicznego można rozpoznać etiologię wirusową 

Gorączka > 38°C	 1
Brak kaszlu	 1
Powiększone węzły chłonne szyjne przednie	 1
Nalot włóknikowy i obrzęk migdałków	 1
Wiek 3–14 lat	 1
Wiek 15–44 lata	 0
Wiek > 45 lat	 –1

Tabela I
Skala punktowa oceny prawdopodobieństwa zakażenia

S. pyogenes wg Centora/McIssaca
(wg Hryniewicz W. i wsp. [16], reprodukowane za zgodą)

Parametr Liczba punktów

(0–1 punktów w skali Centora/McIssaca), o tyle nie jest 
ono wystarczające do rozpoznania anginy paciorkow-
cowej. Aby rozpoznać anginę paciorkowcową, a co za 
tym idzie wdrożyć leczenie antybiotykiem, niezbędne 
jest wykonanie badania mikrobiologicznego [5, 16, 
23, 43]. Zatem u chorych, którzy otrzymali 2 lub wię-
cej punktów w  skali Centora/McIssaca, rozpoznanie 
paciorkowcowego zapalenia gardła i migdałków stawia 
się na podstawie badania mikrobiologicznego, a  więc 
wyniku posiewu wymazu z gardła lub szybkiego testu, 
wykrywającego antygen grupowy S. pyogenes (RADT 
– rapid antigen detection test) [3, 5, 8, 16, 33, 35, 43]. 
Materiałem do wykonania obu badań jest wymaz 
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z gardła. Powinien on być pobrany z powierzchni obu 
migdałków i z tylnej ściany gardła [3, 5, 16, 33, 38, 43]. 
Posiew wymazu z gardła pozostaje złotym standardem 
w  rozpoznawaniu paciorkowcowego zapalenia gardła 
i migdałków, jego czułość wynosi 90–95% [16, 32, 43]. 
Niedogodnością tego badania jest konieczność oczeki-
wania na wynik co najmniej jedną dobę [5, 43]. Szybkie 
testy, choć droższe od posiewu, pozwalają na uzyskanie 
wyniku w ciągu kilku minut [5, 21, 43]. Dostępne obec-
nie szybkie testy cechują się wysoką swoistością (> 95%) 
i czułością w granicach 70%–90% [16, 32, 43]. Wysoka 
swoistość szybkiego testu oznacza, iż na podstawie 
dodatniego wyniku RADT możemy wdrożyć antybio-
tykoterapię. Jednakże, z uwagi na niższą czułość, ujemny 
wynik szybkiego testu nie wyklucza etiologii paciorkow-
cowej, dlatego powinien być potwierdzony hodowlą [8, 
14, 16, 24, 43]. Zalecenie to powinno być bezwzględnie 
przestrzegane u dzieci, gdyż u nich prawdopodobień-
stwo wystąpienia etiologii paciorkowcowej jest znacz-
nie wyższe niż u dorosłych [16]. Fałszywie dodatnie 
RADTs zdarzają się bardzo rzadko. Wynika to z faktu, 
iż niektóre szczepy Streptococcus milleri (pochodzące 
z flory fizjologicznej jamy ustnej i gardła) mogą mieć 
na swojej powierzchni antygen grupowy  A, dlatego, 
jeśli pacjent jest skolonizowany takimi szczepami, test 
może dawać wynik dodatni mimo braku S. pyogenes 
[18, 30]. Niestety, ani posiew ani RADTs, nie są w stanie 
odróżnić jednoznacznie chorych z ostrym paciorkowco-
wym zapaleniem gardła od nosicieli S. pyogenes, którzy 
przechodzą wirusowe zapalenie gardła [31]. Dlatego, 
jeśli obraz kliniczny wskazuje na zakażenie wirusowe 
(0–1 punktów w skali Centora/McIssaca) nie jest zale-
cane wykonywanie badania mikrobiologicznego, gdyż 
w takich przypadkach wykrycie S. pyogenes w wymazie 
z gardła skutkuje „leczeniem” nosicielstwa, a nie aktu-
alnie toczącego się zakażenia [5, 27].

Algorytm postępowania w ostrym zapaleniu gardła 
i migdałków przedstawia rys. 1.

Wirusowe zapalenie gardła należy leczyć wyłącznie 
objawowo. Penicylina, podawana doustnie lub domięś
niowo, jest obecnie antybiotykiem z wyboru w leczeniu 
paciorkowcowego zapalenia gardła i migdałków podnie-
biennych [2, 16, 25, 26, 43].

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

Według aktualnego stanu wiedzy, pierwotną przy-
czyną ostrego zapalenia ucha środkowego (OZUŚ) 
i  zatok (OZZP) są wirusy, wśród nich najważniejszą 
rolę odgrywają rinowirusy, RSV, koronawirusy, adeno-
wirusy, wirusy grypy i paragrypy [6, 16]. Zdecydowana 
większość bakteryjnych OZUŚ jest wywoływana przez 
S. pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis. Najczęstsze 
patogeny bakteryjne OZZP to: S. pneumoniae i H. influ­
enzae, a następnie M. catarrhalis, S. pyogenes, S. aureus 
oraz bakterie beztlenowe. Najważniejszym patogenem 
bakteryjnym obu schorzeń pozostaje S. pneumoniae [4, 
10, 12, 13, 16, 22, 26, 27, 29, 37].

Rozpoznanie OZUŚ stawia się na podstawie ostrych 
objawów choroby, takich jak ból lub wyciek z ucha, 
katar, kaszel, gorączka. Decydujący dla rozpoznania 
jest obraz otoskopowy, w którym stwierdza się obec-
ność płynu w uchu środkowym i zmiany zapalne błony 
bębenkowej [4, 12, 16, 27, 29, 39]. Jednak żaden z tych 
objawów nie jest swoisty dla zakażenia wirusowego lub 
bakteryjnego. Łagodne klinicznie przypadki trakto-
wane są obecnie jako zapalenia o  etiologii wirusowej 
i powinny podlegać zasadzie czujnego wyczekiwania bez 
podawania antybiotyku [6, 16, 27, 29, 31]. Stosujemy 
wówczas leczenie przeciwbólowe i przeciwgorączkowe 
[10, 12, 16, 26, 31].

Różnicowanie między wirusowym i bakteryjnym 
zapaleniem zatok jest utrudnione ze względu na brak 
specyficznych dla etiologii objawów. Rodzaj wydzieliny 
z nosa, w szczególności jej ropny charakter, nie świad-
czy o zakażeniu bakteryjnym i nie powinien stanowić 
kryterium różnicującego. Podobnie mało różnicującym 
objawem jest gorączka. Ponieważ zakażenie bakteryjne 
prawie zawsze poprzedza infekcja wirusowa, więk-
sze znaczenie różnicujące ma ocena ewolucji zmian. 
Objawy infekcji wirusowej ustępują na ogół w  ciągu 
7– 10 dni. U dzieci utrzymywanie się objawów zakażenia 
górnych dróg oddechowych dłużej niż 10 dni wskazuje 
na zakażenie bakteryjne [16, 27].

Materiałem do badań mikrobiologicznych w OZUŚ 
jest płyn z jamy ucha środkowego, pobierany poprzez 
nacięcie błony bębenkowej albo wyciekający po jej 
samoistnej perforacji. W  OZZP właściwym materia- 
łem do badań jest punktat z zatoki lub materiał pobrany 
podczas endoskopii [13, 16, 22, 26]. Rutynowo, zwłasz-
cza u chorych leczonych ambulatoryjnie, diagnostyka 

Ryc. 1. Algorytm różnicowania i leczenia ostrego zapalenia gardła 
i migdałków podniebiennych (wg Mazur E. [24], reprodukowany 

za zgodą wydawnictwa Borgis)
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bakteriologiczna w ostrym zapaleniu zatok i ucha środ-
kowego nie jest zalecana [13, 16, 26, 29, 39]. Wynika to 
z faktu, że aby pobrać materiał adekwatny do zdiagno-
zowania tych zakażeń, niezbędne są procedury inwa-
zyjne. Wyjątek stanowią przypadki OZUŚ w których 
stwierdzamy wyciek z ucha. Wydzielina z ucha, pobrana 
przy użyciu jałowego wziernika, po uprzednim odkaże-
niu przewodu słuchowego zewnętrznego, powinna być 
zawsze poddana badaniu mikrobiologicznemu [16, 26]. 
Należy pamiętać, że wymaz z gardła i przedsionka nosa 
nie są materiałami adekwatnymi do badań mikrobiolo-
gicznych w OZUŚ i OZZP [16, 22, 24, 26].

Natychmiastowe zastosowanie antybiotyku w OZUŚ 
jest zalecane:
•	u dzieci poniżej 6 miesiąca życia,
•	u dzieci z wysoką gorączką i wymiotami,
•	u dzieci poniżej 2 roku życia z obustronnym OZUŚ,
•	u chorych z wyciekiem z ucha [16].

Zastosowanie antybiotyku w OZZP jest zalecane 
w następujących sytuacjach:
•	ciężki przebieg zakażenia określony intensywnością 

bólu twarzoczaszki oraz gorączką powyżej 39°C,
•	brak poprawy po 7–10 dniach,
•	objawy pogorszenia po wstępnej poprawie klinicznej,
•	wystąpienie powikłań [16].

Z uwagi na fakt, iż w większości przypadków OZUŚ 
i  OZZP nie wykonujemy badania bakteriologicznego, 
w sytuacjach, w których wskazane jest wdrożenie anty-
biotyku, powinniśmy zastosować antybiotykoterapię 
empiryczną. Antybiotyk stosowany do leczenia OZUŚ 
i OZZP powinien być skuteczny wobec najczęściej wystę-
pujących patogenów, a więc przede wszystkim S. pneumo­
niae i H. influenzae. Uwzględniając profil lekooporności 
tych drobnoustrojów w Polsce, lekiem z wyboru powinna 
być amoksycylina w dużych dawkach [6, 16].

5.	Materiały nieodpowiednie do diagnostyki
	 zapaleń gdo i błędy interpretacyjne

Wymaz z gardła i przedsionka nosa nie są mate-
riałami odpowiednimi do badań mikrobiologicznych 
w OZUŚ i OZZP [16, 22, 24, 26]. Wymaz z gardła służy 
do różnicowania anginy paciorkowcowej od wiruso-
wego zapalenia gardła, natomiast nie jest to materiał 
odpowiedni do diagnostyki zapalenia zatok lub ucha 
środkowego [16, 24, 26]. Wymaz z przedsionka nosa 
jest materiałem odpowiednim do stwierdzenia nosiciel-
stwa gronkowca złocistego, nie jest to jednak materiał 
odpowiedni do zdiagnozowania jakiegokolwiek ostrego 
zakażenia dróg oddechowych [16, 24]. Wyhodowanie 
S. aureus, S. pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis 
w wymazie z przedsionka nosa lub z gardła nie upo-
ważnia do uznania ich za czynniki etiologiczne ostrego 
zapalenia gardła, ucha środkowego czy zatok [16, 22].

6. P odsumowanie

Diagnostyka mikrobiologiczna jest niezbędna w sytu- 
acji podejrzenia paciorkowcowego zapalenia gardła 
i  migdałków podniebiennych. Antybiotykoterapia 
w ostrym zapaleniu gardła i migdałków powinna być 
wdrażana tylko wówczas, jeśli badanie mikrobiolo-
giczne potwierdzi etiologię paciorkowcową. W ostrym 
zapaleniu ucha środkowego i zatok diagnostyka mikro-
biologiczna nie jest rutynowo zalecana. Wskazania do 
podania antybiotyku ustalane są na podstawie objawów 
klinicznych, danych z wywiadu i przebiegu zakażenia. 
Powinniśmy wówczas stosować antybiotykoterapię 
empiryczną zgodną z rekomendacjami. Niestety, bar-
dzo często mamy do czynienia z próbami ustalenia 
czynnika etiologicznego OZUŚ i OZZP na podstawie 
badania niewłaściwych materiałów (wymaz z gardła 
i  przedsionka nosa). Często również bakterie hodo-
wane z wymazów z gardła, które są składnikami flory 
fizjologicznej jamy nosowo-gardłowej lub znajdują się 
tam jako efekt nosicielstwa, błędnie brane są za czyn-
niki etiologiczne ostrego zapalenia gardła i migdałków. 
Gronkowiec złocisty rezydujący w  przedsionku nosa 
często uznawany jest za czynnik etiologiczny OZZP. Na 
podstawie wyników badań nieadekwatnych materia-
łów lub błędów w interpretacji „znalezisk” w posiewie 
wymazu z gardła lub przedsionka nosa wdrażana jest 
antybiotykoterapia „celowana”, która w większości tego 
rodzaju przypadków skutkuje „leczeniem” nosicielstwa 
nosogardłowego. 

Badanie mikrobiologiczne jest rodzajem konsultacji 
medycznej i nie może być traktowane jako postępowanie 
oderwane od reszty obrazu chorobowego [15]. Z tego 
powodu skierowanie na badanie mikrobiologiczne 
zawsze powinno zawierać niezbędne dane kliniczne 
chorego, w tym rozpoznanie, aby mikrobiolog mógł oce-
nić, czy przysłany do badania materiał jest adekwatny 
dla danego zakażenia. Niewłaściwe dla danego zakaże-
nia materiały nie powinny podlegać badaniu mikrobio-
logicznemu. Wynik badania mikrobiologicznego nie 
może być wyliczanką wyhodowanych drobnoustrojów, 
niezbędnym jego elementem powinna być interpretacja. 
Tylko takie postępowanie ma szansę ograniczyć niepo-
trzebne stosowanie antybiotyków w  leczeniu zakażeń 
dróg oddechowych oraz narastanie oporności wśród 
bakterii zakażających układ oddechowy. 
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1.  Wstęp

Skonstruowanie protezy stawu biodrowego to jeden 
z  najważniejszych etapów w rozwoju chirurgii orto-
pedycznej. Sztuczny wszczep poprawia jakość życia 
pacjentów cierpiących z powodu bólu w obrębie stawu 
pozwalając na normalne funkcjonowanie. Pierwotna 
wymiana stawu biodrowego uwalnia pacjenta od bólu 
i  niedogodności w dość krótkim czasie. Operacje 
kolejne, tzw. rewizyjne ze względu na ponowną ingeren-
cję chirurgiczną charakteryzują się znacznie obniżoną 
efektywnością w  stosunku do zabiegów pierwotnych 
[32]. Mimo wielu istotnych zalet, zabiegi protezoplastyki 
obarczone są jednak dużym ryzykiem komplikacji. Do 
niedawna za główną przyczynę braku stabilności pro-
tezy uznawano podłoże aseptyczne polegające na złusz-
czaniu cząsteczek materiałów z których wykonana jest 
proteza, co prowadzi do osteolizy w obrębie implantu. 
Coraz częściej mówi się jednak o infekcyjnej przyczynie 
obluzowania, czyli zakażeniu w obrębie stawu [5, 15].

2. D iagnostyka

Do podstawowych metod diagnostycznych u pacjen-
tów z obluzowaniem protezy stawu biodrowego możemy 
zaliczyć: diagnostykę obrazową, humoralną i bakterio-
logiczną. Diagnostyka obrazowa to badania scyntygra-

ficzne pozwalające na ocenę aktywności przemian kost-
nych we wczesnym okresie obluzowania oraz badania 
rentgenowskie, pozwalające na rozpoznanie obluzowań 
późnych. Dodatkowo uzupełnieniem wymienionych jest 
tomografia komputerowa. Powyższe metody nie dają 
jednak całkowitej pewności w kwestii różnicowania 
typu obluzowania protezy. Więcej informacji dostarcza 
wykonanie USG stawu biodrowego – obrazuje ono płyn 
stawowy z obecnością krwiaka (we wczesnym okresie po 
operacji) lub treści ropnej (w późnym okresie po opera-
cji). Badania humoralne pozwalają na ocenę odpowiedzi 
immunologicznej organizmu, poprzez aktywność prze-
ciwciał oraz innych związków i czynników pojawiają-
cych się w odpowiedzi na antygen. Najczęściej stoso-
waną metodą mikrobiologiczną jest klasyczny posiew 
na podłożach hodowlanych. Ze względu na trudności 
w różnicowaniu typu obluzowania nadal trwają bada-
nia nad opracowaniem szybkiej, prostej i bezpiecznej 
metody identyfikacji okołoprotezowej infekcji [24, 41]. 

3. O bluzowanie aseptyczne

Definicja obluzowania aseptycznego oparta jest na 
braku objawów klinicznych zakażenia u pacjenta, takich 
jak przetoka czy naciek zapalny tkanek miękkich oraz 
na ujemnych wynikach hodowli z zastosowaniem kon-
wencjonalnych metod diagnostyki mikrobiologicznej. 
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Osteoliza stanowiąca długotrwałą dysfunkcję protezy 
związana jest z nagromadzeniem w przestrzeni pomię-
dzy implantem a kością drobin zużycia, które stanowią 
cel dla komórek układu immunologicznego gospoda-
rza –  makrofagów. Makrofagi w odpowiedzi na ciało 
obce uwalniają liczne mediatory reakcji zapalnej, które 
stymulują resorpcję kości przy udziale osteoklastów. 
W  wyniku prowadzonej przez makrofagi fagocytozy 
dochodzi do powstania ziarniniakowej warstwy tkan-
kowej lub błony. Nagromadzenie cząstek powoduje 
powiększanie się ziarniny z  jednoczesnym zanikiem 
naczyń krwionośnych i powstającymi zmianami mar-
twiczymi. Jeśli ziarnina osiąga rozmiary powodujące 
rozerwanie torebki stawowej proces zapalny rozprze-
strzenia się również poza staw. Mikrocząsteczki mate-
riału z którego wykonana jest proteza mogą mieć wiel-
kość od kilku nanometrów do kilku milimetrów –  te 
neutralizowane są przez fagocytozę przy udziale osteo
blastów, fibroblastów lub makrofagów, bądź mniejsze: 
od 0,05 do 1 µm – te eliminowane są na drodze pinocy-
tozy lub fagocytozy [14, 19, 32]. Najmniejsze cząsteczki 
są najczęściej rozpuszczalne, charakteryzuje je również 
możliwe toksyczne działanie na organizm gospodarza. 
Są one absorbowane w stawie, gromadzone w węzłach 
chłonnych lub rozprzestrzeniane w organizmie wraz 
z krwią. np. kobalt, chrom, nikiel, które w konsekwencji 
mogą prowadzić do groźnych powikłań jak nowotwory, 
nefropatia, krwotoki [7, 32, 33].

4. O bluzowanie septyczne

Coraz częściej pojawiają się opinie mówiące o tym, że 
obluzowania typowo aseptyczne zdarzają się rzadko, gdyż 
ujemne wyniki standardowej hodowli, będące, jak wspo-
mniano wyżej, jednym z podstawowych kryteriów bra-
nych pod uwagę w diagnozowaniu obluzowań aseptycz
nych, wcale nie wykluczają obecności mikroorganizmów 
na elementach protezy oraz w materiale tkankowym 
znajdującym się w najbliższym jej sąsiedztwie [15, 21].

Charakterystycznym objawem infekcji okołoprote-
zowej jest ból w okolicy stawu oraz widoczne w obrazie 
radiologicznym obluzowanie, któremu nie towarzyszą 
typowe objawy infekcji.

Źródłem zakażenia implantów stawu biodrowego 
może być szereg czynników. Po pierwsze zanieczysz-
czenie tkanek chorego podczas zabiegu chirurgicznego 
czynnikami egzogennymi. Mimo przestrzegania zasad 
aseptycznego postępowania oraz działań antybakte-
ryjnej profilaktyki okołooperacyjnej podczas zabiegu 
mikroorganizmy mogą dostawać się do otwartych ran 
z flory bytującej okresowo na nożach chirurgicznych, 
rękawicach, uchwytach lamp operacyjnych. Bardzo czę-
sto źródłem zakażenia jest powietrze w sali operacyj-
nej zwłaszcza system klimatyzacyjny, ilość osób na sali, 

czas trwania zabiegu. Nie bez znaczenia są wykonywane 
zabiegi dożylnego podawania leków i płynów krwioza-
stępczych. Do czynników pochodzenia endogennego 
na pierwszym miejscu należy wskazać występujące 
u pacjenta przewlekłe zakażenia np. przyzębia, układu 
moczowego, pokarmowego czy skóry oraz wszelkie 
zmiany prowadzące do upośledzenia odporności. Zdol-
ność bakterii do bytowania w skórze oraz zasiedlania 
tkanek głębokich organizmu może być przyczyną roz-
woju infekcji w  wyniku dostania się patogenów prze 
mikro- i makrouszkodzenia skóry. Szczególnie groźne 
jest rozprzestrzenianie się bakterii wraz z  chłonką, 
zwłaszcza z dystalnych części kończyn u pacjentów po 
zabiegu operacyjnym u których mogło dojść do uszko-
dzenia przedwęzłowych naczyń chłonnych [34]. 

„Ciała obce” dla organizmu jak protezy stawowe, są 
szczególnie podatne na kolonizację bakteryjną, ponie-
waż są one pozbawione mikrokrążenia, które pełni bar-
dzo ważną rolę w działaniu mechanizmów obronnych 
układu immunologicznego organizmu gospodarza oraz 
w dostarczaniu terapeutycznych dawek antybiotyków 
[37, 42]. Ta zwiększona podatność na zakażenia zwią-
zane z obecnością protez stawowych związana jest też 
z tzw. lokalnym defektem granulocytarnym. Aktywacja 
neutrofilów obserwowana na powierzchni wszczepio-
nych biomateriałów powoduje uwalnianie z ludzkich 
neutrofilów peptydów, które przyczyniają się do inak-
tywacji granulocytów. Należy jednak zaznaczyć, że do 
infekcji może dojść nie tylko podczas zabiegu operacyj-
nego, ale podczas całego okresu pozostawania implantu 
w organizmie pacjenta [42]. 

U pacjentów po zabiegach rewizji implantu stawu 
biodrowego najczęściej izolowanymi drobnoustrojami 
są Gram-dodatnie ziarniaki, mianowicie gronkowce 
koagulazo-ujemne CNS (coagulase-negative staphylo­
cocci), Staphylococcus aureus, paciorkowce oraz entero-
koki. Są one czynnikami etiologicznymi ok. 65% zaka-
żeń okołoprotezowych [8, 9, 12]. Szacuje się, że ogółem 
gronkowce CNS stanowią 30–43% mikroorganizmów 
związanych z patogenezą infekcji endoprotez, zaś gron-
kowiec złocisty jest czynnikiem etiologicznym 12–23% 
tego typu zakażeń [38, 42]. 

Tlenowe pałeczki Gram-ujemne, takie jak Escherichia 
coli, Proteus mirabilis i Pseudomonas aeruginosa odpo-
wiedzialne są za ok. 6% zakażeń. Kolejną grupę drob-
noustrojów stanowią beztlenowce, włączając bakterie 
z rodzaju Propionibacterium; ich udział w etiologii zaka-
żeń okołoprotezowych sięga 4%. Grzyby odpowiedzialne 
są za ok. 1% infekcji endoprotez stawu biodrowego i kola-
nowego. Należy również wspomnieć, że 4–27% zakażeń 
okołoprotezowych ma charakter mieszany, a w około 7% 
wyniki hodowli pozostają ujemne, pomimo wystąpienia 
objawów klinicznych sugerujących infekcyjny charakter 
dysfunkcji endoprotezy, takich jak treść ropna w obrę-
bie protezy, ostry stan zapalny tkanek znajdujących się 
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w sąsiedztwie implantu widoczny w obrazie histopato-
logicznym lub obecność przetoki [4, 8].

Innym typem obluzowania jest typ pozornie asep-
tyczny –  wywołany przez cząsteczki materiału złusz-
czone z protezy, lecz posiadające na swojej powierzchni 
LPS bakteryjny. Droga ta nie jest do końca zbadana 
i poznana, a więc jest trudna do wykrycia [15].

5. S ubpopulacje SCV

Trudności diagnostyczne zakażeń okołoprotezowych 
jako przyczyny obluzowań, wynikają głównie z  obec-
ności na powierzchni lub w najbliższym sąsiedztwie 
implantu drobnoustrojów trudnych do wykrycia i erady-
kacji, np. w postaci biofilmu, w tym także obecności sub-
populacji drobnoustrojów SCV (small colony variants). 
Jest to szczególnie istotne, ponieważ prawidłowe rozróż-
nienie między zakażeniem a obluzowaniem aseptycz-
nym pozwala na określenie rodzaju dalszego postępowa-
nia terapeutycznego. Małe warianty kolonii tzw. SCV są 
występującymi naturalnie subpopulacjami bakteryjnymi 
o nietypowych, wyróżniających się cechach wyrażanych 
fenotypowo, takich jak powolny wzrost, tworzenie bar-
dzo drobnych kolonii, odmiennych morfologicznie od 
kolonii charakterystycznych dla szczepów o fenotypie 
dzikim oraz swoiste właściwości biochemiczne, a także 
znaczną opornością na antybiotyki (aminoglikozydy, 
sulfametoksazol-trimetoprim). Ta odmienność form 
SCV jest główną przyczyną problemów w hodowli oraz 
identyfikacji. Subpopulacje SCV cechują się również 
nietypową właściwością –  mogą bytować wewnątrz 
komórek gospodarza, takich jak komórki nabłonka, 
śródbłonka, co zapewnia im ochronę przed działaniem 
układu immunologicznego gospodarza, a  zwłaszcza 
takich jego składników jak przeciwciała czy elementy 
układu dopełniacza. SCV mogą powstawać w wyniku 
spontanicznej selekcji podczas przebiegu zakażenia, są 
jednak stosunkowo niestabilne i  mogą ulegać rewer-
sji do fenotypu „normalnego”, charakteryzującego się 
szybkim wzrostem. Odmienny potencjał patogenny 
form SCV sprawia, że zakażenie ma zazwyczaj charakter 
przewlekły, latentny lub nawracający. Szczególną cechą 
charakteryzującą SCV jest auksotrofia wobec takich 
związków jak hemina, metadion, tiamina, tymidyna. 
W konsekwencji powoduje to zaburzenie oksydacyjnej 
fosforylacji oraz powstanie ATP w wyniku zakłócenia 
transportu elektronów [22, 29–31].

6.  Biofilm bakteryjny

Bakterie rosnące w postaci biofilmu chronione są 
przed działaniem leków antybakteryjnych oraz mecha-
nizmami odpornościowymi układu immunologicznego 

organizmu gospodarza. Wynika to między innymi ze 
spowolnienia tempa wzrostu mikroorganizmów, które 
przechodząc w tzw. stacjonarną fazę wzrostu wskutek 
niewystarczającej penetracji substratów metabolicz-
nych, takich jak glukoza czy tlen prowadzą do nagro-
madzenia końcowych produktów przemiany materii. 
Bakterie tworzące biofilm osadzone są na polimerowej 
macierzy o ujemnym ładunku, która ogranicza dyfuzję 
dużych cząsteczek, takich jak leki przeciwbakteryjne, 
enzymy, czy składniki dopełniacza. Ponadto niektóre 
subpopulacje bakterii mogą różnicować się do form 
zbliżonych do bakteryjnych spor, co powoduje wzrost 
oporności na antybiotyki. Wspomniane cechy bak- 
terii w  biofilmie, zwłaszcza oporność na antybiotyki 
powoduje zmniejszoną penetrację leków do wnętrza 
komórek, dzięki czemu stosowanie terapii antybioty- 
kami nie zawsze przynosi terapeutyczne wyniki jakie 
obserwuje się przy zwalczaniu drobnoustrojów nie two- 
rzących biofilmu. 

Żywotność sztucznych stawów, w tym protez sta-
wów biodrowych zależy od tak zwanego zjawiska 
– race for the surface, czyli zależności między tempem 
adhezji i wzrostem drobnoustrojów w postaci biofilmu 
a  integracją tkankową implantu. Tuż po implantacji 
powierzchnia protezy zostaje pokryta warstwą białek 
surowicy krwi oraz płytek krwi. Albumina –  główny 
białkowy składnik surowicy –  ulega szybkiemu zde-
ponowaniu na powierzchni implantu, zapobiegając 
niespecyficznej aktywacji neutrofilów i osadzaniu się 
białek macierzy zewnątrzkomórkowej na biomateriale 
[1, 16, 40]. Warto wspomnieć, że gronkowce, które 
są najczęstszymi czynnikami etiologicznymi zakażeń 
okołoprotezowych, wytwarzają adhezyny MSCRAMMs, 
które wykazują zdolność wiązania białek macierzy 
pozakomórkowej, takich jak fibronektyna, fibrynogen, 
fibryna, kolagen, laminina, witronektyna, trombospon-
dyna, elastyna, sialoproteina kości. W wyniku interakcji 
wspomnianych białek z komórkami bakterii ulegają one 
adhezji do powierzchni implantu [25, 40]. Nawiązując 
do wspomnianego „wyścigu o powierzchnię” można 
stwierdzić, że bakteryjna kolonizacja powierzchni 
zostaje zatrzymana wówczas, gdy komórki gospodarza 
– makrofagi i fibroblasty „okażą się silniejsze” i szybciej 
zadziałają. Jeśli natomiast mechanizmy obronne okażą 
się wolniejsze od tempa bakteryjnej adhezji powierzch-
nia implantu zostanie bardzo szybko pokryta biofil-
mem. Zaburzenie swoistej homeostazy między układem 
immunologicznym a adhezją bakterii prowadzi do oste-
olizy i zaburzeń w zrastaniu się kości [1, 35]. Mecha
nizmy wirulencji bakterii m.in. toksyny uniemożliwiając 
prawidłowe funkcjonowanie komórek odpowiedzialne 
są za brak integracji implantu i naturalnych elementów 
stawu doprowadzając w konsekwencji do obluzowania 
wszczepu. Ponieważ „przyjmowanie się” protezy jest 
procesem długotrwałym, stąd jeśli komórki bakteryjne 
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dostaną się do organizmu pacjenta podczas zabiegu ope-
racyjnego zwiększa się prawdopodobieństwo powstania 
biofilmu. W konsekwencji mikroorganizmy mają dużą 
szansę przeżycia w obrębie biofilmu, nawet jeśli ulegają 
ekspozycji na leki przeciwbakteryjne. Prowadzi to do 
rozwoju przewlekłej reakcji zapalnej [16]. 

7.  Hodowla bakteriologiczna

Podstawową metodą kwalifikacji typu obluzowa-
nia są wyniki hodowli mikrobiologicznej materiałów 
pobranych od pacjenta. Materiałami mogą być: płyn 
stawowy, ziarnina, wymieniane elementy protezy (przy 
operacjach rewizyjnych), ale też mięśnie i tkanki otacza-
jące implant. Ze względu na różnorodność mikroorga-
nizmów hodowla prowadzona jest na różnych podło-
żach i w różnych warunkach hodowlanych. Najczęściej 
wykorzystuje się podłoża takie jak: podłoże Chapmana, 
podłoże MacConkey, podłoże Sabouraoud, podłoże 
Casmana, podłoże BHI. 

W celu hodowli powinno pobierać się przynaj-
mniej trzy fragmenty tkanek i, o ile to możliwe, należy 
zaprzestać antybiotykoterapii na co najmniej dwa tygo-
dnie przed planowanym zabiegiem [3, 37]. Inne źródła 
rekomendują pobranie 5 lub 6 próbek tkanek co pozwala 
osiągnąć wymaganą czułość i specyficzność hodowli [2] 
biorąc pod uwagę niewielką liczbę komórek drobno-
ustrojów w tego typu materiałach. Zalecana jest również 
przedłużona (trwająca do 14 dni) hodowla materiałów 
klinicznych, w celu zwiększenia detekcji czynników 
etiologicznych infekcji okołoprotezowych [28]. Drob-
noustroje jak gronkowce, paciorkowce, enterokoki, 
czy Enterobacteriacae, charakteryzują się wzrostem na 
podłożach hodowlanych w ciągu pierwszego tygodnia 
inkubacji, ale drobnoustroje takie jak Propionibacterium 
acnes wymagają dłuższego czasu hodowli i  ich wzrost 
uzyskiwany jest z  reguły w  ciągu drugiego tygodnia 
inkubacji materiałów tkankowych. Materiały tkankowe 
powinny być inkubowane warunkach tlenowych i bez-
tlenowych; hodowle w kierunku grzybów i mykobakterii 
nie muszą być stosowane rutynowo; powinny być raczej 
zarezerwowane dla sytuacji szczególnych. Izolacja wiru-
lentnego drobnoustroju, takiego jak gronkowiec złocisty, 
może świadczyć o aktywnym procesie infekcyjnym [26]. 

Metoda hodowli materiałów na tradycyjnych podło-
żach mikrobiologicznych nie zawsze daje wyniki pozy-
tywne co związane jest ze wspomnianym już biofilmem. 
Bakterie w takiej postaci są trudniejsze do izolacji, ze 
względu na formułowaną przez nie „swoistą”, niemal 
nierozerwalną niszę [9, 41]. 

Stąd jedną ze skutecznych metod coraz częściej sto-
sowaną do rozbijania biofilmu i izolacji pojedynczych 
komórek bakteryjnych jest działanie ultradźwiękami 
w procesie zwanym sonikacją [13, 17, 36].

8. S onikacja

Sonikacja polega na działaniu ultradźwięków w ką- 
pieli wodnej na elementy protezy usunięte podczas zabie- 
gu rewizji, umieszczone w jałowych pojemnikach. Pro-
ces wzbogacony jest o kilkukrotny etap worteksowania 
zwiększającego ilość pęcherzyków powietrza wzmacnia-
jących zjawisko kawitacji czyli pozwalającego na odry-
wanie fragmentów biofilmu z powierzchni. Płyn soni-
kacyjny może być wykorzystany do założenia hodowli 
bakteryjnej oraz analiz molekularnych [13, 17, 23, 36].

Metoda sonikacji połączona z hodowlą uzyskanego 
w  tym procesie płynu, jest jedną z metod zalecanych 
w diagnostyce zakażeń okołoprotezowych, ze względu 
na wysoką czułość w porównaniu z tradycyjną hodowlą 
materiałów tkankowych pobieranych śródoperacyjnie. 
Mimo wielu zalet tej metody, pewnym ograniczeniem 
jest wrażliwość niektórych żywych bakterii na ultra
dźwięki. Wynika to ze stresu jakiemu poddawane są in 
vivo podczas usuwania i transportu protezy do labora-
torium, w porównaniu do szczepów typowo laborato-
ryjnych pozbawionych wrażliwości na ultradźwięki. Być 
może wynika to także z silnej adaptacji „biofilmowych” 
bakterii do warunków panujących w tym specyficznym 
„ekosystemie”, tak że zastosowanie podłóż odżywczych 
i procedur diagnostycznych mających na celu ich izola-
cję, może nie zapewniać warunków wystarczających dla 
wzrostu w warunkach in vitro. Ponadto, rozcieńczenie 
ważnych bakteryjnych molekuł sygnałowych, takich jak 
laktonów N-acyl homoserynowych w przypadku bakterii 
Gram-ujemnych oraz feromonów peptydowych w przy-
padku bakterii Gram-dodatnich, których krytyczne stę-
żenia są kluczowe dla bakteryjnego wzrostu, może sta-
nowić o trudnościach napotykanych przy próbach ich 
izolacji z materiałów klinicznych. Bakterie rosnące przez 
długi czas w postaci biofilmu – chronione przed działa-
niem układu immunologicznego organizmu gospodarza, 
mogą wykazywać zmniejszone zdolności adaptacyjne do 
nowych warunków zewnętrznych [18, 39]. 

Hodowla materiałów tkankowych oraz płynu sta- 
wowego pobieranych śródoperacyjnie stosowane samo
dzielnie charakteryzują się niewielką czułością. Uzu
pełnienie zatem tych metod etapem wstępnej sonika-
cji stanowi cały proces diagnostyczny dokładniejszym 
i skuteczniejszym, pozwalając na wykrycie drobnoustro-
jów związanych zarówno z powierzchnią implantu jak 
i bytujących w jego sąsiedztwie [23, 36, 37, 38].

9. P łyn stawowy

Bardzo ważnym materiałem diagnostycznym jest 
płyn stawowy. Mimo iż badanie płynu wykonuje się 
głównie w przebiegu chorób reumatycznych jak reuma-
toidalne zapalenie stawów, jego analiza mikroskopowa 
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pozwala w prosty i szybki sposób zróżnicować typ sep-
tyczny obluzowania od aseptycznego.

Płyn, określany jako „płynna tkanka łączna” stanowi 
środowisko stawu, dostarczając substancji odżywczych 
dla chrząstki stawowej a także nadając jej śliskość oraz 
pełni funkcje amortyzujące pracę stawu. Jest to miesza-
nina składników osocza – elektrolitów, cukru, kwasu 
moczowego, białek i kwasu hialuronowego oraz związ-
ków wytwarzanych w stawie. Komórkami jakie można 
znaleźć w płynie są głównie monocyty (30–70%), limfo-
cyty (25–30%), granulocyty obojętnochłonne (6–25%), 
a także makrofagi, komórki LE, synowiocyty, plazmo-
cyty, fibroblasty, oraz liczne kryształy np. moczanu 
sodowego, pirofosforanu wapniowego, apatyty, szcza-
wiany wapniowe, krople cholesterolu, lipidy .

Płyn fizjologiczny ma barwę słomkową lub żółtą, jest 
przejrzysty, uszkodzenie naczyń krwionośnych podczas 
pobierania lub uraz z krwawieniem do jamy stawowej 
powoduje krwistoczerwone zabarwienie płynu. Zabar-
wienie mleczne świadczy o nagromadzeniu się lipidów 
lub kryształów, natomiast o infekcji bakteryjnej – zabar-
wienie zielonkawe, lub szare. Możemy wyróżnić 3 typy 
płynu stawowego:

–  niezapalny, 
–  zapalny, 
–  septyczny.
Płyn stawowy pobierany jest poprzez nakłucie stawu 

lub śródoperacyjnie podczas zabiegu chirurgicznego 
do jałowych probówek – z antykoagulantem EDTA 
oraz bez antykoagulantu. Analiza powinna być wyko-
nana jak najszybciej, najlepiej do 4 h od pobrania, ze 
względu na spadek ilości neutrofili – po 24 h przecho-
wywania aktywność spada o 31%, po 72 h już o 78%. 
Płyn bez antykoagulantu przeznaczony jest do badań 
bakteriologicznych na tradycyjnych podłożach hodow-
lanych, natomiast z EDTA do badań mikroskopowych, 
tj. oznaczenie liczby leukocytów wraz z wykonaniem 
rozmazu barwionego metoda May-Grunwald-Giemsa 
i  określeniem % składu komórek, zwłaszcza granulo-
cytów obojętnochłonnych oraz wykonania preparatów: 
bezpośredniego i barwionego metodą Grama [10, 43]. 

Oznaczanie liczby leukocytów oraz procentowego 
udziału neutrofilów w płynie stawowym jest wstępną, 
szybką, prostą i dokładną metodą ułatwiającą różni-
cowanie obluzowań aseptycznych i  zakażeń około-
protezowych. Granulocyty obojętnochłonne stanowią 
pierwsza linię obrony organizmu w przypadku infekcji 
bakteryjnej, i to właśnie one jako pierwsze pojawiają się 
w miejscu toczącego się procesu zapalnego. W literatu-
rze można spotkać różne wartości progowe wskazujące 
na proces infekcyjny, najczęściej pojawiającą się wartoś
cią cut off jest 1700  leukocytów/µl płynu stawowego 
i 65% neutrofilów, co charakteryzuje się czułością rzędu 
odpowiednio 94% i 97% oraz specyficznością rzędu 88% 
i 98% [10, 37, 41, 44].

10. O kołooperacyjna profilaktyka

Zabiegi ortopedyczne obok zabiegów chirurgicznych 
w obrębie jamy brzusznej obarczone są największą liczbą 
okołooperacyjnych zakażeń [20]. Trudności w  lecze- 
niu okołoprotezowych infekcji stawu biodrowego zwią-
zane są nie tylko z formowaniem się biofilmu ale przede 
wszystkim opornością bakterii na stosowane antybio-
tyki. Okołooperacyjna profilaktyka antybiotykowa po- 
winna zostać wstrzymana do momentu pobrania mate-
riałów tkankowych do hodowli – ekspozycja na antybio-
tyki może prowadzić bowiem do fałszywie ujemnych 
wyników [3, 35, 37]. W  szpitalach praktykowane jest 
podawanie pacjentowi antybiotyków 24-godziny przed 
reoperacją, w wielu przypadkach nie zapewnia to jednak 
eliminacji bakterii [35]. Rozważając odpowiedni sche-
mat leczenia antybiotykami należy brać pod uwagę takie 
właściwości jak stopień penetracji antybiotyku, spektrum 
jego działania, czy skuteczność. Stąd podczas zabiegów 
rewizyjnych polecane jest stosowanie w miejscu opero-
wanym gąbki kolagenowej zawierającej 200 mg siarczanu 
gentamycyny, o właściwościach bakteriobójczych wobec 
bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. Genta-
mycyna należąca do naturalnych antybiotyków produ-
kowana jest przez Micromonospora purpurea. Wykazuje 
działanie hamujące biosyntezę białek bakteryjnych, 
zwłaszcza u takich bakterii jak pałeczki Gram-ujemne, 
gronkowce oraz prątki gruźlicy [6, 11, 27].

Podanie miejscowe gąbki pozwala na uzyskanie wyż-
szych stężeń gentamycyny w tkance kostnej, płynie sta-
wowym i otaczających tkankach niż droga doustna. Jest 
to szczególnie ważne w przypadku tych drobnoustrojów, 
które charakteryzują się wyższym wskaźnikiem MIC 
a które to najczęściej odpowiadają za okołoprotezowe 
infekcje. Efekt działania gąbki widoczny jest już po kilku 
godzinach i utrzymuje się przez kilka dni po zabiegu. 
Stężenie gentamycyny jest wysokie, lecz nie wywołuje 
efektu toksycznego, jest więc wolne od działań niepo-
żądanych. Istotną cechą jest samoistne wchłanianie się 
kolagenowej gąbki oraz zawartej w niej gentamycyny 
w  sposób parenteralny gdyż antybiotyk ten nie ulega 
wchłanianiu po podaniu doustnym [20, 27].

11. P odsumowanie

Obluzowanie implantów stawów biodrowych to 
główne następstwo zabiegów protezoplastyki. W zależ-
ności od przyczyny może ono przebiegać na drodze 
septycznej bądź aseptycznej. Formowanie biofilmu na 
powierzchni wszczepu oraz obecność trudno wykry-
walnych małych wariantów kolonii SCV to podstawowe 
przyczyny septycznej drogi obluzowania. Naturalne 
złuszczanie się cząstek materiału z którego wykonana jest 
proteza wskutek codziennego „użytkowania” prowadzi 
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do osteolizy a ta do obluzowania aseptycznego implantu. 
Bardzo istotne z punktu wdrożenia odpowiedniego 
leczenia jest rozróżnienie typu obluzowania, stąd 
w ostatnich latach prowadzone są poszukiwania pros
tych i szybkich testów diagnostycznych. Jednym z uno-
wocześnień jest poddawanie pobranych od pacjenta 
materiałów procesowi sonikacji tak aby rozbić ewentu-
alny biofilm i zwiększyć prawdopodobieństwo dodatniej 
hodowli, która w stosunku do materiałów nie podda-
nych temu procesowi nie zawsze pozwala na wykrycie 
obecności drobnoustrojów.
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1.  Wstęp

Zakażenie miejsca operowanego (ZMO) pomimo, że 
jest to komplikacja potencjalnie możliwa do uniknięcia, 
w oddziałach zabiegowych stanowi najczęstszą liczbę 
powikłań pooperacyjnych. W zależności od rodzaju 
operacji, stopnia czystości rany jak i pola operacyjnego 
zakażenia występują w zróżnicowanym stopniu. Mając 
na uwadze skutki zdrowotne pacjentów jak i  koszty 
leczenia powikłań, na całym świecie prowadzone są 
badania, analizy przyczyn zakażenia, rodzaju bakterii 
i  źródeł zakażenia, czynników ryzyka zakażenia oraz 
poszukiwania metod które pozwoliłyby na zmniejszenie 
liczby zakażeń [19, 28].

Najpoważniejsze skutki są obserwowane u pacjentów 
leczonych na oddziałach intensywnej terapii, oddziałach 
chirurgicznych przy operacjach w zakresie jamy brzusz-
nej lub operacjach kardiochirurgicznych. Inny rodzaj 

powikłań w postaci zakażeń dotyczy zakażeń implantów 
w tym endoprotez jak endoprotezy stawu biodrowego 
oraz zakażenia u pacjentów po wszczepieniu stymula-
tora lub kardiowertera defibrylatora. 

ZMO – należy do grupy zakażeń szpitalnych – jest 
zakażeniem pojawiającym sie w ciągu 30 dni od opera-
cji w przypadku gdy nie były użyte materiały sztuczne/ 
protezy, oraz do 1 roku w przypadku ich użycia. Szacuje 
się, że w ok. 2–7% wszystkich operacji rozwija sie ZMO.

ZMO można podzielić ze względu na miejsce wystę-
powania: 

1.	zakażenia powierzchowne (skóra i tkanka pod-
skórna),

2.	zakażenia głębokie (powięź i mięśnie),
3.	zakażenia narządu lub jamy ciała w bezpośrednim 

kontakcie z miejscem operowanym [15].
Zakażenia te powodują znaczący wzrost kosz-

tów hospitalizacji pacjentów oraz zwiększają odsetek 
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śmiertelności i przedłużają pobyt chorych w szpitalu. 
Świadomość zagrożenia oraz trafna modyfikacja czynni-
ków pełni istotną rolę w zmniejszaniu ilości ZMO. Bada-
nia mikrobiologiczne dostarczają istotnych informacji 
co do gatunku drobnoustroju, wrażliwości na antybio-
tyki i prawdopodobnego źródła pochodzenia tych drob-
noustrojów. Mogą to być zakażenia egzogenne, drob-
noustrojami pochodzącymi ze środowiska szpitalnego, 
nabywane podczas przedoperacyjnego pobytu pacjenta 
w szpitalu w wyniku kolonizacji przez szczepy szpitalne, 
zakażenia nabyte podczas operacji pochodzące ze śro-
dowiska sali operacyjnej lub zakażenie rany po opera-
cji. Celem uniknięcia tego typu zakażeń wprowadza się 
liczne procedury prowadzące do czystości mikrobiolo-
gicznej oddziałów zabiegowych i sal operacyjnych. Na 
podstawie analizy drobnoustrojów zakażających miejsce 
operowane wyłania się istotny problem wskazujący, że 
większa część zakażeń jest wywołana drobnoustrojami 
stanowiącymi florę pacjenta – co określa się jako zaka-
żenia endogenne. W  operacjach na jamie brzusznej 
z przecięciem przewodu pokarmowego są to najczęś
ciej drobnoustroje flory jelitowej przyporządkowane 
danemu odcinkowi przewodu pokarmowego [16]. Zna-
jomość cech tych drobnoustrojów ma istotne znacze-
nie podczas ustalania profilaktyki okołooperacyjnej jak 
i terapii empirycznej podczas zakażenia [8]. Większość 
drobnoustrojów flory jelitowej cechuje wysoka opor-
ność na antybiotyki a często jest to oporność na wiele 
antybiotyków. Innym źródłem zakażeń endogennych 
jest flora skóry pacjenta, są to najczęściej gronkowce 
koagulazo-ujemne (CNS) w tym Staphylococcus epider­
midis. Ważną cechą tych drobnoustrojów jest wysoki 
odsetek izolatów metycylinoopornych (MRCNS) co 
skutkuje opornością na antybiotyki beta-laktamowe 
– w tym penicyliny, cefalosporyny, monobaktamy czy 
karbapenemy. Zakażenia tymi drobnoustrojami stano-
wią problem w  operacjach związanych ze wszczepie-
niem endoprotez stawów, powikłaniach po operacjach 
kardiochirurgicznych szczególne jako zakażenia rany 
mostka oraz po wszczepieniu stymulatora lub kardio-
wertera defibrylatora [15].

2. C zynniki ryzyka zakażeń

Czynniki ryzyka mające wpływ na ZMO można 
podzielić na trzy grupy: zależne od pacjenta (np. odpor-
ność), rodzaj mikroorganizmu powodującego infekcję 
oraz czynniki określające pole operacyjne. Przygoto-
wanie pacjenta do zabiegu np.: kąpiel z użyciem odpo-
wiednich roztworów (chlorheksydyna), właściwy sposób 
usunięcia owłosienia z pola operacyjnego czy usunięcie 
potencjalnych mikroorganizmów mogących spowo-
dować zakażenie rany. Określono także wiele innych 
czynników mających wpływ na ZMO, które wpisują się 

w codzienną rutynę chirurgiczną, np.: dokładne mycie 
rąk i  używanie płynu dezynfekcyjnego, stosowanie 
odpowiednich maseczek i rękawiczek w trakcie zabiegu. 
Czynniki środowiskowe mające znaczący wpływ na efekt 
końcowy leczenia np. dodatnie ciśnienie w sali opera-
cyjnej w stosunku do pomieszczeń otaczających trakt, 
użycie odpowiednich filtrów powietrza a także wymiana 
powietrza na świeże co odpowiednią ilość cykli wen- 
tylacji. Istotnym czynnikiem jest ponad to dobra tech-
nika chirurgiczna, nie pozostawianie martwych prze-
strzeni, zabezpieczanie tkanek przed wytworzeniem 
się krwiaków oraz atraumatyczny dla tkanek sposób 
operowania. Ostatecznie prawidłowe postępowanie 
z raną pooperacyjną a także doinformowanie pacjenta 
na temat jej właściwej pielęgnacji mają ogromny wpływ 
na jej gojenie [1, 15].

Współcześnie zakres i rodzaje zakażeń chirurgicz-
nych uległy znacznemu rozszerzeniu z powodu opero-
wania coraz większej liczby chorych w podeszłym wieku 
i obciążonych wieloma chorobami towarzyszącymi. 

Współczesna chirurgia charakteryzuje się wzrasta-
jącą liczbą ciężkich zakażeń z powodu wielu czynników 
takich jak: 

1.	Wykonywanie coraz bardziej złożonych operacji 
u osób w starszym wieku, obciążonych wieloma 
chorobami towarzyszącymi (ASA grupa  III, IV 
a nawet V) [31], 

2.	Rozwój transplantologii, nieuchronnie związanej 
ze stosowaniem immunosupresji, 

3.	Stosowanie różnego rodzaju implantów (siatki, 
protezy itd.), 

4.	Operowanie chorych z obniżoną odpornością, 
5.	Stosowanie antybiotyków o szerokim spektrum co 

powoduje narastanie oporności. 
Powstawanie coraz to węższych specjalności jest 

przyczyną zwiększonego ruchu pomiędzy oddziałami 
i szpitalami, co sprzyja rozwojowi zakażeń. 

Współczesny chirurg musi znać czynniki ryzyka roz-
woju zakażenia, musi umieć przewidzieć rozwój zaka-
żenia i  skutecznie jemu zapobiegać i leczyć oraz znać 
zasady postępowania aseptycznego, antyseptycznego, 
zasady właściwej profilaktyki antybiotykowej i antybio
tykoterapii [1]. 

Niewydolność krążenia, niewydolność oddechowa, 
ciężki uraz chirurgiczny, obniżenie temperatury ciała 
chorego, hipowolemia, nadmiar katecholamin i wazo-
presyny nasilają stopień niedotlenienia tkankowego. 
Hipoksja tlenowa zwiększa ryzyko zakażenia tkanek [15]. 

Usprawnienie krążenia, zwiększenie ciśnienia par-
cjalnego tlenu w tkankach, leczenie żywieniowe i anty-
biotyki są jednakowo ważne dla immunokompetencji 
chorego i zwalczania zagrażającego zakażenia. Spadek 
ciśnienia parcjalnego tlenu w tkankach obniża aktyw-
ność leukocytów i  makrofagów, sprzyjając rozwojowi 
zakażenia. Bakteriobójcze działanie neurofilów opiera 
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się na procesach oksydatywnych powstawania nadtlen-
ków z  tlenu. Reakcja ta jest katalizowana przez oksy-
genazę NADPH-zależną, zależną od p02 w  tkankach. 
Jeśli p02 w tkance obniży się poniżej 30 mm Hg, spada 
aktywność neurofilów i rozwija się zakażenie. 

Okołooperacyjne podawanie do oddychania mie- 
szanek gazowych z 80% zawartością tlenu redukuje 
o 50% częstość zakażeń miejsca operowanego z 11,2% 
do 5,2% [1].

Zostały opracowane indeksy ryzyka występowania 
ZMO. Do najbardziej znanych zalicza się: indeks SENIC 
i NNIS. Według Indeksu SENIC (Study of the Efficacy 
of Nosocomial Infection Control) do najważniejszych 
czynników ryzyka ZMO należą: 

1.  Operacje brzuszne, 
2.  Czas trwania operacji powyżej 2 godzin, 
3.  Pole operacyjne skażone lub brudne, 
4.  Więcej niż 3 składowe w końcowym rozpoznaniu. 
Przy braku jakiegokolwiek z czynników ryzyka czę-

stość ZMO ocenia się na 1% przy stwierdzeniu 1 czyn-
nika – częstość ZMO wynosi 3,6%, przy 2 czynnikach 
– ZMO w 8,9% przypadków, przy 3 czynnikach – ZMO 
w 17,2%, a przy 4 czynnikach zakażenie obserwuje się 
w 27% przypadków [9]. 

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

1.	Operacja w polu skażonym lub brudnym, 
2.	Czas operacji powyżej 2 godz. lub powyżej 75% 

czasu przewidzianego dla danej operacji, 
3.	Stan ogólny chorego oceniony wg skali ASA na 

powyżej 3 punktów. 
Przy braku któregokolwiek z wymienionych czynni-

ków ryzyko częstości ZMO wynosi 1,5%, przy obecności 
1 czynnika – ZMO w 2,9% przypadków, przy 2 czynni-
kach – ZMO w 6,8% przypadków, a przy występowaniu 
3 czynników ZMO obserwuje się w ok. 13% przypadków 
[1]. Obniżenie ciepłoty ciała chorego podczas opera-
cji opóźnia gojenie się rany pooperacyjnej i  zwiększa 
ryzyko ZMO. Jeśli temperatura ciała obniżyła się do 
34°C, to częstość ZMO wynosiła około 19%, zaś jeśli 
podczas operacji utrzymywano ciepłotę ciała na pozio-
mie 36,6°C, to ZMO wystąpiło w 6% przypadków [19]. 
Okołooperacyjne ogrzewanie chorych poddawanych 
np. mastektomii z powodu nowotworu jest tak samo 
skuteczne w zapobieganiu ZMO jak profilaktyka anty-
biotykowa. Zapobieganie oziębieniu chorego w sali ope-
racyjnej jest tanią i skuteczną profilaktyką ZMO [8]. 

Radioterapia przedoperacyjna podwaja liczbę po- 
wikłań septycznych w gojeniu się rany kroczowej po 
brzuszno-kroczowym wycięciu odbytnicy z 21% (bez 
radioterapii) do 48% w grupie chorych po radioterapii .

Ostatnio podważa się celowość mechanicznego 
przygotowania jelita grubego przed planową resekcją. 
Wyniki badań prospektywnych, randomizowanych, 

kontrolowanych nie potwierdzają koncepcji, że mecha-
niczne przygotowanie jelita grubego redukuje częstość 
nieszczelności zespolenia i innych powikłań septycz
nych w  chirurgii jelita grubego. Rutynowe, mecha-
niczne przygotowanie jelita grubego do operacji jest 
nieuzasadnione. Wkłucia centralne odpowiedzialne są 
za około 30% zakażeń rozprzestrzeniających się drogą 
krwionośną. Obowiązuje dokładna pielęgnacja wkłucia 
[7, 17]. Właściwe leczenie cukrzycy i  kontrolowanie 
hiperglikemii w istotnym stopniu obniża pooperacyjne 
powikłania septyczne [23]. Odsetek zakażeń miejsca 
operowanego zwiększa się wprost proporcjonalnie do 
długości oczekiwania i hospitalizacji przed operacją. Im 
dłuższy okres hospitalizacji przed operacją tym wyższy 
procent zakażeń ZMO. Szczególnie niekorzystnym 
czynnikiem jest przenoszenie wcześniejsze chorych 
z  innego oddziału na oddział chirurgiczny. Wiąże się 
to z inną florą bakteryjną, innymi schematami antybio
tykoterapii i kontaktami z nosicielami. Najlepiej byłoby 
aby pacjent był operowany w dniu przyjęcia, podobnie 
jak postępuje się z chorym operowanym ze wskazań pil-
nych i nagłych [1]. 

3.	N ajczęstsze patogeny
	 w zakażeniach chirurgicznych

Najczęstszymi patogenami w zakażeniach chirur-
gicznych są zarówno flora bakteryjna zasiedlająca skórę 
pacjentów jak i flora skóry członków zespołu operacyj-
nego co stanowi przyczynę zakażeń chirurgicznych 
w ponad 50% przypadków. U chirurgów najwięcej bak-
terii stwierdzono na skórze czoła, brwi i w małżowinach 
usznych. Gronkowiec złocisty i gronkowce koagulazo-
-ujemne są najczęstszymi przyczynami ZMO i stwierdza 
się je wokoło 17–25% przypadków [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 ciał obcych (pro-
tezy, siatki, dreny), gronkowce koagulazo-ujemne (CNS) 
są znacznie częściej przyczyną zakażenia implantu 
i miejsca operowanego. 

Bakterie beztlenowe (Bacteroides, Peptostreptococcus), 
pałeczka zgorzeli gazowej (zwłaszcza w tkankach nie
dokrwionych) są charakterystyczne dla zakażeń po ope-
racjach w zakresie jamy brzusznej. Pseudomonas aeru­
ginosa, Acinetobacter baumanii powodują szczególnie 
trudne do leczenia zakażenia miejsca operowanego ze 
względu na wieloraką oporność na antybiotyki. Serratia 
spp. są zwykle niepatogenne, ale u chorych z obniżoną 
odpornością są drobnoustrojami chorobotwórczymi. 
W ropniach i przetokach występują grzyby (Histoplas­
ma, Coccidioides, Candida, Nocardia, Actinomyces). 
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W patogenezie zakażeń istotną rolę odgrywa liczba 
bakterii (stopień skażenia rany), ich wirulencja, odpor-
ność zakażonego organizmu oraz jakość techniki ope-
racyjnej.

Czynniki ryzyka ZMO można sklasyfikować także 
na płaszczyźnie poddających sie modyfikacji lub nie. 
Znajomość ich występowania w kategorii indywidual-
nego podejścia do pacjenta w znaczący sposób wpływa 
na redukcję przypadków infekcji. Istotnym jest także 
rodzaj zabiegu operacyjnego, ponieważ każdy rodzaj 
zabiegu ma swoją specyficzną florę fizjologiczną, która 
może spowodować zakażenie [15].

4.	Z akażenia miejsca operowanego po operacjach
	 kardiochirurgicznych

Powikłania infekcyjne u pacjentów po zabiegach 
kardiochirurgicznych stanowią jedno z  najgroźniej-
szych powikłań. Możemy tu wyróżnić zakażenia zwią-
zane z miejscem dostępu chirurgicznego czyli ranę po 
przecięciu mostka oraz ranę w miejscu pobrania mate-
riału do przęsłowania tętnic wieńcowych [4]. Częstość 
występowania tych powikłań wynosi od 0,4% do 30%, 
z czego pooperacyjne zapalenie śródpiersia szacuje się 
na poziomie 0,4–5% [4, 13, 22]. W 7–30% dochodzi do 
zgonu pacjentów [14, 22]. Zakażenia stanowią jedno 
z najpoważniejszych powikłań po zabiegach na otwar-
tym sercu i w dużym odsetku są przyczyną wydłużonego 
czasu hospitalizacji pacjenta [11, 20], przez co gene-
rują wysokie koszty leczenia. Mają one duży wpływ na 
zwiększenie odsetka zachorowalności oraz umieralności 
szpitalnej, która szacuje się na poziome od 0 do 25% 
[6]. Za rosnącą liczbę zakażeń po tych zabiegach, odpo-
wiada narastająca stale antybiotykooporność patogenów 
kolonizujących rany, oraz stosowanie nowych technik 
przeprowadzanych zabiegów. 

Wiele publikacji opisuje bardzo szeroką gamę czyn- 
ników, które przyczyniają się do rozwoju powikłań 
infekcyjnych w tej grupie pacjentów. Możemy tu wy- 
różnić m.in. współwystępowanie ciężkich chorób, które 
negatywnie wpływają na szybkość gojenia się rany po- 
operacyjnej. Są to przede wszystkim schorzenia takie 
jak: cukrzyca, przewlekła obturacyjna choroba płuc, nie-
wydolność nerek, osteoporoza, zapalne choroby skóry, 
choroby z  towarzyszącym upośledzeniem odporności 
czy też niewydolność mięśnia lewej komory serca z frak-
cją wyrzutową < 40% [23]. Do innych czynników zwią-
zanych z pacjentem zaliczamy – płeć żeńską, otyłość, 
niedożywienie, nadużywanie tytoniu czy też stosowanie 
leków sterydowych lub immunosupresyjnych. Wpływ 
ma również tryb przeprowadzenia operacji – tryb nagły 
zwiększa ryzyko infekcji, transfuzje w  okresie około-
operacyjnym, resuscytacja sercowa oraz reoperacje. 
Możemy wyróżnić również czynniki związane z zabie-

giem i okresem pooperacyjnym. Zaliczamy tu miedzy 
innymi technikę przeprowadzanego zabiegu. Niektóre 
doniesienia podają, że użycie obu tętnic piersiowych 
wewnętrznych jako bypassów naczyniowych zwiększa 
ryzyko zakażeń jak również sternotomia poza linią 
środkową ciała, nieoptymalne zamknięcie klatki pier-
siowej oraz powtórna sternotomia (głównie z powodu 
krwawienia). Ryzyko zwiększa także długi czas trwa-
nia zabiegu, stosowanie krążenia pozaustrojowego, 
hipotermia, niewłaściwa kontrola temperatury ciała, 
poziomu glikemii, hemodylucja, małe stężenie hemo-
globiny, zaburzenie perfuzji, hipotensja, hiperglikemia, 
przedłużony pobyt na oddziale intensywnej terapii 
oraz czas mechanicznej wentylacji. Podczas operacji 
i  w  okresie pooperacyjnym nie powinno dopuszczać 
się do hiperglikemii – wprowadzono w związku z tym 
tak zwany protokół portlandzki zalecający utrzymanie 
glikemii w tych okresach na poziomie 100–150 mg/dl 
[4]. Do innych czynników często wymienianych w lite-
raturze jest stosowanie podczas zabiegów żylnych 
wkłuć głębokich, cewników Swan’a-Ganz’a czy też balo- 
nów do kontrapulsacji wewnątrzaortalnej [13]. Na ich 
powierzchni kolonizują się bakterie, które stanowią 
potencjalne źródło infekcji. V. Le G u i l l o u  i wsp., 
w swojej pracy udowodnili, że użycie żylnych cewników 
do wkłuć centralnych zwiększa częstość występowania 
zakażeń miejsca operowanego. Spośród 133 pacjentów 
u których pojawiło się to powikłane u 12 (5–15%) miało 
związek z użyciem cewników centralnych. Wiadome 
jest również to, że na rozwój zakażenia w miejscu inge-
rencji w tkanki ma obecność odległych źródeł infekcji 
[13]. Ryzyko to zwiększa m.in. współistnienie infekcji 
płuc czy dróg moczowych. Wczesnym powikłaniem 
pooperacyjnym, mogącym przenieść się na sąsiadujące 
tkanki jest zakażenie wsierdzia. Dominuje tu zakażenie 
gronkowcami koagulazoujemnymi rzadziej S. aureus, 
Corynebacterium czy nadkażenie grzybami Candida 
albicans i Aspergillus (0,8–3,9%). Badanie J. G u a l i s 
i wsp. wykazało, że obecność dodatnich posiewów krwi 
w okresie pooperacyjnym stanowi niezależny czynnik 
ryzyka rozwoju SSIs, dlatego u takich pacjentów zaleca 
się stosowanie agresywnej terapii przeciwbakteryjnej 
celem minimalizacji rozwoju zakażenia. Stosowanie 
profilaktycznej antybiotykoterapii zmniejsza ryzyko 
rozwoju SSIs z 10% do 2% [22].

Bakteriami które najczęściej zakażają rany po ope-
racjach kardiochirurgicznych są gronkowce złociste 
(S. aureus) oraz koagulazonegatywne gronkowce (CoNS). 
Są to bakterie, które stanowią fizjologiczną florę bakte-
ryjną skóry i w trakcie zabiegu mogą zostać przeniesione 
na głębiej leżące tkanki. Z tego powodu bardzo ważne 
jest właściwe przygotowanie pacjenta przed zabiegiem 
chirurgicznym. Zalecana jest przedoperacyjna kąpiel 
antyseptyczna w przeddzień lub w dniu operacji, przed-
operacyjne usunięcie owłosienia, antyseptyczne przygo-
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towanie skóry z użyciem chlorheksydyny lub povidone 
iodine przed nacięciem skóry. Publikacja S e r o p i a n’a 
i wsp., wykazała że stosowanie maszynki elektrycznej 
do golenia miejsca, w którym będzie przeprowadzony 
zabieg kardiochirurgiczny wiązało się z występowaniem 
SSI w ok. 5,6% zaś użycie w tym celu kremu do depila-
cji znacznie ograniczało to ryzyko do 0,6%. Istotne jest 
również rygorystyczne przestrzeganie zasad antysep-
tyki przez personel medyczny tj., używanie sterylnych 
rękawiczek chirurgicznych, dwóch par rękawiczek oraz 
ich rutynowych zmian podczas zabiegu [4]. Podejmo-
wane są również próby eliminacji potencjalnych źródeł 
zakażenia pochodzących ze środowiska sali operacyj-
nej i sal pooperacyjnych. Dużą rolę odgrywa tu proces 
czyszczenia, dezynfekcji, sterylizacji urządzeń i narzę-
dzi operacyjnych. Ważna jest odpowiednia wentylacja 
tych pomieszczeń oraz stosowanie filtrów HEPA (usu-
wają cząstki o średnicy > 0,3 mikrona) celem uzyskania 
„ultraczystego” powietrza [4].

5.	Z akażenia u pacjentów po wszczepieniu
	 stymulatora oraz kardiowertera defibrylatora

Zakażenia u pacjentów po wszczepieniu stymulatora 
(PM) lub kardiowertera defibrylatora serca (ICD) sta-
nowią coraz większy problem. W przeszłości częstość 
infekcji szacowała się dla stymulatorów serca na pozio-
mie 0,13–19,9% a dla ICD 0,8% [29, 26]. W ciągu ostat-
niej dekady zaobserwowano wzrost ich występowania 
o 124%. Pomimo faktu, że wskaźnik infekcji systematycz-
nie rośnie, obecnie nie ma wystarczająco dużych badań, 
które jednoznacznie potwierdzałyby te spostrzeżenia. 
Niektóre doniesienia podają, że częstość występowania 
infekcji u pacjentów ze stymulatorem oraz ICD szacuje 
się na poziomie 1–7% [5]. Wg P.B.  N e r y  i wsp. częs
tość występowania powikłań infekcyjnych u pacjentów 
ze stymulatorem wynosi 0,5–6% a u pacjentów z ICD 
– 1,2–1,8% [18]. Wg innych doniesień częstość dla sty-
mulatorów szacuje się na poziomie 0,13–12,6% [21, 29].

Wzrost liczby zakażeń w ciągu ostatnich lat, zwią-
zany jest z coraz większą liczbą wykonywanych zabie-
gów. Z  kolei rosnąca liczba implantacji urządzeń do 
elektroterapii wiąże się z poszerzaniem wskazań do ich 
stosowania oraz dłuższym przeżyciem pacjentów z cho-
robami serca [25, 29]. Zauważono również, że wskaź-
nik hospitalizacji z powodu zakażeń po wszczepieniu 
PM/ICD rośnie szybciej niż wskaźnik wykonywanych 
zabiegów [30]. Stymulatory serca oraz kardiowertery 
defibrylatory są coraz częściej stosowane w skali ogól-
noświatowej jak również są coraz lepiej akceptowaną 
przez pacjentów formą leczenia bradyarytmii serca. Na 
świecie żyje około 3,25 milionów pacjentów z wszcze-
pionym układem stymulującym oraz około 180 000 po 
implantacji ICD [5]. 

Zakażenia po wszczepieniu urządzenia mogą mani-
festować się w różnoraki sposób. Najczęstszą formą jest 
wczesne zakażenie loży stymulatora/ICD rozwijające 
się zazwyczaj w ciągu pierwszego roku po implantacji 
(do 3 miesięcy) lub jako późne powikłanie pod postacią 
odelektrodowego zapalenia wsierdzia [27]. Jako odle-
głe powikłanie czasem może pojawić się późne zapale-
nie kieszonki urządzenia rozwijające się po 1 roku od 
implantacji (1–10 lat) [27]. Podczas obserwacji pacjenta 
po zabiegu bardzo ważne jest zwrócenie uwagi na to czy 
nie rozwija się miejscowy stan zapalny w okolicy rany. 
Jest to istotne ponieważ w znacznym odsetku (80%) nie 
towarzyszą temu objawy ogólnoustrojowe a  pacjenci 
często ignorują miejscowy odczyn zapalny [27, 29]. 
Objawy kliniczne towarzyszące infekcji miejscowej to 
najczęściej: zaczerwienienie, ból, obrzęk, zwiększone 
ocieplenie tkanek, miejscowa nadwrażliwość, chełbo-
tanie i ścieńczenie skóry nad stymulatorem, rozejście się 
brzegów rany, ropny wyciek z rany, odleżyna nad stymu-
latorem lub elektrodą, przebicie urządzenia przez skórę 
[12, 25, 27, 29]. Odleżyna jest spowodowana niedo-
krwieniem tkanek bezpośrednio przylegających do ciała 
obcego, a nadkażenie jest wówczas procesem wtórnym 
[26]. Niektóre doniesienia sugerują, że podstawowym 
mechanizmem w wyniku, którego dochodzi do rozwoju 
miejscowych zmian zapalnych jest wytworzenie otwartej 
odleżyny w miejscu przebiegu elektrody lub nad stymu-
latorem/ICD [24]. Podstawą rozpoznania jest dodatni 
wynik badania mikrobiologicznego materiału pobra-
nego z loży urządzenia. Choć izolowany zapalny odczyn 
miejscowy jest najczęstszą formą powikłania infekcyj-
nego u pacjentów z PM/ICD, w niektórych przypadkach 
dochodzi do rozwoju bakteriemii, bądź szerzenia się 
infekcji przez ciągłość wzdłuż elektrod i układu żylnego, 
prowadząc do rozwoju zapalenia wsierdzia (CDRIE) 
[25, 29]. Stanowi ono około 10% spośród wszystkich 
form powikłań infekcyjnych u pacjentów po implanta-
cji PM/ICD [29, 33]. Możemy wyróżnić grupy ryzyka, 
u których endocarditis występuje znacznie częściej. Są to 
narkomani, starsi ludzie ze zmianami degeneracyjnymi 
zastawek, osoby ze sztucznymi zastawkami, pacjenci 
często hospitalizowani, hemodializowani [26]. 

Głównymi objawami klinicznymi, które towarzyszą 
CDRIE są gorączka, dreszcze, złe samopoczucie, ogólne 
wyniszczenie organizmu [29]. Podstawą do rozpozna-
nia CDRIE jest stwierdzenie dodatniego wyniku posie-
wów krwi i/lub z końcówki elektrody oraz wykazanie 
obecności wegetacji na podstawie przezprzełykowego 
badania echokardiograficznego [29]. Wegetacje mogą 
lokalizować się w  świetle żyły podobojczykowej, żyły 
głównej górnej, na zastawce trójdzielnej, wsierdziu pra-
wego przedsionka i prawej komory jak również na elek-
trodzie PM/ICD. Wyróżniamy dwa główne mechanizmy 
prowadzące do rozwoju CDRIE. Są to: zanieczyszcze-
nie układu stymulującego fizjologiczną florą bakteryjną 
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skóry w miejscu gdzie wszczepiane jest urządzenie, jak 
również zakażenie drogą krwiopochodną na skutek 
wysiewu bakterii z odległego ogniska zakażenia [12, 24]. 
Powikłania infekcyjne rzadziej rozwijają się u pacjentów 
po pierwszym zabiegu implantacji (1,4%; 95% przedział 
ufności: 0,9–1,9%) w stosunku do kolejnych interwen-
cji (6,5%; 95% przedział ufności: 3,3–9,7%) takich jak: 
wymiana urządzenia, reoperacja, zabiegi naprawcze [10, 
27]. W badaniu przeprowadzonym w Mayo Clinic na 
189 przypadkach, zakażenia po pierwszym w życiu 
zabiegu wystąpiły u 79 pacjentów tj. 42%, zaś u 110 tj. 
58%, powikłania infekcyjne wystąpiły po kolejnej inter-
wencji [29]. Widać tu, że ponowna ingerencja w tkanki, 
stanowi istotny czynnik ryzyka zakażeń. Doniesienia 
podają, że ryzyko infekcji związane z powtórnymi zabie-
gami jest większe z powodu formowania się blizny oraz 
zrostów w okolicy loży stymulatora, czego efektem jest 
upośledzone ukrwienia tkanek a w związku z tym reduk-
cja przenikania komórek odpornościowych [10, 27].

Czynniki ryzyka powikłań infekcyjnych u  tych 
pacjentów możemy podzielić na te, które związane są 
z pacjentem, oraz czynniki uzależnione od zabiegu. Do 
pierwszej grupy zaliczamy: wiek (im młodszy pacjent 
tym większe ryzyko powikłań infekcyjnych) [12], płeć 
męską, stan odżywienia (pacjenci otyli jak i nadmier-
nie wyniszczeni są bardziej obciążeni), choroby towa-
rzyszące (cukrzyca, niewydolność nerek, zapalne cho-
roby skóry, choroby nowotworowe, schorzenia którym 
towarzyszy upośledzenie odporności, niewydolność 
serca), stosowanie leków antykoagulacyjnych lub ste-
rydoterapia, różnego rodzaju wkłucia naczyniowe, 
cewniki w tym cewnik w pęcherzu moczowym [12, 27, 
29]. Istotnym czynnikiem ryzyka jest również epizod 
gorączki w ciągu 24 h przed implantacją [25]. Wśród 
drugiej grupy tj. czynników związanych z  zabiegiem, 
możemy wyróżnić: sposób antyseptyki miejsca opero-
wanego przed implantacją, profilaktykę antybiotykową 
przed i okołozabiegową, czas wygolenia miejsca implan-
tacji urządzenia w stosunku do początku zabiegu, czas 
trwania zabiegu, ponadto bardzo istotne jest również 
doświadczenie operatora [26, 27]. Zauważono, że powi-
kłania infekcyjne rzadziej rozwijają się jeśli operator 
wykonał ponad 100 zabiegów – wtedy ryzyko zakażenia 
spada w sposób istotny. Wg niektórych autorów z 18,9% 
do 0,9% [10, 27]. Wykazano również, że zastosowanie 
elektrody do czasowej elektrostymulacji jako zabezpie-
czenia przed właściwym zabiegiem, ponowna interwen-
cja z  powodu krwiaka lub przemieszczenia elektrody 
także stanowią istotny czynnik ryzyka rozwoju infekcji 
[25]. Dodanie każdej kolejnej elektrody (powyżej 2) 
do już umieszczonych, zwiększa powierzchnię kolo- 
nizacji bakterii i  zapewnia większą powierzchnię, na 
której mogą formować się wegetacje [30]. Z  tego 
powodu każde kolejne ciało obce sprzyja zakażeniom. 

Obecnie zaleca się zdezynfekowanie miejsca zabiegu 
bezpośrednio przed nacięciem skóry dwoma prepara-
tami antyseptycznymi z różnymi substancjami czyn-
nymi (m.in., chlorheksydyną). Zaleca się również stoso-
wanie sterylnych rękawic. Golenie miejsca operowanego 
powinno nastąpić na ok. 2 h przed rozpoczęciem inge-
rencji w tkanki. Wykonanie tej czynności na dzień 
przed, niesie ze sobą zwiększone ryzyko rozwoju powi-
kłania infekcyjnego. Dzieje się tak ponieważ podczas 
golenia dochodzi do uszkodzenia naskórka, a w miejsca 
tych mikroskopijnych zmian wnikają i namnażają się 
bakterie stanowiące florę fizjologiczną skóry [27]. Zali-
czamy tu m.in. S. epidermidis, który w ok. 42% stanowi 
źródło zakażeń [29]. Antybiotyki powinno podawać 
się wcześniej –  ok. 30–60 min. przez zabiegiem, aby 
zapewnić odpowiednie stężenie w surowicy oraz właś
ciwe nasycenie tkanek przed implantacją. Stężenie to 
powinno być utrzymana również podczas trwania 
zabiegu jak i na kilka godzin po. Po to, aby zredukować 
ryzyko infekcji w przedłużającym się zabiegu (ponad 
2 h) należy podać dodatkową dawkę antybiotyku [27]. 
Większe dawki powinno stosować się również u pacjen-
tów obciążonych ciężkimi chorobami współistniejącymi 
jak również podczas kolejnych zabiegów w tej okolicy 
[27]. Redukuje to w istotny sposób prawdopodobień-
stwo wystąpienia zakażenia.

Drobnoustroje infekujące stymulatory oraz ICD 
obejmują szerokie spektrum różnorodnych gatunków, 
mogących mieć różne źródła zakażenia. Wyniki badań 
wielu autorów przedstawiają podobny rozkład częstości 
występowania określonych gatunków patogenów. Do 
drobnoustrojów, które w głównej mierze kolonizują te 
urządzenia 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]. Spośród dwóch głównych 
patogenów, S. aureus szybciej prowadzi do rozwoju 
stanu zapalnego i zakażenia w porównaniu z S. epider­
midis [3, 24]. Wykazano także, iż S. aureus w większym 
odsetku kolonizuje ICD niż PM w przeciwieństwie do 
S. epidermidis, który częściej namnaża się na elektro-
dach stymulatora niż ICD [29]. Badanie A. Da  C o s t a 
i wsp. [24] wykazało, że chodź S. epidermidis reprezen-
tuje grupę patogenów najczęściej kolonizujących układy 
stymulujące, to rzadko odpowiada za kolejne epizody 
powikłań infekcyjnych [24]. Bakteria ta, stanowi florę 
fizjologiczną skóry i  śluzówek. Jest też najczęściej 
izolowanym patogenem okolicy kieszonki PM/ICD. 
Posiada ona zdolność wytwarzanie śluzowej macierzy 
(slime layer), która jest wczesnym etapem formuło-
wania biofilmu. Struktura ta jest utworzona z kolonii 
ściśle przylegających do siebie bakterii, w  związku 
z czym w znacznym stopniu ogranicza lub całkowicie 
upośledza penetrację antybiotyków. Wszechobecność tej 
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bakterii u pacjenta, personelu medycznego, jak również 
osób z otoczenia chorego uzasadnia zalecenia do prowa-
dzenia intensywnej profilaktyki okołozabiegowej. Pato-
genami z grupy Gram-ujemnych, które również mają 
tendencje do tworzenia śluzowej macierzy, to głównie 
pałeczka ropy błękitnej lub tworzące biofilm Klebsiella, 
Proteus, Serratia. Bakterie z tej grupy w większości sta-
nowią fizjologiczną florę jelit, która w szczególnych przy-
padkach może być źródłem zakażenia elektrod PM/ICD 
oraz kieszonki [26].

6. Metody zapobiegania ZMO

Tak więc ZMO najczęściej rozwija się w wyniku ska-
żenia rany drobnoustrojami egzogennymi i  endogen-
nymi znajdującymi się na skórze, błonach śluzowych, 
w  przewodzie pokarmowym, oddechowym i  moczo-
wym pacjenta. Najczęstsza flora patogenna w  ZMO 
w  zależności od miejsca operacji to pałeczki Gram-
-ujemne, beztlenowce, pałeczki jelitowe w  przypadku 
operacji w zakresie jamy brzusznej a ziarenkowce Gram-
-dodatnie w przypadku operacji kardiochirurgicznych. 
Według ostatnich doniesień w piśmiennictwie świato-
wym określono wachlarz czynników mający wpływ na 
zmniejszenie ZMO.

1.  Czystość sali operacyjnej
Określa konieczność stosowania odpowiednich fil-

trów HEPA, laminarnego przepływu powietrza, ogra- 
niczenia ilości personelu i  używanego sprzętu na sali 
do niezbędnego minimum. Perforacja rękawiczek chi-
rurga w trakcie zabiegu powoduje kontaminacje miejsca 
operowanego. Zaleca się stosowanie podwójnych ręka-
wiczek [17].

2. Kąpiel pacjenta z użyciem związków antyseptycznych
ZMO w warunkach czystej rany są zazwyczaj spo-

wodowane szczepami skórnymi. Istnieją sposoby 
na zmniejszenie ilości bakterii kolonizujących skórę 
pacjenta. Mikroorganizmy występujące w  gruczołach 
skórnych nie są wystawione na działanie środków anty-
septycznych. Skuteczniejsze długoterminowe działanie 
chlorheksydyny od innych środków np. heksachloro- 
fenu czy jodowany powidon powoduje, że stała się 
związkiem z  wyboru. Kąpiel całego ciała na wieczór 
przed zabiegiem oraz powtórna tuż przed wpływa na 
redukcję kolonii niż pojedyncza kąpiel tuż przed samym 
zabiegiem [32].

3. Usunięcie owłosienia
Najbardziej korzystną metodą jest usuwanie owło-

sienia tuż przed zabiegiem używając golarek unikając 
uszkodzenia naskórka [23, 32].

4. Odkażanie skóry rąk
Zmniejszenie ilości bakterii na rękach wpływa zna-

cząco na ilość ZMO. 2–3 minutowe szorowanie rąk 
z zastosowaniem chlorheksydyny znacząco wpływa na 
redukcje ilości szczepów skórnych. Najlepsze rezultaty 
otrzymuje się stosując antyseptyki na bazie jodyny lub 
chlorheksydyny [32].

5. Samoprzylepne folie
Nie udowodniono w sposób jednoznaczny, że stoso-

wanie samoprzylepnych folii wpływa na zmniejszenie 
ilości przypadków ZMO. Przy prawidłowym przykle-
jeniu odpowiedniej folii (z  dodatkiem bakteriostaty-
ków) unikając unoszenia się jej brzegów w pobliżu rany 
–  zakażenie rany szczepami skórnymi wydaje się być 
niemożliwe. Wyroby cyjanoakrylowe obecnie niosą 
nadzieje na przełom w tej materii jednak wymagane są 
dodatkowe badania [23, 32].

6. Zastosowanie szwów przeciwbakteryjnych
Plecione szwy powodują 10 000 wzrost ilości bakterii 

niezbędnych do powstania zakażenia w ranie. Mono-
filamenty wykazują zdolność do mniejszej adhezji 
bakterii oraz redukują ich liczbę w ranie. Szew ciągły 
niesie ze sobą mniejsze prawdopodobieństwo wystąpie-
nia infekcji w ranie niż szwy pojedyncze – prawdopo-
dobnie z powodu mniejszej ilości martwiczych tkanek. 
Nasączenie szwów środkami antybakteryjnymi może 
wpłynąć korzystnie na proces gojenia sie jej, jednak 
wymagane są dodatkowe badania w tym zakresie [8].

7. Drenaż
Drenaż założony przez ranę operacyjną zwiększa 

prawdopodobieństwo ZMO. Zamknięty drenaż usu-
wający płyny z okolicy rany sam w sobie nie zmniejsza 
prawdopodobieństwa wystąpienia ZMO [32].

Aby zapobiegać rozwojowi zakażeń bakteryjnych 
powszechne jest profilaktyczne podawanie antybioty-
ków. Lekiem podawanym z wyboru u pacjentów bez 
wysokiego ryzyka infekcji jest antybiotyk b-laktamowy. 
Wykazano, że szczególnie skuteczne jest podawanie 
cafazoliny [5]. U pacjentów ze zwiększonym ryzykiem 
tj. u których wystąpiła kolonizacja S. aureus, z dużym 
ryzykiem kolonizacji (leczeni innymi antybiotykami, 
przeniesieni z innych szpitali, hospitalizowani > 3 dni), 
z wszczepionymi sztucznymi zastawkami lub przeszcze-
pami naczyniowymi lub gdy w środowisku szpitalnym 
obecne są MRSA pomocniczo podaje się wankomy-
cynę. Rutynowo przed zabiegiem kardiochirurgicz-
nym stosowana jest mupirocyna celem dekontaminacji 
nosa. Zaleca się ją u wszystkich pacjentów u  których 
nie ma udokumentowanego ujemnego testu na kolo-
nizację S. aureus. W wielu publikacjach udowodniono 
bowiem, że rozwój zakażeń miejsca operowanego ma 
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związek z  nosicielstwem S. aureus. Minimalizowanie 
ryzyka infekcji jest bardzo ważne, dlatego kładzie się 
nacisk na przeprowadzanie zabiegu ze szczególną dba-
łością o szczegóły. Sternotomię powinno się wykonywać 
w linii pośrodkowej, ważne jest również aby unikać uży-
cia obu tętnic piersiowych wewnętrznych u pacjentów 
z podwyższonym ryzykiem SSIs. Zamknięcie sternoto-
mii powinno się wykonywać przy użyciu 8  zwykłych 
pojedynczych lub podwójnych stalowych drutów, 
zeszycie powięzi, tkanki podskórnej, skóry wykonując 
dwa rzędy szwów oraz sternotomia – przy użyciu trzech 
rzędów szwów, stosowanie szwów antybakteryjnych, 
a w fazie końcowej oczyszczenie zeszytej skóry. Ważne 
jest aby w miarę możliwości minimalizować czas trwa-
nia zabiegu, szczególnie wtedy gdy stosuje się krążenie 
pozaustrojowe. Odpowiednia higiena rany pooperacyj-
nej stanowi także istotny problem. Powinno się dbać 
o systematyczną zmianę opatrunków (pierwsza zmiana 
w 2 dniu po zabiegu) oraz stosowanie osobnych opa-
trunków na ranę pooperacyjną i wokół drenów. Czas 
gojenia rany powinien być objęty szczególnym nadzo-
rem przede wszystkim we wczesnym okresie po zabiegu. 
Wykazano bowiem, że ścisła kontrola procesu gojenia 
rany pooperacyjnej wiązała się ze znacznym zmniejsze-
niem liczby zakażeń w tym miejscu [1].

7. Podsumowanie

Biorąc pod uwagę częstość zakażeń miejsca opero-
wanego oraz poważne skutki zdrowotne pacjentów pro-
wadzi się ocenę ryzyka zakażenia rozpatrując głównie 
czynniki modyfikowalne. Ryzyko zakażenia wiąże się ze 
stanem klinicznym pacjenta, warunkami środowisko-
wymi a przede wszystkim istotne jest źródło zakażenia. 
Jak wykazano, częste źródło zakażenia stanowi flora 
fizjologiczna pacjenta. Bakterie jelitowe w  przypadku 
operacji na jamie brzusznej oraz flora skóry w  przy-
padku operacji kardiologicznych. Działania zmierza-
jące do zmniejszenia ryzyka zakażenia flora endogenną 
obejmują skrócenie pobytu pacjenta w szpitalu, profi-
laktyczna eradykacja MRSA z  błony śluzowej przed-
sionków nosa, szereg zabiegów higienicznych przed 
operacją, odpowiednia profilaktyka okołooperacyjna 
i właściwa pielęgnacja rany. 
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ERRATA

W zeszycie 2/2012 w pracy M. Staniszewska, M. Bondaryk, K. Siennicka, J. Piłat, M. Schaller, W. Kurzątkowski  
“Role of aspartic proteinases in Candida albicans virulence. Part I. substrate specificity of Aspartic proteinases and 
Candida albicans pathogenesis” umieszczono na str. 131 niewłaściwą tabelę.

Powinno być:

Table I
Expression of secreted aspartyl proteinases  in artificial models

Model Infection
Secreted
aspartyl

proteinases
Assay Main findings Refer-

ences

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 Δsap1,
				    Δsap1/3; Sap1-3 but not Sap4-6 contribute to tissue
				    damage of oral candidiasis 
RHE	 Cutaneous	 Sap1-3 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 Sap1 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;	 SAP5 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	 Human oral	 Sap1-3	 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 


