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WSPOMNIENIE

Prof. dr hab. med. Felicja Meisel-Mikolajczyk
(1927-2012)

Srodowisko mikrobiologéw z wielkim smutkiem
przyjeto wiadomos¢, ze w dniu 3 grudnia zmarla jedna
z czotowych postaci polskiej mikrobiologii, prof. dr hab.
med. Felicja Meisel-Mikotajczyk. Byla jednym z pierw-
szych specjalistow mikrobiologii lekarskiej, wraz z ojcem,
prof. Henrykiem Meislem stworzyla szkole zajmujaca si¢
badaniami beztlenowcéw. Mikrobiologia, chyba tylko
poza ukochang rodzing, byla jej najwigksza mitoscia.
Sledzac losy prof. Felicji Meisel-Mikotajczyk, trudno sie
temu dziwi¢, jako ze praktycznie cale jej zycie obracato
sie wokot mikrobiologii. Z mikrobiologia zwigzani byli
zaréwno rodzice, jak réwniez jej maz.

Prof. Felicja Meisel-Mikotajczyk urodzita si¢ 15 mar-
ca 1927 roku, w Jarostawiu (obecnie woj. podkarpac-
kie). Szkote powszechng ukonczyta w 1939 r. we Lwowie,
i tam rozpoczeta nauke w szkole $redniej. We Lwowie
pracowali rodzice prof. Felicji Meisel-Mikotajczyk, oby-
dwoje byli lekarzami. Pracowali poczatkowo w tam-
tejszym Panstwowym Zaktadzie Higieny, a podzniej
w czasie okupacji sowieckiej w Instytucie prof. Rudolfa
Weigla. Niestety edukacje szkolng prof. Felicji Meisel-
-Mikotajczyk przerwato wkroczenie Niemcdw, kiedy to
jej rodzice zostali aresztowani i wywiezieni do O$wie-
cimia, a ona byla zmuszono do ukrywania sie u przyja-
ciol. W tym czasie kontynuowata nauke w domu. Lwow
opuscita w 1945 roku i przeniosla si¢ wraz ze szczgsli-
wie ocalonymi rodzicami do Lodzi, gdzie tymczasowo
rozpoczat dziatalno$¢ Panstwowy Zaklad Higieny. Tam
rodzice prof. Felicji Meisel-Mikotajczyk rozpoczeli prace.
Réwniez w Lodzi, w 1946 zdata mature w liceum dla
dorostych i zostala przyjeta na Wydzial Lekarski Uni-
wersytetu Lodzkiego. Poniewaz w 1947 roku PZH, po
remoncie budynkow wrdcit do Warszawy, do War-
szawy przeniosta sie cala rodzina prof. Felicji Meisel-
-Mikotajczyk i tu osiedli na state. W 1951 roku wyszia
za maz, rowniez za lekarza-mikrobiologa, dr Edwarda
Mikotajczyka, rowniez pracujacego w PZH. Z mezem
przezyta w udanym zwigzku wiele lat (do jego $mierci
w 1988 oku). Dochowali si¢ dwdch syndw, przebywaja-
cych obecnie na state za granicg oraz licznych wnukdw.

Prof. Felicja Meisel-Mikotajczyk uzyskata dyplom
Wydziatu Lekarskiego Akademii Medycznej w Warsza-
wie w roku 1952, ale jeszcze przed uzyskaniem dyplomu,

> A

w roku 1951 podjeta prace w Zaktadzie Mikrobiologii
Lekarskiej na swojej uczelni, kierowanym wowczas
przez prof. Edmunda Mikulaszka. W tym samym zakta-
dzie pracowata az do osiggnigcia wieku emerytalnego
w 1997 roku. Zajmowata kolejno stanowiska: asystenta,
adiunkta, profesora nadzwyczajnego i profesora zwy-
czajnego. Od 1992 roku az do emerytury, na ktorg prze-
szta w1997 roku, byta Kierownikiem Zakladu, a w latach
1990-1993 byta Prodziekanem i Kierownikiem Stu-
diéw Doktoranckich II Wydziatu Lekarskiego Akade-
mii Medycznej w Warszawie (obecnie Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego). Stopien docenta uzyskala
w 1967 roku, a tytul profesora w 1985.

Prof. Felicja Meisel-Mikolajczyk wigkszo$¢ swojej
pracy naukowej poswiecita beztlenowcom. Pierwsze
jej prace dotyczyly gtownie Clostridium perfringens.
Interesowala si¢ budowg antygenowg form wegetatyw-
nych i przetrwalnikéw tych bakterii. W latach 70-tych
wlaczyta do swoich badan beztlenowce nieprzetrwal-
nikujace, przede wszystkim pateczki Gram-ujemne.
Roéwniez w tym przypadku jej prace mialy charakter
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immunochemiczny i skupialy sie gléwnie na otrzymywa-
niu, oczyszczaniu i badaniu endotoksyn tych pateczek.
W latach 80-tych skupita si¢ szczegdlnie na badaniu Bac-
teroides fragilis i byla autorka wielu nowatorskich, jak na
owe czasy prac. Wraz ze wspdtpracownikami opracowata
miedzy innymi metode immunofluorescencji bezpo-
$redniej stuzaca do réznicowania paleczek Bacteroides
z dwczesnej grupy fragilis. W badaniach na zwierzetach
wykazata mozliwos¢ negatywnego oddziatywania endo-
toksyn Bacteroides fragilis na rozw6j ptodu, w przypadku
zakazenia wod ptodowych. Zawsze fascynowala ja row-
niez naturalna flora jelita cztowieka i zwierzat, jako,
ze trzon tej flory stanowia wlasnie beztlenowce. Jako
pierwsza w Polsce zajela sie tak szeroko obecnie bada-
nym drobnoustrojem, jakim jest Clostridium difficile. Juz
w ubieglym stuleciu propagowatla stosowanie w cigzkich
przypadkach colitis pseudomembranacea, zagrazajacych
zyciu, transplantacji kalu od zdrowego czlonka rodziny.
Jest to metoda, ktora poczatkowo odrzucana ze wzgledu
na liczne niedogodnosci oraz niebezpieczenstwo prze-
niesienia réznych zakazen, obecnie w dobie kryzysu
antybiotykowego zdobywa, co raz wigksza popularnos¢,
jako metoda tatwa, tania i po zastosowaniu ktdrej wyste-
puje znacznie mniej nawrotéw niz po terapii antybioty-
kowej. Ostatnie prace prof. Felicji Meisel-Mikolajczyk,
dotyczyly wlasnie C. difficile, wykonala we wspolpracy
z osrodkami w Holandii pierwsze rybotypowanie szcze-
pow wystepujacych w Polsce, zajmowata sie metodami
wykrywania toksyn tego drobnoustroju (stworzyla
jedyny w Polsce osrodek gdzie stosowano do wykrywa-
nia toksyn hodowle komoérkowe). Ona zapoczatkowata
badania, w ktorych sugerowala udzial w biegunkach
poantybiotykowych réwniez C. perfringens. Jej badania
dotyczyly rowniez B. fragilis, byly to pionierskie bada-
nia wskazujgce na role w patogenezie zakazen powo-
dowanych przez ten drobnoustréj réwniez specyficznej
enterotoksyny.

Prof. Felicja Meisel-Mikolajczyk wspotpracowata
z wieloma osrodkami w Polsce i za granica, czego
owocem byly wspolne publikacje. Bylo ich ponad 180,
w czasopismach krajowych i zagranicznych, czgsto
o wysokim IF. Jej prace byly licznie cytowane. Byla wie-

lokrotnie nagradzana przez JM Rektora Warszawskiego
Uniwersytetu medycznego nagrodami dydaktycznymi,
organizacyjnymi i naukowymi, a takze odznaczona Zto-
tym Krzyzem Zastugi w 1974 i Krzyzem Kawalerskim
Orderu Odrodzenia Polski w 1983 r. Wyksztalcifa cale
pokolenia mikrobiologéw. Byla promotorem dokto-
ratow, opiekunem specjalizacji, pod jej bezposrednim
lub posrednim kierunkiem powstawaty prace habilita-
cyjne. Do Jej grona wychowankéw nalezy réwniez moja
skromna osoba, jako ze wiasnie pod jej kierunkiem
rozpoczynalam swoja prace mikrobiologa. Mimo, ze
pdzniej nasze drogi naukowe sie rozeszly, to by¢ moze
poprzez czesty kontakt i dyskusje, zaszczepione przez
Prof. Felicje Meisel-Mikotajczyk zainteresowanie bez-
tlenowcami pozostawalo wciaz zywe. Przez wiele lat
pracowatysmy z Prof. Felicja Meisel-Mikotajczyk w tym
samym Zakladzie i przez ten czas poznalam jg, jako
osobe o silnym charakterze, bardzo aktywna, pelng opty-
mizmu i wiary w ludzi. Wyczulona na krzywde zawsze
chetnie stuzyla pomocg, wrecz ,,matkowata” niektorym
swoim wspotpracownikom. Bedac juz na emeryturze,
jeszcze przez wiele lat codziennie byla obecna w Swoim
Zakladzie, ktory traktowata jak drugi dom. Kierowata
rozpoczetymi wezesniej tematami naukowymi, prowa-
dzila doktorantéw, pisata prace. Z czasem niestety sit
ubywalo i co raz trudniej bylo Pani Profesor wspig¢ si¢
na wysokie pietro, co jest konieczne, aby dosta¢ si¢ do
Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej. Starala si¢ jednak
uczestniczy¢, chociaz w posiedzeniach naukowych.
Byla tez stalym uczestnikiem posiedzen Warszawskiego
Oddziatu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow. Juz
w czasie cigzkiej choroby, w rozmowach telefonicznych
jej pierwsze pytanie zawsze dotyczyto Zakltadu.

Razem z nig odeszto ponad pot wieku historii pol-
skiej mikrobiologii, ktérg Pani Profesor Felicja Meisel-
-Mikotajczyk aktywnie tworzyta i pozostanie w niej na
zawsze wazng postacia. Czes¢ jej pamieci!

Prof. dr hab. n. med. Grazyna Mlynarczyk
Kierownik Katedry

i Zakladu Mikrobiologii Lekarskiej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
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Prof. dr hab. med. Mieczyslaw Janowiec
(1921-2012)

1964 r. foto Z. Zwolska

Prof. dr hab.med. Mieczyslaw Janowiec — urodzit si¢
5 wrze$nia w 1921 r. w Rabce.

Pochodzil z bardzo znanej na Podhalu rodziny z tra-
dycjami patriotycznymi. Ojciec Jego - Andrzej praco-
wal jako miejski lekarz weterynarii w Rabce. W randze
porucznika brat udziat w I wojnie $wiatowej, walczac
we Wloszech. Wywieziony w czasie II wojny razem
z innymi Polakami do Starobielska (wigzien nr3914),
w 1940 r. zostal zamordowany. Po stracie ojca wychowy-
wal sie pod opieka matki Heleny, nauczycielki w szko-
tach w Rabce. Starszy brat Mieczystawa — Stanistaw,
student Politechniki Warszawskiej zginal w 1944r.
w Powstaniu Warszawskim , po$miertnie zostal odzna-
czony za waleczno$¢. Mlodszy brat — Jerzy jest archi-
tektem i prowadzi kroniki rodzinne, dokumentujac
dzieje wielu pokolen rodziny Janowcow wywodzacych
sie z Podhala. Na cmentarzu w Rabce-Zaryte znajduje
sie symboliczny gréb dra Andrzeja Janowca, miejsce,
ktore czesto odwiedzaja Rabczanie.

Szkole podstawowa ukonczyl w Rabce, gimnazjum
i liceum w Krakowie, gdzie w 1939r. otrzymal $wia-
dectwo dojrzatosci. Wybuch wojny zastal Go na obo-
zie junackim, obowigzkowym wtedy dla mezczyzn po
otrzymaniu matury. Wojna byta cigzkim doswiadcze-
niem dla calej rodziny. Ojciec przebywal w obozie w Sta-
robielsku, willa rodzinna ,,Stonce” zajgta zostata przez
Niemcéw, mtody Mieczystaw pracowal jako robotnik na
utrzymanie swoje, matki i mfodszego brata.

W 1945 r. wstapil na Wydzial Lekarski U] w Krako-
wie. W 1949 uzyskal absolutorium, a rok pézniej dyplom
lekarza. Wkrotce otrzymal etat asystenta w Zaktadzie
Mikrobiologii Slaskiej AM w Rokitnicy prowadzonym
przez prof. St. Slopka. W 3 lata p6zniej, w wieku 30 lat
(1951r.) obronit doktorat z dziedziny mikrobiologii
gruzlicy na podstawie dystertacji: O hodowli pratkow
gruzlicy metoda szkietkowa i jej przydatnosci do celow
rozpoznawczych. Po otrzymaniu stanowiska adiunkta
oproécz pracy naukowej i dydaktycznej zajmowal si¢
pracami administracyjnymi i reorganizacja Zaktadu
Mikrobiologii. Pierwsza nagrode MZiOS otrzymat
w wieku 31 lat, pdzniej byt wielokrotnie nagradzany
i wyrézniany. Réwnolegte z praca w Zakladzie Mikrobio-
logii przez 4 lata byt zatrudniony w szpitalu Klinicznym
w Zabrzu. W 1954 r. dr. M. Janowiec uzyskal specjalizacje
z zakresu mikrobiologii i otrzymal stanowisko adiunkta.
W styczniu 1955r. zostal przeniesiony stuzbowo do
Instytutu Gruzlicy w Warszawie i rozpoczat pracg jako
adiunkt w Zakladzie Mikrobiologii pracujac réwnolegle
w Zaktadzie Antybiotykéw PZH, a potem w Zakladzie
Farmakologii Instytutu Lekow jako kierownik i gtéwny
organizator Samodzielnej Pracowni Do$wiadczalnej.
W 1961r. uzyskal tytul docenta na podstawie pracy
habilitacyjnej pt.: Odczyn hemaglutynacyjny w diagno-
styce i badaniach odpornosci w gruzlicy . Recenzentami
jego pracy byli profesorowie: E. Mikulaszek, W1. Kury-
towicz i St. Slopek. Do korica czynnej pracy zawodowej
gléwne jego zainteresowania skupialy sie wokoét pratkow.
Wkroétce jako samodzielny pracownik naukowy zostal
kierownikiem Pracowni Diagnostyki Mikrobiologicznej
w Zakladzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy. W 52 roku
zycia uzyskal tytul profesora.

Od 1973 r. do 1991 przez 18 lat pelnit funkcje Kie-
rownika Zaktadu Mikrobiologii.

Prowadzil szerokg dzialalnos¢ dydaktyczng. Dzia-
tal w Towarzystwach Naukowych, przez kilkanascie
lat petnil funkcje sekretarza Fundacji im. Jakuba hr.
Potockiego, ktéra promowala mlodych naukowcow
pracujacych w dziecinie gruzlicy i onkologii przyzna-
jac im stypendia pieniezne na ksztalcenie w Europie
Zachodniej. W ksigzce poswieconej dzialalnosci Fun-
dacji Prof. M. Janowiec opisat t¢ dziatalnos¢.
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2002 r. trzy pokolenia Kierownikéw Zaktadu Mikrobiologii
foto Z. Zwolska

Profesor Janowiec pelnil liczne oficjalne funkcje
w Instytucie Gruzlicy, pdzniej przemianowanym na
Instytut Gruzlicy i Choréb Pluc zajmujac rézne sta-
nowiska i pelnigc zaszczytne funkcje spoleczne: wice
Dyrektora ds. Nauki w latach 1969 do 1977 r., zastepcy
specjalisty krajowego ds. nadzoru w pionie ftizjopneu-
monologicznym, czltonka Rady Naukowej, Przewod-
niczgcego Sekeji Mikrobiologii przy Radzie Naukowej
IGiCHP, czlonka Rad Redakcyjnych Pneumonologii
Polskiej, Diagnostyki Laboratoryjnej i innych czaso-
pism. Byt czlonkiem wielu Towarzystw Naukowych.
Byl nauczycielem; opiekowal sie doktorantami, habili-
tantami, oraz kolegami specjalizujagcymi sie w mikro-
biologii klinicznej. Na Jego dorobek naukowy skfa-
dajg sie 422 publikacje oryginalne, redakcje 3 ksigzek
o mikrobiologii i serologii, jest autorem podrecznika
pt.: Mikrobiologia gruzlicy, autorem wielu rozdzia-
16w w podrecznikach klinicznych, autorem i redakto-
rem skryptu Mikrobiologia Gruzlicy, ktéry doczekat
sie wielu wydan. Jest wspdtautorem wielu patentow,
otrzymat liczne nagrody od Ministra Zdrowia i Dyrek-
toréw Instytutow w ktoérych pracowal. Przez wiele lat
$cisle wspodtpracowal z Instytutem Gruzlicy w Berlin-
-Buch rozwijajac prace nad biochemig pratka gruz-
licy. Organizowal konferencje polsko-niemieckie,
a wyniki Jego badan byly publikowane w czasopis-
mach zagranicznych.

Profesor M. Janowiec przez wiele lat zajmowal si¢
pratkami atypowymi. Stworzyl algorytm typowania,
poszukiwat pratkéw w §rodowisku cztowieka: w ziemi,
probkach wody, w $ciekach, a nawet w ziemi pobranej
ze Szpitzbergenu. Wspdtpracowal w tym temacie z wie-
loma o$rodkami europejskimi.

Innym Jego zainteresowaniem naukowym byta che-
mioterapia dos$wiadczalna. Pracowal ze wszystkimi
gatunkami zwierzat, badat efektywnos$¢ lekow i rezimow
leczenia skojarzonego, zajmowat sie¢ wptywem réznych
czynnikéw na rozwoj gruzlicy u zwierzat np. pylicy.
Badat zjawisko powstawania lekoopornosci u pratkow
gruzlicy. Opracowywal rézne drogi zakazania gruzlica
zwierzat doswiadczalnych np. dospojowkowa, dotcha-
wicza, dozylna. Sam konstruowat aparaty, ktére umoz-
liwialy modelowe badania. Czasami do tych aparatow
uzywal dziwnych (jak na obecne czasy) materiatow:
pleksiglasu, metalowych elementéw rur np. od odkurza-
cza. Przygotowywal rysunki prototypow, wedtug ktérych
rzemie$lnicy wykonywali aparaty metalowe lub szklane.
Profesor uczyl swoich asystentéw jak pracowa¢ popraw-
nie i w sposdb humanitarny ze zwierzetami. W tamtych,
odlegtych latach, wprowadzit w Zakladzie hodowle prat-
kow na zywych tkankach. W Zaktadzie Mikrobiologii
staly inkubatory, w ktérych hodowalo sie zaptodnione
jaja kurze, a zarodki zakazalo pratkami.

Oprocz gruzlicy zajmowal sie rowniez bakteriami
szybkorosngcymi, gtéwnie wystepujacymi w  dro-
gach oddechowych, metodami diagnostyki trudnych
do hodowli gatunkéw bakterii, wptywem antybioty-
kéw i innych inhibitorow. Wszystkie swoje doswiad-
czenia opisywal i publikowal. Byl inicjatorem wielu
réznych dziatan, ktére w tamtych czasach nie zawsze
byly nalezycie docenione. Do najwazniejszych dzialan
organizacyjnych w gruzlicy nalezalo zorganizowanie
w latach 1960-tych sieci laboratoriow mikrobiologii
pratka - jedno z najbardziej nowatorskich i postepo-
wych dzialan (do dnia dzisiejszego) w programach
walki z gruzlica w $wiecie. W latach 70 bylo w Polsce
ponad 200 laboratoriéw pratka, a Pan Profesor znal
kazde z nich ,réwniez osobiscie kierownika i perso-
nel; sam wizytowal dziesigtki laboratoriow kazdego
roku, prowadzit sprawdziany jakosci i wiarygodnosci
pracy laboratoriéw pratka. Wtedy to Zaktad Mikro-
biologii otrzymal od Ministra Zdrowia nominacje na
Laboratorium Referencyjne nadzorujace wszystkie
laboratoria pratka w kraju. Taka sytuacja ma miejsce
po dzien dzisiejszy.

Na zakonczenie warto wspomnie¢ hobby Profesora
Janowca, ktorym byto fotografowanie. Utrwalal na zdje-
ciach bakterie, a szczegdlnie pratki, na pozywkach, pod
mikroskopem, réwniez elektronowym. Fotografowat
wszystkie wazniejsze wydarzenia naukowe i prywatne
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rocznice kolegdéw, asystentow w Zaktadzie. Sam zor-
ganizowal ciemnie fotograficzna, w ktorej naswietlat
i wywolywatl filmy i robil odbitki. Czasem co prawda,
trudno bylo si¢ rozpozna¢ si¢ na zdjeciu, ale w miare
rozwoju technik fotograficznych i mozliwoséci zakupu
lepszego aparatu jakos¢ zdje¢ wyraznie si¢ poprawiafa.

Przejscie na emeryture nie oznaczato dla profesora
zakonczenia pracy. W dalszym ciggu prowadzit w Zakta-
dzie badania nad poszukiwaniem nowych lekéw prze-
ciwpratkowych ( temat kiedys$ rozpoczety z profesorami:
J. Venuletem, J. Dalhingowa T. Woznicka), kontynuo-
wany z prof. H. Foksem). Jako emerytowany Profesor
opublikowal wiele prac z tego zakresu.

W dniu 20 grudnia 2012 r. odszed! od nas po krét-
kiej chorobie Nasz Profesor. Odszed! cztowiek dobrego
serca i pelen zyczliwosci do ludzi, naukowiec, nauczyciel
i wizjoner, prekursor badan naukowych w Polsce nad
pratkami gruzlicy, czlowiek, ktdry przyczynil sie do opa-
nowania epidemii gruzlicy w kraju, w latach 1950-tych
i 1960-tych. Mielismy szczescie obchodzi¢ w grudniu
2011r. razem z Nim, Jego rodzing, asystentami i kole-
gami uroczysto$¢ 90-lecia Profesora. Kontynuujemy
i pomnazamy Jego dzielo wierzac, ze jest to najlepszy
dowdd szacunku i pamieci dla naszego nauczyciela
i przyjaciela. Pozostanie w naszej pamigci na wiele lat.

Prof. dr hab. Zofia Zwolska
z.zwolska@igichp.edu.pl
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1. Wprowadzenie. 2. Borrelia burgdorferi — podstawowe informacje. 3. Kleszcz jako pasozyt. 4. Kolonizacja kleszcza przez B. burgdorferi.
5. Bialka kleszcza wykorzystywane przez B. burgdorferi podczas zakazania organizmu gospodarza. 6. Podsumowanie

Molecular interactions between Borrelia burgdorferi ticks and mammals

Abstract: Over the last decade, the incidence of tick-borne diseases has been rapidly increasing in Poland. Lyme disease cases are especially
frequent. They disease in caused by Borrelia burgdorferi spirochetes. The enzootic cycle of the Lyme disease pathogen involves both
a mammalian host and an Ixodes tick vector. B. burgdorferi enters the tick during its feeding on an infected vertebrate. To survive in the
vector and to enter the host, spirochetes utilize their lipoproteins anchored in the external bacterial membrane and tick-encoded proteins.
B. burgdorferi is so well adapted to the vector that it is also capable of employing tick strategies to more effectively infect mammalian hosts.

Tick-Borrelia interaction is a very interesting and complex example of parasitism. Better understanding of the mechanisms
underlying this phenomenon is indispensable for the development effective strategies of Lyme disease prophylactics and treatment.
Here, we describe how B. burgdorferi alters gene expression depending on the tick or vertebrate environment. We also characterize the
key bacterial and vector proteins necessary for spirochete for effective colonization of the tick.

1. Introduction. 2. B. burgdorferi characteristics. 3. Ticks as a parasites. 4. Tick colonization by B. burgdorferi. 5. Tick proteins exploited

by B. burgdorferi during host infestation. 6. Summary

Stowa kluczowe: B. burgdorferi, bialka powierzchniowe, borelioza, kleszcz

Key words:

B. burgdorferi, outer-surface proteins, Lyme disease, tick

1. Wprowadzenie

Kleszcze to pasozyty zewnetrzne, zywiace si¢ krwig
wielu gatunkow kregowcow. Podczas zerowania klesz-
cze moga wprowadzi¢ do organizmu gospodarza rdzne
czynniki chorobotworcze (bakterie, wirusy, pierwot-
niaki) wywotlujace zoonozy np.: borelioze, odkleszczowe
zapalenie mozgu, tularemie, ehrlichioze, babeszjoze,
czy mykoplazmoze. W ciggu ostatniej dekady nastapit
w Polsce gwaltowny wzrost zapadalnosci na choroby
odkleszczowe, a szczegolnie na borelioze wywolywana
przez kretki Borrelia burgdorferi sensu lato (s. I.). Kraze-
nie B. burgdorferi s. . w srodowisku naturalnym zalezy
od obecnosci wlasciwych wektoréw oraz nosicieli.
W Polsce wektorem przenoszacym B. burgdorferiss. . s3
kleszcze z rodzaju Ixodes. W niektorych rejonach Polski
do 50% kleszczy moze by¢ zakazonych B. burgdorferi
5.1 [10, 11, 46].

Zachodzace w Europie zmiany klimatyczne i zwia-
zane z nimi cieplejsze zimy oraz goretsze i wilgotniejsze
lata sg jedna z przyczyn ciagtego poszerzania obszarow
zasiedlanych przez kleszcze i zwigkszania ich liczeb-
nosci. Jako inne przyczyny wzrostu zapadalnosci na
borelioze wymienia si¢ rozwdj turystyki na terenach
lesnych oraz obserwowany w ostatnich latach wzrost
populacji dzikich zwierzat. Rozpatrujac ztozonos¢ eko-

logicznych i epidemiologicznych uwarunkowan takich
choréb jak borelioza, czy kleszczowe zapalenie mozgu,
trudno jest jednoznacznie wskaza¢ gléwna przyczyne
ich rozprzestrzeniania. W zwigzku ze wzrastajacg liczbg
zakazen kretkami B. burgdorferi s. ., takze wsrod ludzi,
problem powstrzymania dalszej ekspansji tego groznego
patogenu staje si¢ coraz bardziej naglacy. Stworzenie
skutecznych strategii profilaktyki i terapii boreliozy
wymaga jednak lepszego poznania mechanizmdéw mole-
kularnych proceséw zachodzacych podczas oddzialy-
wan bakterii, kleszcza i jego gospodarza [5].

2. Borrelia burgdorferi - podstawowe informacje

Kretki z rodzaju Borrelia to Gram-ujemne bakterie
o $rednicy 0,3-0,5pum i dlugosci 20-30 um. Obecnie
znanych jest wiele gatunkéw nalezacych do tego rodzaju
(B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii, B. bisset-
tii, B. spielmanii, B. lusitaniae i B. valaisiana). W Europie
gatunki B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii
traktowane sg jako jeden czynnik chorobotwdrczy nazy-
wany B. burgdorferi sensu lato (s.1.) [16].

Kretki B. burgdorferi sa przenoszone na ludzi glow-
nie przez kleszcze z rodzaju Ixodes. W Europie i Azji s3
to gatunki: Ixodes ricinus oraz I. persulcatus, w Ameryce

* Autor korespondencyjny: Pracownia Biologii Molekularnej i Systemowej, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, ul. Z. Noskow-
skiego 12/14, 61-704 Poznan; e-mail: Marek.Figlerowicz@ibch.poznan.pl
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Pénocnej: I scapularis, a takze I. pacificus. W Polsce
wektorem przenoszacym B. burgdorferi s.l. jest L rici-
nus. Kretki wystepuja takze u innych gatunkow klesz-
czy, pewnych gatunkéw pchet, much i komaréw [36].
Wydaje si¢ jednak, ze te bezkregowce nie przenosza ich
na ludzi. Najwigkszy rezerwuar bakterii B. burgdorferi
s. I. stanowig drobne gryzonie, nieco mniejszy duze ssaki
oraz ptaki [16, 46, 51]. Ludzie oraz zwierz¢ta domowe,
u ktérych rozwija si¢ borelioza, sg dla kretka przypad-
kowymi gospodarzami. Mimo iz wszystkie trzy stadia
rozwojowe kleszczy moga zywi¢ sie krwig cztowieka, do
zakazen ludzi najczesciej dochodzi w wyniku kontaktu
z nimfami, ktére s3 malymi i trudnymi do zauwazenia,
a przy tym najbardziej agresywnymi formami rozwojo-
wymi kleszczy [10, 11, 46].

B. burgdorferis. |. najcze$ciej zasiedla kleszcze w sta-
dium larwy lub nimfy, podczas ich Zerowania na zaka-
zonym kretkiem kregowcu. Bakteria nie przedostaje si¢
z dorostej samicy kleszcza na skladane przez nia jaja.
Kolejne generacje roztoczy sg wigc zakazane de novo.
Naturalny rezerwuar B. burgdorferi stanowia zwierzeta
bedace kompetentnymi gospodarzami kretka. Do grupy
tej naleza drobne ssaki oraz ptaki, u ktoérych stosun-
kowo fatwo dochodzi do niegroznych acz dlugotrwatych
infekcji [37]. Doroste kleszcze nie odgrywaja znacza-
cej roli w krazeniu B. burgdorferi w przyrodzie, ponie-
waz zywig sie krwia wigkszych ssakéw, ktére nie s dla
bakterii kompetentnym gospodarzem. Niemniej jed-
nak, duze ssaki s wazne dla podtrzymania liczebno$ci
kleszczy, poniewaz na ich ciele najczesciej dochodzi do
kopulacji kleszczy [37].

Poznany w 1997 roku genom szczepu B31 B. burg-
dorferi, zawiera ponad 1750 genéw umiejscowionych na
liniowym chromosomie (910kpz) oraz 21 plazmidach
(w sumie ich diugos¢ wynosi okoto 610 kpz) — 12 linio-
wych (Ip - linear plasmid) i 9 kolistych (cp - circular
plasmid). Az 40% informacji genetycznej zakodowana
jest w DNA pozachromosomalnym [19]. Badania z uzy-
ciem mikromacierzy sugeruja, Ze geny umiejscowione
w plazmidach, w wigkszym stopniu niz geny chromoso-
malne, s3 zaangazowane w odpowiedz na zmieniajgce si¢
warunki zewnetrzne [6]. Genom B. burgdorferi koduje
okolo 130 lipoprotein — najwigcej sposrod znanych geno-
mow bakteryjnych. Wigkszo$¢ z nich stanowig biatka
powierzchniowe, ktére biorg udzial w réznorodnych
oddzialywaniach pomigdzy bakterig a gospodarzem
oraz pomiedzy bakterig i wektorem. Duza réznorod-
nos$¢ plazmidéw, w zaleznosci od szczepu i lokalizacji
geograficznej stanowi podstawe klasyfikacji bakterii.
Znaczna czg$¢ zawartych w plazmidach genéw koduje
biatka nieposiadajace homologéw u innych organizmdw.
Prawdopodobnie biatka te decyduja o wirulencji pato-
genu. Utrata wiekszosci plazmidéw nie wywiera wptywu
na propagacje bakterii w hodowli, jednak uniemozli-
wia infekowanie zwierzat laboratoryjnych. Znaczny

polimorfizm pozagenomowego DNA sprawia, iz tatwo
dochodzi do zmian antygendéw bakterii, co w duzym
stopniu utrudnia diagnostyke i profilaktyke boreliozy.

W materiale genetycznym B. burgdorferi nie ziden-
tyfikowano genéw kodujacych jakiekolwiek znane tok-
syny, czy tez czynniki potrzebne do ich sekrecji. Uwaza
sie zatem, ze uszkodzenia tkanek zwigzane z rozwojem
boreliozy sg efektem reakcji zapalnej wywotanej przez
organizm gospodarza [50].

B. burgdorferi jest obligatoryjnym pasozytem. W zwigz-
ku z tym jej ewolucja, oraz cykl zyciowy sg $cisle powia-
zane z ewolucja i sposobem funkcjonowania wektora
(bezkregowca) oraz zywiciela (kregowca). Przebywanie
B. burgdorferi w skrajnie roznych warunkach wystepuja-
cych w organizmach gospodarza oraz wektora wymaga
odpowiedniego przystosowania poprzez zmiane¢ pro-
filu ekspresji genéw (32). Transkrypcja wielu gendw,
kodujacych biatka niezbedne podczas migracji bak-
terii pomiedzy wektorem i gospodarzem oraz podczas
infekcji kregowcow, regulowana jest przez alternatywne
czynniki transkrypcyjne Rrp2, RpoN i RpoS. Powsta-
wanie czynnika RpoS kontrolowane jest przez czynnik
RpoN (znany réwniez jako ¢>* oraz NtrA) wigzacy si¢
do polimerazy RNA [43]. Transkrypcja rpoS wymaga
przylaczenia kompleksu bialkowego w rejonie znajdu-
jacym si¢ przed promotorem rpoS. W sktad tego kom-
pleksu, oprécz RpoN, wchodzi ufosforylowane biatko
Rrp2 (Response regulatory protein 2) oraz czynnik BosR
(Borrelia oxidative stress regulator; znany rowniez jako
Fur) [22, 35]. Ekspresja rpoS jest regulowana potran-
skrypcyjnie przez kréotkie RNA DsrA [28], chaperon
RNA - Hfq [27] oraz wigzace RNA biatko CsrA [23].
Ekspresje wielu genéw niezbednych do kolonizacji wek-
tora uruchamia system zlozony z kinazy histydynowej
Hk1 (Histidine kinase I) oraz biatka Rrpl. Hk1 i Rrpl
kontroluja produkcje czasteczki sygnalnej cyklicznego
di-GMP. Nukleotyd ten uczestniczy w modulacji ekspre-
sji genow, ktérych produkty ulatwiajg adaptacje bakterii
do warunkéw panujacych w przewodzie pokarmowym
zerujacego kleszcza. W przeciwienstwie do $ciezki Rrp2/
RpoN/RpoS uruchamianej tylko przez bakterie znajdu-
jace sie w ssacej krew nimfie kleszcza, $ciezka zalezna
od Hk1 i Rrpl funkcjonuje zaréwno w jelicie zerujacej
larwy jak i nimfy [7].

Sciezka Rrp2/RpoN/RposS jest w pelni aktywna takze
w poczatkowym stadium infekcji gospodarza przez
B. burgdorferi. Uruchamia ona ekspresje genéw umoz-
liwiajacych przetrwanie bakterii w nowym srodowisku
oraz ttumi ekspresje genow, ktore byly potrzebne do
przezycia B. burgdorferi w kleszczu. Kretki rozprzestrze-
niajg si¢ w organizmie gospodarza, ktéry w ten sposéb
staje sie swoistym rezerwuarem bakterii. B. burgdorferi
moze nastepnie infekowa¢ larwy, nimfy i formy doroste
kleszcza. Larwa moze zosta¢ zainfekowana juz podczas
jej pierwszego zerowania. W momencie, gdy pasozyt
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jest juz syty, $ciezka Rrp2/RpoN/RpoS przestaje by¢
aktywna, a uruchamiana jest ekspresja gendw fazy klesz-
czowej (m.in. OspA, ktdrego transkrypcja jest bloko-
wana przez RpoS) [43]. Jednoczesnie, aktywowana jest
$ciezka Hk1/Rrpl, ktora jest niezbedna do kolonizacji
jelita larwy [7]. Po przeobrazeniu si¢ larwy w nimfe,
kretki narazone s na dlugotrwaty gléd. W tym okresie
$ciezki Rrp2/RpoN/RpoS oraz Hk1/Rrp1 s3 nieaktywne.
Ponownie uruchomiona jest ekspresja genow fazy klesz-
czowej. Rozpoczecie zerowania przez nimfe kolejny raz
aktywuje $ciezke Rrp2/RpoN/RpoS, co pociaga za soba
transkrypcje genéw niezbednych do zainfekowania
kregowca i jednoczesnie stopniowe ttumienie genéw
fazy kleszczowej [37, 43]. Oprocz tego, dwusktadni-
kowy uklad Hk1/Rrpl uruchamia transkrypcje gendw,
ktorych rodukty pozwalaja kretkowi unikna¢ antybak-
teryjnej odpowiedzi ze strony kleszcza [24].

3. Kleszcz jako pasozyt

Kleszcze naleza do gromady pajeczakow, podgro-
mady roztoczy i sg pasozytami zewnetrznymi gtéwnie
kregowcoéw. W Europie najczesciej spotykane sa klesz-
cze z gatunku Ixodes ricinus (kleszcz pospolity). Wyste-
Puja one na terenie lasow liSciastych oraz mieszanych.
Pomiedzy okresami zerowania kleszcze narazone s3 na
wysychanie i dlatego przemieszczajg si¢ do warstwy
podsciotki. Liczebnos$¢ populacji I ricinus ulega zna-
czacemu obnizeniu, kiedy okres ich aktywnosci zbiega
sie z okresem niskiej zawarto$ci wody w atmosferze [35].

Dlugos¢ poszczegolnych faz cyklu zyciowego klesz-
cza zalezy od warunkéw $rodowiskowych oraz dostep-
nosci zywicieli. Kleszcze zeruja na ponad 300 gatunkach
kregowcow. We wszystkich stadiach rozwojowych zywia
sie one krwig gospodarza przez kilka kolejnych dni.
Jedynie doroste samce zerujg bardzo krétko i wypijaja
niewielky ilo$¢ krwi. Larwy pijg krew przez 2 do 4 dni,
nimfy 4-6 dni, natomiast samice 6-10 dni. Po zakon-
czeniu Zerowania posta¢ niedojrzata przeksztalca si¢
w kolejng forme rozwojowa. W pelni dojrzate samice po
zerowaniu skladaja jaja, a nastepnie umieraja. Z jaj roz-
wijaja sie larwy, a z nich powstaja nimfy, ktore nastepnie
przeobrazajg sie w postaé dorostg. Caly cykl rozwojowy
trwa zazwyczaj 2 do 3 lat. W skrajnych przypadkach,
kleszcze moga przetrwaé w swoim siedlisku nawet do
kilku lat. Aby znalez¢ zywiciela, kleszcz wspina si¢ na
rosliny i oczekuje na bodzce mechaniczne oraz che-
miczne, wytwarzane przez gospodarza, po czym spada
na ofiare [35]. W Europie Srodkowej okres aktywnosci
kleszczy rozpoczyna sie w marcu i trwa do konca paz-
dziernika. Jednak najwyzsza aktywno$¢ I. ricinus wyka-
zuje wczesng wiosng oraz wczesng jesienig [17].

Ze wzgledu na swoj pasozytniczy tryb zycia kleszcze
wyksztalcily zdolno$¢ do pokonywania réznorodnych

barier zabezpieczajacych organizm gospodarza. W tym
celu wytwarzaja one szereg biatek, ktore szczegdlnie
obficie wystepuja w $linie tego roztocza. Zidentyfiko-
wano w niej zaréwno liczne czynniki przeciwzakrze-
powe, jak i rozkurczajace naczynia krwionos$ne, sub-
stancje przeciwzapalne oraz immunomodulujace [49].

4. Kolonizacja kleszcza przez B. burgdorferi

Do kolonizacji kleszcza przez B. burgdorferi dojs¢
moze podczas jego zerowania na zakazonym kregowcu.
W procesie tym uczestnicza powierzchniowe biatka bak-
terii, miedzy innymi lipoproteina OspA, ktoéra oddzia-
tuje z receptorem TROSPA (tick receptor for OspA) obec-
nym na powierzchni komoérek nabtonka jelita kleszcza,
oraz lipoproteina OspB, ktorej receptor nie jest znany.
Geny ospA oraz ospB umiejscowione s3 w pozageno-
mowym DNA kretka, a ich ekspresj¢ indukuja blizej
niezidentyfikowane czynniki uwalniane przez klesz-
cza, badz gospodarza podczas ukaszenia. W regulacji
ekspresji obu gendw uczestnicza alternatywne czynniki
transkrypcyjne RpoN/RpoS. Obydwa biatka powstaja
w procesie transkrypcji operonu ospAB [1]. Uzyskane
metodg rekombinacji DNA biatka OspA i OspB wigza
sie specyficznie z tkankg pochodzacg z jelita kleszcza, co
potwierdza ich udziat w kolonizacji kleszcza przez bak-
terie. Podczas zerowania kleszcza na myszach, ktére byty
wczesniej immunizowane antygenami OspA, a nastep-
nie zakazone B. burgdorferi, nie obserwowano wigza-
nia kretkéw do nablonka jelitowego roztocza. Mutanty
pozbawione operonu ospAB infekuja myszy w takim
samym stopniu jak typ dziki, nie sg jednak w stanie
skolonizowac kleszcza, ani w nim przetrwac [54]. Wpro-
wadzenie mutacji w genie ospB szczepu B31 B. burgdor-
feri, przy zachowaniu funkcjonalnego ospA, réwniez
ogranicza zdolnos$¢ infekowania oraz przezywalnos¢
B. burgdorferi w kleszczu [30]. Analiza in vivo trans-
kryptomu B. burgdorferi wykazala, ze podczas trans-
feru bakterii z zainfekowanych myszy do zerujacego
kleszcza nastgpuje wzmozona ekspresja genu bb0365
kodujacego lipoproteing La7 [20]. Mutanty pozbawione
genu bb0365 zakazaja myszy w takim samym stopniu
jak typ dziki, jednakze majg znaczaco obnizong prze-
zywalno$¢ w organizmie kleszcza. Nie zaobserwowano
wzmozonej ekspresji bb0365 w zadnej z kolonii bakte-
ryjnych wyizolowanych z réznych tkanek mysich [32].
Ponadto, wykazano, ze u pacjentéw zakazonych bore-
liozag immunoglobuliny skierowane przeciwko BB0365
sg stabo wykrywalne w testach ELISA [40].

Gdy B. burgdorferi znajdzie sie¢ w jelicie kleszcza,
musi unikng¢ strawienia oraz neutralizacji przez sys-
tem immunologiczny roztocza. Pomimo, iz trawienie
u kleszcza zachodzi wewnatrzkomérkowo, a proteazy
nie s3 obecne w $wietle jelita, produkty pochodzace
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z degradacji hemoglobiny posiadaja wlasciwosci prze-
ciwbakteryjne. Ponadto, znaleziono u kleszcza gen
kodujacy biatko defensyno-podobne, ktéry ulega wzmo-
zonej ekspresji po infekcji jelita przez kretki boreliozy.
Nie jest jednak znany sposdb, w jaki bakteria omija ten
rodzaj odpowiedzi immunologicznej [35].

Po nasyceniu si¢ krwig gospodarza niedojrzata forma
kleszcza przechodzi przeobrazenie w kolejng forme roz-
wojowa. Jest to proces dlugotrwaly, podczas ktérego
brakuje dostepu do substancji odzywczych. Aby prze-
trwac ten okres, Borrelia uruchamia produkcje odpo-
wiednich bialek. Jednym z nich jest biatko Dps-podobne
(DNA-binding protein from starved bacteria), bedace
ortologiem bakterioferrytyny. Bialko to zostalo pier-
wotnie zidentyfikowane w komdrkach Escherichia coli
poddanych dlugotrwalemu glodzeniu. Stwierdzono,
ze jego homologi wystepuja u wielu réznych gatun-
kow bakterii. Badania strukturalne wykazaly, ze bialtka
Dps tworza dodekamery wykazujace powinowactwo
do jonow zelaza oraz DNA. Wigzanie zelaza mogloby
zapobiegac reakcji Fentona, w ktorej powstaja reaktywne
formy tlenu. U B. burgdorferi homolog Dps powstaje
jako produkt ekspresji genu chromosomalnego bb0690.
Wykazano, ze biatko typu Dps umozliwia B. burgdorferi
przetrwanie w jelitach kleszcza dlugotrwatych okresow
glodu [26]. W przeciwienstwie do biatka pochodzacego
z E. coli, rekombinowane Dps z B. burgdorferi nie wiaze
sie z DNA, ani nie chroni jego struktury przed uszko-
dzeniami oksydacyjnymi w testach in vitro. Istnieje jed-
nak szereg homologéw Dps, ktére chroniag DNA w inny
sposob niz biatko pochodzace od E. coli. Bacillus brevis
syntetyzuje Dps, w ktérym nie wystepuje N-koncowa
domena wiazaca DNA, a chromosom bakteryjny jest
najprawdopodobniej upakowany pomiedzy tworzace
wielowarstwowa strukture dodekamery [41]. By¢ moze
B. burgdorferi chroni swo6j materiat genetyczny upako-
wujac go przy pomocy bogatego w cysteiny, C-konco-
wego odcinka biatka Dps [26]. Inne bialko ufatwiajace
B. burgdorferi przetrwanie w organizmie kleszcza to
lipoproteina powierzchniowa BptA (Borrelia persistence
in tick protein A). Powstaje ona jako produkt ekspresji
genu bbel6 znajdujacego si¢ na plazmidzie Ip25. Larwy
kleszcza zakazone kretkami B. burgdorferi z wyciszonym
bptA, po przeobrazeniu do stadium nimfy, zawieraly
znaczgco mniejsza ilo§¢ bakterii w poréwnaniu z kret-
kami typu dzikiego. BptA wykazuje wysoka konserwa-
tywnos¢ (powyzej 88% podobienstwa oraz ponad 74%
identycznosci na poziomie aminokwasowym) w obrebie
szczepOw B. burgdorferis. . [42].

Po wyczerpaniu glukozy w jelicie kleszcza, B. burg-
dorferi musi przestawic si¢ na alternatywne zrédta wegla
potrzebne do glikolizy i syntezy fosfolipidéw. U kret-
kéw dochodzi wowczas do wzmozonej ekspresji genow
z operonu glp, ktéry koduje bialka odpowiedzialne za
przechwytywanie i wykorzystanie czasteczek glicerolu

wytwarzanych przez kleszcza w czasie zimy. W akty-
wacji operonu glp uczestniczg czynniki transkrypcyjne
Hk1/Rrp1, natomiast wytaczenie glp zachodzi pod wply-
wem czynnika RpoS [37].

Ponowne pobranie pokarmu przez kleszcza diame-
tralnie zmienia panujace w jelicie warunki. Bakterie
odczytuja te zmiang jako sygnal, iz pojawila si¢ moz-
liwo$¢ zasiedlenia kolejnego gospodarza. W rezultacie
uruchamiajg ekspresje odpowiedniej puli genéw. Przez
pierwsze 36 godzin zerowania kretki pozostaja w jelicie
dzigki oddzialywaniu OspA-TROSPA. Po 72 godzinach
obserwuje sie¢ wykladniczy wzrost populacji B. burg-
dorferi oraz jej rozproszenie w obrebie tkanki jelita [33,
47]. Czg$¢ kretkow przechodzi wtedy przez komorki
nablonka do hemocelu, skad wedruje dalej do gru-
czoléw slinowych kleszcza. Migracja kretkow nie jest
dobrze poznanym procesem. Moga ja wspomagac inte-
rakcje pomiedzy bialkami powierzchniowymi bakterii
i czynnikami produkowanymi przez kleszcza. Postu-
lowane jest miedzy innymi oddziatywanie powierzch-
niowej lipoproteiny kretka BBE31 z biatkiem TRE31
wydzielanym przez nablonek jelita podczas zerowania
kleszcza [55] oraz wigzanie plazminogenu z OspA [12].
Kolejnym bardzo istotnym biatkiem pojawiajacym sig¢
na powierzchni kretka na tym etapie jego cyklu zycio-
wego jest lipoproteina OspC. Gen kodujacy OspC sta-
nowi fragment kolistego plazmidu cp26, ktdry wystepuje
u wiekszosci szczepdw B. burgdorferi [8]. Za regulacje
ekspresji tego genu odpowiedzialne sg czynniki trans-
krypcyjne RpoN/S. OspC faczy si¢ z wystepujacym w sli-
nie kleszcza biatkiem Salp15 [2] w rezultacie dochodzi
do oplaszczenia kretkdw przez to biatko. Rola, jakg pelni
OspC w oddzialywaniach bakteria-kleszcz, nie jest do
konca jasna. Istnieja przestanki wskazujace, ze OspC jest
potrzebne kretkowi do przemieszczenia sie z jelita klesz-
cza do jego gruczolow slinowych [34]. Knock-out genu
ospC powoduje, ze B. burgdorferi nie jest w stanie zain-
fekowac ssaka. Efekt ten jest obserwowany zaréwno, gdy
zakazenie nastepuje w wyniku ukaszenia przez kleszcza
jak i gdy bakteria wprowadzona zostaje za pomocy igly.
Na tej podstawie mozna sadzi¢, ze bialko to jest nie-
zbedne do rozwoju infekcji w organizmie gospodarza
[21, 48]. Réwnocze$nie wykazano, Ze mutanty B. burg-
dorferi, z wylaczonym genem ospC oraz podwyzszong
ekspresja jednego z genéw kodujacych pozostate biatka
powierzchniowe (OspA, OspE, VISE i DbpA) byly w sta-
nie zasiedli¢ organizm myszy. Okazuje si¢ wigc, ze inne
lipoproteiny powierzchniowe kretka sa w stanie przejac
funkcje OspC pod warunkiem, ze wystepuja obficie na
powierzchni zewnetrznej blony komoérkowej bakterii
[53]. Lipoproteina BB0323 to kolejne biatko wystepu-
jace w blonie komoérkowej B. burgdorferi. Wykazano, ze
jest ono niezbedne dla przetrwania bakterii w wektorze
oraz transferu patogenu z kleszcza do organizmu gospo-
darza. Produkcja bakteryjnego biatka BB0323 wzrasta,



MOLEKULARNE PODLOZE ODDZIALYWAN POMIEDZY BORRELIA BURGDORFERI, KLESZCZEM I KREGOWCEM 13

gdy zakazony B. burgdorferi kleszcz pobiera krew z orga-
nizmu gospodarza. Mutanty pozbawione bb0323 nie sa
w stanie zainfekowac kleszczy, ani myszy. Sg one elimi-
nowane w ciggu kilku pierwszych dni infekeji, zaréwno
u kleszczy, immunokompetentnych myszy, jak i u myszy
z zespolem ciezkiego skojarzonego niedoboru odpor-
nosci. Wykazano réwniez, ze zniesienie mutacji bb0323,
poprzez tzw. komplementacje chromosomalng, powo-
duje w znacznym stopniu odzyskanie wirulencji i przy-
wraca bakteriom zdolno$¢ przetrwania w organizmie
myszy oraz kleszcza [55].

Lipoproteina BBA07 stanowi kolejny przyktad biatka,
ktore ulega zwiekszonej produkcji podczas zerowania
nimfy oraz odgrywa istotng role w przeptywie B. burg-
dorferi z kleszcza do ssaka [52]. U kretkéw hodowanych
w temperaturze 37°C i obnizonym pH (pH 6,8), czyli
w warunkach podobnych do tych panujgcych w jelicie
odzywiajacego sie kleszcza, ekspresja bba07 wzrasta
ponad 10-krotnie w poréwnaniu do kontroli (23°C,
pH 7,5). Analizy z uzyciem mikromacierzy wykazaly,
ze ekspresja bba07, obok 100 innych genéw wirulencji
(m.in. ospA, ospC), znajduje si¢ pod kontrola $ciezki
Rrp2/RpoN/RpoS [43]. Stwierdzono, ze mutacje rrp2,
rpoN lub rpoS powodowaly nawet 138-krotny spadek
ilosci transkryptu bba07 [4, 6, 19]. Mutanty pozbawione
BBAO7, pomimo, ze sg w stanie infekowa¢ myszy po
inokulacji za pomoca igly oraz przezywaja w klesz-
czu, nie s3 zdolne do przedostania si¢ do organizmu
ssaka poprzez ugryzienie przez kleszcza. Natomiast
po komplementacji mutantéw za pomoca kopii genu
bba07, pochodzacej od typu dzikiego, nastepuje czes-
ciowe odwrdcenie tego defektu. Mechanizm dziatania
BBAQO?7 nie zostal jak dotad poznany, wiadomo jednak,
iz biatko to ulatwia przepltyw B. burgdorferi z wektora
do gospodarza [52].

6. Bialka kleszcza wykorzystywane przez B. burgdor-
feri podczas zakazania organizmu gospodarza

W wyniku koewolucji pomiedzy kleszczem a B. burg-
dorferi uksztaltowal sie niezwykle specyficzny system
oddzialywan. Z jednej strony umozliwia on efektywna
kolonizacje wektora przez bakterie, z drugiej ulatwia
transfer bakterii z kleszcza do gospodarza. Kleszcze,
jako pasozyty, niemal do perfekcji doprowadzity zdol-
no$¢ przetamywania systemu obronnego gospodarza,
kretki tymczasem nauczyly si¢ jak zdolnosci te wyko-
rzystywac do wlasnych celow.

W linie kleszczy obficie wystepujg czynniki o dzia-
taniu przeciwzakrzepowym rozkurczajacym naczynia
krwiono$ne, przeciwzapalnym oraz immunomodulujg-
cym [49]. Agregacja plytek krwi prowadzgca do utwo-
rzenia skrzepu stanowi jeden z krytycznych mechaniz-
moéw utrzymujacych hemostaze naczyn krwionosnych.

Za inicjacje procesu krzepniecia odpowiedzialne sg
trombocyty. W wyniku ich aktywacji uwalniane s3
liczne czynniki biatkowe i niebiatkowe niezbedne do
powstania skrzepu, m.in. ADP, serotonina, kolagen,
trombina, czynnik PAF (platelet-activating factor) oraz
tromboksan A2. W ekstrakcie pochodzacym z gruczo-
tow slinowych kleszcza zidentyfikowano wiele inhibito-
roéw przeciwdziatajacych agregacji trombocytow in vitro.
Naleza do nich m.in. apyraza, czyli enzym hydrolizujacy
ADP i ATP, a takze prostacyklina PGI, oraz dezinte-
gryny zapobiegajace wigzaniu si¢ fibrynogenu z ptyt-
kami krwi. Inne antykoagulanty wystepujace w $linie
kleszcza to inhibitory proteaz typu Kunitza, biatka Salp9
i Salp14 pochodzace z I. scapularis oraz zwigzki wigzace
trombing i czynnik Xa. Dodatkowo u Haemaphysalis
longicornis, nalezacego do rodziny kleszczy twardych,
odkryto biatko bedgce silnym inhibitorem procesu
angiogenezy [18]. Substancje te z pewnoscig w sposob
posredni ulatwiajg przenoszonym przez kleszcza drob-
noustrojom inwazje organizmu kregowca.

System odpornosciowy gospodarza stanowi kolejna
bariere, ktéra muszg pokonac nie tylko kleszcze, lecz
i kretki. W odpowiedzi na uszkodzenie skory oraz obec-
nos$¢ antygenow organizm kregowca produkuje miedzy
innymi cytokiny oraz biatka nalezace do uktadu dopel-
niacza. Stwierdzono, ze kleszcze z rodziny obrzezko-
watych wytwarzaja lipokaline, ktdra jest inhibitorem
konwertazy C5, dzigki czemu blokuje zaréwno kla-
syczng, jak i alternatywng droge aktywacji dopelniacza
[31]. Dowiedziono, ze lina I. scapularis hamuje dziata-
nie neutrofiléw oraz dezaktywuje anafilatoksyny [18].
Wykazano, ze ekstrakt gruczoléow slinowych kleszcza
hamuje wydzielanie przez makrofagi oraz komorki
dendrytyczne cytokin wywolujacych zapalenie (IL-1,
IL-12 i TNF-a) [9, 38]. Podobne dzialanie $liny klesz-
cza, czyli blokowanie produkeji IL-2 i TNF-y obserwo-
wano w przypadku limfocytow [18]. U L. ricinus opisano
biatko Iris (I ricinus immunosuppressor), ktore takze
hamuje produkcje cytokin prozapalnych [25]. Jednym
z biatek kleszczowych blokujacych dopetniacz, a wyko-
rzystywanych przez B. burgdorferi, jest Salp20. Homolo-
giczne bialka IRAC Ii IRAC II, hamujace alternatywna
sciezke ludzkiego dopelniacza odkryto u L ricinus [13,
14]. W testach in vitro wykazano, ze Salp20 zapobiega
lizie wrazliwych na serum szczepow B. burgdorferi. Moz-
liwe jest zatem, ze bialko to chroni bakteri¢ przed dopel-
niaczem, nie tylko w trakcie jej transferu z gospodarza
do wektora, ale takze we krwi juz pobranej i znajdujacej
sie w jelicie kleszcza [35]. Inne bialko I. ricinus, Salp15,
blokuje produkeje IL-2, przez co uniemozliwia aktywa-
cje limfocytéw T CD4. Bialko to oddzialuje z opisang
wczesniej lipoproteing powierzchniowa B. burgdorferi
OspC. Dzigki temu oddzialywaniu bakterie moga bez
przeszkéd wnika¢ do organizmu zywiciela, gdyz na
ich powierzchni tworzy si¢ ochronny plaszcz z bialtka
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Salp15, ktéry chroni je przed przeciwcialami rozpo-
znajacymi biatko OspC. Co wigcej, zachodzace oddzia-
tywanie pomiedzy OspC i Salpl5 moze by¢ korzystne
réwniez dla kleszcza. Wykazano bowiem, ze B. burg-
dorferi indukuje powstawanie wigkszych ilosci biatka
Salp15, dzigki czemu skuteczniej blokowany jest uktadu
odpornosciowy. W konsekwencji kleszcz posiada lep-
sze warunki do Zerowania [39]. Kolejne biatko wytwa-
rzane w §liniankach i jelicie kleszcza, Salp25D, jest
homologiem peroksyredoksyn i nalezy do rodziny tio-
redoksyno-zaleznych peroksydaz [29]. Biatka tego typu
wystepuja powszechnie u organizmoéw zywych i odpo-
wiedzialne s3 za enzymatyczna dezaktywacje m.in.
nadtlenku wodoru. Wykazano, ze Salp25D skutecznie
wymiata wolne rodniki tlenowe produkowane przez
zaktywowane neutrofile, chronigc w ten sposéb B. burg-
dorferi przed stresem oksydacyjnym [15]. Wyciszenie
ekspresji Salp25D w §liniankach kleszcza znaczaco redu-
kuje liczbe kretkéw w roztoczach po tym, jak spozyly
one krew myszy zainfekowanych B. burgdorferi. Bada-
nia myszy immunizowanych Salp25D i zainfekowanych
kretkiem wykazaly, ze immunoglobuliny skierowane
przeciwko Salp25D blokujg napltyw kretkéow do klesz-
czy. Ciekawym wydaje si¢ rowniez fakt, iz wyciszenie
salp25D w §liniankach hamuje przeplyw B. burgdorferi
do kleszcza, podczas gdy wyciszenie tego genu w jelicie
nie wywoluje analogicznego efektu. Wynik powyzszego
doswiadczenia sugeruje, ze Salp25D odgrywa istotng
role w miejscu ukgszenia przez kleszcza [29].
Powstrzymanie u gospodarza reakcji wywolujacej
bdl i swedzenie moze by¢ jednym z istotnych czynni-
kow decydujgcych o powodzeniu strategii pasozytniczej
kleszcza. Jednym z pierwszych mediatorow boélu jest
ATP uwalniany z uszkodzonych komoérek. Wykazano, ze
$lina kleszczy zawiera enzymy degradujgce ATP. Obok
ATP, bradykinina jest kolejnym zwigzkiem posredni-
czacym w wywolywaniu poczucia bélu. Dowiedziono,
ze bradykinina jest degradowana przez wystepujaca
w $linie kleszcza kininaze [18]. Serotonina i histamina
uwalniane przez trombocyty i komérki tuczne row-
niez indukujg powstawanie bdlu, a takze zwigkszaja
przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych. U kleszczy
z rodzaju Dermacentor wykryto biatko SHBP (serotonine
and histamine binding protein) wigzace obydwa wyzej
wymienione zwiazki [44]. Efekt wazodylatacji, czyli roz-
kurczu miesni gtadkich w $cianie naczyn krwionosnych,
umozliwia kleszczowi efektywniejsze ssanie krwi. W §li-
nie kleszcza znaleziono prostaglandyny PGE, i PGF,,
ktore dzialaja jak substancje wazodylatacyjne [45].
Dodatkowo, zwigzki te podnosza ci$nienie krwi w kapi-
larach, co w polaczeniu z wigksza przepuszczalnoscia
naczyn skutkuje intensywniejszym naptywem krwi do
tkanki w miejscu ugryzienia [18]. Nie odkryto do tej
pory czynnikéw bakteryjnych uwiktanych w bezposred-
nie oddzialywania z ta grupa bialek kleszcza, jednak

dzialanie czynnikow tagodzacych bol czy wazodylatacyj-
nych z pewnoscig wplywa korzystnie na proces infekcji
kregowca przez B. burgdorferi.

6. Podsumowanie

Oddzialywania pomiedzy kretkami B. burgdorferi,
kleszczami i kregowcami stanowia niezwykle intere-
sujacy i skomplikowany przyktad wzajemnego dopa-
sowania pomiedzy pasozytem, wektorem i zywicielem.
W ciggu minionych 30 lat nastapit duzy postep w iden-
tyfikacji substancji produkowanych przez gruczoly $li-
nowe kleszcza, ktére utatwiaja mu zerowanie. Czasteczki
te wspolgraja ze soba w celu ominiecia systemu obron-
nego kregowca. Pasozyt reguluje doptyw krwi do miejsca
ugryzienia w taki sposob, aby pobrac jak najwigksza ilo§¢
pozywienia, a jednoczesnie nie uruchomi¢ odpowiedzi
ukladu immunologicznego gospodarza. B. burgdorferi,
a takze inne drobnoustroje chorobotwdrcze wykorzy-
stuja immunomodulacyjne wlasciwosci $liny kleszcza,
aby skuteczniej infekowac¢ ssaka. Rosngca wiedza o tych
procesach i czynnikach, ktére w nich uczestnicza stwarza
duzg szansg na stworzenie nowych efektywnych metod
ograniczajgcych rozprzestrzenianie si¢ zardwno kleszczy
jak i roznoszonych przez nie patogendw [35].

Artykut powstal w wyniku realizacji grantu MNiSW N N302
041536 oraz Programu MPD ,Structural biology of plants and
microbes’, finansowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu
Rozwoju Regionalnego i z budzetu panstwa.
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Cytomegalovirus - problems due to congenital infection

Abstract: Human cytomegalovirus (CMV) is the most common cause of perinatal viral infections in the developed world and the leading
cause of congenital infections. About 30-40% infected pregnant women transmit the infection to their fetus. The consequences of CMV
infection on pregnant women are very diverse, however, due to their universality, are a serious public health problem. Therefore, the
development of prevention in the form of an effective vaccine is one of the priorities of the World Health Organization. Until the vaccine
is implemented, it seems very important to raise awareness about the risks associated with CMV infection. The epidemiology, clinical
manifestations, prevention, diagnosis and treatment of CMV congenital infection are reviewed.
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1. Wstep

Wirus cytomegalii (CMV) jest najczestsza przyczyna
zakazen wrodzonych u ludzi. Szacuje sig, Ze corocz-
nie w USA rodzi si¢ okoto 40000 zakazonych dzieci.
Konsekwencje zakazenia sg bardzo rézne, jakkolwiek
ze wzgledu na ich powszechnos¢, stanowia powazny
problem zdrowia publicznego. Dlatego tez opracowa-
nie profilaktyki w postaci skutecznej szczepionki sta-
nowi jeden z priorytetow Swiatowej Organizacji Zdro-
wia. Jednak do czasu opracowania takiej szczepionki
jedyna forma zapobiegania transmisji CMV, szczegol-
nie wérdd kobiet w wieku prokreacyjnym, zwlaszcza
w sytuacji niskiej swiadomosci dotyczacej mozliwosci
zagrozenia jest edukacja. W wiekszosci krajow, w tym
w Polsce, nie prowadzi si¢ rutynowych badan w kie-
runku CMV u kobiet ci¢zarnych. Podjecie tej decyzji
argumentowane jest w sposob nastepujacy: 1) Istnienie
udokumentowanej odpornosci w postaci obecnosci
przeciwcial anty-CMV IgG nie wyklucza mozliwosci
zakazenia wrodzonego, 2) Zakazenie wewngtrzma-
ciczne nie zawsze prowadzi do wystapienia zakazenia
objawowego i pozniejszych nastepstw u dziecka, 3) Nie
ma ustalonego postepowania leczniczego w stosunku do
plodu, 4) Badania rutynowe moga wywotywa¢ niepo-
trzebny niepokdj u ci¢zarnej, szczegélnie jesli sa wyko-

nywane bez zapewnienia odpowiedniej porady dotycza-
cej interpretacji wyniku, 5) Koszty badan rutynowych
sg wysokie i nieoptacalne w obliczu braku skutecznej
interwencji terapeutycznej [69]. Wydaje si¢ jednak, ze
logicznie uzasadniona decyzja o wykluczeniu z rutyno-
wych badan oznaczen w kierunku CMV moze by¢ jedna
z przyczyn obnizenia $wiadomosci zagrozen jakie nie-
sie zakazenie wirusem cytomegalii w cigzy. Znajomos¢
aktualnych zagadnien zwigzanych z zakazeniem CMV
- replikacja wirusa, odpowiedzia immunologiczna,
patogenezg, diagnostyka oraz mozliwosciami terapeu-
tycznymi i profilaktycznymi, moze przyczynic sie do
zweryfikowania stanowiska dotyczacego badan profilak-
tycznych majacych na celu ograniczenie liczby zakazen
wrodzonych bedacych wynikiem zakazenia CMV.

2. Budowa wirusa cytomegalii

Gatunkowo swoisty wirus cytomegalii nalezy do
rodziny Herpesviridae. Rodzina ta obejmuje trzy pod-
rodziny, do ktérych nalezy osiem patogenéw czlowieka:
Alphaherpesvirinae (HSV-1, HSV-2, VZV), Betaherprsvi-
rinae (CMV, HHV-6, HHV-7) i Gammaherpesvirinae
(EBV, HHV-8). Genom wirusa cytomegalii stanowi
podwdjna ni¢ liniowego DNA o dlugosci 124-235 kpz,

* Autor korespondencyjny: Zaklad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego - Pafistwowy Zaklad Higieny; 00-791
Warszawa, ul. Chocimska 24; tel. (22)5421230; e-mail: jsiennicka@pzh.gov.pl
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Rys. 1. Budowa czasteczki wirusa cytomegalii

zwigzana z kapsydem o $rednicy 100-110 nm. Kapsyd
zbudowany jest ze 162 podjednostek ulozonych w syme-
trii ikosahedralnej. Nukleokapsyd otoczony jest warstwa
bialek, sktadajacych sie na tegument, oraz fosfolipidowa
ostonkg, w ktorej zakotwiczone sg biatka powierzch-
niowe tworzace wypustki [93] (Rys. 1).

Wirus cytomegalii jest jednym z najbardziej zto-
zonych wiruséw. Mozliwosci kodujgce genomu CMV
okresla sie na ponad 200 bialek [33]. Najistotniejszymi,
z punktu widzenia reakcji odpornosciowych biatkami
CMY, sa te, ktorych antygeny stymuluja odpowiedz ze
strony a) przeciwcial neutralizujacych - sg to glikoprote-
iny: B (gB, gpUL55), H (gH, gpUL75), kompleks gN-gM
(gpUL73-gpUL100); b) limfocytéw cytotoksycznych
- pp65 (ppUL83), IE1 (ppUL123), glikoproteiny gB
i gH; oraz c¢) limfocytéw pomocniczych - pp65, IE1, gli-
koproteiny gB i gH [81]. Do badania zmiennosci szcze-
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pow CMV wykorzystywany jest gen UL55 kodujacy gB,
dla ktérego wykazano istnienie czterech r6znych geno-
typow (gB1, gB2, gB3, gB4), co ma istotne znaczenie
w badaniach transmisji wirusa [19]. Poza tym, sposrod
wielu genéw CMV na szczegdlng uwage zastuguja te,
zwigzane z lekoopornoscig — UL54 kodujacy biatko
wczesne - pUL54 (DNA POL, p140), wirusowa polime-
raze oraz UL97 kodujacy bialko wezesne (pUL97), fosfo-
proteing o aktywnosci kinazy, biorgce udziat w faczeniu
kapsydow i syntezie wirusowego DNA [17].

3. Replikacja CMV

Replikacja wirusa cytomegalii przebiega wedlug
schematu typowego dla wiruséw o dwuniciowym DNA
(Rys. 2). CMV powszechnie uwazany jest za wolno repli-
kujacy sie wirus. Czas petnego cyklu replikacyjnego
wynosi okofo 96 godzin [38]. Proces replikacyjny rozpo-
czyna si¢ przytaczeniem, fuzjg a nastepnie penetracja do
wnetrza komorki gospodarza. Dobrze poznanym recep-
torem komorkowym bioragcym udzial w pierwszej fazie
zakazenia jest EGFR (Epidermal Growth Factor Recep-
tor) oraz, na co wskazuja nowe doniesienia, PDGF (Pla-
telet-derived Growth Factor) [16, 60]. Okreslenie, ktory
z nich petni kluczowsa role w procesie wnikania wirusa
do komorki ma duze znaczenie dla badan zwigzanych
z opracowaniem nowych preparatéw przeciwwiruso-
wych. Najwazniejszym wirusowym bialkiem recepto-
rowym jest glikoproteina powierzchniowa gB [30].

Po etapie przylaczania i fuzji wirus ulega odptasz-
czeniu. Material genetyczny transportowany jest do
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Rys. 2. Schemat replikacji wirusa cytomegalii (CMV)

Etapy replikacji wirusa obejmujg: a) synteze bialek bezposrednio-wczesnych (IE), b) synteze biatek wezesnych (E),
c) synteze bialek poznych (L) i d) sktadanie czastek wirusowych
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Rys. 3. A - Efekt cytopatyczny wirusa cytomegalii (szczep Towne) w pierwotnej hodowli fibroblastow
cztowieka (MRC5), B - kontrola (zdjecia autorow)

jadra komorkowego gdzie nastepuje kaskadowa synteza
3 rodzajow mRNA: bezposrednio-wczesnego (IE, Imme-
diately-Early), wczesnego (E, Early) i péznego (L, Late).
W cytoplazmie komorki gospodarza, wirusowe mRNA
przy wykorzystaniu jego aparatu komorkowego, bierze
udzial w translacji bialek. Te ulegaja w dalszych etapach
przemianom potranslacyjnym: fosforylacji, glikozyla-
cji i proteolitycznym podziatom. Synteza wirusowego
DNA zachodzi w jadrze komérkowym, gdzie odbywa
sie réwniez proces skladania nukleokapsydéw. Pod-
czas opuszczania jadra komoérkowego, nukleokapsydy
zaopatrywane s3 w warstwe biatek tworzacych tegument
oraz ostonke. Proces replikacji konczy si¢ osadzeniem
w osfonce biatek powierzchniowych i opuszczeniem
komorki, co réwnoznaczne jest z jej liza [94]. Dzigki
wlasciwosciom jednego z bialek (US28), CMV zdolny
jest do tworzenia syncytiow. Fuzja komorek przyspie-
sza rozprzestrzenianie sie zakazenia a ponadto pozwala
znajdujgcemu si¢ wewnatrz komorki wirusowi na unik-
niecie dzialania ze strony przeciwcial neutralizujgcych
[15]. Obraz mikroskopowy efektu cytopatycznego CMV
w hodowlach komérek MRC-5 przedstawiono na Rys. 3.

4. Latencja

Wirus cytomegalii, tak jak inne herpeswirusy, ma
zdolno$¢ do ustanawiania dlugotrwalej latencji. Genom
wirusa wystepuje w postaci pozachromosomalnych epi-
somow w liczbie od 2 do 13 kopii w kazdej zakazonej
komorce [86]. CMV ma zdolnos¢ zakazania komédrek
$rédblonka, nablonka, monocytéw, makrofagow, ko-
morek migsniowki gladkiej i granulocytow [63]. Miejs-
cem latencji wirusa s3 monocyty, makrofagi oraz
komorki pregenitorowe o fenotypie CD33+CD34+. Ze
stanu latencji wirus cytomegalii moze okresowo ulega¢
reaktywacji. Podczas reaktywacji zakazenia zachodzi
pelny cykl replikacyjny, co skutkuje produkcja zakaz-
nych czgstek wirusowych.

Do reaktywacji zakazenia latentnego konieczna jest
aktywacja regionu IE. W zakazonej komorce za utrzy-

manie stanu latencji odpowiadajg bialka komodrkowe
powodujace represje transkrypcji regionu promotoro-
wego dla gendéw bezposrednio-wczesnych (MIEP, Major
Immediate Early Promoter) [84, 92]. Przyjmuje sie, ze
kluczowa role w przetamaniu tej represji moga mie¢
czynniki takie jak deficyt odpowiedzi immunologicznej
gospodarza, indukcja genéw IE wirusa poprzez czynniki
zwigzane z réznicowaniem si¢ komodrek gospodarza,
procesy zapalne i aktywacja makrofagéw [41]. Z dru-
giej strony wiadomo, ze wirus CMV moze by¢ istotnym
czynnikiem reaktywacji innych herpeswirusow [7].

5. Patogeneza i formy kliniczne zakazenia

Do zakazenia CMV dochodzi w wyniku ekspozycji
na materialy takie jak $lina, mocz, krew, mleko, zawiera-
jace zakazne czastki wirusa. Ze wzgledu na sposdb, czas
badz przebieg kliniczny, zakazenia wirusem cytomegalii
moga by¢ dzielone na: wrodzone lub nabyte, naturalne
lub jatrogenne, pierwotne lub wtérne, objawowe lub
bezobjawowe.

U os6b ze sprawnym ukfadem immunologicznym
zakazenie CMV w wiekszosci przypadkéw przebiega bez-
objawowo. Rzadko przybiera posta¢ syndromu mono-
nukleozopodobnego z nieswoistymi objawami grypopo-
dobnymi takimi jak zle samopoczucie, béle mig$niowe,
dlugotrwata goraczka, zaburzenia w funkcjonowaniu
watroby, limfocytoza ze wzrostem atypowych limfo-
cytow, czesto bez uogdlnionego powigkszenia weztow
chtonnych [38]. Oddzielny i niezmiernie powazny pro-
blem zakazenie to stanowi u 0séb z immunosupresja
(zakazonych wirusem HIV, biorcow przeszczepow),
oraz, co jest tematem tej pracy — kobiet cigzarnych.

Po wniknieciu do organizmu wirus rozprzestrzenia
sie droga krwi do réznych organéw: nerek, $ledziony,
watroby, serca, mozgu, siatkéwki, okreznicy, ucha
wewnetrznego, pluc, slinianek [85]. Miejsce poczat-
kowego zakazenia i sposdb, w jaki wirus dostaje si¢
do krwi pozostaja nieznane. W czasie wiremii DNA
wirusa stwierdzane jest w komérkach krwi obwodowe;:
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monocytach, limfocytach i neutrofilach [22]. Wirus
replikujacy w makrofagach nie powoduje ich lizy, a gro-
madzi si¢ w duzych cytoplazmatycznych wakuolach,
ktére nie majg zdolnosci do aczenia si¢ z bfong cyto-
plazmatyczng komorki. Uniemozliwia to prezentacje
antygendw wirusa oraz pozwala na rozprzestrzenienie
sie wraz z makrofagami po calym organizmie i zakaza-
nie komorek endotelium i fibroblastéw [85].

Jednym z waznych aspektow zakazenia CMV jest
zdolno$¢ wirusa do unikania odpowiedzi immunolo-
gicznej gospodarza. W taktyce przetrwania w organiz-
mie wirus cytomegalii stosuje rozne strategie, miedzy
innymi ograniczenie prezentacji wlasnych antygenow
poprzez blokowanie powierzchniowej ekspresji HLA I
i HLAII oraz fosforylacje bialek bezposrednio-wczes-
nych, hamowanie apoptozy, blokowanie lizy przez
komorki NK w wyniku prezentacji glikoproteiny wiru-
sowej bedacej homologiem czasteczki MHCI [74].
Zdolno$¢ do unikania odpowiedzi immunologicznej
sprzyja rozwojowi chronicznego zakazenia z okreso-
wymi, bezobjawowymi epizodami reaktywacji, w trak-
cie ktérych dochodzi do aktywnej replikacji wirusa
i krgzenia w organizmie jego zakaznych czastek. Ma to
miejsce mimo istnienia mechanizméw odpornosci
wytworzonych w wyniku zakazenia pierwotnego — obec-
nosci wirusowo-swoistych przeciwcial oraz komorek
pamieci. Tak wiec istniejaca odpornos¢ nie zabezpiecza
przed reaktywacja zakazenia latentnego, nie zabezpiecza
tez przed nadkazeniem egzogennymi szczepami wirusa.

Liczne badania nad patogeneza zakazenia wrodzo-
nego CMV wskazujg na znaczacg role tozyska w tym
procesie [48, 59]. Wynika z nich migdzy innymi, ze wiele
objawéw wrodzonego zakazenia CMV moze by¢ zwigza-
nych nie z bezposrednim dzialaniem wirusa w stosunku
do plodu, a z zakazeniem lozyska i jego dysfunkcja
w zakresie dotlenienia i odzywienia ptodu [59].

6. Epidemiologia

Rozpowszechnienie wirusa cytomegalii w popu-
lacji jest duze. Odsetek oséb seropozytywnych w kra-
jach wysokorozwinietych szacuje si¢ na okoto 40-60%,
natomiast w krajach rozwijajacych sie liczba ta osiaga
poziom powyzej 80% [69]. Poziom seroprewalencji
wsrod kobiet w Europie jest bardzo zréznicowany (od
30% do okoto 90%) i zalezy od takich czynnikéw jak
wiek, pochodzenie, status socjo-ekonomiczny [58].

Do zakazenia CMV dochodzi poprzez wydzieliny
i wydaliny cztowieka zawierajgce zakazne czgstki wirusa.
Podczas aktywnego zakazenia wirus w wysokiej koncen-
tracji znajduje si¢ w takich materiatach jak $lina, mocz
i krew. Do zakazenia moze dojs¢ w wyniku kontaktow
seksualnych na skutek obecnosci wirusa CMV w nasie-
niu i wydzielinach drég rodnych. Konsekwencja obec-
nosci wirusa cytomegalii w komodrkach krwi jest moz-

liwos¢ przenoszenia zakazenia poprzez transfuzje badz
przeszczep. Do zakazenia z reguly dochodzi we wczes-
nym dziecinstwie. Stwierdzono, ze dzieci uczeszczajace
do przedszkoli s3 znaczacym zrédiem wirusa. Wynika
to miedzy innymi z faktu dlugotrwalego utrzymywa-
nia si¢ aktywnej infekcji u dzieci w wieku ponizej lat
trzech. Wirus wykrywany jest w §linie i moczu dzieci po
6 a nawet do 42 miesiecy po zakazeniu [5]. Szacuje sie,
ze od 15% do 70% dzieci uczeszczajacych do przedszkola
ulega infekcji [4]. W zwigzku z powyzszym logiczne jest,
ze dzieci s znaczacym zrodlem zakazenia CMV dla
swoich matek. Badania wykazaly, Ze co najmniej 50%
seronegatywnych kobiet, ktérych dzieci objete s3 opieka
przedszkolng ulega serokonwersji w ciaggu jednego roku
[3]. Stwierdzono tez, ze najwickszym czynnikiem ryzyka
zakazenia w czasie cigzy jest czesty i dlugotrwaty kon-
takt z dzie¢mi w wieku ponizej 3 lat [6]. Z powyzszego
wynika wiec, ze grupa kobiet wysokiego ryzyka sa matki
tych dzieci oraz osoby zawodowo zajmujace si¢ opieka
nad nimi - pracownice ztobkow i przedszkoli [1, 71].
Co ciekawe, stwierdzono, Ze wysokie ryzyko zakazenia
nie dotyczy pracownic stuzby zdrowia, nawet tych na co
dzien zajmujacych sie malymi dzie¢mi [6, 27]. Wskazuje
to na role rezimu higienicznego w rozprzestrzenianiu si¢
zakazenia CMV, duzo bardziej restrykcyjnego w warun-
kach szpitalnych i ambulatoryjnych niz domowych czy
przedszkolnych.

Wirus CMV jest obecny w mleku seropozytywnych
kobiet i moze by¢ przyczyna zakazenia u noworodkow
karmionych piersia [90]. Szacuje sie, ze ryzyko transmi-
sji wirusa tg droga wynosi 58-69%. Pomimo wysokiej
transmisji, zakazenia nabywane w ten sposob z reguly
sa bezobjawowe [28, 89]. Nie istniejg wiec zadne prze-
ciwskazania do karmienia piersig zdrowych noworod-
kow. Jako jedyna grupe zwigkszonego ryzyka wskazuje
sie noworodki z niskg masg urodzeniows i wczesniaki.
W celu zmniejszenia u nich ryzyka zakazenia zaleca
sie krotkotrwalg pasteryzacje lub zamrazanie mleka do
temperatury —20°C. Jakkolwiek nie ma danych jedno-
znacznie wskazujacych na skuteczno$¢ takiego postepo-
wania to stwierdzono, ze mozna w ten sposob osiaggna¢
obnizenie poziomu wirusa w mleku bez utraty jego
wlasciwosci pokarmowych i ochronnych [40].

7. Zakazenie wrodzone CMV

Do zakazenia CMV moze doj$¢ w trakcie trwania
ciazy, w czasie porodu badz w okresie poporodowym.
Nabycie zakazenia w okresie pfodowym (zakazenie wro-
dzone) jest zwigzane z najpowazniejszymi konsekwen-
cjami podczas gdy te, nabywane w okresie noworodko-
wym (zakazenie okoloporodowe i poporodowe) z reguty
majg przebieg bezobjawowy. Zakazenie kobiety ciezar-
nej moze mie¢ rézne konsekwencje, od braku transmisji
wirusa pomimo istnienia zakazenia u matki, do $mierci
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plodu lub noworodka w wyniku infekcji. Moze réwniez
dochodzi¢ do sytuacji, w ktoérych ma miejsce zakazenie
tozyska bez zakazenia ptodu, zakazenie plodu o charak-
terze bezobjawowym bez pdzniejszych nastepstw, zaka-
zenie plodu, ktére ma charakter bezobjawowy w czasie
porodu ale moze by¢ zwigzane z pdzniejszymi nastep-
stwami, jak rowniez moze mie¢ miejsce zakazenie plodu
o charakterze objawowym, ktdre najczesciej jest rowniez
zwigzane z wystgpieniem p6znych nastgpstw.

Duzy odsetek, bo az 85-90% noworodkéw z wrodzo-
nym zakazeniem CMYV nie wykazuje zadnych objawéw
infekcji podczas porodu. Objawy te moga sie jednak
ujawnic¢ po kilku miesigcach badz nawet latach (pdzne
nastepstwa zakazenia CMV) i sytuacja taka ma miejsce
w okoto 15-25% przypadkoéw [6, 66].

Jedynie 10% nowonarodzonych dzieci z wrodzonym
zakazeniem CMV wykazuje objawy tego zakazenia pod-
czas porodu. Objawy te to: maloglowie, ograniczenie
wzrostu, powiekszenie watroby, zéttaczka, wybroczyny,
anemia, objawy ze strony o$rodkowego ukladu nerwo-
wego, opoznienie rozwoju psychomotorycznego, $le-
pota, niedostuch, a nawet gluchota. [12, 70]. Szczegdlna
uwage zwraca si¢ na zakazenie CMV jako najczestsza
z przyczyn utraty stuchu (SNHL - Sensorineural hearing
loss). Jako pdzne nastepstwo zakazenia wrodzonego
CMYV, niedostuch badz gtuchota moze nastapic¢ w poz-
nym dziecinstwie. Badania wykazaly, ze od 6% do 23%
dzieci, ktore nie wykazywaly objawow zakazenia CMV
w okresie poporodowym i noworodkowym, w pdzniej-
szym dziecinstwie tracity stuch [32].

Zakazenia przezlozyskowe wirusem cytomegalii sg
najczestszymi wrodzonymi zakazeniami wirusowymi,
ktore dotycza od 1 do 2% noworodkéw [87]. Dochodzi
do nich na skutek zaréwno pierwotnego, jak i wtérnego
(reaktywacji badz reinfekcji) zakazenia matki [13]. Jed-
nakze to pierwotne zakazenie ci¢zarnej jest zwigzane
z najwiekszym ryzykiem urodzenia dziecka z zakaze-
niem wrodzonym i wystapieniem bezposrednich badz
odlegtych jego nastepstw [91, 95].

Do zakazenia ptodu moze dojs¢ w kazdym okre-
sie ciazy. Podczas gdy w wiekszo$ci badan nie stwier-
dzano zwigzku miedzy poziomem transmisji wirusa do
plodu a czasem trwania cigzy [36,37,88],to Bodeus
i wsp. [9, 10], na podstawie oznaczen wykonanych
u 524 kobiet okreslili, ze ryzyko transmisji ro$nie wraz
z czasem trwania cigzy od 34,5% w I trymestrze do
73,3% w III trymestrze. Natomiast co do okresu zaka-
zenia w ciazy i jego konsekwengcji istnieje zgoda — im
wczesniej dochodzi do zakazenia u ciezarnej, tym
gorsze s3 rokowania u dziecka. Jezeli do zakazenia
dochodzi miedzy 4 a 22 tygodniem, to ryzyko wysta-
pienia objawowej formy zakazenia wrodzonego oraz
ciezkich uposledzen szacuje si¢ odpowiednio na 12%
i 29%. Ryzyko ujawniania si¢ konsekwencji zakazenia
jest duzo mniejsze jesli dochodzi do niego w pozniej-
szych tygodniach cigzy. Przy zakazeniu cigezarnej miedzy

16 a 27 tygodniem, objawy przy urodzeniu obserwuje si¢
u 16% noworodkéw przy praktycznie zerowym ryzyku
wystapienia cigzkich uszkodzen. Natomiast zakazenie
w III trymestrze cigzy z reguly nie wiaze si¢ z ryzykiem
wystapienia ciezkich powiktan, co jednak nie oznacza
mozliwosci ujawnienia si¢ przebytego zakazenia wro-
dzonego w pdzniejszym okresie zycia dziecka [88].

8. Diagnostyka zakazen wrodzonych

Jedynie w nielicznych krajach prowadzi sie ruty-
nowe badania w kierunku zakazen wrodzonych CMV.
W Europie program majacy na celu wykrywanie
zakazen pierwotnych u cigzarnych, byl prowadzony
przez kilka lat we Wloszech. Program ten opieral sig
na schemacie diagnostycznym opracowanym przez
Lazzarotto i wsp. [53]. Obecnie we Wloszech
oraz kilku innych krajach europejskich badania s pro-
wadzone, ale na ograniczong skale. Wykonuje si¢ je
u kobiet z grup wysokiego ryzyka oraz we wszystkich
przypadkach podejrzenia wystapienia zakazenia wro-
dzonego [31]. Schemat diagnostyki laboratoryjnej zaka-
zenia CMV w ciazy przedstawiono na Rys. 4.

8.1. Oznaczenia serologiczne u matki

W zwigzku z tym, ze najwigksze ryzyko wystgpienia
ciezkich uszkodzen plodu zwigzane jest z zakazeniem
pierwotnym u matki, to gtéwnym celem diagnostyki
zakazen wrodzonych CMV jest potwierdzenie badz
wykluczenie tego zakazenia. Najpewniejsza metoda
potwierdzenia jest stwierdzenie serokonwersji tj. wykry-
cie obecnosci CMV swoistych przeciwciat klasy IgG
u uprzednio seronegatywnej kobiety. Z drugiej strony,
jezeli w okresie prekoncepcyjnym stwierdzono obecnosé¢
przeciwcial IgG, to pozwala to wykluczy¢ pierwotne
zakazenia w trakcie cigzy. W zwiazku z powyzszym,
wykonywanie badan profilaktycznych na sens. Wykry-
cie obecnosci CMV-swoistych przeciwciat klasy IgM
potwierdza aktualne badz niedawno przebyte zakazenie.
Jest pomocnym wskaznikiem w diagnostyce pierwot-
nego zakazenia, aczkolwiek badanie to ma kilka ogra-
niczen. Po pierwsze, przeciwciala klasy IgM moga by¢
produkowane we wtornych infekcjach (reaktywacjach
zakazen latentnych badz reinfekcjach nowym szcze-
pem) [88]. Po drugie, przeciwciala klasy IgM zwykle
utrzymuja sie 3-6 miesigcy ale moga by¢ stwierdzane
nawet powyzej 12 miesiecy od momentu zakazenia [76].
Po trzecie, istniejg bledy wynikajace z jakosci testow
diagnostycznych, a co za tym idzie, istnieje mozliwos¢
uzyskania wynikow fatszywie dodatnich [51].

U kobiet ci¢zarnych, u ktérych wykryto przeciw-
ciala anty-CMV IgM, pomocnym narzedziem diagno-
stycznym jest oznaczanie awidnosci przeciwcial anty-
-CMYV IgG. Stwierdzono, ze przeciwciala produkowane
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4-12 tydzien ciazy
Badanie serologiczne (ELISA)
Obecnos¢ anty-CMV IgG i IgM

v v

v v

1gG-/IgM- 1gG+/1gM- IgG+/1gM+ IgG-/IgM+
Dalsza obserwacja — edukacja Brak dalszych <16 — 18 tydzien ciazy
w zakresie zasad higieny badan Test potwierdzenia (Western blot)

v

IgM+

v

Ocena ryzyka nabycia zakazenia pierwotnego w I trymestrze ciazy
(oznaczanie awidnosci anty-CMV IgG)

+—;+

Badanie wykonane <20 tygodnia cigzy

Badanie wykonane >20 tygodnia ciazy

v v

v v

Wysoka awidnos$¢

Niska awidno$¢

Wysoka awidnos¢

v v

v

Brak dalszych
badan

Ocena transmisji wirusa
21-22 tydzien ciazy
Badanie ptynu owodniowego (PCR)

Do oceny ryzyka nabycia
zakazenia pierwotnego
wymagane jest

v

PCR -

retrospektywne badanie
krwi pobranej

v

PCR +

w [ trymestrze

v

Ocena nastepstw zakazenia ptodu
Badanie ptynu owodniowego
(ilosciowy PCR, viral load)

v

v

>10° kopii DNA CMV/ml

<500 kopii DNA CMV/ml

v

v

Wysokie ryzyko urodzenia dziecka
z objawami zakazenia

Wysokie prawdopodobienstwo urodzenia
dziecka bez objawow zakazenia

Rys. 4. Schemat diagnostyki laboratoryjnej zakazenia CMV w cigzy. Na podstawie
Lazzarotto iwsp.[53]i Munro iwsp.[64]

w wyniku pierwotnego zakazenia majg niska site wia-
zania antygenu (niska awidno$¢). W miare rozwoju
zakazenia, po okolo 20 tygodniach, powyzej 60%
przeciwcial wykazuje wysoka awidno$¢ [56]. Tak wiec
metoda ta stuzy do réznicowania zakazenia pierwotnego
i wtérnego oraz rozstrzygania w sytuacjach zwigzanych
z dlugotrwalym utrzymywaniem si¢ IgM oraz falszywie
dodatnimi wynikami oznaczen anty CMV IgM.

8.2. Badanie plynu owodniowego

W przypadku potwierdzenia zakazenia pierwotnego
u matki na podstawie obecnosci anty-CMV IgM oraz
anty-CMV IgG o niskiej awidno$ci, zachodzi podejrze-
nie zakazenia ptodu. Badaniem z wyboru w tej sytuacji
jest oznaczanie obecnosci wirusa w ptynie owodniowym

(AF - amniotic fluid). Ptyn owodniowy do badan diagno-
stycznych w kierunku CMV powinien by¢ pobrany mie-
dzy 21 a 22 tygodniem cigzy, ale co najmniej 6 tygodni po
zakazeniu matki [53]. Wynika to z faktu, ze po pierwsze,
nerki u plodu zaczynaja efektywnie produkowa¢ mocz
po 21 tygodniu trwania cigzy, a po drugie, wirus jest
wydalany z moczem plodu na wykrywalnym poziomie
po uplywie 6-9 tygodni od zakazenia ciezarnej [9]. Z AF
mozna probowa¢ dokonac izolacji wirusa w hodowlach
komorkowych, jednak obecnie powszechniej stosuje si¢
oznaczanie obecnosci materialu genetycznego CMV
metoda PCR. Co do warto$ci diagnostycznej okreslania
poziomu CMV DNA (viral load) i prognozowania na tej
podstawie o przebiegu zakazenia u plodu i jego konse-
kwencjach istnieja znaczne kontrowersje. W badaniach
Lazzarotto iwsp.[53,54] wykazano, ze stwierdze-
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nie obecnosci DNA CMV na poziomie > 10° kopii/ml
w 100% wskazuje na istnienie zakazenia wrodzonego,
ale dopiero poziom DNA CMV > 10° kopii/ml zwigzany
jest z wysokim ryzykiem urodzenia dziecka z objawami
zakazenia, natomiast obecnos¢ < 500 kopii/ml z duzym
prawdopodobienistwem wyklucza wystapienie obja-
wowego zakazenia u dziecka. W innych badaniach nie
wykazano wyraznej korelacji pomiedzy liczba kopii
DNA CMV w plynie owodniowym a konsekwencjami
zakazenia u plodu [34, 35, 77, 78].

8.3. USG

Pomocna metoda wykrywania zakazen wrodzonych
CMYV jest rutynowo wykonywane w czasie cigzy bada-
nie USG. Wedlug zalecen Polskiego Towarzystwa Gine-
kologicznego powinno by¢ wykonywane trzykrotnie:
okolo 12, 20 i 30 tygodnia cigzy. Opisano wiele zmian
widocznych w badaniu USG, ktére moga by¢ zwigzane
z zakazeniem CMYV: zahamowanie wzrostu ptodu, mato-
mozgowie, powiekszenie komoér moézgu, zwapnienia
okolokomorowe, echogeniczno$¢ jelit, wielowodzie,
obrzek plodu, wysiek optucnowy, powigkszenie fozyska
[39]. W przypadku, gdy nie prowadzony jest program
badan przesiewowych, stwierdzenie takich zmian pod-
czas rutynowego badania USG powinno by¢ przestanka
do podjecia badan majacych na celu potwierdzenie badz
wykluczenie zakazenia wrodzonego CMV. Zaznaczy¢
nalezy, ze stwierdzone zmiany niekoniecznie muszg by¢
skutkiem zakazenia CMV, a z drugiej strony wiadomo,
ze czulo$¢ USG w diagnozie zakazenia CMV jest sto-
sunkowo niska i opisane zmiany stwierdzane s3 jedynie
w 8,5-14,9% zakazen pierwotnych u matki [39].

8.4. Diagnostyka zakazenia wrodzonego u noworodka

Przy diagnozowaniu zakazenia wrodzonego CMV
u noworodka sprawa niezwykle istotng jest wybor
odpowiedniej metody diagnostycznej. Od lat 60-tych
testem diagnostycznym uwazanym za zloty standard
w diagnozowaniu tego typu zakazenia u noworodkow
byta izolacja wirusa z moczu [26]. Nadal izolacja wirusa
cytomegalii z moczu lub §liny noworodka w 2 pierw-
szych tygodniach zycia pozostaje standardowg proce-
durg w niektorych os$rodkach [52, 53]. Jednakze izolacja
CMYV w hodowli komoérkowej jest metoda czasochtonng
(wymagajaca nawet do 6 tygodni inkubacji w hodowli)
i wymagajaca wykwalifikowanego personelu do oceny.
W chwili obecnej szybkie metody molekularne, takie
jak PCR, zastepuja metode izolacji wirusa, takze w przy-
padku CMV. Wykrywanie DNA CMV metoda PCR, we
krwi noworodka pobranej w czasie porodu, wydaje si¢
by¢ czulg i swoista metoda diagnozowania zakazenia
wrodzonego [50], coraz czedciej zastepujaca izolacje
CMYV [53]. Réwniez mocz i $lina zakazonego dziecka
zawieraja duza liczbe czastek CMV, a tym samym kopii

DNA, pozwalajaca na przeprowadzenie czulej reakeji
PCR [98]. Dane uzyskane w ilosciowej reakcji PCR
(ustalenie tzw. viral load) moga mie¢ warto$¢ progno-
styczng w okreslaniu nastepstw zakazenia wrodzonego
[12]. Wykrycie swoistych dla CMV przeciwcial w klasie
IgM w surowicy noworodka, krétko po porodzie, réw-
niez potwierdza zakazenie wrodzone, ale przeciwciata
w tej klasie sg obecne tylko u 20-70% zakazonych dzieci
[76] i dlatego otrzymanie negatywnego wyniku w bada-
niu serologicznym nie wyklucza zakazenia CMV.

Po uplywie 2-3 tygodni od urodzenia rozréznienie za
pomoca testow wirusologicznych i serologicznych zaka-
zenia wewnatrzmacicznego od okoloporodowego staje
si¢ niemozliwe, a rozpoznanie zakazenia wrodzonego
moze si¢ opiera¢ tylko na objawach klinicznych [53].

Problem diagnostyczny pojawia si¢ rowniez w przy-
padku dzieci, ktére rodzg sie bez objawow klinicznych
zakazenia. Jedynie wprowadzenie rutynowych badan
skryningowych u noworodkéw mogloby pozwoli¢ na
wykrycie wszystkich przypadkow dzieci z zakazeniem
wrodzonym CMV i zapewni¢ mozliwos¢ ich dalszego
monitorowania [26].

9. Profilaktyka i leczenie
9.1. Szczepionka

Duze nadzieje pokladane s3 w mozliwosci kontroli
zakazenia CMV na drodze szczepien [8]. Jesli chodzi
o problem zakazen wrodzonych to oczekuje sig, Ze szcze-
pienie powinno chroni¢ przed transmisja wirusa w cigzy
(immunizacja kobiet w wieku rozrodczym i 12-letnich
dziewczat). Oczekuje sie réwniez pozytywnych efektow
poprzez zmniejszenie poziomu transmisji wérod dzieci
w ztobkach i przedszkolach oraz zmniejszenie poziomu
transmisji dziecko-dorosty (powszechne szczepienie
niemowlat i dzieci) [81].

Idealna szczepionka powinna stymulowaé zaréwno
odpowiedz humoralng w zakresie produkeji przeciwcial
neutralizujgcych (NT-Abs), jak i komdérkowa w zakresie
odpowiedzi ze strony cytotoksycznych (CTL) i pomoc-
niczych (Th) limfocytéw. Jednak pomimo badan roz-
poczetych juz w latach 60-tych ubiegtego wieku, do tej
pory nie udalo si¢ opracowac skutecznej i bezpiecznej
szczepionki przeciwko wirusowi cytomegalii. Pierwsze
podjete proby dotyczyly uzycia atenuowanych szczepow
CMV. Jakkolwiek szczepionka atenuowana, opracowana
na bazie szczepu Town, wykazala obnizenie ryzyka
wystgpienia objawowej formy zakazenia u biorcow
przeszczepu nerki, to jej staba immunogennos¢ u zdro-
wych osob seronegatywnych wykluczyla celowos¢ jej
stosowania w profilaktyce zakazen wrodzonych [2].
Innym rodzajem szczepionki, z ktorg wigzane sg duze
nadzieje, to szczepionka podjednostkowa zawiera-
jaca glikoproteine/y powierzchniowe wirusa (gB, gH).
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Preparaty te wykazuja immunogenno$¢ pod wzgledem
stymulacji NT-Abs i jako, ze nie zawierajg zdolnego do
replikacji wirusa, sa bezpieczne. Stwierdzono jednak,
ze niedostatecznie stymuluja odpowiedz ze strony CTL,
a poziom przeciwcial uzyskanych w wyniku szczepienia
szybko ulega obnizeniu, co jest typowe dla tego rodzaju
preparatéw. Niedawno opublikowane dane wskazuja,
ze zastosowanie adjuwantu MF59 (emulsji zawieraja-
cej skwalen) znacznie poprawia immunogenno$¢ pod-
jednostkowej szczepionki gB, co stwarza nadziej¢ na
uzyskanie mozliwosci kontroli zakazen wrodzonych
CMV [72, 73]. Liczng grupe preparatéw, dla ktérych
byty, badZz sa nadal podejmowane badania to szcze-
pionki wektorowe z uzyciem wirusa ospy kanarkow
(ALVAC-gB, ALVAC-pp65), wirusa ospy wielbtadow
(MVA-gB, MVA-pp65, MVA-IEL), wirusa wenezuel-
skiego zapalenia moézgu (VEE-gB, pp65, IE1), adeno-
wirusa (Ad-gB, IE1). Inne kierunki badan obejmuja
prace nad immunizacjg plazmidami dajacymi ekspresje
biatek odpowiedzialnych za stymulacje CTL i NT-Abs
(szczepionki DNA), wykorzystaniem syntetycznych
peptydow pp65 z epitopami immunodominujacymi dla
CTL (szczepionki peptydowe), czy wykorzystanie nie-
kompletnych czastek wirusowych (Dense bodies) [81].

Jakkolwiek zaawansowanie prac jest wysokie, a ich
wyniki budzg nadzieje, to biorgc pod uwage doswiadcze-
nia zdobyte po zatwierdzeniu do stosowania szczepionki
przeciwko wirusowi ospy wietrznej i potpasca, jedynemu
do tej pory herpeswirusowi, dla ktérego to sie udato, to
problematycznym pozostaje fakt, czy uzyskanie prepa-
ratu zdolnego do stymulacji odpornosci ,,sterylizujace;j”
w przypadku CMV bedzie kiedykolwiek mozliwe.

9.2. Bierna immunizacja

W profilaktyce zakazen wrodzonych CMV stosowana
jest bierna immunizacja. Mechanizm dziatania prepara-
tow zawierajacych wysokie poziomy przeciwcial - HIG
(Hyper-Immune Globulin) obejmuje takie procesy jak:
neutralizacja czastek wirusowych, podwyzszenie aktyw-
nosci komorek NK, zalezng od przeciwciat cytotoksycz-
nos¢, blokowanie procesu przylaczania wirusa [44].

W badaniach Nigro iwsp. [67] wykazano, ze poda-
wanie immunoglobuliny kobietom, u ktérych zdiagno-
zowano pierwotne zakazenie CMV zmniejszalo ryzyko
infekcji plodu. Poréwnano odsetek noworodkéw z po-
twierdzonym laboratoryjnie zakazeniem wrodzonym
w dwoch grupach kobiet. W grupie pierwszej kobietom,
az do momentu rozwigzania podawano immunoglobu-
ling, w drugiej nie stosowano tej formy terapii. Ostatecz-
nie zakazenia wrodzone stwierdzono u 16% noworod-
kéw w grupie pierwszej i 56% w grupie drugiej [67].

Uwaza sie, ze podawanie HIG wywiera korzystny
wplyw w sposob bezposredni w wyniku przedostania

sie przeciwcial do krazenia ptodu [82] oraz posrednio
poprzez redukcje zgrubienia tozyska, co poprawia jego
funkcje odzywcze w stosunku do ptodu [48, 68].

Wydaje si¢ wigc, ze podawanie immunoglobu-
liny kobietom w ciagzy, u ktérych wykryto pierwotne
zakazenie, moze by¢ skuteczng metoda w zapobiega-
niu zakazen wrodzonych u noworodkéw. Przemawia
za tym dostepno$¢ tej metody, brak toksycznosci oraz
niewielkie koszty w poréwnaniu do tych ponoszonych
w przypadku leczenia dzieci z objawowymi zakazeniami
wrodzonymi [18, 44].

9.3. Leki przeciwwirusowe

Obecnie zarejestrowane sg cztery leki przeciwwiru-
sowe przeznaczone do leczenia zakazen wywolywanych
przez wirus cytomegalii: ganciclovir (GCV), valgancic-
lovir (VGCV), cidofovir (CDV) i foscarnet (PFA), przy
czym lekiem z wyboru jest ganciclovir, a foscarnet naj-
czesciej stosuje sie w przypadku zakazen CMV opor-
nych na GCV. Ganciclovir jest acyklicznym analogiem
deoksyguanozyny, ktory do uzyskania pelnej aktywnosci
przeciwwirusowej wymaga fosforylacji do tréjfosforano-
wej pochodnej. W pierwszym, wstepnym etapie fosfory-
lacji GCV jest selektywnie fosforylowany do monofos-
foranu przez kodowang przez wirusa cytomegalii kinaze
fosforanowa (pUL97) [83]. Pozostale etapy fosforylacji
sg katalizowane przez indukowane CMV kinazy komor-
kowe. Trojfosforanowa forma gancicloviru swoiscie
hamuje dzialanie wirusowej polimerazy, jak réwniez
po wbudowaniu do nowotworzonego tancucha DNA
wirusa powoduje terminacje jego syntezy, a tym samym
blokuje replikacje wirusa w zakazonej komorce [42, 75].
Ze wzgledu na niska przyswajalnos¢ formy doustnej
ganciclovir podawany jest dozylnie. Pochodna ganciclo-
viru - valganciclovir - jako preparat stosowany w formie
doustnej charakteryzuje sie 10-krotnie wyzsza przyswa-
jalno$cia [46]. Dzialanie cidofoviru i foscarnetu opiera
sie na zahamowaniu dzialania polimerazy DNA wirusa.
Cidofovir, podobnie jak ganciclovir, wymaga fosforyla-
cji, ale tylko przez kinazy komoérkowe. Jego spektrum
dziatania jest bardzo szerokie i obejmuje liczne wirusy
DNA - herpeswirusy, adenowirusy, orthopoxwirusy
[23]. Mechanizm dzialania foscarnetu (analogu pirofos-
foranowego) nie jest uzalezniony od procesu fosforyla-
cjiipolega na wybidrczym i odwracalnym hamowaniu
polimerazy DNA wirusa poprzez blokowanie miejsc
wigzania pirofosforanu [42]. Zwigzek ten jest stosowany
przy leczeniu opornych na GCV zakazenn CMYV, aczkol-
wiek jego toksyczno$¢ w znacznym stopniu ogranicza
jego stosowanie [17, 96].

Stosowanie terapii przeciwwirusowej w przypadku
zakazen wrodzonych CMYV jest przedmiotem intensyw-
nych badan w wielu krajach [45, 46, 49, 57, 65]. Wyniki
tych badan, prowadzonych z reguty na niewielkich gru-
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pach dzieci wskazujg na ograniczona skuteczno$¢ sto-
sowania preparatow przeciwwirusowych badz jej brak.
W chwili obecnej wydaje sie, ze gtéwnym wskazaniem
do stosowania chemioterapeutykow w przypadku zaka-
zen wrodzonych CMV jest zapobieganie, stabilizacja
i poprawa niedostuchu u dzieci [62].

Wyniki badan wskazuja réwniez na bardzo delikatng
réwnowage, ktdra istnieje pomiedzy spodziewang korzy-
$cig terapeutyczng, a zwigckszong toksycznoscia leku,
szczegolnie przy leczeniu noworodkéw i niemowlat [61].
Stosowanie terapii przeciwwirusowej w zakazeniach
wrodzonych CMV ma swoje ograniczenia. Gtéwnym
z nich jest fakt, ze wigkszo$¢ uszkodzen OUN zwigza-
nych z zakazeniem CMV ujawnia sie w okresie zycia
plodowego, zanim pojawi si¢ mozliwo$¢ rozpoznania
choroby i wdrozenia leczenia. Ponadto, stosujac terapie
ganciclovirem nalezy wzig¢ pod uwagg jego potencjalng
toksycznos¢ (neutropenia), jak rowniez ryzyko wystapie-
nia komplikacji przy dlugotrwalej terapii oraz koniecz-
no$¢ dtugofalowego monitorowania pod katem efektow
ubocznych dzieci poddanych leczeniu [42, 65]. Problem
stanowi réwniez terapia przeciwwirusowa u noworod-
kéw z zakazeniem wrodzonym CMYV, urodzonych bez
klinicznych objawéw zakazenia, u ktérych istnieje nie-
bezpieczenstwo wystgpienia péznych nastepstw zakaze-
nia [21]. Istotnym ograniczeniem terapii jest pojawia-
jaca si¢ opornos¢ na stosowane leki, aczkolwiek nalezy
zauwazyc, ze problem ten w mniejszym stopniu dotyczy
leczenia zakazen wrodzonych CMV w poréwnaniu do
terapii u biorcéw przeszczepdw [11, 29].

Badania nad opracowaniem nowych preparatéw
przeciwwirusowych skutecznych w leczeniu zakazen
CMV koncentrujg si¢ na otrzymaniu leku o wysokiej
skutecznosci, ktory charakteryzowalby sie niska toksycz-

noscia, co jest szczegdlnie istotne w przypadku leczenia
0s0b o obnizonej odpornosci oraz noworodkéw, nie-
mowlat i dzieci [60, 75].

9.4. Zapobieganie zakazeniom CMV

Brak szczepionki oraz ograniczona mozliwos¢ zasto-
sowania terapii przeciwwirusowej u noworodkéw, nie-
mowlat i kobiet w cigzy sprawia, ze istotnym elementem
profilaktyki staja sie dzialania zapobiegawcze majace na
celu ograniczenie szerzenia si¢ zakazenia CMV, ktore
mozna podjac¢ zaréwno w domu, jak i w miejscu pracy.
Istotng sprawg, w przypadku kobiet w ciazy, jest znajo-
mo$¢ statusu serologicznego zwiazanego z zakazeniem
CMV [55], a w przypadku kobiet seronegatywnych
- odpowiednia edukacja w zakresie mozliwosci ustrzeze-
nia si¢ zakazenia (zakazenie pierwotne) [14, 25, 80, 97].
Jest to szczegdlnie istotne w przypadku kobiet opieku-
jacych sie matymi dzie¢mi, a wigc kobiet z grupy wyso-
kiego ryzyka zakazenia. Zalecenia dla seronegatywnych
kobiet w cigzy przedstawiono w Tabeli I. Istotng role
w edukacji kobiet w cigzy na temat ryzyka jakie niesie
ze sobg zakazenie wirusem cytomegalii oraz postepowa-
nia majgcego na celu uniknigcie tego zakazenia powinni
odgrywa¢ lekarze ginekolodzy i potoznicy. Badania
ankietowe przeprowadzone przez zespdt Ross i wsp.
z CDC [79] w 2009 roku wsrdd cztonkéw Amerykan-
skiego Kolegium Potoznikéw i Ginekologéw (ACOG)
wykazaly, ze na 305 lekarzy mniej niz 50% udziela
pacjentkom porad na temat zapobiegania zakazeniom
CMYV, tlumaczac to ograniczeniami czasowymi [79].
Badania na temat wiedzy dotyczacej zakazenia wro-
dzonego wérdd lekarzy w Holandii, szczegdlnie pedia-
trow, lekarzy potoznikéw i ginekologéw przeprowadzili

Tabela I

Zalecenia dla seronegatywnych kobiet w cigzy, majace na celu zmniejszenie ryzyka
zakazen wrodzonych (wg Adler iwsp.[1,6])

NALEZY:

1. przyjaé, ze wszystkie dzieci ponizej 3 roku zycia sg potencjalnym Zrédtem transmisji CMV

— zmiana pieluchy

— przebieranie dziecka

— karmienie

— kapiel

— wycieranie §liny lub wydzieliny z nosa

2. doktadnie my¢ rece mydlem i ciepta woda po nastepujacych czynnosciach:

dotykanie zabawek, smoczkoéw, szczoteczki do zebow

3. my¢ i dezynfekowac zabawki

4. przestrzega¢ ustalonych procedur higienicznych w miejscu pracy

NIE NALEZY:
— uzywac tych samych naczyn
— dzieli¢ si¢ jedzeniem
— calowac dziecko w usta lub ich poblizu
— uzywac¢ wspoélnych recznikow
— spa¢ w tym samym tézku
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Korver i wsp. [47]. Analiza wynikéw ujawnila, Ze
wigkszos¢ lekarzy zaangazowanych w opieke nad matka
i dzieckiem nie posiada optymalnej wiedzy na temat
zakazenia wrodzonego CMV, w tym w zakresie transmi-
sji zakazenia CMV i zapobiegania mu [47]. Podobnych
badan w Polsce nie prowadzono.

Stan wiedzy i sSwiadomosci na temat zakazenia wro-
dzonego CMV w 7 grupach kobiet z réznych regionow
geograficznych USA badali Je on iwsp. [43]. Sposrod
643 badanych kobiet tylko 142 (22%) styszalo cokolwiek
o zakazeniu wrodzonym CMYV, a wsrdd nich 78 wska-
zalo czeste mycie rak jako dzialanie zapobiegajace roz-
przestrzenianiu si¢ zakazenia [43]. Badanie przeprowa-
dzone we Francji przez Cordier i wsp. [20] wsrdd
362 hospitalizowanych kobiet ciezarnych wykazaty, ze
217/362 (60%) kobiet styszato o zakazeniu wrodzonym
CMV. Jednak w grupie tej duzo wigcej kobiet wiedziato
na temat niebezpieczenstw zwigzanych z toksoplazmoza
(ponad 95%), rézyczka (ponad 90%), zakazeniem matki
HIV (99%). Ponadto, w grupie 217 kobiet, ktore sty-
szaly o zakazeniu wrodzonym CMV wigkszos¢ (92%)
wiedziala, ze czeste mycie rak moze zredukowac ryzyko
transmisji zakazenia, a 187 kobiet (86%) wiedzialo, ze
uzywanie wspdlnych naczyn, bielizny i dzielenie si¢
jedzeniem zwieksza ryzyko nabycia zakazenia. Srednio
72% $wiadomych ryzyka ciezarnych znalo podstawowe
zasady higieny, ktérych nalezy przestrzega¢, aby zmniej-
szy¢ ryzyko nabycia zakazenia CMV [20].

10. Podsumowanie

Problem zakazen wrodzonych CMV przypomina
»stonia w salonie, ktérego nikt nie zauwaza” jak obra-
zowo wyrazila sie Demmler [24], opisujac sytuacje
w USA. Sytuacja w Polsce jest podobna do tej obserwo-
wanej na calym $wiecie i charakteryzuje ja niska $wia-
domo$¢ spoleczna dotyczaca ryzyka i powiktan zwig-
zanych z zakazeniami wewngtrzmacicznymi CMV oraz
mozliwosci zapobiegania im.

Biorac pod uwage fakt, ze wirus cytomegalii jest naj-
czestszg przyczyng zakazen wrodzonych tak w Polsce, jak
i na §wiecie, a uzyskanie przefomu w tym zakresie bedzie
mozliwe dopiero za sprawg skutecznej szczepionki — nie-
zwykle wazne wydaje si¢ prowadzenie akcji podnosza-
cych swiadomo$¢ wérdd kobiet w wieku rozrodczym na
temat problemoéw zwigzanych z zakazeniem CMV.
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Microbial fuel cells: rationale, limitations and potential applications of the technology

Abstract: Microbial fuel cells (MFC) are devices which use electrochemically active microorganisms to generate an electrical current from
a wide range of substrates. Because of the promise of sustainable energy production from organic wastes and wastewaters, this technology
is of interest to many scientists. This article deseribes to rationale and limitations of this technology. The performance of MFC depends
on a complex system of parameters. Apart from technical variables like the fuel cell design, mechanisms of the bioelectrochemical energy
conversion decisively determine the MFC power and energy output. Current limitations make this technology inefficient in electricity
generation. Therefore some researchers focus ori the ability of electrochemically active microorganisms to degrade wastes and toxic
chemicals as their greatest value. Still continuous efforts are exerted to optimize performance. This article presents the most interesting
current and potential applications of microbial fuel cells are highlighted.

1. Introduction. 2. The principle of operation and types of MFC. 3. Microorganisms that produce electricity. 4. Electron transfer to the

anode. 5. MFC work efficiency. 6. Optimization of the fuel cells. 7. Application of MFC. 8. Summary

Stowa kluczowe: elektrycznos¢, mikrobiologiczne ogniwo paliwowe (MFC), mikroorganizmy aktywne elektrochemicznie,

zewnatrzkomorkowy transfer elektronow
Key words:

electricity, electrochemically active microorganisms, extracellular electron transfer, microbial fuel cell (MFC)

1. Wstep

W obliczu wcigz wzrastajacego zapotrzebowania na
energie elektryczng i szybko zmniejszajacych si¢ zaso-
béw paliw kopalnych, wyzwaniem dla ludzkosci staje
sie konieczno$¢ poszukiwania zrédel energii, ktére sa
zaréwno neutralne wobec efektu cieplarnianego, jak
i odnawialne. Od wielu lat obserwuje si¢ wzmozone
zainteresowanie badaczy rozwigzaniem, ktére umozliwia
pozyskanie zaréwno energii jak i surowcow z odpadow
cieklych na drodze biokonwersji. Takim rozwigzaniem
moga by¢ mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC,
Microbial Fuel Cells), ktore pozwalaja na bezposred-
nig produkcje energii z surowcow biodegradowalnych,
zazwyczaj zredukowanych, z wykorzystaniem komdrek
bakterii lub grzybow [56]. Jak wiadomo, w $ciekach
zgromadzona jest energia w ilo$ci dziewieciokrotnie
przekraczajacej te potrzebna do ich utylizacji meto-
dami konwencjonalnymi, a ogniwa mikrobiologiczne
sg wlasnie technologia umozliwiajaca wykorzystanie
tego potencjatu [15].

Pomysl zastosowania mikroorganizméw jako bio-
katalizatoréw w ogniwach paliwowych nie jest nowy,
datuje sie go na ponad 100 lat, a badania w tej dziedzi-
nie prowadzono juz stosunkowo intensywnie w latach

60-tych i 70-tych ubieglego wieku [16, 40]. Sadzono
wowczas, ze do wydajnej produkeji energii elektrycz-
nej przy pomocy MFC niezbedny jest dodatek kosztow-
nych egzogennych mediatoréw. Jednakze w 1999 roku
Kim i wsp. skonstruowali ogniwo, w ktérym energia
generowana byla przez naturalnie istniejgce konsorcjum
bakterii bez udzialu zewnetrznych mediatoréw [29].
Uzyskane rezultaty spowodowaly ponowne zaintereso-
wanie sie naukowcow tym tematem, zwlaszcza w obliczu
koniecznosci poszukiwania alternatywnych zrodet ener-
gii odnawialnej. Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe s3
obecnie traktowane jako obiecujaca technologia umoz-
liwiajaca pozyskiwanie energii elektrycznej [41].

2. Zasada dzialania i rodzaje MFC

W ogniwach mikrobiologicznych to mikroorganizmy
przeksztalcaja materie organiczng w elektrycznosé.
Wydaje sig, ze do produkcji energii moze by¢ tu wyko-
rzystane kazde biodegradowalne zrédto materii orga-
nicznej, poczawszy od czystych zwigzkéw (np. octan,
glukoza, cysteina, etanol), a skoficzywszy na miesza-
ninach zwigzkow organicznych, wlaczajac w to ciekle
odpady komunalne i zwierzece, odcieki ze skladowisk

* Autor korespondencyjny: Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Ilji
Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; tel.: +48-554-14-23; fax.: +48-554-14-04; kgrzes@biol.uw.edu.pl
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Rys. 1. Schemat mikrobiologicznego ogniwa paliwowego (MFC)
zawierajacego elektrycznie przewodzaca grafitowa anode w ksztal-
cie szczotki (stanowigca powierzchni¢ do wzrostu mikroorganiz-
moéw) i plaska pasywnie natleniang katode.
e - elektrony, H* - protony

czy ciekle odpady pochodzenia rolniczego i przemy-
stowego [37, 73]. Substraty szeroko stosowane w MFC
zostaly wymienione w pracy przegladowej przez Panta
i wsp. [48]. To dzigki zdolnos$ci mikroorganizméw do
wykorzystywania réznych zrédel materii organicznej
MFC wydaja si¢ by¢ idealna technologia do produkcji
energii z biomasy [34].

Mikrobiologiczne ogniwo paliwowe sktada sie zazwy-
czaj z dwoch przedziatéw: anodowego oraz katodowego,
oddzielonych od siebie pdltprzepuszczalng membrang
wymiany protonéw (PEM; Proton Exchange Mem-
brane), co zapewnia beztlenowe warunki w przedziale
anodowym [78]. Schemat ogniwa przedstawiono na
rys. 1. Zasada dzialania najprostszego MFC opiera si¢
na przeksztalceniu energii chemicznej zawartej w zwigz-
kach organicznych bezposrednio w energie elektryczng.
Jest to mozliwe dzieki utlenieniu materii organicznej
przez znajdujace sie¢ w przedziale anodowym komorki
mikroorganizméw (pelnig one role swoistych biokata-
lizatoréw) i przekazaniu elektronéw na znajdujaca si¢
w poblizu elektrode z jednoczesnym uwolnieniem pro-
tonéw do roztworu. Proces ten zachodzi w warunkach
beztlenowych. Uwolnione elektrony przemieszczajg si¢
nastepnie w kierunku katody poprzez zewnetrzny obwdd
elektryczny, co w sytuacji wystepowania roznicy poten-
cjaléow miedzy anoda i katoda, powoduje wytworzenie
pradu. Réwnocze$nie protony powstale na anodzie
migrujg przez polprzepuszczalng membrane do natle-
nianej katody. Na katodzie ma miejsce chemiczny lub
mikrobiologiczny proces redukcji, gdzie protony w pola-
czeniu z elektronami i tlenem tworza wode [33, 73].

Ogniwo dwukomorowe byto pierwszym, najprost-
szym modelem MFC, lecz ogniwa mikrobiologiczne

moga funkcjonowa¢ takze w innych konfiguracjach.
Ze wzgledu na konieczno$¢ napowietrzania roztworu
w przedziale katodowym w celu dostarczenia tlenu do
reakcji redukcji, rozpoczeto modyfikacje tego podsta-
wowego modelu. Zmiany miaty na celu gtéwnie obnize-
nie kosztow procesu oraz zwiekszenie wydajnosci pracy
MEFC. Skonstruowano m.in. ogniwa jednokomorowe,
w ktorych zrezygnowano z membrany oddzielajacej
obie elektrody, a katoda miala staly bezposredni kon-
takt z powietrzem [32, 33]. Proponowano takze ogniwa
o konfiguracji ptaskiej [41], cylindrycznej, tubularnej
[53] czy zgrupowane w uklady pozwalajace na wydajna
ciagla prace tych bioreaktoréw [3]. Wprowadzane roz-
nice dotyczyly rowniez sposobu zasilania ogniw pali-
wem, np. substrat dozowano do przedzialu anodowego
partiami badz przeptywal przez system w sposob ciagly
[40]. Z kolei w ukladach osadowych otwartych wyko-
rzystano kombinacj¢ elektrod do pozyskania energii
stuzacej do zasilania urzadzen telemetrycznych na dnie
morza czy oceanu [57]. Poza powyzszym, proponuje sie
obecnie takze inne podziaty ogniw mikrobiologicznych,
np. na trzy gléwne typy MFC: fotoautotroficzne, hete-
rotroficzne i osadowe [55]. W innym przypadku syste-
matyka uwzglednia m.in. sposéb transportu elektronéw
z komorek mikroorganizméw do anody [66].

3. Mikroorganizmy wytwarzajace elektrycznosé

Produkcja energii w ogniwie jest mozliwa dzieki mikro-
organizmom, gléwnie bakteriom, ktére po utlenieniu
substratu do dwutlenku wegla z jednoczesnym uwolnie-
niem protondw i elektrondéw, sa zdolne do transportu
tych ostatnich na zewnatrz komorki. Czes$¢ gatunkow
dodatkowo zamiast transportowaé elektrony na egzo-
genny akceptor, przekazuje je bezposrednio na anode.
Takie zjawisko nazwano elektrogenezg, a grupy elektro-
chemicznie aktywnych mikroorganizméw [13] zdolnych
do przeprowadzania tego procesu to egzoelektrogeny
[35, 37] elektrogeny [9] czy elektricigeny [39, 60].

Zr6dtem pozyskania organizméw do MFC sg zwykle
bogate w mikroorganizmy osady denne, probki gleby
czy $ciekéw [3, 31, 62]. Ponadto czesto wykorzystuje
sie proby uprzednio aktywowanych osadéw pochodza-
cych z proceséw oczyszczania $ciekow przez rosliny czy
z innego wczesniej dziatajacego MFC [49, 50, 68, 80].
Zwazywszy na stosowany roznorodny rodzaj inoculum,
w przedziale anodowym odnajduje si¢ przedstawicieli
réznych gatunkéw mikroorganizmoéw. Poza licznymi
niezidentyfikowanymi organizmami, sg3 wéréd nich
bakterie nalezace do klas: Alfaproteobacteria, Betapro-
teobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Clostridia, Bacteroidetes, Flavobacteria, Sphingobacte-
ria, Deferribacteres, Spirochaetes, Planctomycetes, Nitro-
spirales ale rowniez grzyby, np. z rodzaju Saccharomyces
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czy Pichia [14, 31, 43, 52]. Niewatpliwie wlasnie bakte-
rie s3 wykorzystywane wlasciwie we wszystkich bieza-
cych MEC [63].

O zréznicowaniu spolecznosci mikroorganizmoéw
w obrebie MFC decyduje nie tylko pochodzenie probki
stanowigcej inoculum, ale takze rodzaj paliwa stosowa-
nego do zasilania ogniwa, obecnos¢ mediatoréw redoks
czy warunkow tlenowych w bioreaktorze [63]. Aby unik-
na¢ konkurowania tlenu z przeno$nikami elektronéw
(mediatorami), anoda w wickszosci MFC powinna by¢
umiejscowiona w warunkach beztlenowych [14]. W syste-
mach generujacych energie w obecnosci scisle beztle-
nowych warunkéw, Geobacter sp., stanowig ponad 70%
wszystkich mikroorganizmdéw obecnych na powierzchni
anody, dlatego poczatkowo podejrzewano, ze ten rodzaj
bakterii odgrywa gtéwna role w generowaniu energii.
Jednak w innych MFC, gdzie reaktor pozwala na prze-
ciek tlenu do przedzialu anodowego, dominuja orga-
nizmy bardziej tolerancyjne w stosunku do tlenu [40].
W wiekszosci przypadkéw w spotecznosciach mikroor-
ganizmow przewazaja przedstawiciele Gram-ujemnych
gatunkow bakterii nalezacych do typu Proteobacteria,
chociaz sklad gatunkowy i ilo$¢ przedstawicieli naleza-
cych do poszczegdlnych klas w obrebie tej grupy filoge-
netycznej zmienia si¢ w zaleznosci od rodzaju inoculum
wykorzystanego w ogniwie, czy tez materiatu z ktoérego
zostata wykonana anoda [31, 69]. Sktad konsorcjum na
anodzie moze ponadto zaleze¢ od rodzaju zastosowa-
nej katody (jej modyfikacji) oraz czasu dziatania ogniwa
[80]. Nalezy tez zaznaczy¢, ze czynnikiem réznicujacym
sklad bioanody jest nie tylko rodzaj, ale takze sposob
dostarczania substratu do ogniwa. MFC dzialajace
w trybie dozowanym lub przeplywowym ro6znig si¢ nie
tylko wystepujacymi mikroorganizmami, ale réwniez
preferowanymi mechanizmami transferu elektronow
na anode, np. w systemie dozowanym obserwuje si¢
selekcje w kierunku mikroorganizméw produkujacych
zwigzki funkcjonujace jako mediatory. To rozwigzanie
z kolei wydaje sie mie¢ mniejsze znaczenie dla produkeji
energii w systemach przeptywowych, gdzie mamy do
czynienia z czg¢sta wymiang ptynéw wokot anody [40].
Zastanawiajacy jest jednoczesnie fakt, ze chociaz wiele
roznych gatunkdéw mikroorganizméw jest zdolnych do
produkcji energii w MFC, gdy funkcjonuja w ogniwie
jako czyste kultury generuja jedynie niskie napiecie [34].
Przeprowadzone ostatnio badania dowiodly, ze wzbo-
gacenie bioanody z Geobacter sulfurreducens w kulture
bakterii nieaktywnej elektrochemicznie (Escherichia
coli) usprawnilto dzialanie systemu i zwiekszylto ilo$¢
generowanej energii w stosunku do czystej kultury elek-
tricigenu G. sulfurreducens. Prawdopodobna przyczyne
tego zjawiska upatruje si¢ w redukowaniu przez E. coli
tlenu w przedziale anodowym, przy czym obecnos¢ gazu
w poblizu bioanody byla spowodowana przeciekiem
z przedzialu katodowego [47]. Z tego powodu postu-

luje sie istotna role konsorcjow, tj. calych spotecznosci
mikroorganizmoéw, elektrochemicznie aktywnych, na
wydajnos¢ dzialania MFC [50].

Badania prowadzone w latach 90-tych ubieglego stu-
lecia sugerowaly, ze immobilizacja komorek bakterii na
powierzchni elektrody zwieksza wydajnos¢ transportu
elektronéw pomiedzy komodrka bakterii a elektroda.
Dzigki temu mozliwe bylo utworzenie stabilnej bio-
anody zdolnej do wytwarzania mocy nawet przez kilka
dni [1]. Obecnie projektuje si¢ MFC, w ktorych bak-
terie rosng na powierzchni anody w postaci biofilmu
[7, 53]. Wykazano, ze struktura ta jest kluczowa dla
transferu elektronéw z powierzchni komérki na anode,
co jak wiadomo jest podstawg funkcjonowania samego
ogniwa, poniewaz wzrost bakterii w postaci biofilmu
umozliwia bezposredni kontakt komdrek elektricige-
néw z powierzchnia elektrody [82]. Biofilmy tworzone
na anodzie s3 wielogatunkowymi skupiskami mikro-
organizmow o zroznicowanej strukturze przestrzenne;.
Dowiedziono, ze grubo$¢ tych struktur nie jest stala,
a w zaleznosci od rodzaju dostarczanego do ogniwa sub-
stratu, zaobserwowano nie tylko réznice w strukturze
i sktadzie gatunkowym biofilméw, ale réwniez zmiany
ksztaltu tworzacych je komorek bakterii [79, 82]. Jed-
nak mata ilo$¢ badan poruszajacych to zagadnienie nie
pozwala na doktadniejsze jego zglebienie.

Jak do tej pory najwyzsze wartosci mocy generuja
MFC z wielogatunkowg bioanoda, gdzie mikroorgani-
zmy rosng w postaci biofilmu [61]. Mieszane kultury
albo konsorcja mikroorganizméw wydaja sie by¢ solidne
i bardziej wydajne niz pojedyncze szczepy, a ich izolacja
ze zrédel naturalnych jest duzo latwiejsza. Stosowanie
czystych kultur ma z kolei pewne ograniczenia tech-
niczne, gléwnie ze wzgledu na konieczno$¢ zapewnie-
nia warunkow sterylnych i wysokie koszty procesu [49].
Proby produkeji energii w mikrobiologicznych ogni-
wach paliwowych prowadzi sie takze z wykorzystaniem
monokultur bakterii, np. elektricigenéw nie wymaga-
jacych dodatku egzogennych mediatoréw tj. Geobacter
sp. czy Shewanella sp. [8, 59]. Badania tych bakterii
redukujacych zwiazki zelaza lub manganu (Deltapro-
teobacteria) nie tylko pozwolily na scharakteryzowa-
nie wspomnianej grupy mikroorganizméw aktywnych
elektrochemicznie, ale réwniez dostarczyty waznych
informacji o sposobach elektrotransferu, ktéry bezpo-
srednio wplywa na wydajnos$¢ pracy MFC [18, 82]. Jak
dotad dowiedziono, ze czyste kultury Geobacteraceae s3
zdolne do pozyskiwania energii niezbednej do wzrostu
przez catkowite utlenianie octanu i innych zwigzkow
organicznych do CO, z jednoczesnym wykorzystaniem
elektrody jako akceptora elektronéw. W tym przypadku
zdolnos¢ Geobacteraceae do produkcji elektrycznosci
jest prawdopodobnie zwigzana ze zdolnoscig bakterii
do transferu elektronéw na tlenki zelaza (III) i man-
ganu (IV), znajdujace si¢ na zewnatrz komorki, ktore sa
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nierozpuszczalnymi zewnatrzkomoérkowymi akcepto-
rami elektronéw [7]. Wyniki badan ekspresji genow
Geobacter sulfurreducens, wykazaly, ze wiele sposrod
bialek bioracych udzial w transferze elektronéw na
zewnetrzne akceptory (np. cytochromy OmcB, OmcS
i OmcE) jest takze zaangazowane w elektrotransfer na
anode [18, 21], co wykazalo, ze elektricigeny wyko-
rzystuja elektrochemicznie aktywne enzymy redoks.
Odkrycie u Shewanella sp. charakterystycznych pili,
wykazalo jednak, ze nie jest to jedyny wykorzystywany
sposob transportu elektronow [19, 59]. Co wiecej, She-
wanella oneidensis produkuje dodatkowo flawiny, funk-
cjonujace jako przenosniki elektronéw, a to wskazuje
na wykorzystywanie wielu drog elektrotransferu przez
ten gatunek bakterii [10]. Wiszystkie poznane jak dotad
sposoby przekazywania elektronéw na elektrode zostang
doktadniej przedstawione w kolejnym rozdziale.

4. Transfer elektronow na anode

Podstawa procesu generowania pradu przez ogniwo
lezy w naturze mikroorganizmow, ktore przekazujg elek-
trony ze zredukowanego donora elektronéw, o niskim
potencjale elektrochemicznym, na akceptor, o wyzszym
potengcjale, jak np. tlen [76]. Elektrony generowane przez
bakterie w procesach katabolicznych, przechowywane sa
w komorkach bakterii w formie intermediatéw, jak np.
NADH. Mediatory redoks obecne w roztworze dyfun-
duja do wnetrza komoérek mikroorganizméw, gdzie kon-
kuruja z tlenem w utlenianiu czesci sposrdéd tych elek-
tronéw a nastepnie dyfunduja do zewnetrznych oston
komoérkowych, skad moga by¢ przekazane na zewna-
trzkomorkowy akceptor elektrondw [14]. W przedziale
anodowym MFC nie ma jednak tlenu, a obecnos¢ elek-
trody determinuje w pewien sposob metabolizm bakterii
[2]. W sytuacji, gdy anoda ma wyzszy potencjal niz inne
dostepne dla bakterii akceptory elektronow, np. siarczki
obecne w dostarczanym zrédle materii organicznej, to
wlasnie ona jest preferowanym akceptorem elektrondow.
Zysk energetyczny bakterii w przypadku przekazania
elektronéw na anode jest wyzszy, a taka sytuacja determi-
nuje metabolizm bakterii w kierunku elektrogenezy [56].
Wiadomo jednak, ze niektére mikroorganizmy obecne
w przedziale anodowym, w warunkach beztlenowych,
prowadzg alternatywny metabolizm, tj. fermentacje, meta-
nogeneze lub wykorzystujg alternatywne akceptory elek-
trondw, ktdre nie prowadza do produkeji energii [82].

Transfer elektronéw pomiedzy komorka bakterii
a elektrodg moze odbywac si¢ na cztery sposoby. (i) Bez-
posrednio (rys. 2A), co ma miejsce w sytuacji, gdy cen-
tra aktywne enzymdw blonowych, np. wspomnianych
cytochroméw, znajduja sie w bezposrednim kontakcie
z anoda (DET, Direct Electron Transfer). W tym przy-
padku tempo transferu elektronéw moze by¢ bardzo

niskie ze wzgledu na odizolowanie miejsca aktywnego
enzymu od powierzchni elektrody, spowodowane jego
lokalizacja wewnatrz czasteczki biatka lub zakotwicze-
niem enzymu gteboko w oslonach bakteryjnych [64].
Enzymy redoks niektorych gatunkow egzoelektrogenow
zaangazowane w transfer elektronéw na anode¢ moga
by¢ jednak zlokalizowane na powierzchni oston mikro-
organizmu, a ich centra aktywne obecne w zewnetrz-
nych partiach czasteczek biatkowych, umozliwiajac
tym samym bezposredni ich kontakt z podlozem albo
elektrodag [59]. W takich okolicznosciach (np. u G. sul-
furreducens) obserwuje si¢ transfer elektronéw na sto-
sunkowo wysokim poziomie [18]. (ii) Transport bez-
posredni moze odbywac sie takze z wykorzystaniem
pili okreslanych takze jako nanodruty (nanowires)
(rys.2B). Sa to fibrylarne struktury biatkowe o dlu-
gosci 2-3 um, po raz pierwszy opisane u S. oneidensis
MR-1, a wystepujace u nielicznych gatunkéw bakterii,
ktére prawdopodobnie ulatwiaja transfer elektronow
przez stabilizowanie kontaktu bakterii z powierzchnia
rudy tlenku metalu czy, w przypadku MFC, z elektroda.
Co wazne, s3 one dobrymi przewodnikami i sugeruje
sie, ze moga posredniczy¢ takze w kontakcie miedzy
komoérkami bakterii [59, 62]. (iii) Posrednio (rys.2C)
elektrony sg transportowane z udzialem mediatoréw
(MET, Mediated Electron Transfer). W tym przypadku
obserwuje si¢ znacznie wyzsze tempo niz dla bezpo-
$redniego transferu, co umozliwiaja dodane wczesniej
(egzogenne) lub naturalnie wystepujace tj. wytwarzane
przez bakterie, mediatory redoks. Sa to stabilne, wyste-
pujace w dwoch stanach (zredukowanym lub utlenio-

Rys. 2. Biofilm na powierzchni anody. Schematycznie przedsta-
wiono komoérki mikroorganizméw i sposoby transferu elektronow
na pobliska elektrode: bezposredni z wykorzystaniem enzymoéw
blonowych (A), transport przez przewodzace elektryczno$¢ nano-
druty (B), po$redni z uzyciem mediatoréw (C).
Med* - mediator w stanie utlenionym, Med™* - mediator w stanie zredu-
kowanym, e~ - elektrony, H* - protony
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nym) zwiazki niskoczgsteczkowe, ktére moga szybko
dyfundowa¢ przez kanaly enzymatyczne, a przez to
efektywnie transportowac elektrony z miejsca aktyw-
nego enzymu do powierzchni elektrody. Zastosowanie
egzogennych mediatorow (np. naturalnej czerwieni
czy 1,4-naftochinonu) stwarza problemy, gdyz doda-
wanie do roztworu rozpuszczalnych substancji w pro-
cesie oczyszczania wody (z czym wiaze si¢ potencjalne
zastosowanie MFC) jest niezgodne z zalozonym pier-
wotnie celem i znacznie podnosi koszty procesu [51].
Dlatego duzo wieksze znaczenie aplikacyjne ma trans-
fer posredni poprzez przenosniki wytwarzane przez
same elektrochemicznie aktywne bakterie. Wykazano,
ze obecnos$¢ czasteczek przeno$nikéw wzmaga trans-
fer w obrebie wielowarstwowych biofilméw na anodzie
[62]. (iv) Innym mechanizmem jest bezposrednie utle-
nianie na anodzie produktéw metabolizmu eksporto-
wanych przez mikroorganizmy [62]. W tym procesie
przeprowadzanym na powierzchni anody bakterie moga
wykorzystywaé zaréwno produkty metabolizmu pier-
wotnego, jak i wtornego. Szerzej to zagadnienie opisali
Hernandez i Newman [20]. Zanotowano w tym
przypadku mozliwo$¢ uzyskania wysokiego napiecia
w MFC, jednak w procesie powstaja takze produkty bez
znaczenia elektrochemicznego, co wplywa negatywnie
na wydajno$¢ pracy ogniwa, obnizajgc jego sprawno$é
kulombowska [64] (to zagadnienie bedzie wyjasnione
w rozdziale po$wieconym wydajnosci MFC)

Gdy organizmy rosng na powierzchni anody w for-
mie biofilmu, tylko nieliczne komdérki maja mozliwos¢
bezposredniego kontaktu z elektroda i to wlasnie one
moga transportowac elektrony w sposéb bezposredni.
Z drugiej strony, wiadomo, ze w biofilmach monokultu-
rowych (np. G. sulfurreducens) wszystkie komorki pozo-
stajg metabolicznie aktywne i wspoluczestnicza w gene-
rowaniu napiecia [18]. W wielowarstwowych strukturach
biofilméw, ktére przekraczaja niekiedy nawet 50 pm,
wigkszo$¢ komdrek mikroorganizméw moze zatem kon-
taktowac si¢ z anoda jedynie za posrednictwem innych
komorek. Z tego wynika, ze wiekszo$¢ organizmow
przekazuje elektrony w kierunku elektrody przez nano-
druty, a transport ten moze by¢ réwniez usprawniany
przez mobilne czgsteczki mediatoréw obecne w macie-
rzy zewnatrzkomorkowej w biofilmu [56].

5. Wydajno$¢ pracy MFC

Wydajnos¢ pracy ogniw mikrobiologicznych jest klu-
czowym zagadnieniem w kontekscie wykorzystania ich
jako konkurencyjnej technologii do produkeji odnawial-
nej energii elektrycznej. Dlatego gtéwnym wyzwaniem
badaczy jest utworzenie takiego ogniwa, ktore genero-
waloby duzg ilo§¢ mocy przy zasilaniu odpadami prze-
mystowymi. Najczesciej ilos¢ wytwarzanej przez MFC

energii elektrycznej podawana jest w postaci mW lub
mA w przeliczeniu na metr kwadratowy powierzchni
uzytej w ogniwie anody [56]. Natomiast wydajno$¢
pracy ogniwa charakteryzuje sie za pomoca réznych
parametrow takich jak: sprawno$¢ kolumbowska, okres-
lajaca liczbe transportowanych elektronéw w stosunku
do liczby elektrondw teoretycznie generowanych przez
substrat, czy tempo biokonwersji substratu [3]. Czesto
wykorzystywany jest takze parametr biologiczny jakim
jest chemiczne zapotrzebowanie na tlen (COD, Chemi-
cal Oxygen Demand), ktory zalezy zaréwno od ilosci
komorek bakteryjnych, jak i kinetyki proceséw prze-
prowadzanych przez bakterie, czy dostepnosci biomasy
organicznej w dostarczanym paliwie [54].

W latach 90-tych ubieglego stulecia, wykorzysty-
wane dotychczas systemy byty w stanie generowac jedy-
nie prad o bardzo niskiej mocy, tj. ponizej 0,1 mW/m?
[29]. Niskie wartosci byly w gtéwnej mierze konsekwen-
cja organizacji ogniwa, elektrod, jak réwniez oporu
wewnetrznego ogniwa [1]. Podzniejsze, nieustanne
udoskonalenia tej technologii pozwolily na osiagniecie
mocy 1500 mW/m? [37] czy nawet 5850 mW/m? [62].
Oczywiscie nalezy podkresli¢, ze te wartosci uzyskano
w ogniwach zasilanych czystymi jednorodnymi sub-
stratami jak glukoza czy octan (majacymi symulowac
substancje organiczne zawarte w odpadach cieklych).
W przypadku ogniw wykorzystujacych jako paliwo mie-
szaning zwigzkow organicznych, tj. prawdziwe $cieki,
gdzie zawarto$¢ biomasy organicznej jest z reguly duzo
mniejsza, uzyskuje sie niestety duzo nizsze wartosci (od
0,26 do 0,45 W/m?) [15, 76]. Sprawnos$¢ kolumbowska
ogniw projektowanych na potrzeby laboratoryjne wyko-
rzystujacych czysty substrat wynosi nawet 80-99%, jed-
nak parametr ten dla ogniw przetwarzajacych np. cieki
browarnicze jest juz na czterokrotnie nizszym poziomie
[76]. Wiadomo, ze aby uzyska¢ maksymalng teoretyczna
ilo$¢ energii w ogniwie, dostarczany substrat musi ulec
catkowitemu utlenieniu do CO, przy jednoczesnym
efektywnym transporcie elektronéw na elektrode. Zwa-
zywszy na ten pierwszy warunek i niejednorodny skfad
odpadéw dostarczanych do MFC, uzyskanie wysokiej
sprawnosci ogniwa wydaje si¢ bardzo trudne. Z kolei
typowe wartosci COD uzyskiwane w MFC oscylujg mie-
dzy 40 a 60% usunigtego COD, przy czym w MFC zasi-
lanych glukozg uzyskano nawet 90% [61, 72]. Pomimo
licznych staran w dalszym ciagu nie udato si¢ otrzymac
napigcia elektrycznego w wysokosci odpowiadajgcej teo-
retycznej maksymalnej wydajnosci pracy pojedynczego
ogniwa (tj. 1,14V). Jak dotad pojedyncze ogniwo jest
w stanie generowac jedynie od 0,3 do 0,7 V [80, 81]. Dla-
tego tez wciaz toczy sie debata nad wydajnoscia techno-
logii MFC i prowadzi si¢ cigglte proby jej usprawniania.
Niewatpliwym celem jest bowiem stworzenie takiego
ogniwa, ktére wytwarza jak najwyzsza ilo$¢ energii przy
jak najnizszym wkladzie energetycznym [26].
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Istnieje wiele parametréw zaréwno biologicznych,
fizycznych, jak i chemicznych, ktére maja wplyw na
wydajnos¢ pracy MFC. Parametry dotycza m.in. szyb-
kosci transferu masy w obrebie biofilmu, procesu utle-
niania substratu, ktory przeprowadzany jest przez mikro-
organizmy, transferu elektronéw oraz reakcji redukcji
zachodzacej na katodzie. Jednakze to zagadnienie trans-
feru elektronow i aktywnosci biologicznej mikroorgani-
zmow jest najczesciej poruszanym sposrod wszystkich
tych problemoéw [51].

O ilosci generowanej przez ogniwo mocy decyduje
przede wszystkim rodzaj i gesto$¢ komorek wspottwo-
rzacych konsorcjum bioanody [75]. Na jego aktywnos¢
z kolei, w przypadku elektricigenéw, moga wplywaé
zmiany ilo$ci zwigzanych z blong transporteréw elektro-
néw w pojedynczych komérkach [18]. Natomiast tempo
procesu biokonwersji przeprowadzanego przez mikro-
organizmy zalezy od temperatury i pH panujacych
w ogniwie. Wérod zalet MFC upatruje si¢ wprawdzie
mozliwo$¢ funkcjonowania w temperaturach niskich
(. 20-30°C) w poréwnaniu z alternatywnymi meto-
dami biokonwersji (np. oddychaniem beztlenowym),
jednakze te wlasnie niskie temperatury traktowane sg
niekiedy jako czynnik limitujacy [76]. Waznym parame-
trem jest rowniez pH roztworu, co ma szczegolne zna-
czenie w przypadku bezposredniego kontaktu bioanody
z dostarczanym substratem. Gdy paliwem sg $cieki, bar-
dzo trudno jest zapewnic¢ stale pH optymalne dla rozwoju
mikroorganizméw. Z drugiej strony utlenianie substancji
organicznych zawartych w dostarczanym substracie, jak
juz wspomniano, generuje protony, ktdre teoretycznie sa
transportowane do przedzialu katodowego. Zauwazono
jednak, ze transport ten moze by¢ utrudniony, co prowa-
dzi do zakwaszenia roztworu wypelniajacego przedziat
anodowy [51], a to z kolei obniza aktywnos¢ biologiczng
mikroorganizméw i objawia si¢ zmniejszeniem ilo$ci
generowanej w ogniwie energii. Obecno$¢ protonéw
przede wszystkim negatywnie wplywa na proces elek-
trochemicznego utleniania rozpuszczonego w roztworze
mediatora redoks, po wtére grubos¢ biofilmu tworzo-
nego przez neutrofile pod wplywem szybkiego obnizenia
pH moze ulec zmniejszeniu [51].

Nie mozna poming¢ takze znaczenia jakosci substratu
na uzyskiwang wydajnos¢ MFC. Teoretycznie im bar-
dziej zredukowany zwiazek jest wykorzystywany tej roli,
tym wiekszg moc mozna uzyskaé, wiadomo bowiem, iz
duzo mniejszg ilo$¢ energii elektrycznej generujg ogniwa
zasilane odpadami cieklymi w poréwnaniu z tymi, do
ktorych dostarczane sg czyste substraty. Zaobserwowano
jednoczes$nie wzrost wydajnosci procesu po wzboga-
ceniu $ciekéw w octan. Okazuje si¢ bowiem, ze ilos¢
generowanej przez MFC mocy ro$nie wraz ze wzro-
stem w $ciekach frakeji szybko biodegradowalnej. Na
sprawno$¢ kolumbowska ma wplyw réwniez obecnos¢
chemikaliow jakie znajduja si¢ w odpadach cieklych

[41], stad ponownie obserwuje si¢ obnizenie wydaj-
nosci pracy ogniwa zasilanego przez $cieki przemystowe
zawierajace duze ilosci tego typu zwigzkéw w porow-
naniu z czystym substratem. O efektywnosci ogniwa
decyduje takze sposob jego zasilania. Pomijajac fakt
konieczno$ci przestojow w pracy MFC, w przypadku
tych zasilanych przez dozowanie, mozliwy jest wzrost
organizmow wytwarzajacych rozpuszczalne mediatory
redoks. Z drugiej strony ogniwa pracujace ciagle, stale
zasilane substratem, sprzyjaja rozwijaniu si¢ gatunkow
rosngcych w postaci biofilmu, ktére mogg transporto-
wa¢ elektrony bezposrednio na elektrode [56]. Duze
znaczenie dla wysokiej wydajnosci procesu maja takze
czynniki zwigzane z budowg ogniwa, takie jak stosunek
powierzchni obu elektrod i odlegto$¢ miedzy nimi oraz
material, z ktérego je wykonano, czy tez wielkos¢ samego
reaktora i tryb jego pracy [38, 44, 72]. Membrana jono-
selektywna, jako jedna z najwazniejszych czesci sklado-
wych ogniwa, decyduje o sprawnym transporcie proto-
néw w kierunku katody, a zbyt mala jej powierzchnia
moze by¢ czynnikiem ograniczajacym szybko$¢ zacho-
dzacych w ogniwie reakgji [11, 45]. Wéréd naukowcow
trwa nawet dyskusja dotyczaca koniecznosci jej stosowa-
nia, s3 bowiem zwolennicy konstruowania duzo tanszych
ogniw pozbawionych PEM (70, 72].

Ilos¢ generowanej w MFC mocy w duzym stopniu
zalezy rowniez od stezenia tlenu w przedziale katodo-
wym, a reakcja redukcji zachodzaca na katodzie moze
by¢ czynnikiem limitujacym jego dziatanie. Staby kontakt
miedzy zrédtem dostepu tlenu i elektroda ograniczaja
tempo procesu [26]. Z drugiej strony, przedostawanie
sie tlenu do przedzialu anodowego, moze powodowaé
redukcje ilosci generowanej elektrycznosci z uwagi na
beztlenowy metabolizm mikroorganizmoéw elektroche-
micznie aktywnych. Dla zapewnienia statego wysokiego
tempa reakcji na elektrodzie, ewentualny przeciek nalezy
wigc ograniczad. Istotnym parametrem jest tez kinetyka
reakcji redukeji, ktorej przebieg mozna regulowac przez
dodatek katalizatoréw [76]. W wykorzystywaniu MFC
na skale przemyslowa przeszkadza obecny w ogniwie
opor wewnetrzny. Konieczne wydaja si¢ by¢ modyfika-
cje ich budowy, ktére pozwolilyby na zniwelowanie tego
problemu. Zwickszanie rozmiaréw ogniwa powoduje, ze
jego opoOr wewnetrzny pozostaje co najmniej na takim
samym poziomie, przy czym napiecie przeplywajace
przez system zwigksza je i generuje potencjalne straty
energii. Ta sytuacja stanowi wcigz znaczace ograniczenie
dla zwiekszania rozmiaréw MFC [41].

6. Optymalizacja pracy ogniwa
Préby optymalizacji procesu prowadzi si¢ na rdzne

sposoby, np. poszukuje si¢ lepszych i tanszych materia-
téw tworzacych membrany jonoselektywne, optyma-



MIKROBIOLOGICZNE OGNIWA PALIWOWE 35

lizuje si¢ transfer masy w ogniwie, czy projektuje si¢
nowe katody. Nowe rozwigzania prowadzg nie tylko do
zmniejszenia kosztow produkcji MFC ale tez uprosz-
czenia konstrukeji i zwigkszenia wydajnosci ich pracy.
Problematyczne proby powigkszania rozmiaréw ogniw,
doprowadzity konstruktoréw do stworzenia ztozonych
ukladéw MFC, dajacych szanse na zastosowanie ogniw
mikrobiologicznych na duzg skale.

Juz wielokrotnie prébowano uzyska¢ wigksza ilos¢
energii poprzez modyfikacje elektrod. Zmieniano m.in.
rozmiary i ksztalt anody, a najlepsze efekty uzyskiwano
stosujac te elektrode w ksztalcie szczotki, zapewniajaca
zwigkszenie porowatosci i powierzchni dostepnej dla
organizmo6w elektrochemicznie aktywnych [75]. Jak juz
wspomniano, zwigkszanie powierzchni anody umozli-
wiajacej wzrost bakterii w postaci biofilmu prowadzi do
wzmozonej produkcji energii przez MFC [82]. Ostat-
nie badania wskazujg, ze mozna w ten sposdb uzyska¢
poprawe wydajnosci pracy ogniwa nawet o 150% [68].
Prowadzi si¢ takze proby zastosowania réznorodnych
materialéow do budowy ogniw, nie tylko tanszych, ale
réwniez biokompatybilnych i stabilnych chemicznie. Nie
wszystkie z nich charakteryzujg sie¢ tak dobrym prze-
wodnictwem elektrycznym jak metale, jednak wykorzy-
stanie np. grafitu w polaczeniu z nanoczastkami zlota
pozwolilo na uzyskanie nawet 20-krotnego zwiekszenia
napigcia w ogniwie w poréwnaniu z elektroda jedno-
rodng [75]. Oczekiwane efekty przynosi rowniez doda-
tek mediatoréw redoks na elektrodzie lub w pozywece.
Ten spos6b ma niestety ograniczenia w zastosowaniu,
wspomniane substancje musza by¢ bowiem regularnie
dodawane do bioreaktora czy tez poddawane recyklin-
gowi. Rozwigzaniem mogtaby by¢ immobilizacja tych
przeno$nikow elektrondw na powierzchni elektrody,
taki sposdb powoduje jednak zmniejszenie ilosci gene-
rowanej w MFC energii. Ponadto mediatory moglyby
ulega¢ degradacji w przypadku ciaglej dtugoterminowe;j
pracy ogniwa [75]. Egzogenne mediatory redoks sg bar-
dzo kosztowne, dlatego poza badaniem ogniw o matych
rozmiarach, w laboratorium, szersze studia w tym kie-
runku nie wydajg si¢ by¢ przyszlosciowe.

Zanurzenie katody w wodzie bogatej w rozpusz-
czony tlen mozna zastagpi¢ stalym jej wystawieniem
na dzialanie powietrza, czyli pasywnym natlenianiem
tej elektrody (air-cathode) lub zastosowaniem katody
polaczonej z membrana polprzepuszczalng. Dodat-
kowo, aby usprawni¢ jej funkcjonowanie stosuje sie
wspomniane juz katalizatory reakcji. Przykladem moze
by¢ platyna, ktora zwieksza kontakt tlenu z katoda,
efektywnie redukuje nadpotencjal pojawiajacy sie na
elektrodzie i w efekcie przyczynia sie do zwiekszenia
napiecia generowanego przez MFC [38]. Jednak sto-
sowanie platyny znacznie podwyzsza koszty projektu,
a ponadto metal ten okazat sie by¢ wrazliwy na siarczki
dyfundujace z przedzialu anodowego przez PEM [72].

Dlatego poszukuje si¢ tanszych katalizatoréw, innych niz
platyna, takich jak: cyjanek zelaza [44], nadmanganian
potasu [84], dichromian potasu czy tlenek manganu
[80] celem obnizenia kosztéw procesu. Z kolei zastoso-
wanie heksacyjanozelazianu, w roli akceptora elektro-
néw, umozliwito dodatkowe ulepszenie funkcjonowania
MFC, jednak zwigzek ten, ze wzgledu na swa toksycz-
no$¢, nie jest dobrym pretendentem do zastosowania na
duza skale. Alternatywa wydaje si¢ by¢ zatem wykorzy-
stanie tlenkow metali zintegrowanych z weglem lub spe-
cjalnych materiatow, jak fullereny, jako material do kon-
strukcji katody polepszajacy kontakt elektrody z tlenem
[55]. Tsai iwsp. zastosowali z kolei weglowe katody
w MEC zasilanych $ciekami. W tym przypadku, doda-
tek nanorurek weglowych przy jednoczesnej rezygnacji
z platyny, zwigkszyt generowane przez ogniwo napiecie
i moc oraz jego sprawno$¢ kolumbowska, a zrezygno-
wanie z katalizatora umozliwilo zmniejszenie kosztow
projektu [72]. Innym obiecujacym rozwigzaniem jest
wykorzystanie biokatody, ktéra ma pewng przewage
nad konwencjonalnymi katodami abiotycznymi. Poza
nizszymi kosztami konstrukcyjnymi i operacyjnymi,
osiagane sg dodatkowe korzysci zwigzane z wytwarza-
niem przez rosnace na jej powierzchni mikroorganizmy
uzytecznych produktéw oraz usuwaniem zbednych
zwigzkow z przedziatu katodowego [80].

W ogniwach jednokomorowych problemem jest
dyfuzja tlenu z przedzialu katodowego w otoczenie
anody, co moze zmniejszy¢ aktywno$¢ egzoelektroge-
ndéw, a tym samym ilo$¢ generowanej energii. W takich
przypadkach proponowano napowietrzanie ogniwa azo-
tem, dodanie L-cysteiny lub zawieszonych komdrek,
ktore ograniczaly efekt dyfuzji przez wytapywanie cza-
steczek tlenu [42].

Wecigz najwiekszym problemem zwigzanym z MFC
jest przejscie z eksperymentéw prowadzonych na skale
laboratoryjna do tzw. duzej skali pozwalajacej na zasto-
sowanie tych ogniw w przemysle. Ogniwa o duzych
rozmiarach reaktora nie generuja bowiem proporcjo-
nalnie wiekszej ilosci mocy w stosunku do matych MFC.
Zauwazono jednak, ze rozwigzaniem tego problemu
moze by¢ zastosowanie wigkszej ilosci pojedynczych
ogniw polaczonych szeregowo czy rownolegle zamiast
powigkszenia rozmiaréw jednego bioreaktora, ponie-
waz takie zlozone systemy cechuje wieksza wydajno$¢
w poréwnaniu z duzymi, pojedynczymi MFC (3, 22,
81]. Niestety jednoczes$nie zaobserwowano, ze polacze-
niu ogniw towarzyszy zmniejszenie napigcia w obwo-
dzie elektrycznym [46]. Aby zniwelowa¢ straty energii,
probuje sie zwiekszaé odlegtosci miedzy elektrodami
lub zmniejsza¢ przestrzen wzajemnego przeptywu sub-
stratu [81].

Wspomniano juz o zwigkszeniu skali ogniw mikro-
biologicznych, ale nie sposéb poming¢ badan majacych
na celu zmniejszenie ich rozmiaréw. Prébuje sie bowiem
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miniaturyzowa¢ MFC tworzac bardzo male ogniwa
o pojemnosci kilku mililitrow czy wrecz kilku mikroli-
trow, tzw. mikro-MFC (uMFCs), ktére moglyby postu-
zy¢ do zasilania elektroniki, miniaturowych urzadzen
medycznych lub stuzy¢ jako zrédlo impulsu elektrycz-
nego do elektroporacji komorek ssaczych [74]. Minia-
turowe MFC powinny przy tym zminimalizowac pobdr
tlenu i energii potrzebnej do ich obstugi. Jednak w kon-
tekscie uzyskiwanej malej ilosci energii, zbudowanie
przedzialéw anodowego i katodowego odpowiednich
dla kombinacji mikroorganizméw i mediatoréw stoso-
wanych w mikro skali wcigz pozostaje wyzwaniem [14].

7. Wykorzystanie ogniw mikrobiologicznych

Juz niemal dwadziescialattemu Allen i Benetto
proponowali zastosowanie ogniw mikrobiologicznych,
np. do zasilania matych pojazdow czy todzi bez koniecz-
nosci fadowania baterii, jako matych generatoréw mocy
do wykorzystania w miejscach bez dostgpu do elektrycz-
nosci, czy tez jako wyposazenie matych oczyszczalni
odpadéw w cukrowniach czy mleczarniach pozwala-
jace na jednoczesne generowanie energii elektrycznej
[1]. Obecnie proponowane zastosowania mikrobiolo-
gicznych ogniw paliwowych sg duzo szersze: poza uty-
lizacja $ciekdw przemystowych, MFC mogloby postuzy¢
do odsalania wody morskiej, produkcji wodoru, bio-
remediacji gleb, zasilania przeno$nych urzadzen elek-
trycznych i stacji telemetrycznych, czy funkcjonowa¢
jako biosensory. Takie zastosowania, jak np. zasilanie
bio-robotéw, sg o wiele bardziej interesujgce, niz pier-
wotnie proponowany cel ogniw mikrobiologicznych. Co
wiecej, w niektorych przypadkach nie sg to juz tylko
teorie, obecnie prowadzi si¢ bowiem wiele badan pilo-
tazowych w tym zakresie, a niektdre z nich znalazty juz
swoje zastosowanie w praktyce.

Podstawowg aplikacja MFC, zgodnie z ich ideg,
powinno by¢ wytwarzanie energii elektrycznej z jed-
noczesng utylizacja odpadéw plynnych. Niestety
w zwigzku ze wspomnianymi juz problemami techno-
logicznymi ogniwa te nie sa obecnie wydajnym zrédlem
energii. Pomimo, iz ilo§¢ wytwarzanej energii nie jest
zadowalajgca, udalo si¢ wykorzysta¢ ogniwa mikro-
biologiczne do oczyszczania odpadéw przemystowych,
chociaz, jak dotad, opisano niewiele prob utylizacji
$ciekow w wigkszej objetosci. Na przyklad w Australii
(Yatala, Queensland) przeprowadzono badania pilo-
tazowe, gdzie z pomoca tubularnego reaktora, skia-
dajagcego sie z 12 polaczonych ze sobg ogniw (kazde
o objetosci 1 litra), z powodzeniem oczyszczano $cieki
z pobliskiego browaru [36]. Niestety ilo§¢ generowanej
przy tym energii nie byla znaczaca.

Od 2008 roku wykorzystuje si¢ wspomniane juz
osadowe ogniwa mikrobiologiczne (okreslane sa jako

BUGs, Benthic Unattended Generators). Po raz pierw-
szy rozwigzanie to, umozliwiajace pozyskiwanie energii
z materii organicznej zgromadzonej w osadach wod-
nych, zostalo zaproponowane przez Reimersa iwsp.
w 2001 r. [58]. Obecnie BUGs wykorzystywane sg do
zasilania zlokalizowanych na dnie zbiornikéw wodnych
stacji telemetrycznych [17]. Urzadzenia elektroniczne
wchodzace w ich sklad, pomimo, iz zlokalizowane s3
w trudno dostepnych miejscach, dzigki zasilaniu przez
ogniwa osadowe, umozliwiaja monitorowanie stanu wod
lokalnych. Dokonuja pomiaréw temperatury powietrza
lub wody, ci$nienia czy stopnia wilgotnosci i przekazuja
te dane w czasie rzeczywistym do odbiornikéw. W ogni-
wach typu BUG anoda jest umieszczona w osadzie na
dnie zbiornika wodnego, co zapewnia odpowiednia
ilos¢ materii organicznej, a brak tlenkéw pozwala na
mikrobiologiczny transfer elektronéw na anode zbu-
dowang z niekorodujacego materialu (np. grafitu czy
granulowango wegla) [5]. Anoda jest polaczona przez
obieg elektryczny z katodg plywajaca na powierzchni
wody w srodowisku tlenowym. Podlaczenie takiego
osadowego MFC do urzadzenia elektrycznego pozwala
na jego zasilanie pragdem o mocy ok. 100 mW. Chociaz
jest to stosunkowo niska wartos¢, to MFC zupelnie nie
wymaga konserwacji i pozwala na co najmniej 2 lata
ciaglej pracy bez wyczerpania zrédla zasilania [71], co
znacznie ulatwia obstuge techniczng oraz koszty utrzy-
mania tych urzadzen. Osadowe ogniwa mikrobiolo-
giczne moglyby by¢ wykorzystane rowniez do redukeji
ilosci metanu znajdujacego si¢ w powietrzu. Wiadomo
bowiem, Ze obecnos¢ bakterii elektrochemicznie aktyw-
nych w osadach hamuje aktywno$¢ metaboliczng obec-
nych tam metanogenéw. To ciekawe spostrzezenie
mogtoby postuzy¢ do kontroli emisji metanu z mokra-
det, co ma duze znaczenie, zwazywszy na wplyw tego
gazu na efekt cieplarniany [25]. Wykorzystanie ogniw
na mokradtach mogtoby jednocze$nie wspomagac uty-
lizacj¢ zgromadzonych tam odpaddw [83].

Zasilanie przenosnych urzadzen elektrycznych, szcze-
gblnie tych niewymagajacych duzych ilosci energii byto
juz od lat dziewiecdziesigtych potencjalng aplikacja
ogniw mikrobiologicznych majaca duzg szans¢ powo-
dzenia. Zaskakujace natomiast okazato si¢ wykorzysta-
nie MFC do stworzenia Gastrobotéw - inteligentnych
maszyn pozyskujacych energie z rozktadu materii orga-
nicznej [77]. Ogniwa mikrobiologiczne zastapily w tym
przypadku baterie, dajac jednocze$nie nadzieje na stwo-
rzenie wzbudzajacych kontrowersje samowystarczalnych
robotow. Otrzymujac lub tez same pozyskujac biomase,
maszyny te dzieki obecnosci MFC, sg w stanie prze-
tworzy¢ zawarta w niej materi¢ organiczng na energie
umozliwiajaca poruszanie lub wykonywanie okreslonej
pracy. Swoistym ,,pokarmem” mogg by¢ tu niewyrafino-
wane zrédta materii, jak owady (np. muchy), skorupiaki,
owoce czy odpady organiczne [23]. Co wigcej, roboty
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same s3 w stanie zdoby¢ pozywienie, np. wabigc muchy
do pulapek feromonowych. Ogniwa mikrobiologiczne
zastosowane w maszynach s3 uktadami polaczonych
ze sobg pojedynczych bioreaktoréw. Najnowsze pro-
jekty (,EcoBot III”) dodatkowo maja mozliwos¢ usu-
wania zbednych nieczystosci, dlatego tez cale instalacje
poréwnuje sie do ludzkiego ukladu pokarmowego [24].
Bardzo ciekawe sg przyklady zastosowania takich robo-
tow w praktyce. Potencjalnie proponuje si¢ wykorzy-
stanie ich w eksplorowaniu podwodnych przestrzeni,
gdzie maszyny zywigc si¢ planktonem dostarczalyby
informacji o ekologii oceanéw, w niebezpiecznych dla
ludzi misjach, czy monitorowaniu miejskich systemoéw
kanalizacyjnych [23].

Niezwyklym zastosowaniem technologii ogniw bio-
logicznych jest zasilanie implantowanych urzadzen
medycznych z wykorzystaniem glukozy i tlenu zawar-
tych we krwi. Wspomniane wczesniej mikro-MFC
moglyby zapewni¢ moc do zasilania urzadzenia na czas
nieokreslony bez konieczno$ci chirurgicznych zabie-
géw wymiany baterii [17]. Jak dotad zademonstro-
wano funkcjonowanie abiotycznego ogniwa wykorzy-
stujacego jako substrat glukoze z krwi w warunkach
in vitro oraz in vivo [27]. Wiadomo tez, ze ogniwa bio-
logiczne, wykorzystujace oczyszczone enzymy zamiast
mikroorganizméw, sg w stanie pracowa¢ w warunkach
tizjologicznych [30], wciaz jednak projekty te wymagaja
usprawnien, aby byly one oplacalne. Niestety zastoso-
wanie MFC w medycynie jest ograniczone ze wzgledu
na infekcyjny i immunogenny charakter mikroorgani-
zmoéw, dlatego do badan na tym polu wykorzystuje si¢
zwykle ogniwa enzymatyczne [27].

Zdolnos$¢ mikroorganizméw funkcjonujacych w MFC
do degradowania szerokiego spektrum zanieczyszczen
$rodowiskowych moze by¢ jeszcze bardziej cenna niz
produkcja energii, szczegdélnie w ukladach pozwala-
jacych na wykorzystanie technologii do oczyszczania
$rodowiska in situ [17]. Wiadomo, ze gatunki z rodzaju
Geobacter sa zdolne do degradowania sktadnikéw ropy
naftowej i odciekow ze sktadowisk obecnych w wodach
gruntowych. Utlenianie tych zanieczyszczen jest powig-
zane z redukcja zelaza (III). Zaréwno procesy utleniania
jak i redukeji mozna z kolei usprawni¢ przez dodanie
mediatorow lub chelatoréow Fe (III), a wiec ich doda-
tek do srodowiska reakcji mogltby umozliwi¢ utylizacje
wspomnianych nieczystosci. Dowiedziono, ze czyste
kultury Geobacter metallireducens utleniajg benzoesan
i toluen, wykorzystujac elektrode jako koncowy akcep-
tor elektronéw [6], zatem umieszczenie elektrody w gle-
bie zawierajacej weglowodory umozliwia zwigkszenie
tempa degradacji toluenu, benzenu i naftalenu obec-
nych w §rodowisku.

MEFC wykorzystujace z kolei obecno$¢ gatunkow
Shewanella sp. w obrebie bioanody moga stanowic¢ obie-
cujace zastosowanie w roli sensoréw do identyfikacji

biologicznego zapotrzebowania na tlen w $ciekach [28].
Zaproponowano takze uzycie MFC jako urzadzenia
monitorujacego skazenie $ciekoéw. Jego dzialanie opiera
sie wowczas na zahamowaniu aktywnosci biologicznej
ogniwa, gdy w dostarczanych odpadach ciektych znaj-
duja si¢ substancje toksyczne, co skutkuje spadkiem
iloéci energii generowanej przez MFC. Dzieki zalez-
nos$ci miedzy stopniem zahamowania produkgji energii
a stopniem skazenia substratu postanowiono nawet zasto-
sowac je jako wstepne urzadzenie ostrzegajace przed
toksycznym skazeniem $ciekdw [65, 67].

Modyfikacje ogniw mikrobiologicznych pozwolity
na ich zastosowanie do odsalania wody morskiej. Co
wiecej, ostatnie modyfikacje tych ukladéw umozli-
wily jednoczesne pozyskiwanie energii ze stonych wod
[15]. Proces odwrdconej elektrodializy stuzy do bezpo-
$redniej produkeji energii z gradientu zasolenia two-
rzonego przez wody morska i sfodka. W ogniwie do
elektrodializy wykorzystuje sie wiele par membran do
wymiany aniondw lub kationéw usytuowanych pomie-
dzy dwiema elektrodami, ktora jest niezbedna dla efek-
tywnego wykorzystania gradientu zasolenia do produk-
¢ji energii, co znaczaco zwigksza koszty konstrukcyjne
takich ogniw [15].

Innym przykladem zmodyfikowanych MFC sa mikro-
biologiczne ogniwa elektrolityczne (MEC; Microbial
Electrolysis Cells), wykorzystywane do produkeji wodoru.
Tutaj, podobnie jak w ogniwach paliwowych, wykorzy-
stywana jest obecnos¢ egzoelektrogendw, a ich dziatanie
rézni si¢ jedynie konieczno$cig utrzymywania katody
w warunkach beztlenowych. W przedziale katodowym
zachodzi proces redukcji protonéw do wodoru. Dono-
rem elektrondw w MEC jest octan, a w wyniku jego
beztlenowej degradacji na bioanodzie powstaja CO,,
protony i elektrony [12].

8. Podsumowanie

Mikrobiologiczne ogniwa paliwowe (MFC), pro-
dukujgce energie elektryczng w procesie oczyszczania
sciekow staly sie jedna z bardziej obiecujacych techno-
logii z pogranicza ochrony srodowiska, ktéra umozli-
wia pozyskiwanie pradu elektrycznego. Wykorzystanie
biomasy zgromadzonej w odpadach organicznych jest
bowiem przyjazne dla natury i zarazem stanowi odna-
wialne zrodlo energii. Stosowane dotychczas konwencjo-
nalne metody oczyszczania §ciekéw wymagaja wysokich
naktadéw finansowych i sg zwigzane z koniecznoscia
dostarczania energii elektrycznej do przeprowadzania
procesu. W przypadku MFC wprowadzono szereg roz-
wigzan technologicznych, ktére znacznie obnizajg koszty
konstrukcyjne i operacyjne, w tym zastosowanie tan-
szych materialow, zaprzestanie dodawania mediatoréw
redoks czy konstruowanie ogniw z pasywnie natleniang
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elektroda. Dlatego MFC, jako technologia niskokosz-
towa i wymagajaca dostarczenia z zewnatrz mniejszej
ilosci energii, jest ciekawg alternatywa [72]. Mozliwos¢
wykorzystania w ogniwach mikrobiologicznych substra-
tow o niskiej zawarto$ci materii organicznej, w niskich
temperaturach, wyréznia je na tle innych aktualnie
stosowanych proceséw pozyskiwania bioenergii i daje
przewage nad procesem oddychania beztlenowego [4].
W zwigzku z faktem, iz ilo$¢ energii uzyskiwanej z pracy
MFC jest nadal mata, upatruje si¢ w nich sposéb na uzu-
pelnienie nisz zwigzanych z niemozno$cia zastosowania
innych metod biokonwersji. Ogniwa mikrobiologiczne
moglyby by¢ zatem niejako uzupelnieniem stosowanych
proceséw technologicznych. Kolejng zaletg MFC jest
fakt, ze w wyniku pracy ogniwa emitowany jest gtow-
nie dwutlenek wegla oraz gazy, ktore nie maja znacze-
nia w pozyskaniu energii elektrycznej. Dzigki temu nie
ma potrzeby przeprowadzania dodatkowych procesow
obrobki gazéw w celu ich utylizacji lub wykorzystania
ich potencjalu energetycznego [50].

Pomimo potencjalnych korzysci w utylizacji sciekdw,
technologia MFC jest jeszcze w powijakach i wymaga
wielu usprawnien zanim bedzie mozliwe szerokie
jej wykorzystanie. Jednak tempo i zakres badan oraz
ilos¢ obserwowanych préb prawdopodobnie doprowa-
dzi wkrétce do skonstruowania wydajnie pracujgcego
ogniwa co daje nadzieje na przyszloé¢, a przedstawione
w pracy roznorodne alternatywne zastosowania MFC
potwierdzajg uzytecznos¢ tej technologii.
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1. Wstep. 2. Czynniki wirulencji szczepow S. agalactiae. 3. Toksyny GBS. 3.1. -hemolizyna/cytolizyna. 3.2. Czynnik CAMP. 4. Czynniki
umozliwiajace unikanie odpowiedzi ukladu odpornosci. 4.1. Otoczka. 4.2. Dysmutaza nadtlenkowa. 4.3. Peptydaza C5a. 4.4. Proteinaza
serynowa. 5. Opornos¢ na peptydy przeciwbakteryjne. 5.1. Bialka wiazace penicyliny. 5.2. Fimbrie. 5.3. Antygen b. 6. Adhezja i wnikanie.
6.1. Bialka wiazace fibrinogen. 6.2. Bialko wiazace laminine. 6.3. Bialka bogate w powtorzenia seryny. 6.4. Inmunogenna adhezyna
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The structure, regulation and importance of S. agalactiae virulence factors

Abstract: The course of the disease caused by S. agalactiae seems to depend greatly on the presence of its diverse virulence factors. To the
most important virulence factors belong: capsule, C5a peptidase, which inhibits the action of neutrophils, a-C protein, laminin binding
protein, and 8 hemolysin typical for invasive strains. Additionally, GBS strains may present FbsA protein which protects bacteria from
opsonization and fagocytosis as well as takes part in adhesion. FbsB protein facilitates invasion to epithelial cells. Some GBS strains are
able to produce surface protein inactivatng chemokine, CspA. S. agalactiae strains naturally inhabit genital and digestive tract, but in
certain circumstances may be responsible for varions infections, both in neonates and adults. It suggests that these bacteria are able to
adapt to diffwrent environments in infected individual and proper expression of virulence factors, in response to diverse niches, makes
their survival possible. The goal of this work is to present the current knowledge concerning the virulence factors of S. agalactiae and, at
the same time, possible reasons why these pathogens are still causing life threatening infections, especially in neonates.

1. Introduction. 2. Virulence factors S. agalactiae strains. 3. GBS toxins. 3.1. B-haemolisin/cytolisin. 3.2. CAMP factor. 4. Factors make
possible escape answer of immunity system. 4.1. Capsule. 4.2. Peroxide dysmutase. 4.3. C5a peptidase. 4.4. Serine peptidase. 5. Resistance
to antibacterial peptides. 5.1. Penicilin binding proteins. 5.2. Fimbries. 5.3. Antigen b. 6. Adhesion and penetration. 6.1. Fibrinogen
binding proteins. 6.2. Laminin binding proteins. 6.3. Serine reports wich proteins. 6.4. Immunogenic GBS adhesin. 6.5. aC (APC)
protein. 6.6. IagA protein. 6.7. Surface Rib protein. 7. Other patogenic GBS factors. 7.1. Hialuronidase. 7.2. Metionine transport regulator
(MtaR). 7.3. Heme use ability. 8. Summary

Stowa kluczowe: czynniki wirulencji, regulacja, S. agalactiae, GBS

Key words:

virulence factors, regulator genes, S. agalactiae, GBS

1. Wstep

Gram-dodatnie ziarniaki Streptococcus agalactiae
(Streptococcus Group B, GBS) stanowia naturalng flore
pochwy u okoto 25% zdrowych kobiet [12]. Pomimo
znaczacych postepéw w leczeniu zakazen powodowa-
nych przez szczepy GBS, nadal notuje si¢ przypadki
zakazen $miertelnych w wyniku transmisji bakterii
do noworodkéw podczas porodu. W postaci wczesnie
manifestujacego si¢ zakazenia obserwuje si¢ niewy-
dolnos¢ oddechowsa i zapalenie pluc, rozwijajace si¢
w bakteriemie i szok septyczny. Pézno manifestujaca
sie infekcje charakteryzuje zakazenie krwi z wysokim
ryzykiem rozwiniecia zapalenia opon mézgowo-rdze-
niowych. Szczepy S. agalactiae powoduja réwniez zaka-
zenia u oso6b doroslych, szczegélnie u osoéb starszych,
ostabionych, chorych na cukrzyce, czy nowotwory [21,
25]. Objawy kliniczne infekcji moga by¢ wtedy zrézni-
cowane i obejmowac skdre, tkanki migkkie i zakazenia

ukladu moczowego, bakteriemie, zapalenie ptuc, zapa-
lenie stawdw oraz zapalenie wsierdzia.

Przebieg choroby powodowanej przez szczepy S. aga-
lactiae wydaje si¢ by¢ w duzym stopniu warunkowany
posiadaniem przez nie réznorodnych czynnikéw wiru-
lencji. Zalicza si¢ do nich: zdolnos¢ do wytwarzania
otoczki, mozliwos¢ syntezy peptydazy C5a, hamujacej
rekrutacje neutrofilow i odpowiadajacej za wigzanie
fibronektyny, ufatwiajace wnikanie biatko a-C, biatko
wigzace laminine i uczestniczace w inwazji do komorek
nablonka Lmn, f-hemolizyne ulatwiajaca niszczenie
komorek, biatko powierzchniowe obecne w szczepach
inwazyjnych. Ponadto szczepy GBS moga posiadac¢ geny
dla biatek wigzacych fibrynogen: FbsA i FbsB. Biatko
FbsA chroni drobnoustroj przed opsonizacja i fagocy-
tozg oraz sprzyja adhezji do komorek nabtonka i ludz-
kich komoérek $rédblonka mikronaczyn moézgu, tym
samym ulatwia przenikniecie bariery krew-mozg. Biatko
FbsB ulatwia natomiast inwazje do komdrek nabtonka.

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej i Sanitarnej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi, pl. Hallera 1, 90-647 £6dz;

tel/fax: 42 639 81; e-mail: monika.lysakowska@umed.lodz.pl
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Niektore szczepy sa zdolne takze do wytwarzania biatka
powierzchniowego CspA uczestniczacego w degradacji
chemokin. Szczepy GBS naturalnie bytuja w przewodzie
rozrodczym i dalszych odcinkach przewodu pokarmo-
wego, jako patogeny natomiast mogg powodowac roz-
nego rodzaju zakazenia. Sugeruje to, ze bakterie te s3
zdolne do adaptowania si¢ do zmieniajacych sie warun-
kéw otoczenia, a wlasciwa ekspresja czynnikéw wirulen-
cji w odpowiedzi na srodowisko bytowania umozliwia
szczepom GBS przezycie w infekowanym organizmie.
Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wiedzy
na temat czynnikéw zjadliwosci, ktére powoduja, ze
szczepy S. agalactiae nadal pozostaja patogenami powo-
dujacymi grozne, szczegoélnie u noworodkoéw, zakazenia.

2. Czynniki wirulencji szczepow S. agalactiae
3. Toksyny GBS

Toksyny powodujace uszkodzenia blony utatwiaja
wnikniecie drobnoustroju do komdrki gospodarza,
sprzyjaja ich wewnatrzkomoérkowemu przezyciu i szerze-
niu sie¢ w obrebie organizmu zainfekowanego. Szczepy
S. agalactiae moga wytwarza¢ dwie takie toksyny, f-hemo-
lizyne/cytolizyne (B-H/C) i czynnik Christie — Atkins
— Munch Peterson (CAMP).

3.1. p-hemolizyna/cytolizyna

B-hemolizyna/cytolizyna (p-H/C), znana réwniez
jako CylE, jest toksyna powierzchniowa, odpowie-
dzialng za pojawienie si¢ charakterystycznej strefy
»P-hemolizy” na agarze z krwig. Stwierdzono, ze zdol-
nos¢ do syntezy toksyny byla $cisle zwigzana z poja-
wieniem si¢ niedoci$nienia tetniczego, jak réwniez
wzrostem $miertelnosci [52, 79]. Wezesne zmiany apop-
totyczne obserwowane w kardiomiocytach obejmowaty
podwyzszong aktywno$¢ skurczowg i wzrost poziomu
wapnia, co wigzalo si¢ z wejsciem komorek na $ciezke
apoptozy [61]. Hensler iwsp. wykazali, ze wydzie-
lanie i akumulowanie 3-H/C w czasie zakazenia nowo-
rodkéw powodowalo zmiany w gospodarce wapniowe;j
i prowadzifo lokalnie do $mierci komorek tkanki serca,
a tym samym do zaburzen funkeji miokardium i $mierci
[35]. Ponadto 3-H/C sprzyjala inwazji szczepéw GBS do
komorek nabtonka i $rodblonka ptuc oraz umozliwiata
przenikanie bariery krew-mozg [19, 68]. Toksyna ufa-
twiala réwniez rozwdj niewydolnosci watroby i indu-
kowata odpowiedz zapalna, ktora przyczyniata sie do
powstania zaburzen neurologicznych [35]. Wykazano,
ze 3-H/C uszkadzala komérki srédbtonka mézgu oraz
makrofagi [79]. Cytolizyna ta przyczynia si¢ zatem na
wiele sposobéw do pojawienia si¢ objawdw wczesnego
zakazenia szczepami S. agalactiae. Niektore leki, np. fos-
folipid DPPC, ktore hamujg cytotoksyczna aktywnosé

B-H/C, moga zapobiega¢ pojawieniu si¢ zaburzen funk-
cji serca i innych organéw w czasie zakazen [35].

Spellerberg iwsp.zidentyfikowali klaster genow
konieczny do prawidlowego dzialania cytolizyny S. aga-
lactiae [97]. Sktada si¢ on z przynajmniej 12 otwartych
ramek odczytu, nalezacych do operonu cyl i obejmuje
bialka transporterowe ABC (cylA, cyIB), gen bialtka nos-
nikowego (acpC), geny bialek zwigzanyvh z syntezg kwa-
soéw ttuszczowych (cyID, ¢ylG, cylZ, i cyll), aminometylo-
transferazy (cylF) i glikozyltransferazy (cyl]) [27]. Ponadto
zawiera geny specyficzne dla szczepow GBS, w tym cylE
bedacy genem strukturalnym toksyny [74, 97]. Inne geny
tego operonu, cylA (komponenta wigzaca ATP), cyiB,
cyl] i ¢yIK, uczestniczg w potranslacyjnej modyfika-
¢ji 1 wydzielaniu p-H/C [27, 30]. Dzigki inaktywacji
poszczegdlnych gendw operonu (acpC, cylZ, cylA, cylB,
cylE, cylF, cyll, i cylK) stwierdzono, ze wigkszo$¢ mutan-
tow charakteryzowat fenotyp hypohemolityczny, poza
mutantem cylE, ktdry okazat si¢ niehemolityczny [30].

Wykazano, ze synteza $-H/C jest zwigzana z pro-
dukcja pomaranczowego pigmentu, ktéry jest odpowie-
dzialny za opornos¢ bakterii na reaktywne formy tlenu
(ROS) [52]. Uczestnicza w tym procesie produkty genow
cyl] 1 cyIK. Stwierdzono, ze delecja genéw struktury
B-H/C (cylE) znosila ekspresje pigmentu [23].

Dane wskazujg, ze szczepy S. agalactiae reguluja eks-
presje B-hemolizyny i zwigzanego z nig pigmentu przez
systemy transdukcji sygnatu (signal transduction systems,
STS). Systemy te odpowiadajg na sygnaly zewnetrzne
i reguluja funkcje czynnikéw transkrypcji zwigzanych
z DNA. Najpowszechniejszymi STS u bakterii sg sys-
temy dwuczeSciowe (Two-component systems, TCS),
skladajace sie ze zwigzanego z blonami sensora kinazy
histydynowej (HK) rozpoznajacego sygnal zewnetrzny
i fosforylujgcego pokrewne regulatory odpowiedzi
(Response regulators, RR). Ta fosforylacja zwykle zmienia
powinowactwo DNA do wigzania RR i zmienia ekspresje
genow, by umozliwi¢ adaptacje do zmian srodowisko-
wych. W przypadku szczepéw S. agalactiae tylko rola
czterech z 20 badanych TCS (CovR/CovS, DItR/DItS,
RgfC/RgfA i CiaR/CiaH) jest poznana [37, 45, 76, 98,
104, 105]. Szczepy GBS koduja ponadto przynajmniej
sze$¢ regulatoréw transkrypcji, ktére reguluja ekspresje
genow w odpowiedzi na zmiany w cytozolu, czy srodo-
wisku zewnetrznym [106].

Stwierdzono, ze TCS hamujacy transkrypcje genow
cyl, w tym cylE i aktywujacy ekspresje CAMP, sklada
sie z RR, CovR i biatek sensorowych HK oraz CovS.
CovR hamowal transkrypcje przez wigzanie sie do pro-
motora $-H/C (PcylX) [77]. CovS fosforylowal CovR, co
wzmacnialo represje B-H/C [50]. Wykazano réwniez, ze
kinaza seryna/treonina Stk1, moze fosforylowa¢ CovR,
obnizajgc fosforylacje asparaginianu i wigzanie promo-
tora. W konsekwencji Stkl hamowala represje 3-H/C
przez CovR i aktywacje czynnika CAMP [50, 77].
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3.2. Czynnik CAMP

Czynnik CAMP jest biatkiem wydzielniczym, kodo-
wanym przez gen cfb, zdolnym do niszczenia bton ko-
morkowych [71]. Biatko zostalo po raz pierwszy opisane
przez Christie, Atkins i Munch-Peterson
w 1944 roku, jako powodujace lize czerwonych krwi-
nek baranich w kombinacji z toksyna Staphylococcus
aureus [36].

Wykazano, ze podanie cze$ciowo oczyszczonego
czynnika CAMP powodowato zgon krolikow, a w pola-
czeniu z subletalng dawka szczepow S. agalactiae indu-
kowalo sepse i $mier¢ u myszy [40]. Mogto to wynika¢
z mechanizmu dziafania toksyny, ktéra oligomeryzuje
a nastepnie tworzy pory w komoérkach docelowych wig-
zac si¢ do rdzenia cukrowego bialek potaczonych z GPI
(glikozylofosfatydyloinozytol) [46]. Jednakze mutanty
delecyjne nie byty atenuowane [36], co sugeruje ze czyn-
nik CAMP nie jest konieczny w patogenezie zakazen
szczepami GBS (w przypadku serotypdw Ia, V, III nie
obserwowano ekspresji CAMP) [46, 77]. Jest rowniez
prawdopodobne, ze zdolnos¢ szczepdéw GBS do syntezy
B-H/C kompensuje brak CAMP w czasie infekcji. Zatem
CAMP moglby by¢ istotny dla szczepéw GBS w przy-
padku tych nisz, gdzie aktywno$¢ p-H/C jest zmniej-
szona, np. surfaktantu ludzkich ptuc.

Stwierdzono, ze szczepy GBS reguluja B-H/C i czyn-
nik CAMP dzieki CovR/S i Stkl. Wigzace posrednio
promotor genu czynnika CAMP (cfb) biatko CovR akty-
wowalo ekspresje CAMP u szczepdw S. agalactiae [37,
38, 46]. Fosforylacja asparaginianu CovR przez kinaze
CovS wzmacniala dzialanie CovR prowadzac do wzmo-
zonej aktywacji CAMP, podczas gdy fosforylacja tre-
oniny CovR przez Stkl obnizala posredniczong przez
CovR aktywacje czynnika CAMP [77].

4. Czynniki umozliwiajace unikanie odpowiedzi
ukladu odpornosci

Szczepy GBS koduja liczne czynniki, ktére zapo-
biegaja jego rozpoznaniu przez mechanizmy obronne
gospodarza badz zapewniajg przeciw niemu opornosc.

4.1. Otoczka

Szczepy GBS moga posiadaé 9 serotypow otoczko-
wych: Ia, Ib i II-IX. Wielocukier otoczkowy jest jed-
nym z gléwnych czynnikéw zjadliwosci szczepow GBS,
ale rowniez celem dla przeciwcial opsonizujgcych [15].
Jako, ze otoczka zawiera kwas sjalowy, organizm zaka-
zony ma trudno$ci w rozpoznaniu i eliminacji bakterii.
Wykazano, ze obecnos¢ otoczki zapobiega odktadaniu
czynnika C3 i fagocytozie [59]. Stwierdzono takze, ze
transfer przez tozysko przeciwciat matki chronil nowo-
rodka przed inwazyjnym zakazeniem szczepami GBS,

a noworodki urodzone przez matki z niskim poziomem
przeciwcial przeciw otoczkowych byly bardziej narazone
na zakazenia tymi bakteriami [2].

Strukturalne zréznicowanie wielocukréw buduja-
cych otoczke jest zwigzane z r6znorodnoscig genetyczna
jej locus, najprawdopodobniej osiagang w wyniku
horyzontalnego transferu genéw [60]. Zaréwno blisko,
jak i dalece spokrewnione klony moga posiada¢ geny
kodujace poszczegdlne typy otoczkowe, co sugeruje
wymiane genoéw otoczkowych in vivo [26]. Fragmenty
DNA otaczajace locus otoczki sg wysoce konserwatywne
pomiedzy izolatami S. agalactiae [60], zatem rekombi-
nacja homologiczna w tych regionach moze przebie-
ga¢ niezaleznie od rekombinacji w innych regionach
genomu bakterii. Wykazano, ze obszar otaczajacy locus
otoczki wykazuje duza cze¢sto$¢ zdarzen rekombinacji,
w tym duzych (334 kb) fragmentéw DNA [9]. Sugeruje
sie, ze przefaczanie gendw otoczki (capsular switching)
przyczynia sie¢ do powstania nowych kombinacji sero-
typ-genotyp, jednoczesnie umozliwiajac unikanie presji
selekcyjnej. Martins i wsp. udowodnili wystepowa-
nie zmian otoczki u szczepdw S. agalactiae i wykazali,
ze wymiana catych locus byta bardziej powszechna niz
przelaczanie specyficznych genéw otoczki. Stwierdzili
zachodzenie capsular switching wérdd szczepoéw GBS,
ale z mniejszg czgstoscig niz sadzono wezesniej [60].

Jak dotad niewiele jest wiadomo o regulacji CPS
w trakcie zakazenia. Wykazano, ze CPS bierze udzial
w adhezji bakterii i wnikaniu do komérek nabtonka
i srodbtonka. Sugeruje sie, ze szczepy S. agalactiae moga
regulowa¢ ekspresj¢ gendéw otoczki w odpowiedzi na
warunki §rodowiska zewnetrznego. Réznice w czasie
podziatu, czy zmiany w tempie wzrostu moga wplywac
na obecnos¢ CPS i przyleganie oraz wnikanie szczepow
GBS do nabtonka ukladu oddechowego [56]. Stwier-
dzono, ze RogB, regulator transkrypcji nalezacy do
rodziny bialek RofA-like reguluje transkrypcje genow
cps [31]. Wydaje sig, ze RogB jest represorem, badz
negatywnym regulatorem CPS, poniewaz transkryp-
cja pierwszego genu w operonie ¢psA wzmagala si¢
przy braku RogB w przypadku serotypu III. Réwniez
CovR/S nieznacznie regulowal transkrypcje cps w spo-
sob zalezny od szczepu [77].

Szczepy GBS serotypuje si¢ na podstawie rdznic
w budowie otoczki, dalsza charakterystyka zréznicowa-
nia GBS opiera si¢ juz na uzyciu metod genotypowych.
Nie stwierdzono calkowitej korelacji pomiedzy typem
otoczkowym a okreslonym przez MLST (Multi-locus
Sequence Typing) [8]. Co wiecej, poréwnawcze analizy
genomow izolatéw o réznych serotypach wykazaty, ze
niekiedy posiadaja one wigcej takich samych gendw
niz szczepy tego samego serotypu [105]. Sugeruje to, ze
blisko, jak i odlegle spokrewnione klony mogg posia-
da¢ geny kodujace poszczegdlne typy otoczkowe, zatem
moze zachodzi¢ ich wymiana in vivo [57]. Zmianom
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otoczki w wyniku rekombinacji homologicznej sprzyja-
taby organizacja locus kodujacego geny syntezy wielocu-
krow otoczkowych (cps), gdzie wysoce zmienny region
okreslajacy serotyp (cpsGcepsK) jest otoczony genami
konserwatywnymi, a to umozliwia wymiany centralnej
czesci operonu cps [57].

4.2. Dysmutaza nadtlenkowa

Dzieki opornosci na rodniki tlenowe syntetyzowane
przez gospodarza bakterie moga przezy¢ w zakazonym
organizmie. Szczepy GBS koduja zalezng od Mn** dys-
mutaze nadlenkowsg, SodA, zapewniajacg oporno$¢ na
rodniki tlenowe, ktére moga uszkadza¢ DNA, RNA,
biatka, czy lipidy komdrek bakteryjnych [65].

Dysmutazy przeksztalcajg rodnik tlenowy, badz tlen
zjonizowany (O,") do tlenu czasteczkowego (O,) i H,O,,
ktére sa nastepnie metabolizowane przez katalazy, czy
peroksydazy. Tym samym enzymy te umozliwiajg pato-
genom unikniecia dzialania stresu oksydacyjnego w cza-
sie wybuchu tlenowego indukowanego fagocytowaniem
bakterii [65]. Stwierdzono, Ze mutanty delecyjne S. aga-
lactiae sodA byly znaczaco bardziej wrazliwe na dziata-
nie makrofagéw oraz wykazywaly obnizong przezywal-
no$¢ w krwi i mézgu myszy [73], ale nie w watrobie, czy
$ledzionie. Sugeruje to, ze zdolno$¢ do wytwarzania dys-
mutazy umozliwia drobnoustrojom przezycie w specy-
ficznych niszach. Dysmutaza SodA wydaje sie odgrywac
istotng role we wczesnej fazie infekeji, kiedy umozliwia
pojawienie sie duzej ilosci bakterii we krwi, co sprzyja
inwazji do mézgu, przetrwaniu w $ledzionie i watrobie.

Transkrypcja sodA u szczepdw GBS jest pozytywnie
regulowana przez RovS. W przypadku mutanta delecyj-
nego rovS obserwowano ponad dwukrotne zmniejszenie
ekspresji tego genu [87].

4.3. Peptydaza C5a

Peptydaza C5a (ScpB) paciorkowcdw jest zwigzang
z powierzchnig komorki bakteryjnej proteinazg sery-
nowy, zdolng do inaktywacji komponentu C5a ludz-
kiego dopelniacza. Peptydaza ScpB, kodowana przez
gen scpB [13] byla po raz pierwszy zsekwencjonowana
w szczepie serotypu II [14], obecnie stwierdza si¢ przy-
najmniej 96% zgodnosci w sekwencji aminokwasowej
dotad zsekwencjonowanych peptydaz [14]. Sugeruje si¢
zachodzenie transferu horyzontalnego genu peptydazy
C5a pomigdzy gatunkami paciorkowcow ropotwor-
czych [28]. Konserwatywna sekwencja, silna ekspresja
i lokalizacja na powierzchni komorki czyni to biatko
dobrym kandydatem na szczepionke [13, 90]. Wyka-
zano, ze podawanie szczepionek zawierajacych ScpB,
badz koniugaty ScpB-CPS powodowalo eradykacje
szczepow S. agalactiae z ptuc [13].

Jako, ze C5a jest czynnikiem waznym dla rekrutacji
neutrofilow, jego degradacja zaburza te funkcje [100].

W oparciu o uzycie myszy knockout syntetyzujacych
ludzki C5a, stwierdzono, ze aktywnos¢ peptydazy ScpB
specyficznie inaktywuje ludzkie, ale nie mysie C5a [7].
ScpB moze takze ulatwia¢ wigzanie si¢ szczepow GBS
ludzkich komorek nablonka i bialek macierzy zewna-
trzkomorkowej (extracellular matrix, ECM) [5]. Wyka-
zano, ze zdolnos¢ ScpB do wigzania fibronektyny byta
niezalezna od jej aktywnosci jako peptydazy, poniewaz
polimorfizm genu wptywal na aktywnos¢ peptydazy, ale
nie na zdolno$¢ wigzania fibronektyny [102].

W czasie fazy wzrostu obserwowano nasilenie trans-
krypcji genu scpB, jak rowniez wigzania do fibronektyny.
Wykazano, ze transkrypcja tego genu jest pod wpltywem
dwoch niezaleznych TCS. Pierwszym z nich jest RgfC,
sensor HK. U mutantéw delecyjnych rgfC obserwowano
zwiekszenie wigzania si¢ do fibronogenu [98]. Nie wia-
domo jednak, czy RgfA posrednio wiaze si¢ do promo-
tora scpB w celu represji jego transkrypcji. Sugeruje si¢
natomiast zalezng od fazy wzrostu represje ScpB przez
RgfC/A i RgfB [98].

Kolejnym TCS, ktory reguluje ekspresje ScpB jest
CovR/S. Jiang i wsp. zaobserwowali 11-30-krotny
wzrost transkrypcji genu scpB u mutantéw delecyjnych
covR serotypow laiV S. agalactiae [37]. Sugeruje to role
CovR, jako represora ScpB, podobnie zresztg jak B-H/C.
Stwierdzono, ze ScpB nie stanowilo jednak czesci kon-
serwatywnego regulonu CovR [38].

4.4. Proteinaza serynowa

Z powierzchnia komorki jest réwniez zwigzane inne
bialtko, proteinaza serynowa CspA o masie 153-kDa,
kodowana przez gen cspA, otoczony genami cepA i cepl
[33]. Wydaje sig, ze miejsca od 1 do 44 biatka stanowia
region sygnalowy CspA (SS) [94] a D180 i S575 s3 jego
miejscami katalitycznymi [10].

Szczepy GBS moga dzieki tej proteinazie degrado-
wac komponenty ECM. Ciecie fibrynogenu (cieciu ulega
podjednostka A), czy fibryno-podobnych sktadowych,
utrudnia rozpoznanie bakterii i fagocytoze. Szczepy nie
syntetyzujace proteinazy CpsA s3 podatne na dziatanie
neutrofiléw i charakteryzuje je obnizona wirulencja
[33]. Wykazano, ze CpsA degraduja chemokiny, takie
jak onkogenny czynnik wzrostu-y, aktywujacy neutro-
file peptyd-2 i bialko chemotaktyczne dla granulocy-
tow-2 oraz znoszg ich zdolnos¢ do rekrutacji i aktywacji
neutrofiléw [10]. Stwierdzono, ze szczepy GBS syntety-
zowaly jednocze$nie proteinazy CspA oraz C5a, by uni-
ka¢, badz opdzniaé aktywacje neutrofilow. CspA praw-
dopodobnie nie niszczy IL-8, pomimo, Ze jej struktura
jest podobna do innych cietych przez CspA chemokin
[109]. Sugeruje sie, ze moga to uniemozliwia¢ niewielkie
réznice struktury, badz specyficzne aminokwasy w IL-8.

Obie proteinazy syntetyzowane przez szczepy S. aga-
lactiae (ScpB i CspA) maja motyw kotwiczacy LPXTG,
ktory jest konieczny do ukierunkowania tych enzymow
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na $ciane komorkowg przez sortaze, SrtA [20]. Pomimo,
ze szczepy delecyjne GBS srtA cechowata zmieniona
lokalizacja ScpB, zmniejszona ilos¢ pili i zdolno$¢ do
adhezji, nie byly one mniej zdolne do powodowania
zakazen ogdlnoustrojowych [44].

5. Opornoé¢ na peptydy przeciwbakteryjne
5.1. Bialka wiazace penicyliny

Bakteryjne bialka wiazace penicyliny (PBPs) uczest-
nicza w syntezie peptydoglikanu i wykazujg aktywnos¢
przeciw antybiotykom {-laktamowym [110]. Jak dotad
nie stwierdzono opornosci na penicyliny wsrdd szcze-
péw GBS, jednakze szczepy o obnizonej wrazliwosci
byly juz opisywane [66]. Szczepy GBS z delecja genu
ponA, ktory koduje PBP1a, okazaly si¢ podobnie wraz-
liwe na penicyling do szczepéw dzikich. Mutant ponA
byt atenuowany w modelu sepsy u noworodkoéw i jed-
nocze$nie eliminowany szybciej z ptuc noworodkéw
szczurzych. Wykazywal podwyzszona wrazliwo$¢ na
zabijanie przez neutrofile i makrofagi alweolarne (nie-
zaleznie od obecnosci otoczki) [39], co wynikato z faktu,
ze mutanty ponA GBS byly bardziej wrazliwe na rézne
rodzaje AMPs [32]. Ponadto wykazano, ze inne z bia-
tek, zmienione PBP 2X odpowiadaty w duzym stopniu
za zmniejszona wrazliwo$¢ szczepdw S. agalactiae na
antybiotyki p-laktamowe, co wynikalo ze zmiany nie-
ktérych aminokwaséw w PBP [42]. Podstawienia nie
dotyczyly regionéw konserwatywnych biatek [67]. Jak
dotad systemy regulatorowe odpowiedzialne za trans-
krypcje ponA nie zostaly zidentyfikowane.

5.2. Fimbrie

Badania wykazuja, ze szczepy GBS koduja fimbrie,
ktére posredniczag w oporno$ci na dzialanie AMPs
i uczestniczg w przyleganiu do komoérek gospodarza
[55]. Fimbrie typow 1, 2a i 2b [82] sa kodowane przez
trzy loci. U szczepéw dotad badanych stwierdzano
wystepowanie jednego lub dwdch z nich. Fimbrie typu
2a, mogace wystepowacé w siedmiu wariantach sekwen-
cji aminokwasowych, wydaja si¢ typem najpowszechniej
wystepujacym (u ponad 70% analizowanych szczepéw),
natomiast dwa pozostale typy stwierdzono u 27% szcze-
pow GBS [58].

Wykazano, ze tylko typ fimbrii 2a uczestniczy w two-
rzeniu biofilmu u izolatéw S. agalactiae [78]. Sugeruje
sie, ze w przypadku braku obecnosci fimbrii typu 2a,
ekspresji ulega inny czynnik wirulencji o podobnych
funkcjach i kompensuje ich brak. Wszystkie mutacje,
ktdre znosza ekspresje fimbrii (delecje w genach bialka,
czy genach kodujacych sortaze) badz utrudniajace wia-
zanie si¢ ich do $ciany komodrkowej (delecje w genach
AP2, srtC-1, srtA) zapobiegaja formowaniu si¢ biofilmu.

Natomiast inaktywacja biatka API, jednej ze skfado-
wych fimbrii 2a, podobnie jak utrata AP1-specyficznej
sortazy-C (SrtC-2), nie wplywa na zdolnos¢ do adhezji
i agregacji szczepow GBS [82].

Zaobserwowano, ze delecja calego genu pilA (homo-
log AP1 u szczepu GBS 515) powodowala utrate zdol-
nosci do syntezy biofilmu, natomiast delecja genu pilC
(homolog AP2 u GBS 515) nie wplywala na tworzenia
biofilmu [43]. Powodem tych rozbieznych wynikéow
moze by¢ fakt, ze szczepy GBS 515 i GBS NEM316
posiadaja fimbrie 2a nalezace do réznych wariantéw,
ktore strukturalnie mogg rézni¢ si¢ w zdolnosci do
agregacji i adhezji [58]. Szczepy GBS pozbawione pilB
wykazywaly obnizony poziom wirulencji i zwiekszong
podatnos$¢ na fagocytoze i AMPs [55]. PilC natomiast
nie wykazywaly roli kotwiczacej swojego homologa
AP2-2a i w odréznieniu od AP2-2a, byly wyrazane na
powierzchni komorki bakteryjnej [78].

Wszystkie trzy typy fimbrii wzbudzaly synteze prze-
ciwcial a szczepionki oparte na ich komponentach
zapewnialy ochrone przed zakazeniem powodowanym
przez szczepy GBS u badanych myszy [58].

Wydaje sie, ze gen RogB reguluje dodatnio ekspresje
fimbrii u szczepéw GBS, poniewaz transkrypcja PI-2a
byla obnizona przy jego braku [20]. Ze wzgledu na fakt,
ze RogB nie jest fizycznie zwigzany z PI-1, czy PI-2b, jest
prawdopodobne, ze te loci nie s3 przez niego regulowane
[20, 69]. Stwierdzono takze wplyw innego genu regu-
latorowego na ekspresje fimbrii S. agalactiae. Mutanty
nie majagce genu rga posiadaly znaczaco mniej fimbrii
na powierzchni komorek [88].

5.3. Antygenb

Antygen b bedacy skladowa biatka powierzchnio-
wego C, ma mozliwo$¢ wigzania przeciwcial IgA oraz
czynnika H komplementu [1]. Jest on kodowany przez
gen bac zlokalizowany na wyspie patogennosci [17].
Wykazano, Ze gen bac wystepuje u 17.5% izolatéw S. aga-
lactiae [84]. U szczepow S. agalactiae 98-D60C i A909
zostal ostatnio zidentyfikowany dwusktadnikowy sys-
tem regulatorowy kodujacy sensor kinazy histydynowej
(gen sak188) i wigzacy DNA regulator odpowiedzi (gen
sak189) [17, 104]. Stwierdzono, ze transkrypcja genu bac
i ekspresja antygenu b byly kontrolowane przez regulator
odpowiedzi Sak189 a regulacja odbywata si¢ na poziomie
transkrypcji. Stwierdzono ponadto, ze Sak189, ale nie
Sak188 wplywal na wirulencje S. agalactiae in vivo [83].

6. Adhezja i wnikanie

Szczepy GBS przylegaja i wnikaja do réznych komo-
rek gospodarza, w tym do komoérek nabtonka pochwy,
nabtonka i srédblonka ptuc, czy komoérek bariery krew-
-mozg. Wigze si¢ to z poczatkowym wigzaniem sig
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bakterii do bialek takich, jak fibrinogen, fibronektyna,
laminina, ktore nastepnie ulatwiajg pozniejsze interak-
cje z powierzchniowymi integrynami i wnikniecie do
komorek gospodarza [54].

6.1. Bialka wiazace fibrinogen

Wazng role w patogenezie zakazen powodowa-
nych przez szczepy S.agalactiae odgrywaja adhezyny
MSCRAMNMs (Microbial Surface Component Recognizing
Adhesive Matrix Molecules), ktore wigzg sie specyficznie
do fibrynogenu, fibronektyny, kolagenu, lamininy. Fibry-
nogen, jako wazna skladowa surowicy krwi, jest czesto
miejscem przytaczania dla adhezyn bakteryjnych. Wyka-
zano, ze wigzanie do fibrynogenu u szczepéw S. agalac-
tiae bylo posredniczone przez dwa biatka FbsA i FbsB
[91]. FbsA to biatko zwigzane z powierzchnig komoérki,
kodowane przez niewiele szczepéw GBS (np. serotyp Ia,
I1I), podczas gdy FbsB bylo znajdowane u wszystkich
szczepow dotad zsekwencjonowanych [104].

Wykazano, ze bialko FbsA zawieralo peptyd sygna-
fowy, region powtdrzen i C-koniec z motywem LPXTG
typowy dla bialek MSCRAMMs. Natomiast biatko FbsB
nie posiadalo takiego motywu [31, 81], co sugerowalo,
ze jest to bialko wydzielane a nie zwigzane z powierzch-
nig komorki. Pomimo, ze obie adhezyjny wigzaly fibry-
nogen, nie cechowata ich homologia sekwencji. Pod-
czas, gdy bialko FbsA skladalo si¢ z powtérzen (od
3-30) 16-aminokwasowych odpowiedzialnych za wia-
zanie fibrynogenu (jedno powtdrzenie jest zdolne go
zwigzac) [91], biatko FbsB ich nie posiadato. Co wiecej
Aribam iwsp. stwierdzili, ze adhezyna pochodzaca
z ludzkiego szczepu S. agalactiae NEM316, typu III,
skladata sie z 635 aminokwaséw (73 kDa), a jej region
terminalny C nie wskazywal podobienstwa do innych
juz poznanych [16, 31].

Mutanty delecyjne GBS FbsA wykazywaly obnizona
zdolno$¢ do wigzania ludzkiego fibrynogenu i wiek-
sza wrazliwo$¢ na fagocytoze niz szczepy dzikie [91].
Mutanty delecyjne GBS FbsB nie byly atenuowane pod
wzgledem wigzania fibrynogenu, ale zdolno$¢ inwazji
do komorek nablonka pluc byla znacznie obnizona
[50]. Sugeruje to, ze biatko FbsA posredniczy w adhezji,
a adhezyna FbsB promuje wnikniecie szczepow S. aga-
lactiae do komorek gospodarza.

Regulacja ekspresji bialka FbsA jest dokonywana
przez RogB, RovS i CovR/S. Wykazano, ze RogB pozy-
tywnie regulowalo transkrypcje genu fbsA [31], a mu-
tanty GBS nie posiadajace RogB wykazywaly obnizona
transkrypcje fbsA i wigzanie fibrynogenu. Drugie z bia-
tek regulatorowych, RovS wigzato si¢ bezposrednio do
promotora fbsA i negatywnie regulowalo jego trans-
krypcje [87]. Mutanty rovS cechowala umiarkowanie
wigksza zdolno$¢ wigzania fibrynogenu, jak i adhezji
do komorek nablonka ptuc. Dodatkowo ekspresja RogB

byta réwniez obnizona u mutantéw rovS, chociaz RovS
nie wigzal sie bezposrednio do regionu promotorowego
rogB [87]. Bialko FbsA bylo takze negatywnie regulo-
wane przez system CovR/S. Jak stwierdzono, trans-
krypcja fbsA wzrastala 4.6-krotnie przy braku regula-
tora CovR/S u serotypu III GBS, kodujacego zaréwno
RogB, jak i RovS.

Samen 1 wsp. opisali ostatnio jeszcze jeden gen
kodujacy regulator transkrypcji wazny dla GBS, rga. Po
jego delecji bakterie wykazywaly obnizona ekspresje
genow srr-1 1 pilA (kodujacych glikoproteing bogata
w powtorzenia serynowe i biatko fimbrii) oraz lekko
wzmozona ekspresje genu fbsA, przy czym specyficznie
regulator ten wigzal si¢ do gendw fbsA i pilA. Ponadto
zaobserwowano zmniejszenie zdolnosci do wigzania
sie bakterii nie posiadajacych genu rga do komoérek
nabtonka HEp-2, komorek ludzkiej keratyny 4, nato-
miast zwigkszong zdolnos¢ wigzania si¢ do komoérek
linii A549 i ludzkiego fibrynogenu [88].

6.2. Bialko wiazace laminine

Adhezja szczepéw GBS do lamininy komoérek gospo-
darza jest posredniczona przez biatko wigzace laminine
Lmb. Stwierdzono, Ze jest ono lipoproteing wykazujaca
homologie do rodziny biatek Lral odpowiedzialnych za
adhezje i transport metali u bakterii Gram-dodatnich
[28]. Gen Imb i zlokalizowany powyzej gen scpB oraz
OREF2 s3g wspolnie transkrybowane [22]. Region mig-
dzygenowy scpB-Imb moze zawiera¢ dwa typy fragmen-
tow ruchomych (mobile genetic elements, MGEs): GBSil
lub IS1548 [29, 53], a s3 one zlokalizowane odpowiednio
97-bp 1 9-bp powyzej promotora genu Imb [29].

Wykazano, ze istotne klinicznie szczepy GBS linii
CC17 posiadaly GBSil, linii CC19-1S1548, podczas gdy
szczepy CC23 nie posiadaly zadnego MGE [34]. W obre-
bie linii CC19 wszystkie szczepy o serotypie III miaty
1S1548 a szczepy serotypu I GBSil [85].

Stwierdzono, ze mutanty delecyjne Imb GBS wyka-
zywaly obnizong zdolno$¢ do adhezji do ludzkiej lami-
niny i do komérek mikronaczyn srédblonka mézgu [96,
103]. Pomimo, ze uwaza si¢ ze Lmb promuje koloni-
zacje i translokacje GBS do strumienia krwi, mecha-
nizmy tych proceséw nie zostaly poznane. Obecno$¢
regionu niekodujacego o dt. okoto 200 bp pomiedzy Imb
iscpB u serotypow Ia ilIll sugeruje jednak, ze nie sg one
podobnie regulowane u tych szczepow.

6.3. Bialka bogate w powtdrzenia seryny

Biatka bogate w powtdrzenia serynowe (Srr) wyste-
pujace u szczepéw GBS, to kolejne czynniki wiru-
lencji mogace odpowiadaé za rozwdj zapalenia opon
mozgowo-rdzeniowych [95]. Sa to wysoce glikozy-
lowane, zlokalizowane na powierzchni biatka, ktore
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uczestnicza w adhezji [101]. Stwierdzono, ze w wyniku
potranslacyjnych zmian biatko Srr-1 wykazuje podo-
bienstwo do wzoru glikozylacji GspB u S. gordonii [95].
Mechanizm tego procesu nie jest znany, ale prawdopo-
dobnie uczestniczy w nim kilka genéw glikozylotrans-
feraz usytuowanych w locus srrl. Wykazano, ze bialka te
s3 zbudowane z pojedynczego peptydu o dlugosci okoto
50 aminokwasdw, regionu Srrs i motywu wigzacego
$ciang komoérkowa LPXTG [92]. Wysoce konserwa-
tywne biatko Srr-1 wydaje si¢ rozpowszechnione pomig-
dzy szczepami GBS, natomiast biatko Srr-2 wystepowalo
u szczepow serotypu II1i ST-17. Wraz z seryng w Srr-2
w regionach powtdrzen pojawialy sie nastepujace ami-
nokwasy: walina, izoleucyna, treonina asparagina, kwas
glutaminowy, natomiast w biatku Srr-1 alanina, treonina
i metionina [92].

Geny inwazyjnosci posrednicza w przenikaniu do
komorek, np. komoérek nabtonka ptuc [19], zatem moga
by¢ istotne we wezesnych etapach zakazenia u noworod-
kow. Stwierdzono, ze wystepujgce powszechnie biatko
Srr-1 wigzato si¢ do ludzkiej keratyny oraz umozliwiato
adhezje do komoérek HEp2. Mutant delecyjny srr-1 wyka-
zywal zmniejszong zdolnos¢ do adhezji o 75%, ale nie
do inwazji do komérek linii HEp2 [86]. Jak wykazano,
szczepy GBS kodujace Srr-2 byly bardziej wirulentne niz
szczepy Srr-1 w przypadku sepsy u noworodkow [92].

6.4. Immunogenna adhezyna GBS

Adhezja jest rowniez ulatwiana przez immunogenng
adhezyne (BibA) [89]. Szczepy GBS moga kodowa¢
cztery formy biatka BibA, zwigzane ze §ciang komor-
kowa, jak i wydzielane na zewnatrz komorki.

Jak dotad, nie znaleziono powigzania pomiedzy
wystepowaniem poszczegdlnych typow BibA a postacia
choroby, czy nosicielstwem, jednakze zaobserwowano
pewne zalezno$ci pomiedzy serotypami drobnoustro-
jow a typem bialka BibA wystepujacym u szczepow
GBS [89]. Serotyp Ia znajdowano wylacznie u szcze-
pow posiadajacych wariant II biatka BibA, podczas gdy
szczepy serotypu Ib mialy tylko wariant III biatka BibA.
Szczepy GBS nalezace do serotypu II posiadaly gtow-
nie wariant III biatka BibA, natomiast wsérdéd szczepow
serotypu III wystepowaly warianty I i IV biatka BibA.
Wariant IV biatka BibA wystepowal wylacznie wsrod
szczepow GBS linii ST-17, ktéra powodujaca czesto
zakazenia u noworodkéw. Kilka szczepéw GBS repre-
zentujacych serotyp IV posiadalo wariant IT biatka BibA,
natomiast szczepy serotypu V zawieraly gtéwnie wariant
I1I biatka BibA [89].

W przypadku serotypu V, biatko BibA ufatwialo
adhezje szczepéw GBS do ludzkich komoérek szyjki
macicy i nablonka ptuc, wigzalo si¢ do regulatora kla-
sycznego komplementu znanego jako biatko wigzace C4
i odpowiadalo za opornos$¢ na fagocytoze [89]. Wyka-

zano, ze szczepienie myszy bialkiem BibA daje odpor-
no$¢ na zakazenie szczepami GBS. Niestety niemalze
polowa badanych szczepéw nie wyrazala tego biatka
na powierzchni komorek, zatem w tym przypadku ich
zdolno$¢ do indukeji odpornosci bylta niska.

Stwierdzono, ze gen bibA znajduje si¢ pod wply-
wem negatywnej regulacji systemu CovS/CovR [45].
Jak dotad, nie wiadomo jednak, jakie bodzce $rodo-
wiskowe wlaczajg aktywacje tego systemu u szczepow
GBS. Sugeruje sig, ze poziom ekspresji biatka BibA na
powierzchni komoérki obserwowany in vitro jest niz-
szy niz w zakazonym organizmie, co pozostaje zgodne
z badaniami Mereghetti i wsp., ktorzy stwierdzili,
ze ekspresja biatka BibA u szczepdw izolowanych z krwi
jest podwyzszona w poréwnaniu do bakterii namnaza-
nych in vitro [63].

6.5. Bialko aC (APC)

Waznym czynnikiem zjadliwosci szczepéw S. agalac-
tiae jest kodowane przez gen bca biatko powierzchniowe
a-C (ACP), odpowiedzialne za inwazj¢ do nabtonka
szyjki macicy [3]. Jego aktywnos$¢ wiaze sie z liczbg
powtoérzen tandemowych fragmentu 82-aminokwa-
sowego, a zmienna dlugo$¢ tych fragmentéw wynika
z zachodzenia rekombinacji niezaleznej od recA [72].

Stwierdzono, ze bialko ACP ulega ekspresji na po-
wierzchni serotypow Ia, Ib I1 I S. agalactiae, rzadko nato-
miast w przypadku serotypu III GBS [64]. Bialko ACP
ulatwialo wnikanie do komoérek gospodarza w wyniku
interakeji z glikozaminoglikanami komoérek gospoda-
rza [4] badz dzigki wigzaniu si¢ do alfl-integryn na
powierzchni komoérek nabtonka [6].

Mechanizmy regulacji biatka ACP pozostaja nie-
jasne. Wykazano dotad, ze delecja systemu regulacyj-
nego covR/S powodowala nieznaczny wzrost, badz brak
zmian ekspresji ACP [37, 45]. Regulacja transkrypcji
odbywala sie takze w wyniku zmian w obrebie krot-
kich sekwencji powtarzalnych usytuowanych powyzej
regionu -35 promotora [75], na drodze bfednego paro-
wania w wyniku przesuniecia nici. Sugeruje sie, ze oba
te procesy moga powodowac selekeje i ekspansje zmie-
nionych izolatow [41].

6.6. Bialko IagA

Biatko IagA, kodowane przez gen iagA, zostalo ziden-
tyfikowany jako wazny czynnik wirulencji w zapaleniu
opon modzgowo-rdzeniowych powodowanych przez
szczepy GBS. Wykazano, ze mutanty delecyjne iagA
szczepOw S. agalactiae powodowaly bakteriemie u myszy
podobnie jak u szczepow dzikich [18], jednakze wyka-
zywaly obnizong zdolno$¢ do penetracji bariery krew
mozg i byly odpowiedzialne za mniejszy odsetek zaka-
zen $miertelnych in vivo [18].
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Stwierdzono, ze bialko IagA jest glikozylotrans-
ferazg (DGIcDAG), umozliwiajacg wbudowywanie
kwasu lipoteichojowego (LTA) w ostony komoérkowe
bakterii. W wyniku delecji genu iagA, wigzanie LTA
byto zaburzone i obserwowano jego uwalnianie do
pozywki. D oran iwsp. sugerowali, ze utrata zdolno-
$ci syntezy DGIcDAG powodowata nie tylko usunigcie
z powierzchni komdrek GBS inwazyny IagA, ale row-
niez uwalniane LTA moglo blokowa¢ mechanizmy
wnikania bakterii to ludzkich komérek mikronaczyn
$rédbtonka mozgu [18].

6.7. Bialko powierzchniowe Rib

Biatko powierzchniowe Rib, o tandemowo powtarza-
jacych si¢ sekwencjach [107], jest znajdowane u znacza-
cego odsetka szczepow powodujacych zakazenia inwa-
zyjne noworodkow [62, 84, 99]. Obecnos¢ tego biatka,
kodowanego przez gen rib, jest wykorzystywana przy
serotypowaniu szczepow GBS [47, 51]. Jak wykazano,
szczepienia myszy preparatami z oczyszczonego biatka
Rib chronito przed zakazeniem §miertelnym szczepem
o podobnym biatku [51]. Stwierdzono, ze niskie steze-
nia przeciwcial przeciw biatku Rib u noworodkéw maja
zwigzek z postacig inwazyjna zakazenia przez szczepy
GBS wyrazajace te bialka. Sugeruje to, ze naturalne prze-
ciwciata przeciw biatku Rib szczepéw GBS moga chroni¢
przed zakazeniami szczepami S. agalactiae [51].

7. Inne czynniki uczestniczace w patogenezie GBS
7.1. Hialuronidaza

Wydzielnicza liaza, proteaza (HlyB), kodowana
przez gen hlyB, jest czynnikiem patogennosci [49],
ktéry umozliwia szerzenie si¢ szczepéw GBS podczas
infekcji. Hialuronidaza degraduje kwas hialuronowy,
budujacg tkanke faczng i uktad nerwowy oraz znajdu-
jacy sie w lozysku, plynie owodniowym i plucach
[48]. Stwierdzono, ze szczepy S. agalactiae syntetyzu-
jace wieksze ilosci hialuronidazy cechowaly sie wieksza
zjadliwoscia w pordwnaniu do szczepow niewiele jej
syntetyzujacych [80].

Dzialanie hialuronidazy syntetyzowanej przez szcze-
py S. agalactiae badano na modelu rodzinnej hypercho-
lesterolemii. Wykazano, ze HylB powodowata zniszcze-
nie plytki miazdzycowej w badaniach in vitro, natomiast
w badaniach in vivo spowalniala jej tworzenie [70].

7.2. Regulator transportu metioniny (MtaR)
Gen mtaR S. agalactiae, wykazujacy podobienstwo

do rodziny regulatoréw transkrypcji LysR, jest regula-
torem transportu metioniny. Wykazano, ze inaktywa-

cja tego genu zwigkszata okoto 1000-krotnie LD50 dla
szczepu S. agalactiae, ponadto mutanty namnazaly si¢
in vivo slabiej [93].

Stwierdzono, Ze regulator MtaR aktywowal nie
tylko ekspresje klasteru gendéw odpowiedzialnych za
transport metioniny (metQINP), ale takze w niewiel-
kim stopniu powodowal obnizenie syntezy argininy.
Ponadto obnizal ekspresje proteinazy serynowej CspA
a wzmagal produkcje adhezyny FbsB [11]. Sugeruje sie,
ze zar6wno obnizona zdolno$¢ do przyswajania metio-
niny, jak i obnizona synteza biatka CpsA przyczynia si¢
do zmniejszenia zjadliwo$ci mutantéow mtaR [11, 93].
MtaR nie wplywal natomiast na ekspresje gendw cps,
pomimo, ze jest transkrybowany z tego operonu [93].

7.3. Zdolnos¢ do wykorzystania hemu

Szczepy Streptococcus agalactiae nie s3 zdolne do
syntezy hemu, wigc pobierajg go z krwi w trakcie zaka-
zenia. Zdolno$¢ do uzycia hemu, jako zrddia zelaza
koniecznego w procesie oddychania jest korzystna,
i jak wykazano, konieczna do pelnej wirulencji szcze-
péw S. agalactiae w modelu sepsy [108]. Stwierdzono,
ze za utrzymanie homeostazy hemu i protoporfiryny IX
(PPIX) u szczepéw GBS odpowiada system sklada-
jacy sie z operonow: gbs1753, gbs1752 (pefA i pefB),
gbs1402 (pefR), gbs1401, gbs1400 (pefC i pefD). PefR
jest represorem obu operondw. Bakterie z inaktywo-
wanymi oboma systemami Pef okazaly si¢ wrazliwe
na porfiryny, natomiast konstytutywna aktywno$¢
tych operonéw w wyniku inaktywacji pefR doprowa-
dzita do zaburzen oddychania i obnizenia wirulen-
cji patogenow [25].

8. Podsumowanie

Pomimo wykonywania badan przesiewowych szcze-
py S. agalactiae nadal pozostaja waznymi patogenami
powodujacymi grozne w skutkach zakazenia u nowo-
rodkéw. Dlatego tez istotne wydaje si¢ poszerzanie
wiedzy na temat molekularnych mechanizméw, ktore
odpowiadajg za ich zdolno$¢ do powodowania tych
infekcji. W duzym stopniu za wirulencje odpowiadaja
posiadane przez bakterie czynniki zjadliwosci. Zrozu-
mienie powigzan pomiedzy ich wystepowaniem, seroty-
pami drobnoustrojow mogloby umozliwi¢ réznicowanie
szczepow inwazyjnych i kolonizujacych.

Udowodniono, ze szczepy GBS moga dostosowywacé
ekspresje gendéw czynnikow zjadliwo$ci do zmieniaja-
cego si¢ srodowiska bytowania oraz etapu zakazenia
poprzez systemy transdukcji sygnatow. Wiedza ta moze
okazac si¢ istotna podczas leczenia zakazen powodowa-
nych przez szczepy S. agalactiae, szczegoélnie w obliczu
narastajacej opornosci bakterii.
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Microsporidia — opportunistic pathogens of humans

Abstract: Microsporidia are small, unicellular, and obligatory intracellular parasites of vertebrates and invertebrates. Phylogenetic analysis
has placed Microsporidia with in the Fungi. They have very unusual organelles such as single polar tube, polaroplast and anchoring disc.
The following genera have been associated with human infections: Enterocytozoon, Encephalitozoon, Pleistophora, Trachipleistophora,
Anncaliia, Vittaforma, Brachiola, Nosema and Microsporidium. These parasites are etiological agents of diarrhea and disseminated
systemic microsporidiosis in immunedeficient or immunecompetent individuals: AIDS patients, organ transplant recipients, travelers,
contact lens wearers, children and elderly people. Enterocytozoon bieneusi and Encephalitozoon intestinalis are the most common causes
of human infections. Microsporidian spores appear to be relatively resistant to environmental conditions, and species of microsporidia
infecting humans have been identified in water sources and in free-ranging, domestic or farm animals, with a threat for waterborne,
foodborne and zoonotic transmissions. Several methods are available for detection and species differentiation of microsporidia.
Microscopy techniques allow the diagnosis of microsporidiosis but for genus and species determination the antigen-based and molecular
methods must be used. The most effective drugs for treating microsporidiosis in humans include albendazole and fumagillin. The highly
active antiretroviral therapy (HAART) reduces the prevalence of intestinal microsporidiosis in HIV-infected persons. Future studies
shall focus on risk factors predisposing to microsporidiosis.

1. Introduction. 2. Taxonomy. 3. The characteristics of spores. 4. The life cycle. 5. Species infecting humans. 5.1. Enterocytozoon bieneusi.
5.2. Encephalitozoon spp. 5.3. Other pathogenic species. 6. Pathogenicity. 7. Epidemiology. 8. Microsporidiosis in Poland. 9. Transmission
routes and genetic diversity. 10. Diagnostic methods. 11. Treatment. 12. Summary

Stowa kluczowe: choroby oportunistyczne, diagnostyka, epidemiologia, leczenie mikrosporydia
Key words: diagnostics, epidemiology, microsporidia, opportunistic diseases, treatment

1. Wstep etiologiczny infekeji oportunistycznych u 0sob o réznym
statusie immunologicznym. Wywoluja chroniczne bie-
Mikrosporydia sg grupa pasozytow, ktére od ponad  gunki, oraz rozsiane, wieloukladowe zarazenia nie tylko
100 lat znajdujg si¢ w kregu zainteresowan parazyto- u chorych z AIDS, ale takze u ludzi przyjmujacych leki
logéw. Pierwszy odkryty gatunek Nosema bombycis immunosupresyjne, biorcow przeszczepow, uzytkowni-
opisano w polowie XIX wieku jako przyczyne ,cho-  kéw soczewek kontaktowych, podréznych, dzieci i 0séb
roby pieprzowej’, ktora zdziesigtkowala larwy jedwab- ~ w podeszlym wieku [22, 24, 28, 35, 36, 64, 68, 94].
nikéw w poludniowej Europie. Mikrosporydia wywotuja
wiele choréb o znaczeniu gospodarczym, gtéwnie u ryb
i owadow [24, 34]. W chwili obecnej opisano ponad 2. Pozycja systematyczna mikrosporydiow
1200 gatunkéw wystepujacych u bezkregowcow i kre-
gowcdw, a coraz czgsciej pasozyty te s3 wykrywane jako Mikrosporydia s3 eukariotycznymi, zyjacymi we-
patogeny ssakow, w tym ludzi [23, 32, 65, 94]. wnatrzkomérkowo organizmami nalezacymi do typu
Pierwsze doniesienie o mikrosporydiach jako przy-  Microsporidia, wykazujacymi silne pokrewienstwo filo-
czynie infekeji u czlowieka odnotowano w 1959 roku  genetyczne z grzybami (Fungi) [47, 51, 82, 89, 93]. Ich
[55], ale przez nastepne kilkadziesiat lat rzadko byly one  pozycja systematyczna zmieniala si¢ wraz z rozwojem
kojarzone z chorobami ludzi [92]. Wzrost zainteresowa-  nauki. W chwili opisania gatunku Nosema bombycis
nia tg grupa pasozytow nastagpil wraz z wystapieniem przez Balbianiego w 1857 roku uznano go za
pandemii AIDS na $wiecie. W chwili obecnej mikrospo-  organizm grzybopodobny i zaklasyfikowano do Schizo-
rydia sa rozpoznawane na calym $wiecie jako czynnik  mycetes. W nastepnych latach mikrosporydia uznano

* Autor korespondencyjny: Zaklad Parazytologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa;
tel. 22 55 41 141; e-mail: mabed@biol.uw.edu.pl
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kolejno za pierwotniaki formujace spory — Sporozoa
(1882), a nastepnie w obrebie tego taksonu zaliczono
do Cnidosporidia (1901), podgrupy skupiajacej cztery
luzno powigzane grupy pasozytow, ktére charaktery-
zowal wewnatrzkomorkowy tryb zycia (Microsporidia,
Myxosporidia, Actinosporidia i Helicosporidia) [48, 75].
Obecnie sg klasyfikowane kolejno jako grzyby, zwie-
rzeta i zielenice. W roku 1982 wedtug nowej hipotezy
przyjeto, ze mikrosporydia naleza do Archeozoa - pry-
mitywnych Eukariota pozbawionych mitochondriéw
podobnie jak Archamoebae (Entamoeba), Metamonada
(Giardia) i Parabasalia (Trichomonas) [12, 48].

W $wietle obecnych badan molekularnych i filo-
genetycznych uwaza sie, ze mikrosporydia sg blisko
spokrewnione z grzybami, a o czym $wiadczg filogene-
tyczne analizy genéw kodujacych B-tubuline, podjed-
nostke polimerazy RNA II, biatko wiazace TATA, oraz
czynniki translacyjne EF-11 EF-2 [46, 47, 51]. Obecnos¢
chityny w wewnetrznej otoczce spory takze potwierdza
przynalezno$¢ do tej grupy organizméw. W trakcie
adaptacji do pasozytniczego trybu zycia mikrosporydia
rozwinely wysoce wyspecjalizowany system infekowania
komorek zywiciela, ale z drugiej strony utracily pewne
typowe cechy Eukaryota: rybosom 80S, mitochondria,
peroksysomy i klasyczny aparat Golgiego. Mikrospory-
dia posiadaja rybosom 70S o prokariotycznej budowie
z rybosomalnymi podjednostkami (30S i 50S) i czastecz-
kami 16S rRNA, 23S rRNA i 58 rRNA, mitosomy oraz
atypowy aparat Golgiego [26, 89, 90]. O przynalezno$ci
mikrosporydiéw do Eukariota $wiadcza jednak takie
cechy jak obecno$¢ biatek homologicznych z mitochon-
drialnymi biatkami szoku cieplnego (HSP70) oraz powi-
nowactwo bton polaroplastu do bton aparatu Golgiego.
Istnieje rowniez hipoteza zakladajaca, ze tylna wakuola
pelni funkcje peroksysomoéw [49, 88, 91].

3. Charakterystyka spory

Spora ma unikalng budowe wewnetrzng i jest najbar-
dziej charakterystyczng postacig mikrosporydiéw. Jako
jedyne stadium rozwojowe ma zdolno$¢ do przebywa-
nia poza komorka zywiciela, jest postacia dyspersyjna,
inwazyjng i diagnostyczng. Jej rozmiary w zalezno$ci
od gatunku wahaja si¢ od jednego do kilkudziesie-
ciu mikrometréw. Blona komdrkowa spory otoczona
jest przez dwie $ciany: zewnetrznag glikoproteinows
i wewnetrzng chitynowo-bialkowa bardzo odporng na
dzialanie czynnikéw srodowiska. Struktury wewnetrzne
znajdujace si¢ w sporoplazmie s specyficzne i charak-
terystyczne jedynie dla tego taksonu. Schemat budowy
spory przedstawiono na rys. 1 [94].

Drozna ni¢ spelniajaca funkeje ,,strzykawki” przy-
czepiona jest do szczytu spory swoja rozszerzong czeg-
$cia, tzw. dyskiem kotwiczacym, a polaroplast — blo-

Egzospora

Endospora

Dysk kotwiczacy

Ni¢ drozna

Polaroplast lamelarny

= ——\- Polaroplast pecherzykowy
I Ni¢ drozna utozona w zwoje
Sporoplazma

Jadro
Btona komérkowa

Wakuolatyna
przekroj przez zwoje
nici droznej (pie¢ na
widocznym schemacie)

Rys. 1. Budowa spory mikrosporydium

Rysunek zamieszczony za zgoda Profesora Louisa Weissa z Albert Einstein

College of Medicine, USA. Oryginat pochodzi z Wittner M., Weiss L.M.

(eds.) The Microsporidia and Microsporidiosis, ASM Press, 1999 (Wittner
and Weiss, 1999) ze zmianami.

niasta struktura homologiczna z aparatem Golgiego
- otacza poczatkowy, prosty jej fragment. Ni¢ moze
by¢ nawet 100razy diuzsza od spory (50-100 um)
i jest charakterystycznie ulozona w zwoje, ktérych
liczba (od kilku do ponad 30) i kat zagiecia stanowia
ceche diagnostyczng [96, 98]. W sporoplazmie znaj-
dujg si¢ takze jedno lub dwa jadra, rybosomy i tylna
wakuola prawdopodobnie bioraca udzial w gwaltow-
nym wyrzuceniu nici w trakcie inwazji. Gatunki pato-
genne dla ludzi posiadaja spory o niewielkich rozmia-
rach (1,0-3,0 pm x 1,5-4,0 um), co znacznie utrudnia
ich wykrywanie i rozpoznanie [24, 34, 99].

4. Cykl rozwojowy mikrosporydiow

Do zarazenia dochodzi droga pokarmowa poprzez
polkniecie spory, droga oddechowa przez inhalacje,
droga plciows (glownie u oséb homoseksualnych),
poprzez kontakt bezposredni (§luzdwka oka), a takze na
skutek urazéw poprzez otwarte rany. Czynniki pobu-
dzajace spor¢ do dalszego rozwoju sg stabo poznane,
zaleza od S$rodowiskowych warunkéw fizycznych
i chemicznych, takich jak zmiany pH, zmiany wilgot-
nosci, obecnos¢ specyficznych anionéw (bromkowy,
chlorkowy, jodkowy, fluorkowy) i kationéw (potasowy,
sodowy, litu, cezu) oraz niskie dawki promieniowania
UV. Czynnikami hamujgcymi aktywacje spor sg m.in.:
chlorki magnezu i amonu, fluorek sodu, jony srebra,
niskie stezenie soli, promieniowanie gamma, wysokie
dawki promieniowania UV, temperatura powyzej 40°C,
inhibitory kalmoduliny i cytochalazyna D zapobiega-
jaca polimeryzacji aktyny. Gatunek pasozyta odgrywa
istotng role w dalszym przebiegu inwazji [93].

Gdy aktywacja spory zostanie zaindukowana, pierw-
szym sygnalem jest wzrost ci$nienia osmotycznego,
pecznienie spory i specyficzne wybrzuszenie polaro-
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plastu. Pod wplywem wysokiego cisnienia spora peka
w najcienszym miejscu i ni¢ zostaje wystrzelona z pred-
koscig do 100 pm/s, dziurawigc blong komorki zywiciela
poprzez jej przebicie lub w procesie fagocytozy [33].
Gdy ni¢ jest calkowicie rozwinieta, cytoplazma z zawar-
toscig zostaje przepchnieta (wstrzyknieta) do wnetrza
komorki w czasie 15-500 ms i dalszy rozwoj przebiega
odmiennie w zaleznosci od gatunku. Inny mechanizm
inwazji oparty jest na fagocytozie spory, ktéra dopiero
po dostaniu si¢ do komorki zywicielskiej poprzez roz-
winietg ni¢ infekuje cytoplazme [33].

W zarazonej komorce tworzg si¢ meronty, ktére
lokalizuja sie badz bezposrednio w cytoplazmie (Ente-
rocytozoon, Nosema, Brachiola), albo otaczaja si¢ blong,
ktéra moze by¢ pochodzenia pasozytniczego (Pleisto-
phora, Trachipleistophora, Vittaforma) tworzac tzw.
wakuole parazytoforusa lub pochodzenia zywicielskiego
(Encephalitozoon) lokalizujac si¢ w tzw. sporoforusie
[32]. W niektoérych przypadkach dochodzi do reorga-
nizacji wnetrza zarazonych komorek i pasozyty moga
zosta¢ otoczone przez rézne organelle, np. retikulum
endoplazmatyczne, jadro komérkowe badz mitochon-
dria, lub rozwija¢ sie w ich wnetrzu. Komorki zywiciela
pod wplywem pasozyta moga zosta¢ zdeformowane,
zmieni¢ ksztalt i wielkos¢. W kolejnym etapie rozwo-
jowym, procesie merogonii, dochodzi do namnazania
pasozyta, a nastepnie w fazie sporogonii formowane s3
spory, u niektérych gatunkéw otoczone sporoforusem
ktdre infekujg kolejne komorki zywiciela lub rozpoczy-
najg faze pozakomorkowa.

5. Charakterystyka gatunkéw wykrywanych u ludzi

Wigkszos¢ doniesien o mikrosporydiozie jest zwig-
zana z osobami zarazonymi wirusem HIV, ale mikro-
sporydia coraz czgsciej sa wykrywane jako objawowe
lub bezobjawowe zarazenia u osdb o réznym statusie
immunologicznym [6, 7, 24, 64, 65]. Gatunki najczes-
ciej wykrywane u cztowieka nalezg do dwdch rodzajow:
Enterocytozoon z jedynym jak dotad opisanym przed-
stawicielem E. bieneusi oraz Encephalitozoon. W obec-
nej chwili zagrozenie dla zdrowia czlowieka stanowi
15 gatunkéw nalezacych do 7 rodzajow: Enterocyto-
zoon, Encephalitozoon (Septata), Pleistophora, Trachiple-
istophora, Brachiola, Vittaforma, Anncaliia (Brachiola)
i Nosema oraz kilka niesklasyfikowanych tzw. Microspo-
ridium [24, 32, 44, 75]. Opisy poszczegolnych gatunkéw
zamieszczono w tabeli I.

5.1. Enterocytozoon bieneusi
Gatunek Enterocytozoon bieneusi po raz pierw-

szy wykryto w 1985 roku we Francji w enterocytach
haitanskiego pacjenta chorego na AIDS [20]. Jest to

patogen zazwyczaj wykrywany w przypadkach jelitowej
mikrosporydiozy, rzadziej jako przyczyna stanéw zapal-
nych watroby i woreczka zélciowego [13, 60, 70, 76].
Najczesciej wystepuje u oséb immunologicznie kom-
petentnych [1, 59, 65]. W przeciwienstwie do innych
gatunkow mikrosporydiéw bardzo rzadko wywoluje
zarazenia rozsiane, ograniczajac swoja ekspansje do
ukladu oddechowego. E. bieneusi jest najmniejszym
gatunkiem wystepujacym u ludzi. Owalne spory maja
rozmiary 1,1-1,6 um x 0,7-1,0 um, a charakterystyczne
zwoje nici (5-7) ulozone sg dwurzedowo (dwuwar-
stwowo). W zainfekowanych komorkach, gtéwnie ente-
rocytach, pasozyty rozwijaja si¢ w bezposrednim kon-
takcie z cytoplazma [31]. Poczatkowo byt uznawany za
gatunek izolowany gléwnie od ludzi, ale w ciggu nastep-
nych lat E. bieneusi zaczgto wykrywac takze u zwierzat
domowych (np. psow i kotéw), gospodarskich (np. $win,
bydla i drobiu) oraz dziko zyjacych (np. bobry, wydry,
lisy, kroliki) [63, 66, 68, 78, 80].

5.2. Encephalitozoon spp.

Wiszystkie gatunki nalezace do tego rodzaju rozwi-
jaja sie w charakterystycznej wakuoli parazytoforusa.
Meronty dzielg sie przez podzial podiuzny i zazwyczaj
pozostaja w wakuoli. Spory o rozmiarach 2,0-2,5 x
1,0-1,5 um majg ni¢ polarng ulozong w 5-7 zwojow,
uporzadkowanych w jednym rzedzie. Pasozyty, oprocz
enterocytow jelita cienkiego i innych komdrek nabton-
kowych, zasiedlaja takze fibroblasty, makrofagi oraz
komorki $rodblonka [31, 32].

Encephalitozoon intestinalis po raz pierwszy wykryto
w 1992 roku u pacjentéw zarazonych wirusem HIV [9].
Na podstawie réznic w budowie ultrastruktury zostat
opisany jako Septata intestinalis. Dopiero pdzniejsze
badania oparte na analizie sekwencji rDNA potwierdzily
przynalezno$¢ tego gatunku do rodzaju Encephalitozoon
[40]. Ta reklasyfikacja jest wcigz dyskutowana, gdyz
E. intestinalis w trakcie swojego rozwoju tworzy uni-
kalng otoczke (fibrillar network) separujaca pasozyta od
wakuoli parazytoforusa. Jest to drugi po E. bieneusi naj-
cze$ciej wykrywany gatunek mikrosporydiow u ludzi.
Podobnie moze by¢ przyczyna biegunek, ale w trakcie
rozwijajacej sie inwazji dosy¢ czesto powoduje zapalenie
pecherza moczowego oraz inwazje rozsiane na nerki,
pluca, Sluzdéwke nosa, zatoki oraz oczy i mozg.

Dwa pozostale gatunki patogenne dla cztowieka sa
morfologicznie nierozréznialne w mikroskopie swietl-
nym i elektronowym. Rozrézni¢ je mozna jedynie meto-
dami immunologicznymi, biochemicznymi lub mole-
kularnymi. Encephalitozoon cuniculi byl pierwszym
gatunkiem odkrytym u ssakdw. Zostal wyizolowany od
krélika w 1922 roku [52] i jest najlepiej poznanym i opi-
sanym gatunkiem spo$réd wszystkich mikrosporydiow.
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Pokrewny gatunek E. hellem po raz pierwszy wykryto
w 1991 roku jako przyczyne rozsianej mikrosporydiozy
u trzech pacjentéw z AIDS [21]. Do tego momentu
wszystkie przypadki zachorowan byly diagnozowane
mikroskopowo jako inwazje E.cuniculi, ale nalezy
przypuszczad, ze przypadki encephalitozoonozy u udzi
odnotowane przed 1991 rokiem wywolywane byly
zaréwno przez E. cuniculi, jak i przez E. hellem. Zaraze-
nia tymi dwoma gatunkami rzadko sg opisywane jako
przyczyna dolegliwosci jelitowych, natomiast czesto
wywoluja rozsiane infekcje watroby, nerek, pecherza
moczowego, otrzewnej, tchawicy, oskrzeli, ptuc, rogéwki
i spojowki oraz osrodkowego ukladu nerwowego [31].

5.3. Inne gatunki mikrosporydiow

Inne gatunki mikrosporydiéw patogenne dla ludzi
najczesciej wystepuja u oséb z ciezkimi niedoborami
odpornosci. U immunokompetentnych pacjentéw zwia-
zane s zazwyczaj z infekcjami oczu. Mikrosporydia
z rodzaju Nosema spp. to szeroko rozpowszechnione na
calym $wiecie pasozyty owadow i innych bezkregow-
cow [86]. W komorkach rozwijaja si¢ w bezposrednim
kontakcie z cytoplazma zywiciela. Stadia wewnatrzko-
morkowe sa dwujadrowe i tworzg charakterystyczne dla
grzybow stadium jader sprzezonych - dikarion. Spory
izolowane od zarazonych ludzi s3 takze niewielkich
rozmiaréw 4,0-4,5 % 2,0-2,5, a ni¢ biegunowa uklada
sie w 10-12 zwojow [31]. Nosema ocularum wywoluje
zakazenia rogéwki u ludzi, a pozostate gatunki mogace
by¢ przyczyng infekeji oczu to Vittaforma corneae, Tra-
chipleistophora sp., Anncalia algerae, Microsporidium
ceylonensis oraz M. africanum [62, 69, 87]. Gatunek
V. corneae posiadajacy podtuzne spory o wymiarach
3,7um x 1,0 um i dikariotyczne jadro, byt takze przy-
czyng zapalenia drég moczowych u pacjenta z AIDS,
a mikrosporydia sklasyfikowane jako Vittaforma - like
izolowano od pacjentéw z biegunka o réznym statusie
immunologicznym [31, 79].

Inwazje wywolane przez mikrosporydia z rodzaju
Pleistophora i Trachipleistophora powoduja zapalenie
miesni objawiajace si¢ goraczka, miesniobdlami, nad-
wrazliwo$cia mie$ni i ogélnym oslabieniem organizmu.
Gatunek T. hominis opisano jako przyczyne zapalenia
mie$ni u 4 chorych na AIDS [30]. Pokrewny gatunek
T. anthropophthera byl izolowany od pacjentéw z zabu-
rzeniami nerwowymi i z objawami podobnymi do
neurotoksoplazmozy. W trakcie autopsji spory Trachi-
pleistophora izolowano takze z serca, tarczycy, trzustki,
watroby, $§ledziony, szpiku kostnego i weztéw limfatycz-
nych [99]. Zarazenie Anncaliia algerae, oprocz zapalenia
rogowki i zapalenia migs$ni, moze by¢ przyczyna zapa-
lenia tkanki facznej lub strun glosowych (Tab.I) [10].

6. Chorobotworczo$¢ mikrosporydiow

Kliniczne objawy mikrosporydiozy zaleza od statusu
immunologicznego zarazonej osoby, a takze od miejsca
inwazji oraz od gatunku pasozyta. U oséb immunolo-
gicznie kompetentnych dochodzi do zarazenia dwoma
najczesciej spotykanymi gatunkami E. bieneusi i E. inte-
stinalis. Rozwija si¢ zazwyczaj postac jelitowa z biegunka
lub innymi dolegliwo$ciami ustepujacymi po ok. 2 tygo-
dniach lub inwazja moze przej$¢ w faze chroniczng albo
pozosta¢ bezobjawowa. U 0s6b immunokompetentnych
takze rogéwka oka jest miejscem uprzywilejowanym
do powstawania infekcji ocznych wywotywanych przez
mikrosporydia, ktére powoduja nieostro$¢ widzenia
oraz stany zapalne i owrzodzenia rogdwki. Zarazeniom
oczu sprzyja uzywanie soczewek kontaktowych oraz
stosowanie terapii sterydowej [69].

U 0s6b z niedoborami odpornosci przebieg mikro-
sporydiozy jest duzo ciezszy. Pacjenci z zespolem AIDS
lub z innymi niedoborami odpornosci, o liczbie lim-
focytéw CD4+ ponizej 100/pl, zarazeni E. bieneusi lub
E. intestinalis, czesto zapadaja na wodnista biegunke
polaczong z goraczka, utrata wagi i wyniszczeniem
organizmu. Takze pacjenci z ciezkimi chorobami (reu-
matoidalne zapalenie stawdw, cukrzyca, bialaczka) sg
narazeni na wielonarzagdowe infekcje wywolane przez
gatunki z rodzaju Encephalitozoon, Pleistophora, Trachi-
pleistophora, Vittaforma, Anncaliia (Brachiola) i Nosema.
W przypadku oséb z grup ryzyka infekcje czedciej maja
ostry przebieg i moga by¢ przyczyna $mierci [11, 54, 83].

7. Epidemiologia

Mikrosporydioza wystepuje u ludzi na calym $wiecie,
lecz czgstosci wykrywanych zarazen rézni sie w zalez-
noéci od regionu geograficznego i od stosowanych
metod diagnostycznych. Przed falg zachorowan na
AIDS rzadko byla identyfikowana jako choroba czto-
wieka, a po 1985 roku badania dotyczyty gtéwnie osob
zarazonych wirusem HIV, u ktérych ekstensywnosé
wystepowania mikrosporydiéw waha si¢ od 5 do 50%
w zalezno$ci od potozenia geograficznego i stosowanych
metod badawczych. Najczesciej mikrosporydioza u cho-
rych na AIDS wystepuje w potudniowej Azji (Indie, Taj-
landia), Afryce (Tunezja, Mali, Uganda, Senegal, Zim-
babwe) i Poludniowej Ameryce (Brazylia, Peru). U tej
grupy pacjentdw zarazenia sg czesto wykrywane w koin-
wazji z Cryptosporidium [8, 28, 29, 67, 74, 76]. Sero-
logiczne badania epidemiologiczne z ostatniej dekady
wykazaly obecnos¢ przeciwcial u oséb immunokom-
petentnych, m.in. dawcow krwi, pracownikow lesnych,
wladcicieli zwierzat i cigzarnych kobiet (1,3-22%) [64].
U podroéznych (3,3-10%) oraz dzieci i osob starszych
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mikrosporydia wykrywane sg jako czynnik etiologiczny
biegunek (6-17%) [53, 59 84, 85, 95], a pozostale grupy
ryzyka stanowig osoby noszace soczewki kontaktowe
oraz pacjenci po przeszczepach stosujacy leki supresyjne
(kilkadziesigt udokumentowanych przypadkéw) [16, 23,
36, 50, 69, 81]. Coraz czgsciej bezobjawowe zarazenia
mikrosporydiami stwierdzane s3 u oséb immunokom-
petentnych (42%-67%) [64, 65, 77].

8. Mikrosporydioza w Polsce

W Polsce brak jest informacji o wystepowaniu
mikrosporydiozy u ludzi i zwierzat w przeciwienstwie
do innych wywolujacych biegunki pasozytow jelitowych
z rodzaju Cryptosporidium i Giardia [4, 97]. W czasie
badan prowadzonych w naszym zakladzie wsrod pacjen-
tow z grup ryzyka (osoby przed/po przeszczepach przyj-
mujacy leki immunosupresyjne, osoby z wrodzonymi
niedoborami odpornosci, chorzy na inne choroby)
wykazano 10 przypadkéw zarazenia mikrosporydiami
w rozmazach katowych barwionych trichromem i/lub
technikg PCR [5, 6]. Analiza molekularna badanych izo-
latéw pozwolila potwierdzi¢ u jednej z pacjentek zara-
zenie E. bieneusi (sekwencja zdeponowana w GenBank,
nr akcesyjny JN107808) [6].

W innych badaniach przeprowadzonych przez
Stodkowicz iwsp. [73] stwierdzono trzy przypadki
zarazen mikrosporydiami u hemodializowanych pacjen-
tow (10%). Wykorzystujac technike FISH w dwoch przy-
padkach potwierdzono inwazje E. cuniculi, natomiast
u trzeciego pacjenta jednoczesne zarazenie E. cuniculi
i E. intestinalis. Ponadto spory E. bieneusi wykryto w pro-
bach katowych ssakéw zyjacych w poznanskim ogro-
dzie zoologicznym, a spory E. hellem u kilku gatunkow
dziko zyjacych ptakéw wodnych i ptakéw znajdujacych
sie w poznanskim ZOO. U gesi domowej (Anser anser
domestica) stwierdzono obecno$¢ spor E. intestinalis [71,
72]. Swieze produkty spozywcze takze moga by¢ zrédtem
patogennych mikrosporydiéw w naszym kraju. Spory
Enterocytozoon i Encephalitozoon wykryto na $wiezych
owocach, kietkach i zielonych lisciach warzyw [43].

9. Drogi zarazenia i r6Znorodnos¢ genetyczna
mikrosporydiow

Drogi transmisji mikrosporydiéw nie s3 doktadnie
poznane, ale udowodniono ze zrédtami zakazen moga
by¢ woda i zywnos¢. Spory sa obecne w wodzie, s3
takze odporne na szeroki zakres temperatur, co sprzyja
ich przezywaniu w $rodowisku zewnetrznym. Male
rozmiary oraz nieduza dawka potrzebna do zarazenia
takze maja wplyw na rozwdj inwazji. Kilka gatunkow
mikrosporydiéw niebezpiecznych dla ludzi (E. bieneusi,

E. intestinalis, V.corneae) izolowano z wodociagow
komunalnych, rowéw melioracyjnych, $ciekéow, wod
powierzchniowych i podziemnych [27, 42]. Wykazano
takze, iz mikrosporydia byly jednym z czynnikéw etio-
logicznych epidemii wodno-pochodnej we Francji [15].
Agencja Ochrony Srodowiska USA (US Environmental
Protection Agency) dwukrotnie umieszczala gatunki
najczesciej zarazajace ludzi (E. bieneusi i E. intestina-
lis) na liscie niebezpiecznych czynnikéw (listy CCL-1
i CCL-2), mogacych skazi¢ wodeg, jako patogeny wyma-
gajace monitorowania (Drinking Water Contaminant
Candidate List) (http://www.epa.gov/safewater/ccl/cclfs.
html). Podobnie National Institutes of Health i Center
for Disease Control and Prevention (CDC) zakwalifi-
kowaly mikrosporydia do kategorii B, jako czynniki
mogace wywola¢ epidemie wodnopochodne.

Do zarazenia dochodzi najczesciej drogg pokarmowa
i inhalacyjng, a obecnos$¢ spor w kale i moczu moze
wskazywac, ze transmisja horyzontalna moze przebiega¢
na drodze fekalno-oralnej lub oralno-oralnej poprzez
spozycie zanieczyszczonego pokarmu lub wody, badz
tez przez wdychanie skazonego powietrza lub poprzez
$luzdwke oka [69, 92]. Takze u 0s6b homoseksualnych
wrasta ryzyko zarazen mikrosporydiami [7]. Pierwsza
zwigzana z zywnoscig (foodborne) epidemie¢ mikro-
sporydiozy odnotowano w 2009 roku, w ktdrej zrod-
tem zarazenia byly salata i ogorki [18]. Kapiel w base-
nach i goracych zrédtach moze by¢ takze zrddlem
mikrosporydiozy [41].

W ciagu ostatnich kilku lat rozwdj technik biologii
molekularnej pozwolit wykazaé, ze mikrosporydioza
u ludzi moze mie¢ podtoze zoonotyczne. Najwickszy
rezerwuar zoonotyczny posiada gatunek E. bieneusi,
ktérego spory wykrywano m.in. u makakow, malp
waskonosych marmozetéw, $win, bydfa, koni, lam,
antylop kuduséw, psow, kotow, liséw, szopow, wydr,
$winek morskich, bobréw, krélikow, pizmakéw, sokotéow
i innych ptakow [45, 63, 66, 68, 78, 80]. Badania oparte
na réznicach w obrebie regionu ITS wykazaty duza réz-
norodno$¢ genetyczng. Dotychczas opisano 94 genotypy
wystepujace tylko u ludzi, 11 wspolnych dla ludzi i kilku
gatunkow zwierzat oraz pozostate kilkadziesiat, charak-
terystyczne wyltacznie dla zwierzat [19, 78].

Takze w obrebie gatunku E. cuniculi, opisanego pier-
wotnie jako gatunek zoonotyczny, wyrdznia si¢ obecnie
trzy szczepy o roznicach fenotypowych i genotypowych
opartych na roznej liczbie powtdrek fragmentu ztozo-
nego z 4 nukleotydoéw (5’-GTTT-3") w obrebie regionu
ITS. Szczep I (rabbit strain) E. cuniculi byt izolowany od
krolikéw i od ludzi, szczep II (mouse strain) wystepuje
u myszy i lisow blekitnych, a szczep III (dog strain) byt
izolowany od psow i ludzi [58]. Wszystkie trzy szczepy
byly izolowane od ptakdw [45].

Roéznice genetyczne w obrebie gatunku E. hellem
wynikajg z polimorfizmu regionu ITS i genéw kodu-
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jacych biatka nici polarnej (polar tube protein PTP).
W chwili obecnej opisanych jest 5 réznych genotypow
(1A, 1C, 1D, 2B, 2C) izolowanych od ptakow i ludzi.

Potwierdzono takze mozliwos¢ bezposredniej, zoo-
notycznej transmisji mikrosporydiéw. Opisano dwa
takie przypadki zarazenia wywotane gatunkiem E. cuni-
culi. U dziesigcioletniej dziewczynki stwierdzono sero-
konwersje po kontakcie z zainfekowanymi psami [56]
oraz infekcje i stan zapalny rogéwki u chlopca, ktory
doznal urazu oka po ubodzeniu przez koze [3]. W przy-
padku gatunku Anncaliia algerae, mikrosporydiéow natu-
ralnie pasozytujacych w komarach i innych owadach,
istnieje ryzyko transmisji poprzez wektor. U pacjentéw
zakazonych wirusem HIV ukaszenia przez pszczoly, osy
czy szerszenie uznaje si¢ za czynnik ryzyka wystapienia
mikrosporydiozy. Takze szczegdlnie osobom z obnizona
odpornoscig zaleca sie picie przegotowanej lub butelko-
wanej wody i podawanie obrébce termicznej spozywa-
nych mies, ryb i owocéw morza [23].

10. Diagnostyka mikrosporydiozy

Ze wzgledu na niewielkie rozmiary mikrosporydia sa
trudne do wykrycia w prébach medycznych czy srodowi-
skowych. Poczatkowo identyfikacja pasozytow opierata
sie na badaniu ich ultrastruktury przy uzyciu mikro-
skopu elektronowego. Dzigki tej technice dokladnie
poznano stadia rozwojowe mikrosporydiéw oraz zna-
czace rdznice w budowie poszczegdlnych gatunkéw. Do
badan na szeroka skale mikroskop elektronowy nie jest
przydatny ze wzgledu na wysokie koszty, czasochtonnos¢
i potrzebe posiadania wyspecjalizowanego personelu.

Rutynowo do wykrywania mikrosporydiéw wyko-
rzystywany jest mikroskop $wietlny. W ostatniej deka-
dzie nastapit rozwdj réznych technik barwienia, a jedna
z bardziej specyficznych jest zmodyfikowana metoda
barwienia chromotropem 2R wedlug metody Webera
[92]. Spory barwia si¢ na opalizujacy, rézowy kolor.
Czgsto takze stosowane jest barwienie fluorescencyjne
przy uzyciu takich barwnikéw jak calcofluor, fungifluor
czy Uvitex B. Optyczne barwniki wiaza si¢ z chityna
w $cianie spory i $wieca w mikroskopie fluorescencyj-
nym na kolor bialy lub turkusowy. Niestety, barwniki te
maja takze powinowactwo do innych grzybow, co moze
utrudnia¢ diagnostyke réznicowa mikrosporydidw.
Wymienione techniki najczesciej stosuje sie do barwie-
nia rozmazdéw katowych i ptynéw ustrojowych, ale uzy-
teczne sa tez, obok hematoksyliny i eozyny, w barwieniu
skrawkow parafinowych [31, 37].

Do identyfikacji gatunkéw i genotypéw mikrospory-
diéw stosowane sg wysoko specyficzne i czule metody
molekularne: PCR, nested-PCR, real time PCR [27, 57,
61]. Kwas nukleinowy DNA pasozytéw moze by¢ izo-
lowany z réznorodnego materiatu: katu, moczu, tresci

dwunastniczej, z6lci, wydzieliny ptuc, bioptatow tkanek
czy zeskrobiny rogowki. Techniki molekularne sg takze
przydatne do identyfikacji nowych gatunkéw i geno-
typow izolowanych od ludzi i zwierzat [31, 38]. Izola-
cja DNA mikrosporydiéw wymaga wstepnego etapu
zniszczenia $ciany spory. Stosuje sie wysokie tempe-
ratury (gotowanie), trawienie proteinaza K lub enzy-
mami rozpuszczajgcymi chityne (chitynaza, litykaza),
mechanicznie przez rozbijanie szklanymi kulkami lub
wykorzystuje sie zestawy komercyjne. W przypadku
badania prob katowych zalecane jest stosowanie 0,5 %
podchloryn sodu, 10% formaliny lub 1 M KOH w celu
usuniecia inhibitoréw PCR [31, 32, 59].

Markerami genetycznymi najczesciej stosowanymi
w badaniach mikrosporydiéw sg geny rRNA: gen malej
podjednostki rybosomu (SSU rRNA), gen duzej pod-
jednostki rybosomu (LSU rRNA) oraz region ITS,
ktéry charakteryzuje si¢ duza zmiennoscia genotypowa
w obrebie gatunkdw, co pozwala na réznicowanie szcze-
pow/ gengatunkow. Inng grupg markeréw stosowanych
w diagnostyce mikrosporydiéw jest rodzina silnie kon-
serwowanych genéw a- , - i y-tubuliny, ktére z powo-
dzeniem mogg by¢ stosowane w badaniach ewolucyj-
nych [31, 38].

Metody immunologiczne takie jak immunofluore-
scencja (IFA), ELISA, western blot, sg réwniez stosowane
w diagnostyce mikrosporydiow [27]. Wykorzystuje si¢
szereg monoklonalnych i poliklonalnych przeciwciat
skierowanych przeciwko biatkom $ciany spory lub biat-
kom nici polarnej gatunkéw najczesciej zarazajacych
ludzi. Testy IFA sa mniej czule niz PCR, a ich specyficz-
no$¢ i wrazliwos¢ zaleza w duzym stopniu od stosowa-
nych przeciwcial. Do wykrywania i identyfikacji mikro-
sporydiow stosuje sie takze metode FISH (fluorescent
in situ hybridization), opartg na wykorzystaniu sond
wyznakowanych barwnikami fluorescencyjnymi, ktére
wiaza sie¢ z kwasami nukleinowymi (DNA lub RNA)
mikrosporydiéw. Metoda ta moze by¢ z powodzeniem
stosowana w badaniu $wiezego materiatu, przechowywa-
nego w formalinie lub w formie skrawkéw parafinowych,
lecz jest bardzo pracochtonna i mniej czuta niz PCR.
Jest jednak szczegdlnie przydatna w badaniach srodowi-
skowych do réznicowania ,,zywych” spor (inwazyjnych)
i oceny stopnia zagrozenia epidemiologicznego. Ruty-
nowa diagnostyka mikrosporydiéw powinna by¢ oparta
na zastosowaniu dwoch réznych metod: histologicznej
i molekularnej, bagdz immunologicznej ze wzgledu na
brak jednej referencyjnej techniki.

11. Leczenie
W leczeniu mikrosporydiozy stosuje sie szereg lekow,

ktorych wybor jest uzalezniony od gatunku pasozyta,
zainfekowanych narzadéw oraz przebiegu choroby. Do
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terapii najczesciej wystepujacych zarazen jelitowych
stosowane sg leki zawierajgce albendazol i fumagilin
(17, 39].

Albendazol jest pochodng benzimidazolu, ktora
hamuje polimeryzacj¢ B-tubuliny. Ma szerokie spek-
trum dzialania przeciwko pasozytniczym helmintom
i grzybom. Albendazol najskuteczniej dziata na zaraze-
nia wywotane przez Encephalitozoon spp. W przypadku
inwazji E. bieneusi, w mniejszym stopniu powoduje
zahamowanie rozmnazania i spadek liczby pasozytow
(2,17, 39].

Fumagilin, antybiotyk wyodrebniony z grzyba Asper-
gillus fumigatus, dziala na enzym niezbedny w meta-
bolizmie komérkowym mikrosporydidow - metio-
ning aminopeptydazy typu II [3, 14, 23, 24]. Lek jest
wysoce skuteczny w leczeniu zarazen E. bieneusi, lecz
u niektdrych pacjentéw moze wywolywaé neutropenie
i trombocytopenie [2, 17]. Pdlsyntetyczna pochodna
fumagilinu TNP-470 (AGM-1470) jest takze skuteczna
w leczeniu, ale ma mniej dzialan niepozadanych dla
pacjenta. Fumagilin jest réwniez stosowany miejscowo
do leczenia zarazen rogowki wywotanych przez Ence-
phalitozoon spp. i V. cornea [68].

Oprocz wyzej wymienionych lekéw w leczeniu rozsia-
nej mikrosporydiozy, w zaleznosci od przebiegu choroby,
stosuje sie takze: metronidazol, atowakwon, nifedipin,
azytromycyne, furazolidon, itrakonazol, nitazoxanide,
ocreotide, sinefungin i leki sulfonamidowe [2, 24, 17, 39].

U o0s6b zarazonych wirusem HIV pomocne jest sto-
sowanie wysoko skutecznej terapii antyretrowirusowej
HAART (highly active antiretroviral therapy). Obniza
ona wirulencje wirusa, jednoczes$nie powodujac wzrost
liczby limfocytéw T CD4+. W konsekwencji dochodzi
do zmniejszenia czgstosci wystepowania wielu zakazen
oportunistycznych, w tym mikrosporydiozy [11, 17, 38].

12. Podsumowanie

Na swiecie wzrasta liczba zachorowan na mikrospo-
rydioze¢ u 0séb o réznym statusie immunologicznym,
zwigksza sie takze liczba gatunkow zdolnych do wywo-
tania inwazji u czlowieka. Jak dotad stabo sa poznane
drogi zarazenia tg grupg patogendéw, cho¢ przyjmuje sie,
ze woda stanowi najczestsze zrodlo pasozytéw. Dodat-
kowo diagnostyka mikrosporydiow i leczenie zarazen,
szczegOlnie wieloukladowych, moze stwarza¢ duze pro-
blemy nawet dla specjalistow. Przyczyniaja si¢ do tego
niewielkie rozmiary mikrosporydiow, niespecyficzne
objawy chorobowe oraz brak szeroko dostepnych testow
diagnostycznych. Zdobywanie nowej wiedzy o mikro-
sporydiach, szczegdlnie w zakresie danych epidemiolo-
gicznych i sSrodowiskowych, pozwoli lepiej kontrolowaé
skazenie srodowiska sporami i wplynie na poszerzenie
wiedzy o tych mikroorganizmach.
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4. Podsumowanie

cAMP signaling pathway in Cyanobacteria

Abstract: cCAMP signaling pathway is a common functional pathway of signal transduction in Prokaryota and in Eukaryota. Participation
of cAMP signaling pathway in the regulation of metabolic processes in cyanobacteria cells has been demonstrated by the studies
showing a distinct response of these organisms to exogenous cAMP in the medium. cAMP was detected in cyanobacteria cells with
changes in its level dependenting on environmental factors. In these organisms the presence of cAMP synthesis and degradation
enzymes (AC and PDE, respectively) was demonstrated and genes encoding proteins involved in signal transduction pathway of cAMP
were identified. Currently the sequences of 29 complete genomes of different species of cyanobacteria (and their strains) are known in
which different genes connected with cAMP pathway have been identified. There include the genes ecoding AC and PDE cAMP
acceptors (CRP), which are transcription factors activated by this nucleotide and genes encoding proteins playing an important
role in different physiological processes whose promoters have the CRP binding sequence. These genes encode proteins involved in
photosynthesis, carbon metabolism and nitrogen assimilation as well as transporter and porin proteins, protein kinases and transcription
factors etc. Current studies of cAMP signaling pathway in cyanobacteria may indicate that it is not a universal pathway regulating cell
functioning in the genomes of some cyanobacteria AC, PDE, CRP genes and genes whose activity is regulated by CRP were not detected.
However, there is a possibility that their genomes may contain modified, not yet identified sequences encoding individual elements
of the cAMP pathway.

1. Introduction. 2. Cyclic nucleotide signaling pathways in cyanobacteria. 2.1. cAMP in cyanobacteria. 2.2. cCAMP synthesis in
cyanobacteria. 2.3. cAMP hydrolysis in cyanobacteria. 2.4. cGMP signaling pathway in cyanobacteria. 3. Biological role of cAMP
in cyanobacteria. 3.1. Role of cAMP pathway in the reaction to environmental factors and in the regulation of cell growth of cyanobacteria.
3.2. Regulation of transcription in cyanobacteria by cAMP signaling pathway. 4. Summary

Stowa kluczowe: cAMP, cGMP, CRP, Cyanobacteria, cyklaza adenylanowa, fosfodiesteraza cAMP
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1. Wstep

Sinice (Cyanobacteria) sa duza, zréznicowana mor-
fologicznie i ekologicznie grupg Gram-ujemnych auto-
troficznych Prokaryota, u ktorych fotosynteza, podobnie
jak u roélin, zachodzi z udziatem chlorofilu a, a dono-
rem wodoru jest woda. Czgs$¢ gatunkéw sinic ma zdol-
no$¢ do wigzania N,. Sinice skolonizowaty zadziwiajaco
réznorodne siedliska — od przybrzeznych jezior Antark-
tyki do goracych, geotermalnych zZrédet i od suchych
pustyn poprzez wody stodkie do tworzenia zakwitow
w morzach. Wystepuja na terenach o réznym naswie-
tleniu, dostepnosci wody, pokarmu i zasoleniu oraz
w warunkach ekstremalnych temperatur i pH. Sinice
moga tez tworzy¢ symbiotyczne asocjacje z organiz-
mami eukariotycznymi, gtéwnie z nizszymi i wyzszymi
rodlinami oraz lichenizujacymi grzybami.

Zasiedlenie przez sinice tak réznych ekologicznie
siedlisk o znacznych zmianach nasilenia oddziatywa-

nia czynnikéw srodowiskowych wskazuje na ich zdol-
nosci adaptacyjne. Przezycie organizmu w tak zrézni-
cowanych $rodowiskach wymaga, wigc przystosowan
do odbierania pozakomoérkowych sygnaléw i sprawnie
funkcjonujacego mechanizmu transdukeji sygnatu
w komorkach prowadzacego do modyfikacji przebiegu
procesow fizjologicznych. U sinic wykazano funkcjono-
wanie dwu-sktadnikowego systemu regulacyjnego [2]
i kinaz eukariotyczno-podobnych [105].

Istotng role w wewnatrzkomorkowej sieci sygnaliza-
cyjnej odgrywa szlak cyklicznego adenozynomonofosfo-
ranu (cAMP, adenosine 3,5™-cyclic monophosphate). Wyka-
zano, ze u ssakow, nizszych zwierzat, grzybow i roslin
uczestniczy on w regulacji aktywnosci enzymow, funk-
cjonowania kanaléw jonowych, ekspresji genow, a takze
w reakcjach na stres abiotyczny i biotyczny [7, 76].

Pi$miennictwo zawiera liczne, chociaz nadal frag-
mentaryczne, dane wskazujace, ze cCAMP jest waznym
wtérnym przekaznikiem w regulacji funkcjonowania
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komorek sinic. Wykazano bowiem wyrazng reakcje
tych organizmoéw na egzogenny cAMP, w komoérkach
sinic wykryto cAMP, a takze obserwowano zmiany
jego poziomu zalezne od czynnikéw srodowiskowych.
U sinic wykazano tez obecno$¢ cyklaz adenylanowych
(ACs, adenylyl cyclases) oraz fosfodiesteraz cAMP (PDEs,
cAMP phosphodiesterases), ktdre sa, odpowiednio, enzy-
mami syntezy i hydrolizy cAMP. Nastepnie zidentyfiko-
wano w genomach sinic geny kodujace biatka zaanga-
zowane w szlak transdukeji sygnalu cAMP. Obecnos¢
i rola tych genéw zastala potwierdzona w badaniach
prowadzonych na mutantach sinic, a takze na podstawie
komplementacji po transdukcji genéw sinic do defek-
tywnych mutantéw E. coli.

Obecnie znana jest pelna sekwencja genomow
29 gatunkow sinic (i ich szczepow). Ich analiza pozwo-
lita na wykazanie obecno$ci genéw poszczegdlnych
skladnikow szlaku sygnalizacyjnego cAMP. Zidentyfi-
kowano geny AC i PDE, akceptoréw cAMP (CRP, cAMP
receptor protein), ktore sg czynnikami transkrypcyjnymi
aktywowanymi przez ten nukleotyd oraz geny kodujace
biatka pelnigce wazna role w przebiegu réznych proce-
sow fizjologicznych. Promotory tych genéw zawieraja
sekwencje odpowiedzialne za wigzanie CRP.

W tym przegladzie zreferowano wyniki badan wska-
zujacych na znaczenie szlaku sygnalizacyjnego cAMP
u sinic. Przedstawiono obecnos¢ réznych form ACi po-
znane mechanizmy regulacji aktywnosci tych enzymow,
a takze obecnos¢ i regulacje aktywnosci PDE. Omoéwiono
tez problem wystepowania cGMP (guanosine 3,5-cyclic
monophosphate) u sinic. Znaczaca czes¢ tego opracowa-
nia po$wigcono wynikom przeszukiwania zsekwencjo-
nowanych genomow sinic, w ktérych wykazano obec-
no$¢ genoéw zaangazowanych w szlak cAMP i gendw,
ktorych ekspresja jest regulowana z udziatem tego szlaku.

2. Szlaki sygnalizacyjne cyklicznych nukleotydéw
u sinic

2.1. cAMP w komorkach sinic

Obecnos¢ cAMP i jego zaangazowanie w regulacje
licznych proceséw komérkowych wykazano u Prokary-
ota i u Eukaryota. Na wykorzystanie tego cyklicznego
nukleotydu, jako wtdérnego przekaznika w komorkach
sinic wskazujg z jednej strony badania ze stosowa-
niem egzogennego cAMP, z drugiej zas jego obecno$¢
w komorkach sinic oraz zmiany poziomu cAMP zwia-
zane z dziataniem czynnikéw $rodowiskowych.

Stwierdzono, ze dodanie cAMP do podtoza hodow-
lanego powodowalo m.in. zmiany morfogenetyczne
u Nostoc muscorum [53], stymulowalo ruchliwos¢, sku-
pianie si¢ i oddychanie u Spirulina platensis [67] oraz
tworzenie heterocyst u Anabaena variabilis [84].

Obecnos¢ cAMP wykryto w komoérkach licznych
gatunkow sinic. Ho o d iwsp. [35] stosujac kilka metod
identyfikacji cAMP stwierdzili, ze u Anabaena variabi-
lis poziom tego nukleotydu wynosi 0,27-2,7 pmol mg™
biatka, przy czym na te stosunkowo niskie wartosci
mogty mie¢ wplyw fosfodiesterazy (enzymy hydrolizy
cAMP) obecne w ekstraktach z komorek tej sinicy.
Stosunkowo niskie stezenie stwierdzono tez u Synecho-
cystis PCC 6803 (11-24 pmol cAMP mg™ biatka) [31].
U innych sinic poziom cAMP byl niski lub stosunkowo
wysoki, co moglo by¢ gatunkowo-zalezne lub zwigzane
z warunkami i fazg wzrostu kultur.

Znaczacy wplyw na zawarto$¢ tego nukleotydu moze
mie¢ m.in. dostepno$¢ $wiatla, obecnos¢ azotu w pod-
tozu, a takze dodanie do podtoza hodowlanego NaCl.
Francko i Wetzel [25] opisali wyrazne rdéznice
zawarto$ci cCAMP w komorkach w fazie intensywnego
wzrostu i w fazie stacjonarnej kultur Anabaena flos-
-aquae, a takze w hodowlach prowadzonych w réznych
warunkach oswietlenia. Szybkie i znaczne podwyzsze-
nie poziomu cAMP obserwowano po przeniesieniu
hodowli Anabaena cylindrica ze $wiatta do ciemnosci,
natomiast obnizenie po wlaczeniu os$wietlenia [69].
Sakamoto iwsp.[78] stosujac technike radioimmu-
nologiczng poréwnali zawarto$¢ cAMP u A. cylindrica,
S. platensis i Synechocystis sp. PCC6803 hodowanych
w ciemnosci i na §wietle. W ciemnosci nitkowate cyja-
nobakterie Anabaena cylindrica i Spirulina platensis
zawieraly wysoki poziom tego nukleotydu (odpowiednio,
1791 189 pmol mg™' chlorofilu), a w hodowlach na $wie-
tle ulegat on kilkakrotnemu zmniejszeniu (odpowiednio
do 481 51 pmol mg™ chlorofilu). Autorzy nie stwierdzili
mierzalnej ilosci cAMP u jednokomorkowej Synecho-
cystis sp. PCC6803, jednak w pozniejszych badaniach
wykazano obecnos¢ cAMP i wplyw $wiatla na jego
zawartos¢ takze u tego gatunku [91].

Zmiana poziomu cAMP w komérkach sinic moze by¢
zalezna od dlugosci fali $wietlnej zastosowanego oswie-
tlenia. Efekt szybkiego podwyzszenia zawartosci cAMP
w komorkach A. cylindrica i Anabaena sp. PCC7120
powoduje daleka czerwien (720 nm), natomiast czer-
wien (630 nm) obniza poziom tego nukleotydu [71, 72].
Autorzy sugeruja, ze w tej reakgji na $wiatto moze uczest-
niczy¢ biatko fitochromo-podobne. U jednokomérko-
wej sinicy Synechocystis ekspozycja na $wiatlo szybko
zwigkszata zawartos¢ cAMP i ten efekt uzyskano takze
po oswietleniu $wiattem niebieskim (450 nm) [70].

Inne przyklady wplywu zmian w $rodowisku na
poziom cAMP w komdrkach sinic pochodzg z badan
prowadzonych na kulturach hodowanych na pozywce
bez azotu lub z dodaniem NaCl. Przeniesienie A. flos-
-aquae do pozywki bez azotu powodowalo podwyz-
szenie komoérkowego poziomu cAMP [25]. Podob-
nie, u A.variabilis gtodzenie azotowe powodowalo
3-5-krotne zwiekszenie poziomu cAMP [25, 35]. Doda-
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nie NaCl do pozywki szybko, przejsciowo podwyzszato
poziom cAMP u Anabaena sp. PCC 7120, a takze
zwigkszalo ekspresje genéw syntezy otoczki heterocyst
poprzez szlak cyklaza adenylanowa-cAMP [38].

cAMP wykryto w srodowisku hodowlanym sinic, co
$wiadczy o wydzielaniu tego nukleotydu do podloza.
Obecno$¢ pozakomoérkowego cAMP wykazano m.in.
w hodowlach Microcystis aeruginosa, A.flos-aquae,
Synecinococcus leopoliensis [26] i Spirulina [66]. Nasi-
lenie tego zjawiska moze by¢ bardzo duze. Z oceny
poziomu komorkowego i pozakomoérkowego cAMP
wykonanej dla hodowli A. variabilis wynika, ze prawie
90% wykrytego nukleotydu stanowil pozakomoérkowy
cAMP [35]. Sekrecje znacznych ilosci cAMP stwier-
dzono tez u A.flos-aquae, przy czym to wydzielanie
byto ok. 10-krotnie wigksze przez komorki w stacjonar-
nej fazie wzrostu kultury w poréwnaniu z komérkami
w aktywnej fazie wzrostu [25]. A. cylindrica i Spirulina
platensis wydzielaja znaczne ilosci cAMP w ciemnosci
i na $wietle [78]. W badaniach prowadzonych na S. pla-
tensis intensywniejsze i szybsze wydzielanie stwier-
dzono w ciemnosci niz w oswietlanych hodowlach. Po
60 minutach od zmiany warunkow oswietlenia ($wiatto/
ciemnos¢) w ciemnosci podloze hodowlane zawierato
ok. 300 pmol mg™' chlorofilu (4,2 nmol litr" pozywki),
ana $wietle ok. 200 pmol mg™ chlorofilu (2,8 nmol litr™*
pozywki). Analogicznie u E.coli ponad 90% cAMP
zsyntetyzowanego przez wewnatrzkomorkowa cyklaze
adenylanowa wykryto w srodowisku hodowlanym [29].

Rola wydzielania cAMP do $rodowiska przez sinice
nie jest znana, chociaz na fizjologiczne znaczenie tego
zjawiska moze wskazywac ilo$¢ pozakomorkowego
cAMP, ktéra czesto byta wyraznie wigksza niz jego
zawarto$¢ w komoérkach. Wiadomo, ze u ssakow cAMP
jest wydzielany przez komorki roznych tkanek i wyka-
zano, ze moze by¢ on wykorzystywany, jako pierwotny
przekaznik i jako substrat, ktéry ulega konwersji do
adenozyny bedacej innym pierwotnym przekaznikiem.
U ssakow zidentyfikowano receptory blonowe dla tych
ligand6w [58]. Opisano tez wydzielanie i wykorzysta-
nie cAMP, jako czasteczki sygnatowej podczas tworzenia
wielokomdrkowych cial owocujacych u jednokomorko-
wego $luzowca Dictyostelium discoidium (Myxomycetes)
[77]. U bakterii pasozytniczych wydzielanie cAMP moze
by¢ jednym z mechanizméw oddziatywania na komarki
gospodarza [3]. Przypuszcza si¢, ze wydzielanie cAMP
przez sinice moze mie¢ nieopisane jeszcze znaczenie
w adaptacji do warunkéw srodowiska, moze tez mie¢
analogiczny wplyw na fenotyp sinic, jaki obserwowano
po dodaniu do pozywki egzogennego cAMP.

2.2. Synteza cAMP u sinic
Cyklaza adenylanowa (AC) odgrywa kluczowa role

w szlaku transdukeji sygnalu cAMP, katalizuje bowiem
cyklizacj¢ ATP do cAMP, podwyzsza poziom tego wtor-

nego przekaznika i w ten sposdb wiacza sygnal szlaku
cAMP. Obecnos¢ AC wykazano zaréwno u Prokaryota
jak i u Eukaryota. U ssakéw funkcjonuje, co najmniej
10 réznych izoform AC, z ktérych dziewigc jest zlokali-
zowanych w blonie komoérkowej (tmAGC; transmem-
brane AC) [75], a jedna funkcjonujaca wewnatrz komoérek
jest tzw. rozpuszczalng AC (sAC; soluble AC) [108].

Cyklazy nukleotydéw purynowych (AC i GGC;
cyklaza adenylanowa i cyklaza guanylanowa) tworza
stosunkowo duzg rodzing bialek i ze wzgledu na znaczne
zroznicowanie ich struktury I-rzedowej, na podstawie
podobienstwa sekwencji aminokwasowej zostaly one
podzielone na sze$¢ filogenetycznie zdefiniowanych
klas [4, 5, 23, 24, 83, 89]. Klase I tworzg AC obecne
u Enterobacteria, np. u E. coli. Maja one wspdlng orga-
nizacj¢ N-terminalnej domeny katalitycznej i wszyst-
kie posiadaja C-terminalng, glukozo-wrazliwg domeneg
regulacyjna. U sinic domenowa struktura AC jest inna a
domena katalityczna nie jest homologiczna z AC E. coli.
Klasa II AC jest obecna tylko u patogennych bakterii
produkujacych toksyny (np. Bordetella pertussis, Bacillus
anthracis i Pseudomonas aeruginosa). Enzymy tej klasy
sg aktywowane przez kalmoduline komérek gospoda-
rza. Najbardziej rozpowszechniong klasg AC jest obecna
u wszystkich Eukaryota i niektérych bakterii (np.
R. melilotiiS. aurantiaca) klasa III AC. Enzymy tej klasy
maja wspolng domene katalityczng i do niej zaliczane sa
AC sinic, poniewaz ich domena katalityczna jest homo-
logiczna z ta3 domeng AC eukariontdw. Ta klasa obejmuje
tez GC ssakow. Klase IV tworzy AC zidentyfikowana
u Aeromonas hydrophila, klasa V AC jest obecna tylko
u obligatoryjnej anaerobowej bakterii Prevotella rumi-
nicola, natomiast klas¢ VI tworzg AC zidentyfikowane
w genomie Rhizobiaceae.

AC zidentyfikowano u licznych gatunkéw Prokaryota
[5]. Pierwsze dowody obecnosci AC u sinic pochodza
z badan, w ktérych wykrywano aktywno$¢ tego enzymu
w ekstraktach z komoérek. W ten sposéb zidentyfiko-
wano AC m.in. u Anacystis nidulans [34], Anabaena
cylindrica i u Spirulina platensis [78]. Stwierdzano tez
pozytywna korelacje miedzy aktywnoscig AC a pozio-
mem cAMP w komorkach.

Istotny postep w poznaniu AC sinic nastgpil po
zastosowaniu metody identyfikacji genéw AC, w ktorej
przeniesienie gendéw sinic do defektywnych mutantéow
cya E. coli (ktéra ma tylko jeden gen AC) powodowalo
produkcje cAMP [93]. Pierwsze eksperymenty kom-
plementacji przeprowadzono z DNA A. cylindrica, co
pozwolilo na identyfikacje genu AC uczestniczacego
w zmianie poziomu cAMP po przeniesieniu tych sinic ze
$wiatta do ciemnosci. Ten gen koduje biatko, ktére oprocz
domeny katalitycznej homologicznej z AC klasy III, ma
podwdjng domene transblonows i wykazuje immunolo-
kalizacje w blonach tylakoidow [47].

U Spirulina platensis metoda komplementacji geno-
mowej biblioteki DNA tej sinicy do mutanta cya™ E. coli
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Rys. 1. Domenowa struktura AC sinic okre$lona metodg komplementacyjnego klonowania

Struktura domenowa AC zostata sporzadzona z uzyciem SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) i danych z literatury [wg 17 i 70]. AC - domena
katalityczna AC; FHA - domena rozwidlonej gtowy (forkhead-associated domain); GAF - domena obecna w PDE cGMP, cyklazie adenylanowej i domenie
FhlA (formate hydrogen lyase transcriptional activator); HAMP - domena obecna w kinazie histydynowej, cyklazie adenylanowej, biatku wiazacym grupe
metylowsa i w fosfatazach; HATPaza — domena kinazy histydyno-podobnej ATPazy (ATPase domains of histidine kinase); HisKA - domena dimeryzacji
i fosfoakceptora kinazy histydynowej; PAS — domena obecna w biatku PAR (period circadian protein), w biatku ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator) i biatku SIN (single-minded protein); REC - domena odbiornika regulacji odpowiedzi (response regulator receiver domain); (homologiczna
z cheY); VSR - domena podobna do pozakomérkowego regionu VsrA ORF (open reading frame) Pseudomonas solanacearum; CHASE - przypuszczalna
domena wigzania ligandu; TM - domeny transblonowe AC (u Anabaena sp. PCC 7120)

zidentyfikowano sze$¢ fragmentéw DNA zawierajgcych
geny AC, ktére wywotywaty akumulacje cAMP u tego
mutanta [99]. Jeden z tych genéw (cyaA) koduje AC
z C-terminalng domeng katalityczng AC, ktéra ma
przejscie transblonowe i N-terminalny region poza-
komorkowy. Inny gen (cyaC) koduje biatko z C-termi-
nalng domeng katalityczng AC klasy III, ale w cze$ci
N-terminalnej posiadajace kilka domen, takich jak:
dwie domeny odbiornikowe (R1 i R2), dwie domeny
podobne do ETR1 u Arabidopsis i domeng przekazni-
kowga kinazy histydynowej [44]. Domena przekaznikowa
CyaC o wlasciwosciach kinazy histydynowej posiada
miejsce fosforylacji, jest zdolna do przeniesienia grupy
fosforanowej i autofosforylacji reszt asparaginianowych
w domenach odbiornikowych (R1 and R2). Trzeci frag-
ment DNA pochodzacy ze Spirulina platensis, ktéry
komplementowal u cya™ E. coli, zawieral gen cyaG [43].
CyaG ma takze C-terminalng domene katalityczng AC
klasy III, a w regionie N-terminalnym domen¢ homo-
logiczng z domeng dimeryzacji, a takze pojedyncza
domeneg transblonowg i domene pozakomdrkows.
Badania przeprowadzone metodg komplementa-
cji u cya E. coli pozwolily na identyfikacje w genomie
Anabaena PCC 7120 pieciu gendw [43, 46], a szosta AC
tej sinicy zostata zidentyfikowana podczas przegladu

genomu Anabaena [43, 68]. Te szes¢ AC Anabaena PCC
7120 (cyaA, cyaBl1, cyaB2, cyaC, cyaD i cyaE) ma r6zna
strukture domenowg czasteczek (Rys. 1).

Metoda komplementacji w cya™ E. coli pozwolita na
identyfikacje AC u réznych gatunkow sinic, ale pel-
niejsze poznanie réznorodnosci genéw kodujacych AC
u poszczegdlnych gatunkow umozliwito przeszukiwanie
zsekwencjonowanych genomoéw tych organizmoéw. Taka
analiz¢ genomu wykonano dla Anabaena sp. PCC 7120
[68]. Analize 21 catkowicie zsekwencjonowanych geno-
mow jednokomorkowych i nitkowatych sinic przepro-
wadzili Wu i wsp. [96]. Ci badacze wykorzystali IMG
database (http://img.jgi.doe.gov/) i dla identyfikacji
genow AC stosowali kombinacje przeszukiwan opartych
na systemach BLAST (BLAST-based) i HMM (HMM-
-based). Dzigki zastosowaniu tej metody, ktdra wyko-
rzystuje homologie sekwencji zidentyfikowano ogétem
51 cyklaz nukleotydow purynowych.

Badania Wu i wsp. [96] wykazaly, ze genomy
poszczegolnych gatunkéw sinic majg rézng liczbe genow
cyklaz, przy czym u nitkowatych sinic jest ona wigksza
niz u sinic jednokomorkowych. U jednokomoérkowych
sinic nie przekracza ona trzech, a u nitkowatych wahata
sie od pieciu u Anabaena variabilis ATCC 29413 do
trzynastu cyklaz u Trichodesmium erythraeum IMS101
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Tabela I
Cyklazy nukleotydéw purynowych zidentyfikowane w genomach sinic nitkowatych i jednokomoérkowych [wg 96]
Liczba cyklaz
Gatunek  ORE Locus tag

Sinice nitkowate

Trichodesmium erythraeum IMS101 13/5076 Tery_0400, Tery_0647, Tery_0661, Tery_0662, Tery_1986, Tery_2417,
Tery_2729, Tery_2857, Tery_3155, Tery_3412, Tery_3993, Tery_3999,
Tery_4585

Nostoc punctiforme PCC73102 8/7364 NpR0352, NpR0896, NpR1313, NpR1485, NpF2925, NpR3592, NpR4632,
NpF5680

Anabaena PCC 7120 6/6132 all0661(CyaE), all0743(CyaD), all1118(CyaA), all1904(CyaB2),
alr2266(CyaBl), all4963(CyaC)

Anabaena variabilis ATCC 29413 5/5746 Ava0091, Ava2239, Ava3735, Ava4645, va4698

Sinice jednokomoérkowe

Crocosphaera watsonii WH8501 3/5077 cwatl781, cwat2344, cwat2721

Synechocystis sp. PCC 6803 3/3564 sll1161(Cya3), sll0646(Cya2), slr1991(Cyal)

Gloeobacter violaceus PCC 7421 1/4430 gl10479

Synechococcus elongatus PCC 6301 2/2525 syc0865_c, syc1902_d

Synechococcus elongatus PCC 7942 2/2613 Syn2195, Syn0663

Thermosynechococcus elongatus BP-1 2/2475 1112280, 112410

Synechococcus sp. JA-3-3Ab 1/2760 CYA_2405

Synechococcus sp. JA-2-3Ba 1/2862 CYB_2200

Synechococcus sp. CC9605 1/2702 Syn_cc2515

Synechococcus sp. CC9311 1/2892 sync_2745

Prochlorococcus marinus MIT 9313 2/2275 PMT2146, PMT2152

Ogodlna liczba ORF (open reading frame) uzyskana z IMG database.

Nie zidentyfikowano cyklaz nukleotydéw purynowych u: Synechococcus sp. CC9902, Synechococcus sp. WH 8102, Prochlorococcus marinus CCMP1986,
Prochlorococcus marinus MIT 9312, Prochlorococcus marinus NATL2A i Prochlorococcus marinus CCMP1375

(Tabela I). Typowych cyklaz nie wykryto w genomach
dziesieciu szczepéw (z 12 badanych) morskiej sinicy
Prochlorococcus i czterech szczepéw (z 8 badanych)
Synechococcus. Autorzy sugeruja, Ze genomy tych sinic
moga zawiera¢ cyklazy, ktére nie s3 wykrywalne na pod-
stawie zastosowanej przez nich metodyki.

Wieksza liczba genéw AC w genomach nitkowatych
w poréwnaniu z sinicami jednokomoérkowymi moze by¢
zwigzana ze znacznie wigkszymi rozmiarami ich geno-
moéw [51]. Podobna sytuacja dotyczy tez kinaz sery-
nowo/treoninowych sinic [105], czynnikéw transkryp-
cyjnych [97] i gendéw restrykcyjno-modyfikacyjnych
[106]. Takie zwiekszenie liczby cyklaz u nitkowatych
sinic moze by¢ tez zwigzane z zaangazowaniem roz-
nych cyklaz w bardziej zlozong biologie tych organiz-
moéw (np. tworzenie heterocyst, oddychanie lub ruch
slizgowy) [16].

Z badan prowadzonych na réznych organizmach
wynika, ze biatka uczestniczagce w komdrkowej trans-
dukcji sygnatéw czesto maja strukture domenows (2,
105]. Taka domenowa strukture bialek AC wykazano
tez u wiekszosci sinic (Rys.1). Wszystkie AC u sinic
majg dobrze zachowang cyklazowa domene katalityczna
w poblizu C-konica i mogg mie¢ rézne domeny regula-
cyjne zlokalizowane powyzej tej domeny (Rys. 1).

Badania genomow sinic [96] wykazaly, ze wérdd
51 zidentyfikowanych genéw AC 5 kodowalo biatka
zawierajgce tylko domene katalityczng, a pozostate
biatka AC majg ogoétem 13 typéw dodatkowych domen,
ktore tworzg 14 réznych wzoréw. Te dodatkowe domeny
dzigki wigzaniu réznych ligandéw moga regulowac
aktywnos¢ katalityczng AC. Wu iwsp. [96] przeprowa-
dzili szczegétowa charakterystyke domenowej struktury
cyklaz zidentyfikowanych w poszczegélnych genomach
sinic, poréwnali ich strukture z cyklazami opisanymi
u innych organizméw oraz zaproponowali drzewo filo-
genetyczne cyklaz sinic.

Allosteryczna regulacja aktywnosci AC. Analiza
21 genomow sinic wykazala obecnos¢ ogotem 51 roz-
nych AC [96], ale pi$miennictwo zawiera tylko frag-
mentaryczne dane opisujace mechanizm regulacji ich
aktywno$ci. U Anabaena PCC7120 cyklazy CyaBl
i CyaB2, oprocz domeny katalitycznej, maja domeng
PAS i w N-koncowej czesci czasteczki tandem domen
GAF (Rys. 1). Domeny GAF tych cyklaz wiagza (odpo-
wiednio, jedng lub dwie) czasteczki cAMP i uczestnicza
w allosterycznej ich aktywacji [12, 18, 41, 59]. Domena
GAF jest, wigc wykorzystywana w autoregulacji syntezy
cAMP. Aktywacje tych AC przez wigzanie cAMP moze
zakloci¢ wysokie stezenie jonéw Na* [18]. Jony Na*
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specyficznie hamuja aktywno$¢ obu cyklaz, poniewaz
wiazg si¢ z domeng GAF, zmieniajg konformacje tan-
demu tych domen i ostabiajg pozytywna autoregulacje
przez niskie stezenia CAMP (< 1 uM). Wykazano, Ze u tej
sinicy wysokie stezenie Na* (4 mM) dziala negatywnie
na autoregulacje CyaB1 i CyaB2 przez cAMP, natomiast
obnizenie stezenia Na* (0,2 mM) uwalnia Na* z GAF
i przywraca te autoregulacje [18].

Biatko cyklazy adenylanowej CyaC u Spirulina pla-
tensis ma unikalng strukture pierwszorzedows, zawiera
bowiem, oprocz domeny katalitycznej AC, domeny bak-
teryjnego dwu-sktadnikowego systemu regulacyjnego:
jedng domene¢ przekaznika i dwie domeny odbior-
nika [44, 46]. Domena przekaznika ma aktywno$¢é
kinazy histydynowej zdolnej do przeniesienia grupy
fosforanowej i autofosforylowania reszt asparaginiano-
wych domeny odbiornika. Autofosforylacja aktywuje te
cyklaze adenylanowa.

Regulacja aktywnosci AC przez $wiatlo. Swiatlo jest
istotnym czynnikiem $rodowiskowym w biologii sinic,
podobnie jak u innych organizmdw fotoautotroficznych.
Sinice dzieki zdolnosci do ruchu moga adaptowac si¢ do
warunkow $wietlnych i w tej reakcji moze posredniczy¢
cAMP. Na taka mozliwos¢ wskazujg badania, w ktérych
stwierdzono zmiane poziomu cAMP spowodowang nate-
zeniem i barwa $wiatta. Wykazano, ze zmiany poziomu
cAMP w komorkach moga by¢ zwigzane z wplywem
$wiatla na aktywnos¢ AC (lub aktywno$¢ PDE).

U Spirulina platensis i Anabaena cylindrica wyz-
szg zawarto$¢ cAMP stwierdzono w ciemno$ci niz na
$wietle [78]. U A.cylindrica znaczne podwyzszenie
poziomu tego nukleotydu obserwowano juz po 1 min
po przeniesieniu hodowli ze $wiatla do ciemno$ci [69].
W badaniach prowadzonych na tej sinicy wykazano, ze
przeniesienie hodowli z ciemnosci do $wiatla o dtugosci
fali bliskiej UV (340 nm), $wiatta niebieskiego (450 nm)
i $wiatla czerwonego (630 nm) powoduje szybkie obni-
zenie koncentracji cAMP w komorkach [71], natomiast
daleka czerwien (730 nm) powodowata szybkie (1 min)
zwiekszenie poziomu cAMP. Obnizenia poziomu cAMP
po przeniesieniu z ciemnosci do $wiatla (bialego) nie
stwierdzono u mutanta Anabaena PCC 7120 z defektyw-
nym genem cyaC [46], co wskazuje na zaangazowanie
tej cyklazy w reakcje na swiatlo.

Swiatlo niebieskie (450 nm) podwyzsza poziom cAMP
u Synechocystis 6803 i stymuluje ruchliwos¢ komorek
tej sinicy [91]. Wykazano, ze $wiatlo niebieskie wptywa
na aktywnos¢ Cyal u Synechocystis sp. PCC 6803 [91],
jednak oczyszczone biatko tej cyklazy nie reaguje na
$wiatlo, nie zawiera, wiec chromoforu. Ta obserwacja
sugeruje, ze kontrola aktywnosci tej AC moze zachodzi¢
z udziatem fototropiny i kryptochromu, ktére moglyby
reagowa¢ na $wiatlo niebieskie i oddziatywaé z N-ter-
minalnymi domenami Cyal [61]. W genomie Synecho-
cystis 6803 zidentyfikowano dwa geny (slr0854 i sl11629)

kodujace biatko o sekwencji aminokwasowej podob-
nej do fotoliazy, jednak mutacje tych genéw nie wply-
waly na reakcje na $wiatto niebieskie. Dotychczas nie
udalo sie zidentyfikowac receptora $wiatla niebieskiego
u sinic [70].

Swiatlo niebieskie (450 nm) zwieksza poziom cAMP
u Synechocystis 6803, natomiast dzialania takiego nie
stwierdzono u Anabaena cylindrica [71, 91]. Sugeruje to
réznice w percepcji $wiatla u tych dwoch gatunkow sinic.
U Anabaena sp. PCC7120 $wiatto czerwone obniza,
natomiast daleka czerwien podwyzsza poziom cAMP, co
sugeruje kontrole aktywnosci AC przez $wiatlo i ze fito-
chrom jest zaangazowany w regulacje aktywnosci AC
[72]. U tej sinicy zidentyfikowano fitochromo-podobne
bialko AphC, ktére odbiera sygnal dalekiej czerwieni,
przenosi go na N-terminalng domene¢ odbiornikowa
cyklazy adenylanowej CyaC i powoduje stymulacje jej
aktywno$¢ [72]. Z tej obserwacji wynika, ze u Anabaena
daleka czerwien aktywuje, natomiast $wiatlo czerwone
inaktywuje AC, a wigc to fitochromo-podobne biatko
funkcjonuje inaczej niz fitochrom u roélin wyzszych,
u ktérych aktywujaco dziata §wiatlo czerwone, a daleka
czerwien inaktywuje fitochrom.

Analiza genomu Synechocystis sp. PCC 6803 wyka-
zala obecno$¢ genu kodujacego biatko fitochromo-
-podobne, ktére na o$wietlenie $wiattem czerwonym
i daleka czerwienia reaguje pobobnie jak biatko AphC
u Anabaena [2, 100]. Wykryte u Synechocystis sp.
PCC 6803 biatko Cphl ma domene kinazy histydy-
nowej [100] i reakcja fosfotransferu z Cphl do Repl
(regulatora reakgji fitochromu sinicy) zachodzi, kiedy
Cphl absorbowalo daleka czerwien, natomiast swiatfo
czerwone hamowato te reakcje [100].

Uzyskano tez dane wskazujace, ze adaptacja chroma-
tyczna u nitkowatej sinicy Fremyella diplosiphon jest regu-
lowana przez fitochromo-podobny receptor (RcaE) [49].

Regulacja aktywnosci AC przez CO,. W komoérkach
ssakow, oprocz tmAC [75] regulowanej przez heterotri-
merowe biatka G, funkcjonuje sAC aktywowana przez
HCO, i Ca* [22, 39, 108]. W biologii sinic jony HCO,"
maja podstawowe znaczenie, poniewaz ten nieorganiczny
wegiel jest akumulowany w komorkach i transportowany
do karboksysoméw. Jony HCO,” mogg indukowa¢ lub
hamowac¢ aktywnos¢ niektérych AC u sinic.

Pierwsza AC u sinic, u ktérej stwierdzono aktywacje
przez HCO,™ byta CyaC u Spirulina platensis [22]. Wyka-
zano tez, ze CyaB1 u Anabaena sp. PCC7120 jest specy-
ficznie stymulowana przez jony HCO,™ [17], a mutacja
punktowa (Lys-646) kodujacego ja genu prawie cal-
kowicie redukuje te¢ aktywacje. Przez HCO,™ jest tez
aktywowana cyklaza adenylanowa CyaB u Stigmatella
aurantiaca [17]. W przypadku Cyal u Synechocystis sp.
PCC 6803 stwierdzono hamowanie aktywnosci przez
HCO, [60]. Badania Hammer i wsp. [28] wyka-
zaly, ze cyklaza adenylanowa Slr1991 (Cyal) u Synecho-
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cystis PCC 6803 i cyklaza adenylanowa CyaB1 u Ana-
baena PCC 7120 sg aktywowane raczej przez CO, a nie
przez jony HCO,".

2.3. Hydroliza cAMP u sinic

Poziom cAMP u sinic, podobnie jak i u innych orga-
nizmoéw, zalezy z jednej strony od aktywnosci cyklazy
adenylanowej, z drugiej za$ od aktywnosci fosfodieste-
razy cAMP (PDE; EC 3.1.4.17), ktéra hydrolizuje ten
cykliczny nukleotyd do 5-AMP. W ten sposob AC wia-
cza, a PDE wylacza sygnat cAMP w komérkach.

U Eukaryota PDE sg duzg zrdznicowang grupa enzy-
mow, ktorg podzielono na dwie klasy (I i II) [6], nato-
miast o PDE Prokaryota wiadomo niewiele. PDE wykryte
u E.coli (CpdA) i u Haemophilus influenzae zostaly
zakwalifikowane do dodatkowej klasy III, natomiast PDE
Vibrio fisheri (CpdP) do eukariotycznej klasy II.

Juz w 1974 roku aktywno$¢ PDE cAMP (PDE hydro-
lizujace cAMP) wykryto w ekstraktach z komorek Ana-
cystis nidulans i A. cylindrica [1], a nastgpnie jej wysoka
aktywnos¢ stwierdzono u A. variabilis hodowanej na
podlozu pozbawionym azotu [74]. Zalezng od poziomu
ogolnego cAMP w komorkach aktywnos$¢ PDE cAMP
wykazano tez u A. cyclindrica i Spirulina platensis, a jej
niska aktywno$¢ u Synechocystis sp. PCC6803 byta sko-
relowana z niskim poziomem cAMP u tej sinicy [78].

PDE obniza poziom cAMP w komérkach. Hamowa-
nie jej aktywnosci moze zwieksza¢ zawarto$¢ tego nukle-
otydu i w ten sposéb wplywac na procesy komodrkowe
regulowane przez szlak cAAMP. U Spirulina platensis efekt
fenotypowy (ruch i skupianie si¢ nici) obserwowano po
dodaniu do podtoza cAMP lub IBMX (3-izomaslano-
-1-metyloksantyna), ktéra jest inhibitorem PDE u Euka-
ryota [67]. Obie substancje podobnie (chociaz cAMP
nieco silniej) podwyzszaty poziom cAMP w komoérkach
i stymulowaly ruchliwos¢ tej sinicy. Hamowanie aktyw-
nos$ci PDE sinicy przez ten inhibitor sugeruje, ze przy-
najmniej ta PDE moze by¢ podobna do PDE Eukaryota.

Fujisawa i Ohmori [27] okredlili bioche-
miczne wlasciwosci PDE u Anabaena sp. PCC 7120.
Zidentyfikowali oni gen (alr5338), ktéry jest homolo-
giem genu PDE E. coli i ktéry nazwali cpdA. Obecnosci
takiego homologa nie stwierdzono u Synechocystis sp.
PCC6803, autorzy sadza wiec, Ze ta sinica ma inny typ
PDE. PDE Anabaena jest biatkiem 266-aminokwaso-
wym podobnym (identyczno$¢ 33,5-35,3%) do PDE
Thermosynechococcus elongates, Haemophilus influen-
zae i E. coli [27]. Wyizolowane biatko PDE z Anabena
(35kDa) wykazuje maksymalng aktywno$¢ in vitro przy
1 mM stezeniu cAMP, natomiast w komoérkach PDE
moze by¢ aktywna przy stezeniu 45 uM cAMP podobnie
jak u E. coli. Aktywno$¢ PDE Anabaena sp. PCC 7120
jest stymulowana przez kationy Fe** i Mn?*. Okreslenie
preferencji substratowej wskazuje, ze PDE Anabaena sp.
PCC 7120 hydrolizuje zar6wno cAMP jak i cGMP.

2.4. Szlak sygnalizacyjny cGMP u sinic

Szlak sygnalizacyjny ¢cGMP (guanosine 3,5-cyclic
monophosphate) i jego rola u sinic byla mniej inten-
sywnie badana niz szlak cAMP, tym niemniej obecnosé¢
tego cyklicznego nukleotydu oraz enzymow jego syntezy
i degradacji wykazano u co najmniej kilku gatunkéw
tych organizmoéw.

c¢GMP (analogicznie jak cAMP) jest wtornym prze-
kaznikiem w transdukeji sygnatu w komorkach nizszych
iwyzszych roélin i zwierzat. Jest on syntetyzowany przez
cyklazy guanylanowe (GC, guanylyl cyclase; EC 4.6.1.2),
a hydrolizowany przez fosfodiesterazy cGMP (PDE,
phosphodiesterases cGMP). cGMP uczestniczy w regula-
cji proceséw komorkowych, rozwojowych i posredniczy
w adaptacyjnych reakcjach komorek Eukaryota, m.in.
poprzez wplyw na funkcjonowanie kanaléw jonowych
i przez aktywacje cGMP-zaleznej serynowo-treoninowej
kinazy proteinowej [48, 56].

Badania zawarto$ci cGMP wykazaly, ze komorki
Synechocystis PCC 6803 zawieraja 3,5-6,0 pmol mg™'
bialka tego nukleotydu, a jego poziom zwigkszat si¢ do
ok. 9,5 pmol mg™ biatka podczas hodowli w miksotro-
ticznych warunkach i do 20 pmol mg™' bialka po przenie-
sieniu do pozywki bez azotu [31]. W badaniach prowa-
dzonych na innych sinicach poziom cGMP byl nastepu-
jacy: Synechocystis PCC 6308 zawierata 17-35 pmol mg™
bialka, Plectonema PCC 73110 - 4 pmolmg™' bialka,
a Nostoc PCC 8009 - 1-3,5 pmol mg™ biatka [31].

cGMP jest syntetyzowany przez cyklazy guanyla-
nowe (GC). Molekularna charakterystyka tych enzy-
moéw pozwolita na wyrdznienie u Eukaryota trzech

typow GC (94):

1) zidentyfikowang u wyzszych Eukaryota forme roz-
puszczalng, bedacag heterodimerem podjednostek o
i B, ktéra jest zaangazowana w reakcje komorek
na NO,

2) zidentyfikowane u Eukaryota izoformy, ktére maja
pozakomoérkowa domene wigzania ligandu, pojedyn-
czg domene transblonowg i wewnatrzkomérkows
domene¢ homologiczng z kinaza oraz cyklazows
domene katalityczng, oraz

3) liczne zidentyfikowane u niektorych nizszych Euka-
ryota formy GC z domeng transblonowsa.

Cyklazy GC moga by¢ zaliczone do klasy III cyklaz
adenylanowych, poniewaz ich katalityczna cyklazowa
domena jest podobna do katalitycznych domen cykla-
zowych tej klasy AC [5].

U sinic cyklazg GC-podobng poczatkowo wykryto
tylko u Synechocystis PCC 6803, jako jedyna GC u Pro-
karyota, pozniej w jej genomie zidentyfikowano gen
sll0646, ktory prawdopodobnie koduje GC i ktdrego
mutacja znacznie zmniejszala akumulacje cGMP
w komorkach [65]. Analiza 21 zsekwencjonowanych
genomOw sinic pozwolita na identyfikacje innych
prawdopodobnych gendéw GC [96]. W tych badaniach
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uwzgledniono znaczne zréznicowanie struktury pierw-
szorzedowej domeny katalitycznej cyklaz nukleotydow
purynowych, ktére jednak zawieraja konserwatywne
trzy grupy reszt aminokwasowych warunkujacych ich
katalityczne wlasciwosci [4, 81]. Badania wzoru substy-
tucji tych waznych reszt wykazaly, ze 42 cyklazy ziden-
tyfikowane w genomach sinic zawieraly wszystkie reszty
charakterystyczne dla AC, natomiast nie zawierata ich
cyklaza sll1161 u Synechocystis sp. PCC 6803 i cyklaza
cwatl781 u Crocosphaera watsonii WH8501. Z wczes-
niejszych badan wiadomo, ze AC i GC odrdzniajg pary
reszt: GC zawiera pary Glu-Gly lub Glu-Thr, zas AC
pary Lys-Asp lub Lys-Thr [4, 82, 85]. Analiza genomow
sinic przeprowadzona przez Wu i wsp. [96] wykazala,
ze, oprocz GC (sl10646) zidentyfikowanej u Synechocy-
stis sp. PCC 6803 [64] zawieraja one sze$¢ innych genéw
prawdopodnych cyklaz guanylanowych, a mianowicie:
u Anabaena PCC7120 (all1118), Anabaena variabilis
ATCC29413 (Ava4698), Nostoc punctiforme PCC73102
(NpRI13131iNpR0352) oraz u Trichodesmium erythraeum
IMS101 (Tery3412 i Tery4585). Te cyklazy maja region
transblonowy, sa wiec prawdopodobnie cyklazami zwig-
zanymi z blona.

Obecnos¢ fosfodiesterazy cGMP badano tylko u nie-
licznych gatunkow sinic. Analiza null mutantéw Syne-
chocystis PCC 6803 pozwolila na identyfikacje dwoch
genow (sll1624 i slr2100), z ktérych gen slr2100 moze
kodowa¢ fosfodiesteraze cGMP [14]. W badaniach
prowadzonych na Anabaena sp. 7120 zidentyfikowano
PDE (cpdA), ktéra hydrolizuje zaréwno cAMP jak
i cGMP [27]. Obecnosci homologa tej PDE nie stwier-
dzono u Synechocystis sp. PCC6803 i autorzy sadzg, ze
ta cyjanobakteria ma inny typ PDE.

Chociaz ¢cGMP wykryto w komorkach sinic, nie
zostala okreslona funkcja tego nukleotydu. cGMP
dodany do pozywki nie powodowat efektow fenotypo-
wych [16]. Dziatanie specyficzne dla tego nukleotydu
obserwowano w badaniach null mutantéw Synechocy-
stis PCC 6803, w ktorych zidentyfikowano gen slr2100,
ktéry prawdopodobnie koduje PDE cGMP. Stwierdzono
tez, ze ten gen jest potrzebny w adaptacji komodrek pod-
czas stresu UV-B [14]. Wskazuje to na waznag role szlaku
sygnalizacyjnego cGMP w procesie fotoaklimatyzacji
podczas stresu UV-B.

3. Biologiczna rola cAMP u sinic

3.1.Rola szlaku cAMP w reakcjach na czynniki sro-
dowiskowe i w regulacji wzrostu komorek sinic

Sinice zasiedlaja rézne srodowiska wodne i ladowe
o znacznych zmianach nasilenia oddzialywania czyn-
nikéw srodowiskowych. Przezycie organizmu w tych
srodowiskach wymaga zdolnosci do odbierania poza-

komoérkowych sygnaltéw, ich transdukeji w komoérkach
i modyfikacji proceséw fizjologicznych. Istotng role
w wewnatrzkomorkowej sieci sygnalizacyjnej, ktdra
uczestniczy w regulacji proceséw komoérkowych w dpo-
wiedzi na sygnaly pozakomorkowe u ssakow, nizszych
zwierzat, grzybow i roslin, pelni szlak sygnalizacyjny
cAMP. Wykazano, ze ten szlak moze regulowac aktyw-
no$¢ enzymow, funkcjonowanie kanaléw jonowych,
ekspresje genow, uczestniczy, wigc w regulacji licznych
proceséw fizjologicznym, w tym proliferacji komorek
i w reakcji na stres abiotyczny i biotyczny [7, 48, 76].
cAMP uczestniczy w regulacji funkcjonowania ko-
morek sinic, w ich adaptacji do warunkéw srodowisko-
wych, o czym $wiadczg znaczne zmiany poziomu tego
cyklicznego nukleotydu w komérkach indukowane czyn-
nikami srodowiskowymi. Obserwowano je m.in. w reak-
cjach na zmiany: $wiatlo-ciemno$¢, niskie-wysokie
pH, warunki tlenowe-beztlenowe, gtodzenie-dostgpnos¢
pokarmu [70, 71]. Uzyskano dane wskazujace, ze cAMP
posredniczy w regulacji m.in. wzoru tworzenia hetero-
cyst, intensywnosci oddychania, ruchu i reakcji na §wia-
tto, pH [17] i odwodnienia/uwodnienia komoérek [32].

Ruch w reakgji na $wiatlo. Podobnie jak u innych
organizmdéw autotroficznych, $wiatlo ogrywa istotna
role w biologii sinic. Sinice po odebraniu sygnalu
$wietlnego na drodze fototaksji moga adaptowac si¢ do
warunkow oswietlenia. Liczne gatunki sinic poruszaja
sie ruchem slizgowym (gliding), drganiem (twithing)
lub ptywaniem (swimming) [70]. Sinice nie tworzg wici
jak np. E. coli, natomiast uzywaja wytworéw powierzch-
niowych typu pili. Ruchem szybowcowym poruszaja
sie nitkowate sinice, np. Spirulina i Oscillatoria, morska
jednokomoérkowa Synechococcus sp. WH8102 poru-
sza si¢ przez plywanie (w czym wykorzystywane jest
powierzchniowe bialko SwmA), a Synechocystis 6803
wykonuje ruchy drgania (do czego u jest potrzebna
PilA1, ktora jest strukturalnym sktadnikiem pili typu IV
oraz ATPaza PilT).

Szlak sygnalizacyjny cAMP uczestniczy w regulacji
ruchu sinic. Egzogenny cAMP stymuluje ruchliwos¢
Synechocystis 6803 [90] i ruch szybowania u Spirulina
platensis [67]. O zaangazowaniu szlaku cAMP w regu-
lacji ruchliwo$ci sinic $wiadczg badania prowadzone na
mutantach Synechocystis 6803. Mutanty cyal tej sinicy,
ktore maja 5-krotnie nizszy poziom cAMP od szczepu
dzikiego, nie majg zdolnosci do poruszania sie, a doda-
nie cAMP do pozywki przywraca t¢ zdolnos¢ [90].
Unieruchomienie komorek tej sinicy nastepowato tez po
mutacji genu sycrpl kodujacego biatko receptora cAMP
[104]. Badania ultrastruktury wykazaly, ze ten mutant
ma zredukowang liczbe grubych pili.

Obserwacje prowadzone na Synechocystis 6803 wy-
kazaty, ze ruchliwos¢ sinic moze zaleze¢ od barwy swia-
tta. Na plytkach agarowych przy oswietleniu $wiatlem
czerwonym poruszato sie tylko 24% komorek, natomiast
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przy oé$wietleniu $wiatlem niebieskim ruchy wykony-
walo 63% komorek [91]. Reakcja na $wiatlo niebie-
skie byla zwigzana z szybkim podwyzszenie poziomu
cAMP, a mutanty cyal prawie nie reagowaly na $wia-
tlo. Te wyniki dostarczajg mocnego dowodu, ze system
transdukgji sygnatu $wiatlo niebieskie-cAMP reguluje
ruchliwos¢ tej sinicy, ze w t¢ reakcje jest zaangazowana
Cyal, a takze, ze ta cyklaza moze uczestniczy¢ w regu-
lacji fototaksji u sinic.

Glodzenie azotowe a cAMP. U sinic poziom cAMP
zazwyczaj ulega zwiekszeniu w reakeji na glodzenie azo-
towe [35]. W do$wiadczeniach prowadzonych na typie
dzikim i mutantach cya~ Anabaena 7120 wykazano,
ze taka reakcja zachodzi u typu dzikiego i mutantow
z wyjatkiem mutanta cyaC-, u ktérego zmiana poziomu
tego nukleotydu byta znacznie mniejsza [45]. U trans-
formantow tej sinicy (wprowadzono gen AC Anabaena
cylindrica i bakteryjny promotor tac), u ktérych poziom
cAMP ulegt znacznemu zwigkszeniu (170 razy) nie
obserwowano wptywu dostepnosci azotu na zawarto$¢
tego nukleotydu [45]. Badania prowadzone na Ana-
baena variabilis wykazaly, ze podwyzszenie poziomu
cAMP podczas gltodzenia azotowego moze by¢ zwigzane
z obnizeniem aktywnosci fosfodiesterazy cAMP [74].

Symbioza sinic z roslinami. Sinice moga tworzy¢
symbiotyczne asocjacje z réznymi Eukaryota (rodlinami,
grzybami, gabkami i pierwotniakami). Symbiontami sa
zazwyczaj nitkowate sinice z rodzaju Nostoc zdolne do
wigzania N,. O zaangazowaniu szlaku cAMP w tworze-
niu symbiozy sinicy z rosling $wiadcza badania tego pro-
cesu u Nostoc punctiforme, ktéra wchodzi w symbioze
z Blasia pusilla. Mutacja genu cyklazy adenylanowej
(CyaC) sinicy w domenie katalitycznej zwigksza sym-
biotyczna kompetencje, natomiast uszkodzenie czgsci
N-terminalnej zmniejszalo infekcyjnos¢ [21].

Stres solny. U sinic szlak cAMP moze uczestniczy¢
w reakgji na stres solny poprzez wptyw NaCl na aktyw-
no$¢ cyklaz adenylanowych, co wykazano w badaniach
prowadzonych na Anabaena PCC7120. U tej sinicy
aktywnos¢ CyaBl i CyaB2 jest allosterycznie regulo-
wana przez wigzanie CAMP (odpowiednio, jedng lub
dwie czasteczki) z domenami GAF. Te domeny na zasa-
dzie pozytywnego sprz¢zenia zwrotnego uczestnicza
w regulacji aktywnosci tych enzyméw w reakcji na CO,
[12, 28, 59]. Jony Na* specyficznie hamujg aktywnos¢
obu cyklaz poniewaz wigza si¢ z domeng GAF, zmie-
niajag konformacje tandemu tych domen i ostabiaja
pozytywna autoregulacje przez niskie stezenia cAMP
(< 1uM) [18]. Doswiadczalnie wykazano, ze wysokie
stezenie Na* (4 mM) specyficznie hamuje autoregulacje
CyaB1 i CyaB2 przez cAMP, natomiast obnizenie ste-
zenia tych jondéw (0,2 mM) uwalnia Na* z GAF i przy-
wraca autoregulacje syntezy cAMP.

Wzrost komorek sinic a cAMP. O wplywie szlaku
cAMP na wzrost komoérek sinic wiadomo niewiele.

Pomiary rozmiaréw komorek formy dzikiej i mutantéw
cya” Anabaena 7120 wykazaly, ze komorki mutantow
cyaB2" i cyaB byly nieco mniejsze, natomiast komorki
mutantéw CyaD- byly wigksze niz u typu dzikiego, poza
tym komoérki mutanta CyaD~ po trzech tygodniach
hodowli stawaty sie z6tte [45]. Po wielokrotnym pod-
wyzszeniu zawartosci CAMP u tej sinicy, uzyskanym
dzigki wprowadzeniu do Anabaena 7120 genu AC
z Anabaena cylindrica, stwierdzono fragmentacje nici
i hamowanie wzrostu w warunkach wigzania N, [45].

Przytoczone przyktady przemawiajg za zaangazowa-
niem cAMP w procesy fizjologiczne i morfogenetyczne
u sinic. Dalszych dowodéw dostarczyly badania roli tego
wtdrnego przekaznika w regulacji ekspresji genéw. Ana-
liza zsekwencjonowanych genomoéw sinic wykazata, ze
liczne geny zawieraja w promotorach sekwencje wigzaca
CRP, ktory jest czynnikiem transkrypcyjnym aktywowa-
nym przez wigzanie cAMP [98]. Sekwencje takie maja
geny zwiazane z fotosynteza, asymilacja azotu, geny
przeno$nikow i poryn, geny kinaz i dwuskladniko-
wego systemu transdukeji sygnatu oraz geny o nieznanej
jeszcze funkcji [98].

3.2. Regulacja transkrypcji u sinic przez szlak cAMP

Analiza zsekwencjonowanych genomoéw sinic umoz-
liwita identyfikacje skladnikow szlaku sygnalizacyj-
nego cAMP. Zidentyfikowano m.in. geny AC, PDE, oraz
geny CRP i geny, ktérych transkrypcja jest regulowana
przez CRP.

Zaangazowanie szlaku sygnalizacyjnego cAMP w re-
gulacje ekspresji genéw opisano u Prokaryota i u Euka-
ryota. U Eukaryota podwyzszenie poziomu cAMP
w komorkach aktywuje kinaze cAMP-zalezng (PKA,
cAMP-dependent protein kinase), ktora fosforyluje m.in.
czynniki transkrypcyjne z rodziny CREB (m.in. CREB,
cyclic AMP-responsive element binding protein; CREM,
cAMP-responsive element modulator) i ICER, inducible
cyclic AMP early repressor) wigzace si¢ z sekwencja CRE
(cAMP response element) promotora [19]. U Prokariota
cAMP wigze si¢ i bezposrednio aktywuje czynnik trans-
krypcyjny, biatko CRP (cAMP receptor protein), ktore
znane jest tez, jako biatko regulatora katabolicznego
CAP (catabolite gene activator protein). CRP jest czyn-
nikiem transkrypcyjnym obecnym powszechnie u roz-
nych grup bakterii [9, 50, 107]. Wykazano, ze u bakterii
czynnik ten uczestniczy w regulacji ekspresji genow
zaangazowanych w rdézne procesy biologiczne, m.in.
w asymilacje organicznego wegla i przemiany ener-
getyczne [11, 95], podzialy komérek [92], produkcje
toksyn [50], kompetencje rozwojowa [20], wrazliwo§¢
i tworzenie quorum sensing [55].

CRP nalezy do nadrodziny czynnikéw transkryp-
cyjnych CRP/ENR (TF) [52], ktére sg regulatorami
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transkrypcji powszechnie dziatajacymi u eubakterii [57].
TF zawierajg N-terminalng domeng efektorows i C-ter-
minalng domen¢ wigzania z DNA (DBD, DNA binding
domain) typu HTH (helix-turn-helix) [62]. TF tej nadro-
dziny tworzg in vivo homodimer, ktdry jest aktywowany
przez wigzanie specyficznych matych czasteczek efek-
torowych przez domene efektorowa [62]. Dimery CRP
sg aktywowane po zwigzaniu dwdch czasteczek cAMP
przez kazdg podjednostke. Przylaczenie cAMP powo-
duje zmiang konformacyjng DBD, co warunkuje wigza-
nie CRP ze specyficzng sekwencjag DNA w promotorze
gendw docelowych [30] i oddzialywanie z C-terminalng
domeng podjednostki a polimerazy RNA i jej wigzanie
z promotorem [13, 37, 54, 63, 88].

Badania zsekwencjonowanych genoméw E. coli
i innych heterotroficznych bakterii wskazuja, ze ich
genomy zawierajg jedng kopi¢ genu crp [10]. CRP
u E.coli kontroluje ekspresje ponad 200 jednostek
transkrypcyjnych [79, 80]. U tej bakterii CRP wigze si¢
z pseudo-palindromowg sekwencja najwyzszej zgodno-
$ci TGTGAN,TCACA [79], chociaz ostatnio u E. coli
i innych y-proteobacterii zidentyfikowano nieco inne
miejsce wigzania CRP z sekwencjg konsensus TGC-
GAN_,TCGCA [15]. Gléwna funkcja CRP u E. coli jest
zwigzana z transkrypcyjng regulacja gendéw uczestni-
czacych w asymilacji organicznego wegla i przemianach
energetycznych [95, 107].

Sinice s3 fotoautotrofami, a cze¢$¢ gatunkow jest
zdolna do wykorzystywania N, jako Zrédla azotu,
dlatego u tych organizméw nie dziwi zaangazowanie
szlaku cAMP w regulacje innych genéw niz u E. coli.
U ponad polowy zsekwencjonowanych genomoéw sinic
zidentyfikowano, co najmniej jeden gen crp. Ekspery-
mentalnie biatka CRP badano m.in. u Synechocystis sp.
PCC 6803 [8, 64, 73, 103] i Anabaena sp. PCC 7120
(86, 87]. W genomie Synechocystis sp. PCC 6803 ziden-
tyfikowano ORF (open reading frame) genu sll1371,
ktéry koduje homolog produktu genu crp E. coli i ktéry
nazwano sycrpl [65]. Wykazano tez, ze SyCRP1 tworzy
homodimer wiazacy z duzym powinowactwem cAMP
[102] i w obecnosci cAMP, podobnie jak u E. coli,
tworzy kompleks z sekwencja DNA (TGTGAN T-
CACA) [102]. Wykazano, ze SyCRP1 u tej sinicy pelni
wazng role w biogenezie pilus typu IV i uczestniczy
w regulacji ruchu komoérek [8, 101, 104]. W genomie
Anabaena sp. PCC 7120 zidentyfikowano dwie ORF
(alr0295 i alr2325), ktore koduja CRP (odpowiednio,
ancrpA i ancrpB) [87]. Produkty tych genéw (AnCRPA
i AnCRPB) wiaza cAMP, a stosujac EMSA (electrophore-
sis mobility shift assay) wykazano, ze AnCrpA moze wig-
za¢ sie z miejscem wigzania CRP u E. coli [87]. Stwier-
dzono, ze AnCrpA i AnCrpB u Anabaena sp. PCC 7120
regulujg, odpowiednio, ekspresje kilku gendéw uczest-
niczacych w wigzaniu azotu [86] i kontroluja ekspresje
genéw indukowanych przez brak azotu [33].

Xu i Su [98], stosujac wysoce precyzyjny algorytm
skanowania, przeprowadzili analize 29 zsekwencjo-
nowanych genomoéw sinic (gatunkéw i ich szczepow)
wykorzystujac baze danych NCBI ftp://ftp.ncbi.nlm.
nih.gov/genomes/Bacteria. Autorzy ci zidentyfiko-
wali obecno$¢ genéw crp, ktore koduja aktywowany
przez cAMP czynnik transkrypcyjny CRP oraz TU
(transcription unit; operony wielo- i jednogenowe)
zawierajagce w promotorach sekwencje wigzania CRP
z DNA. Brak gendw crp wskazywalby, ze szlak cAMP/
CRP nie jest wykorzystywany w regulacji aktywnosci
transkrypcyjnej u danego organizmu. W 29 przeanali-
zowanych genomach sinic geny crp, ktore sa ortolo-
gami SyCRP1 (sll1371) Synechocystis sp. PCC 6803,
zidentyfikowano tylko w 12 genomach, a mianowicie:
Acaryochloris marina MBIC11017, Anabaena variabilis
ATCC 29413, Anabaena sp. PCC 7120, Prochlorococ-
cus marinus MIT 9313 i MIT9303, Synechococcus sp.
CC9311, CC9605, JA-2-3Ba(2-13) i JA-3-3Ab, Syne-
chocystis sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongatus
BP-1 oraz Trichodesmium erythraeum IMS101. W wigk-
szo$ci genomow obecny byl jeden homolog genu crp,
a po dwa geny crp maja genomy Synechocystis sp. PCC
6803 [(sll1371 i sl11924 (SyCRP2)] i Anabaena sp. PCC
7120 [alr0295 (AnCRPA) i alr2325 (AnCRPB)]. Analiza
genomo6w przeprowadzona przez Xu i Su [98] nie
wykazala obecnosci gendéw crp w 17 genomach sinic,
tj. u Gloeobacter violaceus PCC 7421, Prochlorococcus
marinus u szczepow: AS9601, MIT 9211, MIT 9215,
MIT 9301, MIT 9515, NATL1A, NATL2A, MIT9312,
CCMP1375 i MED4, u Synechococcus elongatus PCC
6301 i PCC 7942 oraz u Synechocystis sp. CC9902,
RCC307, WH 7803 i WHS8102.

Omowione analizy wskazujg, ze genomy, ktdre maja
gen kodujgcy CRP majg tez geny zawierajace w promo-
torach miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego
CPR. Liczba tych miejsc byta rozna i wahata si¢ od 29
u Thermosynechococcus elongatus BP-1 (zawierajacego
1075 TU) do 249 u Anabaena variabilis ATCC 29413
(zawierajgcego 3300 TU) (Tabela II). W wiekszosci
przypadkow byly one charakterystyczne dla gatunku
i szczepu, a niewielka ich liczba byla obecna w wiecej
niz dwdch genomach.

Analiza poréwnawcza genomu E. coli K12, u ktdrej
CRP kontroluje ponad 200 TU i ktory zawiera 288
eksperymentalnie potwierdzonych miejsc wigzania
CRP [107] z genomami sinic, wskazuje na obecnos¢
13,88~32,19% wspdlnych genéw. Sugeruje to, ze CRP
u sinic ewolucyjnie zaadaptowaly sie do regulacji aktyw-
nosci innej grupy gendw niz u E. coli. Ogélnie, u E. coli
i innych heterotroficznych bakterii produkty genéw
aktywowanych przez CRP uczestnicza przede wszyst-
kim w asymilacji organicznego wegla i w metabolizmie
energetycznym [95, 107], natomiast u sinic uczestni-
cza w regulacji proceséw zwigzanych z autotroficznym
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odzywianiem, adaptacja do warunkéw srodowiska, wig-
zaniem N, oraz innymi procesami, przy czym u poszcze-
gblnych gatunkow i szczepdw sa to czesto rdzne geny
regulowane przez CRP.

W Tabeli II zestawiono geny, ktérych promotory
zawieraja miejsca wigzania CRP sklasyfikowane przez
Xu i Su [98] wedlug pelnionej funkcji. Ponizej podano
tez ich omowienie czesciowo korzystajac z komentarzy
tych autoréw.

Geny zwigzane z fotosynteza. Jak wspomniano
powyzej, u sinic $wiatlo wplywa na poziom cAMP
w komorkach [69], a zmiana poziomu tego wtérnego
przekaznika moze poprzez CRP wplywaé na ekspresje
genow zwigzanych z fotosyntezg. Analiza genomoéw
sinic zawierajacych geny crp wykazala, ze liczba takich
genéw moze by¢ rézna. W sumie zidentyfikowano
14 gendéw potencjalnie regulowanych przez CRP, ktdre
koduja biatka centrum reakeji fotosystemoéw (w tym:
AMI1_0526, asr0847, Ava_4451, Ava_0640, asr0847,
CYA_0295, CYB_2824, PMTI1665 P9303_22121,
P9303_22711, Syncc9605_1640, sll0634, slr1739,
i Tery_4669); bialka mechanizmu oceny koncentracji
CO, (ccmK) (w tym alr0317-0318 i slr1838-slr1839)
i geny bialek z rodziny fikobiloprotein (w tym alr0523-
0525, sll1577-1580, ss13093, slr14591i tsr0033) (Tabela II).

Geny asymilacji azotu. Sinice pobierajg azot w po-
staci jonowej, a czes¢ gatunkow jest zdolna do asymila-
cji N,. W genomach Acaryochloris marina MBIC11017,
Anabaena variabilis ATCC29413 i Nostoc sp. PCC7120
zidentyfikowano geny, odpowiednio, AMI_2462,
Ava_4669 i alr0874, ktorych ekspresja jest regulowana
przez CRP i ktére kodujg biatko nitrogenazo-podobne.
U Nostoc sp. PCC7120 zidentyfikowano operon
(all3332-3335) kodujacy transporter azotanu, ktory
zawiera miejsca wigzania CRP. Xu i Su [98] propo-
nuja nastepujacy scenariusz reakcji u Anabaena varia-
bilis na glodzenie azotowe. Gtodzenie powoduje zwigk-
szenie aktywnos$ci AC, co prowadzi do 3-4-krotnego
zwigkszenie poziomu cAMP w komorkach i aktywacje
CRP. Aktywacja CRP obniza poziom transkrypcji genow
transporteréw azotanu (all3332-3335), natomiast zwiek-
sza ekspresje genow reduktazy nitrogenazy (alr0874)
i nitogenazy (AM1_2462, Ava_4669) (Tabela II). Taka
regulacja ekspresji genow ma na celu skuteczniejsze
wykorzystanie energii dla wigzania gazowego azotu.

Geny przeno$nikow i poryn. W genomach sinic
zidentyfikowano niewiele genéw kodujacych przenos-
niki i poryny, ktérych aktywnos¢ moze by¢ regulowana
przez CRP, np. u Nostoc sp. PCC 7120 geny alr2210-
2213 1 alr2118-2120, a u Synechocystis sp. PCC 6803
geny slr1392 i slr1950. Poza tym w genomach réznych
sinic zidentyfikowano geny regulowane przez CRP, np.
CYA_2315, Ava_0687, sll0240, slr1452-1457, tll0559,
ktérych produkty sa antyporterami i transporterami
ABC (Tabela II).

Geny kinaz i dwuskladnikowego systemu trans-
dukcji sygnatu. U bakterii dwuskladnikowy system
transdukcji sygnalu, skladajacy si¢ kinazy histydyno-
wej i regulatora odpowiedzi [40], odgrywa istotng role
w adaptacji do zmian w $rodowisku. Istnieja tez biatka
regulacyjne zawierajace zaréwno domene sensorowa
i przekaznikowg oraz regulator odpowiedzi; sg to tzw.
hybrydowe kinazy sensorowe (hybrid sensory kinases).
Ich przykladem moze by¢ cyklaza CyaC, ktorej cza-
steczka zawiera domeny ,hybrydowej kinazy senso-
rowej” oraz domene katalityczng [42]. Oba elementy
dwusktadnikowego systemu regulacyjnego tworza liczne
rodziny bialek. Ten system odgrywa istotna role w reak-
cjach sinic na zmiany warunkéw srodowiska, a liczne
geny zaangazowane w jego funkcjonowanie regulowane
przez CRP $wiadcza o tym, ze przynajmniej u gatunkow
i szczepdw zawierajacych w genomach gen crp, regulacja
dwuskladnikowego systemu zachodzi z udziatem cAMP
(Tabela II). Jest interesujace, ze chociaz u Synechocystis
sp. PCC 6803 CRP uczestniczy w fototaksji, na co wska-
zuje wyrazne jej ostabienie u mutantéw sycrpl i AC [8,
101], to nie udato si¢ wykaza¢, ze geny uczestniczace
w transdukcji sygnatu dla tworzenia pilus i fototaksji
[101] sa regulowane przez CRP.

Inne geny. W genomach sinic zawierajacych gen cre
zidentyfikowano tez liczne geny zawierajace miejsce
wigzania CRP, ktore stwierdzono u niektérych gatunkow
czy szczepOw oraz geny o nieznanej jeszcze funkcji [98].

Wirdd przeanalizowanych 29 genomdw sinic stwier-
dzono, ze 17 genomdéw moze nie mie¢ genu koduja-
cego CRP, co wskazuje, ze te organizmy moga funk-
cjonowac bez regulacji gendw przez ten czynnik trans-
krypcyjny i ze szlak sygnalizacyjny cAMP/CRP nie jest
uniwersalnym systemem uczestniczagcym w regulacji
transkrypcji u sinic. Zwraca tez uwage fakt, ze geny
regulowane przez CRP u sinic pelnig raczej inng role
niz u E. coli, za$ u sinic oprocz genéw zaangazowanych
w analogiczng funkcje, u poszczegélnych gatunkow/
szczepéw CRP moze regulowa¢ aktywnos¢ genow zwig-
zanych z innymi procesami.

Nie mozna wykluczy¢, chociaz nie ma danych po-
twierdzajacych taka mozliwo$¢, ze u sinic cAMP moze
uczestniczy¢ w regulacji aktywnosci transkrypcyjnej
nie poprzez CRP i ze takg rol¢ mogg pelni¢ inne TE
Poszukujac ewolucyjnego wyjasnienia obecnosci i braku
gendw crp w zsekwencjonowanych genomach sinic Xu
i Su [98] dla badanych gatunkéw/szczepow sinic skon-
struowali drzewo filogenetyczne w oparciu o sekwencje
16S rRNA. Okazalo sie, ze genomy zawierajace gen crp
nie tworzg monofiletycznej grupy, ze genomy z genami
kodujacymi CRP s3 rozproszone w tym drzewie. Auto-
rzy sadza, ze w czasie adaptacji do odpowiednich
warunkow srodowiskowych mogla nastgpi¢ ewolucyjna
utrata gendw crp, szczegdlnie u morskich sinic. Prze-
prowadzona przez Xu i Su [98] analiza dystrybucji
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nadrodziny CRP/FNR we wszystkich 29 badanych geno-
mach wykazala, ze we wszystkich genomach jest przy-
najmniej jeden gen kodujacy bialko z tej nadrodziny
i sadza, ze jest prawdopodobne, Ze moga one rozpozna-
waé CRP-podobne miejsca wigzania z DNA.

4. Podsumowanie

Szlak cAMP jest powszechnie funkcjonujacym wtor-
nym szlakiem sygnalizacyjnym u Prokaryota i u Euka-
ryota. Na udzial tego szlaku w regulacji przebiegu réz-
nych proceséw metabolicznych w komorkach sinic
wskazuje wykrycie cAMP w komoérkach tych organi-
zmow, wyrazna reakcja ich komorek obserwowana po
stosowaniu egzogennego cAMP i zmiana jego poziomu
w komorkach zaleznie od czynnikéw srodowiskowych.
U sinic wykazano obecno$¢ enzymoéw syntezy oraz
degradacji cAMP (odpowiednio, AC i PDE) oraz ziden-
tyfikowano geny kodujace biatka zaangazowane w szlak
transdukgji sygnatu przez cAMP. Obecnie znana jest
sekwencja 29 calych genomdw réznych gatunkow sinic
(i ich szczepéw), w ktdrych zidentytikowano geny AC
i PDE, geny akceptoréw cAMP (CRP), ktére s3 czynni-
kami transkrypcyjnymi aktywowanymi przez ten nukle-
otyd oraz geny, ktére w promotorach maja sekwencje
wigzania CRP. Zidentyfikowano tez geny kodujace
biatka pelniace wazng role w przebiegu réznych pro-
cesow fizjologicznych, m.in. biatka zwigzane z foto-
synteza, metabolizmem wegla, asymilacja azotu, biatka
przeno$nikéw i poryn, kinaz biatkowych i czynnikow
transkrypcyjnych.

Dotychczasowe badania szlaku sygnalizacyjnego
cAMP u sinic mogg wskazywa¢, ze nie jest on uniwer-
salnym szlakiem regulacji funkcjonowania komorek
sinic. Istnieje jednak mozliwo$¢, ze genomy sinic,
u ktérych nie stwierdzono obecnosci genéw AC, PDE,
genow kodujacych CRP i gendw, ktorych aktywnosé
jest regulowana przez CRP, moga zawiera¢ zmodyfiko-
wane, jeszcze niezidentyfikowane sekwencje kodujace
poszczegolne elementy szlaku cAMP.

Szlak sygnalizacyjny cAMP u sinic ma prostszy,
prawdopodobnie bardziej pierwotny przebieg niz
u ssakow, chociaz kluczowe jego elementy sa obecne
i u Eukaryota i u sinic. Réznice w organizacji szlaku
cAMP u sinic i ssakow, u ktérych jest on najlepiej pozna-
nym wtérnym szlakiem sygnalizacyjnym i uczestniczy
w regulacji licznych fundamentalnych proceséw fizjo-
logicznych, moga wynika¢ z prokariotycznej budowy
komorek sinic, a co za tym idzie z braku tkanko-
wo-organowego zréznicowania struktury i funkcji ko-
morek sinic. U ssakow efektywno$¢ i specyficznosé
regulacyjna szlaku sygnalizacyjnego cAMP z jednej
strony wynika z tkankowo-zaleznej ekspresji réznych
heterotrimerowych bialek G, réznych izoform tmAC

i PDE oraz z obecnosci réznych PKA w komorkach,
z drugiej za$ strony z kompartymentacji tego szlaku
w komorkach, poniewaz PKA bedaca istotnym efek-
torem cAMP, moze by¢ zwiazana z AKAP (A-kinase-
-anchoring proteins), ktére sa zlokalizowane na roz-
nych organellach komérkowych. U ssakow aktywacja
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny CREB zachodzi
poprzez aktywacje PKA przez cAMP, natomiast u sinic
czynnik transkrypcyjny (CRP) jest aktywowany bez-
posrednio przez wigzanie cAMP.
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Actinomycetes - occurrence and production of biologically active compounds

Abstract: Actinomycetes are prolific producers of many bioactive metabolites, including antibacterial, antifungal, antiviral or anticancer
substances. They belong to Gram-positive bacteria and are isolated from different environments. Among actinomycetes, the Streptomyces
genus plays a major role in productivity of metabolites with biological activity and is most widespread all over the world. From the
beginning of golden era of antibiotics, actinomycetes metabolites were mainly isolated from the soil. As the obtaining the previously
discovered metabolites from terrestrial habitats increases, there are attempts to look for new sources, e.g. seas, oceans, etc. Marine isolates
are different from soil actinomycetes in their chemical structures, mode of action or biological activity. Marine sponges are especially
rich in actinomycete strains. However, actinomycetes are also isolated from fallen leaves, ants’ nests, deserts, Antarctica sediments and
snow cores, caves or spider materials.

1. Introduction. 2. Bioactive metabolites from actinomycetes. 3. Actinomycetes in different environments. 4. Soil actinomycetes.

5. Actinomycetes in marine environment. 6. Other sources. 7. Summary
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1. Wstep

Promieniowce (Actinomycetes) nalezag do bakterii
Gram-dodatnich o nieregularnej, cylindrycznej budo-
wie z tendencjg do rozgaleziania si¢. Budowa ta upodab-
nia je do grzybow nitkowatych. Splatki nitek wrastajace
w podlioze tworza pseudogrzybnie podstawowa (sub-
stratowq) i powietrzng. Promieniowce rozmnazajg si¢
przez podzial (fragmentacje) pseudogrzybni i wytwa-
rzenie zarodnikow.

Nazwa Actinomyces zostala nadana przez niemiec-
kiego botanika Carla Otto Harza w 1877 roku. Pano-
wala wowczas powszechnie choroba bydta, zwana pro-
mienicy, powodujgca znieksztalcenie koéci i obrzeki. Byta
ona wywolana przez promieniowce chorobotworcze,
Actinomyces bovis. W 1916 r. bakteriolog Robert Earle
Buchanan nadal nazwe rzedowi Actinomycetales [20].
Promieniowce naleza do gromady XXVI (Phylum XXVI)
Actinobacteria phyl. nov. W obrebie klasy I (Class I) Acti-
nobacteria wyrdznia si¢ 16 rzedow (Orders), 43 rodziny
(Families) i 227 rodzajow (Genera) wedlug Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology [17]. Jednakze w lite-
raturze opisywane sg juz inne, nowoodkryte rodzaje
i nalezace do nich gatunki [40]. Promieniowce w poréw-
naniu do innych bakterii charakteryzujg sie¢ duzym

genomem, a takze wysoka zawarto$cia G + C w DNA
[49]. Zazwyczaj 5-10% genomu promieniowcow, sta-
nowig geny odpowiedzialne za wtérny metabolizm [3].

Promieniowce wystepuja powszechnie w glebie, ale
takze w wodach stodkich i stonych, kompostach czy
oborniku. Biorg udzial w procesie rozkladu szczatkow
zwierzecych i materiatéw biologicznych, takich jak celu-
loza, chityna, lignina. Jest to mozliwe dzigki wytwarza-
niu przez te bakterie wielu enzymow: cellulaz, chitynaz,
ksylanaz [20]. Ponadto, promieniowce s3 producentami
enzymow bioragcych udzial w lizie $cian komoérkowych
mikroorganizméw (bakterii i grzybow), np. lizozymu,
hydrolaz peptydylo-peptydowych, glukanaz, mannanaz
oraz chitynaz [49].

Niektore z nich (np. promieniowce z rodzaju Fran-
kia) wchodza w symbioze z roélinami wyzszymi, wig-
z3c azot. Przeksztalcajg rowniez powstaly w procesach
rozkladu materii organicznej amoniak w azotany, ktore
sa tatwiej przyswajalng formga azotu dla korzeni roslin.
Inne wiazg azot z powietrza, czynigc go takze bardziej
dostepnym dla roslin [20].

Opisuje si¢ réwniez promieniowce produkujace wiele
barwnikéw (brazowych, czarnych) odpowiedzialnych
za ciemny kolor humusu. Wytwarzaja one takze m.in.
antybiotyki o fioletowym zabarwieniu, mederrodyne
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(mederrhodin), niebieska aktynorodyne (actinorhodin),
brazowa medermycyne (medermycin) [20].

Autorytetem w dziedzinie hodowli omawianych
drobnoustrojow byt Selman Waksman, odkryweca strep-
tomycyny i innych antybiotykéw wytwarzanych przez te
mikroorganizmy. Waksman, bedac studentem pobieral
probki gleby otaczajacej uniwersytet w New Brunswick,
na ktorym studiowal. Nastepnie posiewal je na plytki
z podlozem i obserwowal wzrost mikroorganizmow.
Szybko zaobserwowal wystepowanie kolonii podobnych
do bakteryjnych, ale pod mikroskopem przypominaja-
cych grzyby. Kolonie te czgsto wytwarzaly barwniki.
Ich ilo$¢ byta rézna w zaleznosci od rodzaju gleby;, jej
pH, gtebokosci wydobycia i czy byta to ziemia uprawna.
Odkrycia te zmienily zycie Waksmana, ktdry zajat
sie na state hodowla promieniowcow [20].

2. Bioaktywne metabolity promieniowcow

Promieniowce naleza do czolowych producentow
zwigzkéw o aktywnosci biologicznej, w tym o dziala-
niu przeciwbakteryjnym, przeciwwirusowym, przeciw-
grzybiczym, przeciwnowotworowym, przeciwrobaczym.
Oszacowano, iz 80% poznanych antybiotykéw pocho-
dzenia naturalnego to metabolity promieniowcow [29].
Sposrod wielu rodzajéw promieniowcow to Streptomy-
ces, Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora,
Actinoplanes s3 odpowiedzialne za wytwarzanie wiek-
szo$ci biomolekul istotnych komercyjnie. Rodzaj Strep-
tomyces, nalezacy do rodziny Streptomycetaceae i liczacy
okolo 500 gatunkéw wytwarza w przyblizeniu 80%
wszystkich bioaktywnych metabolitéw promieniowcow
[12]. Systematyke rodzaju Streptomyces przedstawiono
w Tabeli I [17].

Przyktadami znanych zwigzkéw bioaktywnych wy+
twarzanych przez promieniowce s3 streptomycyna,
nystatyna, amfoterycyna B, aktynomycyna, awermek-
tyna, takrolimus. Streptomycyna zostala wyizolowana
w 1943 r. przez ucznia Waksmana, Alberta Schatza,
ktéry zauwazyl, iz szczep Streptomyces griseus (S. gri-
seus) wytwarza zwigzek o aktywno$ci wobec bakterii
Gram-ujemnych i pratkéw gruzlicy. W 1952 r. za odkry-
cie streptomycyny Waksman otrzymal nagrode Nobla
[20]. Nystatyna, zwigzek o dziataniu przeciwgrzybiczym

Tabela I
Pozycja systematyczna rodzaju Streptomyces (wg Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology [17])

Gromada XXVI (Phylum XXVT) Actinobacteria phyl.nov.

Klasa I (Class I) Actinobacteria

Rzad XIV (Order XIV) Streptomycetales ord. nov.
Rodzina I (Family I) Streptomycetaceae

Rodzaj I (Genus I) Streptomyces

wytwarzany przez S. noursei, zostala odkryta w 1950 r.
przez naukowcow Rachel Brown iElizabeth Hazen.
Kolejnym przykladem zwiazkéw przeciwgrzybiczych
jest amfoterycyna B, wytwarzana przez S.nodosus.
Waksman odkryl rowniez aktynomycyne, produkowana
przez szczep S. antibioticus, ktora obecnie znalazta zasto-
sowanie jako lek przeciwnowotworowy m.in. w leczeniu
guza Wilmsa u dzieci [20, 49].

Promieniowce sa producentami wielu antybioty-
kow. Wytwarzaja zwiazki przeciwbakteryjne nalezace
do B-laktaméw, aminoglikozyddw, tetracyklin, makro-
lidow, glikopeptydéw, lipopeptydéw i innych. Przy-
kfady antybiotykow nalezacych do wymienionych grup
umieszczono w Tabeli II. Kwas klawulanowy, inhibitor
B-laktamaz jest wytwarzany przez S. clavuligerus [46,
49]. Zota era antybiotykow przypadala na lata 50-60.
XX wieku. Ilo§¢ nowych odkry¢é w ostatnich latach
znacznie spadla [20]. Jednakze w zwigzku z narasta-
jaca opornoscig szczepdw bakterii, zwlaszcza szczepow
klinicznych, istnieje nieustanna potrzeba odkrywania
nowych lekéw przeciwbakteryjnych, w tym pocho-
dzenia naturalnego. Dlatego prowadzone sg izolacje
drobnoustrojow z réznych miejsc na Ziemi w kierunku
pozyskania nowych szczepéw promieniowcow wytwa-
rzajacych substancje antybiotyczne.

Metabolity promieniowcéw charakteryzuje duza
réznorodnos¢ i zlozonos¢ struktur chemicznych. Pod
wzgledem budowy chemicznej zwigzki wytwarzane
przez promieniowce nalezg m in. do poliketydow, pep-
tydow, butenolidéw, chinonéw, makrolidéw, alkaloi-
déw, laktondw, laktamow, terpenow, terpenoidow [46].
Szczepy promieniowcow relatywnie rzadko produkuja
zwigzki o budowie terpenoidéw i flawonoiddw, czesto
wytwarzaja struktury makrocyklicznych laktonow, lak-
tamow, cyklopeptyddw, depsypeptydow i policyklicz-
nych pochodnych chinonéw [6].

3. Miejsca wystepowania promieniowcow

Promieniowce wystepuja w réznych miejscach na
Ziemi, aczkolwiek najbardziej pierwotnym zrédlem
ich izolacji jest gleba. Proces izolacji promieniowcow
z gleby jest zazwyczaj prosty. Ponadto pozyskiwanie
promieniowcow z gleby nie jest czasochtonne i nie
wymaga duzych nakladéw finansowych. Promieniowce
wystepujg takze w innych zrédlach: korzeniach roélin,
opadlych lisciach, mrowiskach, piasku pustynnym
i wielu innych. Jednakze szczepy te s3 czgsto izolowane
z omawianych miejsc w ilosciach mniejszych niz z gleby.
Istotnym zrodlem pozyskiwania promieniowcow sa
morza i oceany, z ktorych wielokrotnie izoluje si¢ pro-
mieniowce wytwarzajace metabolity o ciekawych struk-
turach chemicznych i aktywnosci biologicznej, czesto
odmiennych od tych pozyskiwanych z gleby. Opisywano
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Tabela II
Przyktady antybiotykéw wytwarzanych przez promieniowce
Grupa antybiotykéw Przyktad antybiotyku Gatunek promieniowca Pi$émiennictwo
B-laktamy Cefamycyna A, B, C Amycolatopsis lactamdurans
(dawniej Streptomyces lactamdurans),
S. clavuligerus [48]
Tienamycyna S. cattleya [26]
Aminoglikozydy Streptomycyna (aktynomycyna) S. griseus [25]
Gentamycyna Mz:cromonospora purpurea [42]
Micromonospora echinospora
Kanamycyna S. kanamyceticus [53]
Neomycyna S. fradiae [55]
Tobramycyna Streptoalloteichus tenebrarius
(dawniej S. tenebrarius) [17,34]
Spektynomycyna S. spectabilis [47]
Tetracykliny Chlorotetracyklina (aureomycyna) | S. aureofaciens [57]
Tetracyklina S. aureofaciens [9]
Oksytetracyklina S. rimosus [14]
Makrolidy Erytromycyna Saccharopolyspora erythraea [54]
Spiramycyna S. ambofaciens [2]
Oleandomycyna S. antibioticus [31]
Glikopeptydy Teikoplanina Actinoplanes teichomyceticus [12]
Wankomycyna Amycolatopsis orientalis [32]
Linkozamidy Linkomycyna S. lincolnensis [33]
Lipopeptydy Daptomycyna S. roseosporus [35]
Streptograminy Prystynamycyna S. pristinaespiralis [4]
Wirginiamycyna S. virginiae [11]
Antybiotyki o innej budowie | Fosfomycyna S. fradiae [41]
Chloramfenikol S. venezuelae [13]
Cykloseryna S. lavendulae, S. orchidaceus [45]
Nowobiocyna S. caeruleus (dawniej S. niveus) [30]

tez pozyskiwanie tych drobnoustrojéow z lodowcow.
Duza réznorodno$¢ miejsc wystepowania promie-
niowcow moze §wiadczy¢ o zdolnosciach adaptacji tych
drobnoustrojow do panujacych warunkéw srodowiska.

B érdy w2012r. oszacowal, iz do tej pory zidentyfi-
kowano ze zrédel naturalnych przy pomocy dostepnych
metod tylko okoto 1% promieniowcéw. Dzieki analizom
DNA odkryto, ze zrdéznicowanie mikroorganizméw jest
znacznie wieksze niz przypuszczano [6].

4. Promieniowce bytujace w glebie

Gléwnym zrédtem pozyskiwania promieniowcow
jest gleba. Gleba jest miejscem fatwo dostepnym i to
z niej od lat badacze izolowali prébki bogate w rézno-
rodne mikroorganizmy, w tym promieniowce. Charak-
terystyczny zapach swiezo zaoranej lub wilgotnej ziemi
pochodzi wlasnie od obecnosci w niej szczepéw promie-
niowcow wytwarzajacych geosmine (Rys. 1) [15]. Zwia-

zek ten zostal po raz pierwszy wyizolowany w 1965r.
z brzeczki fermentacyjnej gatunku S. griseus. Geosmina
jest wytwarzana przez rozne szczepy rodzaju Streptomy-
ces, ale i przez cyjanobakterie, oraz niektore grzyby [24].

Do tej pory do pozyskiwania promieniowcow uzy-
wano gleby z miejsc typowych: gospodarstw rolnych,
ogrodow, lasow. Wiele antybiotykow jest wytwarzanych
przez promieniowce pozyskiwane z gleby: streptomy-
cyna, wankomycyna, aktynomycyna, neomycyna, dap-
tomycyna i inne. Szacuje sie, ze streptomycyne wytwa-
rza okolo 1% promieniowcoéw bytujacych w glebie.
Dla poréwnania, tylko 1 na 10’ promieniowcow (izo-
lowanych z ziemi) wytwarza daptomycyne [3]. Czgsto,
pomimo nieskomplikowanego procesu izolacji pro-
mieniowcdw bytujacych w glebie, nie udaje si¢ ich nie-
stety wyhodowa¢ w warunkach laboratoryjnych. Jest to
spowodowane specyficznymi wymaganiami $rodowi-
skowymi promieniowcdw, a takze wzajemnymi oddziaty-
waniami z innymi mikroorganizmami, do jakich docho-
dzi w miejscu ich bytowania. Produkcja metabolitow
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Rys. 1. Struktury chemiczne
wybranych metabolitéw promieniowcoéw

wtornych promieniowcow jest swoistym rodzajem odpo-
wiedzi na wplyw i ko-egzystencje w ziemi innych mikro-
organizmow, ale i gospodarza czy srodowiska [6].

Trwaja prace nad udoskonaleniem podi6z i metod
hodowli promieniowcéw w warunkach laboratoryjnych.
Dla przykiadu, szczepy izolowane z ziemi czesto posie-
wa sie na plytki z podlozem zawierajacym jako wazne
zrodlo wegla i azotu, kwasy humusowe (humic acid-
-vitamin agar).

Juz w latach 60-tych opisano badania wptywu pH
gleby na produkcje antybiotykéw przez promieniowce.
Najwieksza ilos¢ zwigzkoéw przeciwbakteryjnych wytwa-
rzaly promieniowce posiane na gleby obojetne z 2,5%
dodatkiem glukozy, podczas gdy na glebach kwasnych
i zasadowych réwniez z dodatkiem glukozy, nie wyka-
zano produkgji antybiotyku lub wykazano sladowe ilosci
zwigzkow przeciwbakteryjnych [50].

Badano réwniez wplyw klimatu i urodzajnosci gleb
na wystepowanie i zréznicowanie promieniowcoéw
z ziemi [58]. Naukowcy z Chin (Yunan) pobrali probki
gleby z 22 réznych miejsc: terendéw tropikalnych, sub-
tropikalnych, gorskich, o chlodnym klimacie, dziewi-
czych laséw, nieuzytkow, gruntéw rolnych. Wyizolowali
29 rodzajéow promieniowcow, sposrod ktorych 4 zostaly
juz wezesniej opisane. Najwigkszg ilo$¢ rodzajow pro-
mieniowcow izolowano z gleb prastarych lasow (srednio
9 rodzajow/probke gleby), nastepnie z gruntéw rolnych

($rednio 6 rodzajow/probke gleby). Promieniowce izo-
lowane z gleb umiarkowanie urodzajnych i wilgotnych
byly najbardziej zréznicowane. W glebach suchych i ubo-
gich w roélinnos¢, a takze w bardziej ostrych warunkach
klimatycznych izolowano mniej szczepdw i nalezaly one
gléwnie do rodzaju Streptomyces. Z probek gleby pozy-
skanych ze wszystkich miejsc takze najczesciej izolo-
wano szczepy z rodzaju Streptomyces [58].

Doniesienia naukowe o odkrywaniu nowych bio-
aktywnych metabolitéw promieniowcéw izolowanych
z ziemi pojawiaja si¢ coraz rzadziej. W 2011lr. Zin
i wsp. opublikowali prace dotyczaca izolacji dwoch
szczepéw promieniowcéw B8 i C2 nalezacych do
rodzaju Streptomyces z probek ziemi otaczajacej Uni-
wersytet Putra Malaysia w Malezji. Wytwarzaly one
zwiazki o wlasciwoséciach przeciwbakteryjnych wobec
Bacillus sp., Escherichia coli, Pseudomonas sp., Staphy-
lococcus aureus, S. epidermidis. Naukowcy ci badali tez
wplyw podloza i temperatury inkubacji (28°C, 37°C) na
wzrost promieniowcow i produkcje wtérnych metaboli-
tow. Zauwazyli wiekszy przyrost biomasy po inkubacji w
nizszej temperaturze (28°C). Oba szczepy wykazywaly
réznorodnos¢ wzrostu i produkeji metabolitéw wtor-
nych w zaleznosci od rodzaju podioza i temperatury
[60]. Badania te dowodzg, iz trudno jest zastosowa¢ na
skale komercyjng jednakowe podtoze dla wszystkich
promieniowcow, gdyz czesto preferuja one inne zrodla
wegla, azotu, witamin. Niejednokrotnie jest to zalezne
od miejsca izolacji szczepu. Podloza powinny by¢ wiec
komponowane indywidualnie.

Promieniowce stanowia wazng populacje mikroor-
ganizmoéw w glebie. Szacuje sig, iz stanowia 10% flory
mikrobiologicznej ziemi [44]. Bakterie bytujace w gle-
bie, czesto wystepuja w tzw. ryzosferze roslinnej (strefie
korzeniowej), majac wplyw na wzrost roslin i chro-
nigc ich korzenie od patogenéw roslinnych (bakterii
i grzybow chorobotworczych). Przyktadem, moze by¢
wyizolowany szczep Streptomyces AcH 505 wytwarza-
jacy auxofuran - zwigzek przyspieszajacy i pozwalajacy
na wystgpienie zjawiska mikoryzy (wspoélzaleznosci
korzeni roélin z organizmami grzybéw). Dodatkowo,
auxofuran zapobiega zainfekowaniu korzeni roslin przez
grzyby chorobotworcze [44, 52].

Promieniowce bytujace w glebie moga zy¢ w symbio-
zie z réznymi gatunkami roélin, a takze grzybow. Przy-
czyniajg si¢ do ich lepszego wzrostu, ulatwiajac pobie-
ranie sktadnikow odzywczych. Moga rowniez wplywaé
na systemy obronne roslin, zwigkszajac ich odpornosé¢
wobec bakterii i grzyboéw chorobotwérczych [44].

Istnieja doniesienia o pozyskiwaniu promieniow-
cow z piasku pustynnego. O koro iwsp. wyizolowali
szczepy z pustyni Atakama w Ameryce Poludniowej
[39]. Miejsce to uchodzi za najbardziej suchg pustynie
$wiata. Uzycie selektywnej metody izolacji promie-
niowcow z bardzo suchych terenéw Atakamy, pozwolito
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na wyhodowanie duzej ilosci réznorodnych szczepow.
Probki gleby mieszano z roztworem Ringera, uzysku-
jac odpowiednie rozcienczenia. Nastgpnie mieszano
w homogenizatorze i wytrzgsano. Pobrane prébki nano-
szono na plytki z 6 selektywnymi podtozami z dodat-
kiem antybiotykéw (neomycyny, tetracykliny, rifampi-
cyny), a takze zwiazkow przeciwgrzybiczych (nystatyny,
cykloheksimidu) i inkubowano w temperaturze 28°C
przez 21 dni. Badania dowiodly, iz wiekszos¢ izolatow
promieniowcow nalezala do rodzaju Amycolatopsis,
Lechevalieria, Streptomyces. Na podstawie cech morfo-
logicznych wyizolowano 147 szczepéw promieniowcow.
We wszystkich izolatach promieniowcow z rodzajow
Amycolatopsis, Lechevalieria i Streptomyces zidentyfi-
kowano gen NRPS, odpowiedzialny za produkcje bio-
aktywnych zwigzkow o wlasciwosciach przeciwgrzybi-
czych i przeciwnowotworowych [39].

Opisywano réwniez izolacje¢ szczepéw promieniow-
cow z Pustyni Mojave w Kalifornii [51]. Z 9 probek
pobranych z réznych miejsc tej pustyni wyizolowano
335 szczepdw promieniowcéw. Badano wplyw tempe-
ratury (27°-37°C) na liczbe i wielkos¢ kolonii otrzyma-
nych promieniowcow. Liczba kolonii i ich wielkos¢ byta
wigksza po inkubacji w temp 37°C. Wysunigto wnioski,
iz optymalna temperatura do wzrostu promieniowcow
izolowanych z pustyni jest wyzsza niz tych pozyskiwa-
nych z gleby, co mozna tez fatwo wyttumaczy¢ miejscem
ich bytowania. Z 335 izolatéw, tylko 2 produkowaly
zwigzki bioaktywne: panosialine (panosialin) o aktyw-
nosci inhibicyjnej wobec enzymu glikozydazy, drugi-
4-chlorotreoning o wlasciwosciach chwastobdjczych.
Wiele z wyizolowanych z pustyni szczepow nalezalo
do tzw. promieniowcéw rzadkich z rodzaju Nocardia,
Amycolatopsis, Actinomadura oraz Saccharothrix. Nato-
miast z piasku pustynnego nie udalo si¢ wyhodowac
szczepodw z rodzaju Micromonospora, wymagajacego
tagodniejszych warunkow klimatycznych. Szacuje sie,
iz w 1g piasku pustynnego znajduje si¢ od 1 x10° do
1 x 10° kolonii promieniowcéw, podczas gdy w 1g gleby
znajduje sie 1 x 107 tych kolonii. Piaski pustynne charak-
teryzujg sie wiec ich mniejszym wystepowaniem [51].

Istnieja tez doniesienia o izolacji promieniowcow ze
$wiezych i opadlych lisci m in. igiet sosny, lisci bambusa,
drzewa wisniowego, cedru japonskiego, krwawnicy, japon-
skiej rézy oraz drzewa kamforowego. Z 15 pobranych
probek lisci, wyizolowano 77 szczepdw. Potowa z nich
nalezala do tzw. promieniowcow rzadkich, pozostale do
rodzaju Streptomyces. Z igiet sosny pozyskano szczep
Streptomyces sp. K96-5794, ktéry wytwarzal diketopipe-
razyne o wlasciwos$ciach przeciwnowotworowych [51].

Szczepy nalezace do rodzajow Streptomyces, Pseudo-
nocardia i Amycolatopsis wyizolowano z mrowisk mrowek
tnacych liscie, zyjacych w symbiozie z grzybem Leucoaga-
ricus gongylophorus [43]. Odkryto, iz szczepy z rodzaju
Pseudonocardia tworzg na powtokach mréwek biofilm,

chroniac je przed réznymi patogenami. Promieniowce
pozyskane z mrowisk wytwarzaly zwigzki nalezace do
kandicydyn, antymycyn Al-A4 oraz walinomycyn,
ktore posiadaty wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i
przeciw grzybom chorobotwoérczym, przez co wplywaly
ochronnie na Leucoagaricus gongylophorus (grzyb zyjacy
w symbiozie z mréwkami). Aktynomycyny silnie hamo-
waly wzrost bakterii bytujacych w glebie, a takze innych
promieniowcow [43].

5. Promieniowce w srodowisku morskim

Waznym miejscem wystepowania promieniowcéw
jest srodowisko morskie. Pierwsze proby pozyskiwa-
nia promieniowcow z morz podjeto juz w 1969 r. [61].
Jednak do tej pory wody moérz i oceandéw nie budzily
znacznego zainteresowania badaczy. Bylo to spowodo-
wane m.in. tym, iz gleba dostarczala prébek bogatych
w roznorodne promieniowce, a takze panujaca opinia,
iz szczepy morskie i ich metabolity nie bedg réznic sig
pod wzgledem filogenetycznym, a takze wlasciwosciami
biologicznymi od tych pozyskanych z gleby.

Obecnie uwaza si¢ ze, oceany sg najwiekszym zrod-
fem mikroorganizmoéw i ich bioaktywnych metabolitow,
gdyz pokrywaja one 70% powierzchni Ziemi, a ich fauna
i flora nie zostala jeszcze w wigkszosci odkryta [6].

Promieniowce wystepuja w siedliskach morskich na
roznych glebokosciach m in. na powierzchni wody, gle-
binach wodnych, osadach dennych, wolno-pltywajacych
i osiadtych bezkregowcach, i kregowcach morskich [56].

W 2008 1. liczba opisanych wszystkich metabolitow
pochodzenia morskiego przekroczyta 1000 [8]. Pro-
dukty metabolizmu promieniowcéw morskich wykazujg
wiele aktywnosci biologicznych, a takze charakteryzuja
sie¢ roznorodnymi strukturami chemicznymi, czesto
odmiennymi od zwigzkéw wytwarzanych przez promie-
niowce bytujace w glebie [61]. Metabolity produkowane
przez promieniowce morskie czgsto zawieraja w swo-
jej budowie chemicznej podstawniki halogenkowe, co
odroznia je od zwigzkow wytwarzanych przez te drob-
noustroje w glebie.

Promieniowce morskie, w poréwnaniu do izolatow
z gleby, s3 w warunkach laboratoryjnych trudne do
hodowli ze wzgledu na ich specyficzne wymagania sro-
dowiskowe (m.in. zawarto$¢ skladnikéw mineralnych
w podlozu, stezenie chlorku sodu, ci$nienie, tempera-
tura). Szacuje si¢ iz tylko okoto 5% promieniowcéw mor-
skich moze by¢ wyhodowana w standardowych warun-
kach laboratoryjnych [21]. Trwaja prace na udoskona-
leniem technik izolacji i hodowli promieniowcéw mor-
skich. Jedng z nowych technik hodowli szczepow z gabek
i osadéow dennych jest HTC (high-throughput cultiva-
tion), polegajaca na nasladowaniu warunkéw panuja-
cych w naturze. Komorki drobnoustrojow zageszcza
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sie poprzez odwirowanie w gradiencie, a nastepnie mie-
sza z agarozg i olejem, w celu uzyskania mikrokropelek
(microdroplets) o $rednicy 20-70 um. Wigkszo$¢ mikro-
kropelek powinno zawiera¢ pojedyncze komorki drob-
noustrojow. Nastepnie mikrokropelki przenosi si¢ do
specjalnej, sterylnej komory fermentacyjnej wypelnionej
podtozem i wyposazonej w filtry. Filtr koncowy umoz-
liwia wyplyw pojedynczych komodrek drobnoustrojow
i ich metabolitow. Metoda HTC pozwala oddzieli¢
szybko rosnace bakterie od promieniowcéw rosnacych
wolno i zapewnia im odpowiednie warunki do wzrostu.
Stosuje sie podltoza ubogie w skladniki odzywcze, nasla-
dujace warunki, ktore panuja w srodowisku. Ponadto
technika ta umozliwia komunikacj¢ miedzy komoérkami
mikroorganizméw i tym samym réwniez upodabnia
panujace warunki do tych srodowiskowych [18].

W badaniu przeprowadzonym przez Imada iwsp.
poréwnywano wzrost szczepow promieniowcow izolo-
wanych ze srodowiska morskiego i z gleby w Japonii.
Drobnoustroje nalezace do rodzaju Streptomycesi icro-
monospora, pozyskane z Morza Japonskiego wykazywaty
wieksza tolerancje wobec wysokich stezen soli (odpo-
wiednio 12% i 5% chlorku sodu), w poréwnaniu do izo-
latéw z ziemi, ktére w obecnosci soli nie wykazywaly
wzrostu ani produkcji wtérnych metabolitow [22].

Niektére rodzaje promieniowcdw sg charaktery-
styczne gléwnie dla srodowiska morskiego m.in. Sali-
nispora, Marinispora, Aeromicrobium, Dietzia, Rhodo-
coccus, Salinibacterium, Sciscionella, Serinicoccus [55].
Jednakze z mérz i oceanéw pozyskuje sie takze pro-
mieniowce nalezace do rodzajow, izolowanych z innych
$rodowisk (gleby), np. Actinomadura, Amycolatopsis,
Frankia, Gordonia, Kitasatospora, Streptomyces, Micromo-
nospora, Micrococcus, Nocardiopsis, Saccharopolyspora,
Solwaraspora, Verrucosispora [12]. Rodzaj Streptomyces
wytwarza najwicksze ilosci bioaktywnych metabolitow
réwniez wérdd producentéw morskich [61].

Przykladami zwigzkow wytwarzanych przez promie-
niowce morskie sg diazepinomycyna, abyssomycyna C
[3], tiokoralina, salinosporamid A (Rys 1). Diazepino-
mycyna jest wytwarzana przez szczep Micromonospora
sp. i posiada wtasciwosci indukcji apoptozy. Abysso-
mycyna C to policykliczny poliketyd, ktéry zostat wyi-
zolowany jako metabolit szczepu Verrucosispora sp.
Posiada wlasciwosci przeciwbakteryjne wobec metycyli-
noopornych szczepéw S. aureus (MRSA), a takze wobec
Mpycobacterium tuberculosis [61]. Tiokoralina, metabo-
lit szczepu Micromonospora marina, bicykliczny okta-
depsypeptyd posiada wlasciwosci przeciwbakteryjne
wobec S. aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis.
Tiokoralina wykazuje unikatowy mechanizm dzialania,
inhibicji polimerazy DNA a, co prowadzi do zaki6ce-
nia cyklu komoérkowego i $mierci komoérki bakteryjnej
[61]. Jednakze stwierdzono réwniez jej cytotoksyczno$é
wobec komorek eukariotycznych [21]. Salinosporamid

posiada wlasciwosci cytotoksyczne wobec linii komdrek
nowotworowych krwi (chloniakéw, biataczek), guzow
twardych. Salinosporamid A jest metabolitem Salini-
spora tropica. Gatunki S. tropica i Salinispora arenicola
posiadajg specyficzne wymagania $rodowiskowe. Do
swego wzrostu potrzebuja w podlozu wysokich stezen
chlorku sodu [61].

Lucentamycyny, mansouramycyny A-D, tartrolon D,
lodopyridon sa metabolitami promieniowcéw izolowa-
nych ze $rodowiska morskiego o wlasciwosciach cyto-
toksycznych wobec linii komoérek nowotworowych [7].

Trioksakarcyny sa metabolitami Streptomyces sp.
B8652 o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, przeciwno-
wotworowych i przeciwmalarycznych [7]. Proksymycyny
naleza do antybiotykéw o budowie aminofuranowej [8].
Sa wytwarzane przez szczep promieniowca Verruco-
sispora maris, wyizolowanego z osadéw Morza Japon-
skiego i z innego gatunku Verrucosispora sp. izolowanego
z osadow fiordu w Norwegii. Proksymycyna B posiada
wlasciwosci przeciwbakteryjne wobec bakterii Gram-
-dodatnich, a proksymycyna C aktywnos¢ wobec Brevi-
bacillus brevis. Wszystkie proksymycyny posiadaja dzia-
tanie przeciwnowotworowe (cytotoksyczno$¢ wobec linii
komérek nowotworowych zoladka, watroby, piersi) [8].

Cennym zrédtem pozyskiwania promieniowcow sa
bezkregowce morskie, gabki (Porifera). Zaobserwowano,
iz promieniowce wystepuja czesciej w tych gabkach,
ktore zawierajg inne réznorodne rodziny bakterii, w tym
inne promieniowce [56]. W 2010r. Abdelmohsen
i wsp. opublikowali prace dotyczaca izolacji 90 szczepow
promieniowcow z 11 réznych rodzajow gabek zebranych
uwybrzezy Egiptu (Ras Mohamed) i Chorwacji (Rovinj)
[1]. Promieniowce nalezaly gléwnie do rodzajow
Mycobacterium, Micrococcus, Micromonospora, Micro-
bacterium, Brevibacterium i Kocuria. Cztery zwigzki
wytwarzane przez pozyskane szczepy promieniowcow
wykazywaly dzialanie wobec bakterii Gram-dodat-
nich, a inne cztery wlasciwosci przeciw Trypanosoma
brucei, dwa zwiazki dziataly na Leishmania major [1].
Z gabek Haliclona sp. zebranych u wybrzezy Japonii,
wyizolowano 3 nowe gatunki promieniowcéw: S. tatey-
amensis sp. nov., S. marinus sp. nov. and S. haliclonae
sp. nov. Wszystkie izolaty wykazywaly obfity wzrost na
podlozach z 2-7% (m/v) dodatkiem NaCl; pH 6,0-8,0
(S. marinus sp. nov. pH 6,0-9,0), a takze w temperaturze
15-37°C (8. marinus sp. nov. 20-30°C) [28].

W innej pracy opisano izolacje 462 szczepow pro-
mieniowcow z 18 réznych gabek. Szczepy te nalezaly do
19 rodzajow, jednakze wigkszo$¢ z nich reprezentowala
rodzaj Streptomyces, Nocardia, Rhodococcus i Micromo-
nospora. Zroéznicowanie szczepow i ich obfitos¢ wyste-
powania byta zalezna od budowy gabki. Gabki o gesto
ulozonych tkankach zawieraly wiecej mikroorgani-
zmow, w tym promieniowcow, niz te o tkankach luzno
ulozonych [27].
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Promieniowce wystepuja rowniez w osadach den-
nych. Z osadéw Zatoki Bengalskiej i Morza Anda-
manskiego pobrano 4 rézne probki osadow, z ktoérych
wyizolowano 42 szczepy promieniowcd. 58% z nich
wykazywatlo aktywnos¢ biologiczng wobec co najmniej
jednej z bakterii testowych: Klebsiella pneumoniae,
S. aureus, B. subtilis, Salmonella typhi [5].

6. Inne zrdodla

Istnieja liczne doniesienia naukowe o izolacji pro-
mieniowcdw z innych miejsc, niz wyzej wymienione,
np. z lodowcow i ziem Antarktyki.

Yan i wsp. izolowali mikroorganizmy z prébek
$niegu i lodu pobranych we wschodniej czesci Antark-
tyki. Drobnoustroje nalezaly do 5 réznych filogenetycz-
nie grup: Firmicutes, Actinobacteria, Alphaproteobacte-
ria, Gammaproteobacteria i Bacteroidetes. Najwigcej
wyizolowanych szczepow (43%) reprezentowato klase
Actinobacteria. Promieniowce tam wystepujace zakla-
syfikowano do rodzaju Microbacterium, Dermacoccus,
Kocuria, Clavibacter oraz Kytococcus [59].

Promieniowce nalezace do rodzaju Streptomyces,
Actinomadura i Kitasatospora zostaly wyizolowane
réwniez z ziem Antarktyki. Z 47 szczepdw promieniow-
cow, 19 wykazywato aktywno$¢ biologiczng (przeciw-
bakteryjng wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-
-ujemnych) [36].

Opisano réwniez pozyskanie promieniowcow z Ark-
tyki, potencjalnych inhibitoréw biofilmu tworzonego
przez Vibrio cholerae. Wyizolowano 31 szczepdw pro-
mieniowcow z 4 probek osadéw. Trzy z nich (A733
i A745 nalezace do rodzaju Streptomyces i A731 do
Nocardiopsis) wykazywaly bioaktywno$¢. Supernatant
hodowli promieniowca A745 powodowal okoto 88%
zahamowanie formowania biofilmu, podczas gdy super-
natanty hodowli szczepu A733 i A731 wykazywaly 80%
zahamowanie tworzenia biofilmu przez V. cholerae [38].

Innym, ciekawym zrédlem promieniowcéw moga
by¢ jaskinie. Jaskinie nie budzily dotychczas zaintere-
sowania badaczy ze wzgledu na ubogo$¢ srodowiska
w sktadniki odzywcze i niskg temperature. Jednakze,
duza wilgotnos¢ jaskin sprzyja wzrostowi promieniow-
cow. Nakaew i wsp. opisali izolacje promieniow-
cow z jaskin w Tajlandii [37]. Wyizolowali 377 szcze-
pow, z ktorych 55% nalezalo do rodzaju Streptomyces,
a pozostale do tzw. promieniowcéw rzadkich (m.in.
Micromonospora, Catellatospora, Spirillospora, Nono-
muraea). Dwa ostatnie wymienione rodzaje zostaty po
raz pierwszy wyizolowane z ziemi z jaskin [37].

Ciekawym zrédlem pozyskiwania promieniowcow
s pajeczyny. W pracy I'wai i wsp. zebrano 196 probek
pajeczyn, jaj pajakow i innych pozostalosci pajakow,
z ktorych Iacznie wyizolowano 1159 szczepéw pro-
mieniowcéw. Eksperyment przeprowadzono w Japonii.

Z tej liczby, wiekszos¢ nalezata do rzedu Streptomycetales
i Micromonosporales [23].

Promieniowce odgrywaja wazng w role w procesach
rozkladu materii organicznej i ograniczaniu przykrego
zapachu kompostu. Izoluje si¢ je z kompostow, oborni-
kéw, pasz zwierzecych. Szczepy promieniowcdw izolo-
wane z kompostu $win najczesciej nalezaly do gatunku
Saccharomonospora viridis, Thermobifida fusca i Actino-
madura spp. Odkryto, iz Thermobifida fusca wytwarza
wiele enzymdw, m.in. celulazy, proteinazy serynowe,
liazy poligalakturonianowe, ktére moga odgrywa¢ wazna
role w rozkladzie materii organicznej [19].

7. Podsumowanie

Ze wzgledow ekonomicznych wiele duzych firm
farmaceutycznych, gltéwnie nastawionych na zyski,
zaprzestalo poszukiwan nowych zwiazkéow bioaktyw-
nych (przeciwbakteryjnych), bedac bardziej zaintere-
sowane poszukiwaniem lekéw na choroby przewlekle.
Jednakze wiele mniejszych, wyspecjalizowanych firm
biotechnologicznych/ farmaceutycznych, a takze insty-
tucje naukowe stale poszukuja nowych zZrédet izolacji
promieniowcow oraz metabolitéw o ciekawych struk-
turach i mechanizmach dziatania [6].

Promieniowce izoluje si¢ z bardzo wielu miejsc na
Ziemi, a szczegdlnie powszechnie wystepuja w glebie.
Oszacowano, iz ze zrddel morskich sg one izolowane
10* rzadziej niz z gleby. Szczegdlng réznorodnos¢ pro-
mieniowcdw wykazuja gleby urodzajne w wilgotnych
strefach klimatycznych tropikalnych i subtropikalnych.
Mniej promieniowcéw izoluje si¢ z terendw suchych
(piaskow pustynnych) i miejsc o ostrym klimacie (ziem
Antarktyki). Promieniowce majg zdolno$¢ dostosowy-
wania si¢ do warunkéw klimatycznych (wilgotnosci,
nastonecznienia oraz temperatury). Rodzaj Streptomyces
bardzo powszechnie wystepuje we wszystkich miejscach
na Ziemi. Metabolity promieniowcédw byly, sa i beda
obiektem zainteresowan badaczy ze wzgledu na orygi-
nalnos¢ ich struktur chemicznych, a takze ze wzgledu na
zréznicowanie ich wlasciwosci biologicznych i mecha-
nizméw dzialania. Tak duzg r6znorodnos¢ strukturalng
zwigzkow chemicznych trudno uzyskaé w wyniku syn-
tezy chemicznej w laboratorium. Metabolity wtorne pro-
mieniowcdw moga by¢ nie tylko potencjalnymi lekami,
ale takze postuzy¢ jako struktury modelowe do dalszych
modyfikacji chemicznych, majacych na celu poprawe
ich wtasciwosci biologicznych.
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5. Podsumowanie

Role of infections factors in neurodegenerative diseases

Abstract: Pathogens are possible risk factors for chronic degenerative diseases of the nervous system. This paper summarizes the evidence
of infectious agents’ relationship with neurodegenerative diseases and current knowledge about the role of pathogens in the modulation
of immunological mechanism in the most common degenerative diseases: Alzheimer disease, Parkinson disease and multiple sclerosis.
Infections with Chlamydia pneumoniae, Herpes simplex virus type 1, spirochaete and Helicobacter pylori may constitute risk factors
for the Alzheimer disease. Human immunodeficiency virus and Toxoplasma gondii in the brain can cause parkinsonism. Epstein-Barr
virus and co-infection with Torque teno virus as well as Human herpes virus type 6 and Chlamydia pneumoniae may play a role in the
pathogenesis of multiple sclerosis.

1. Introduction. 2. Alzheimer’s disease. 2.1. Chlamydophila pneumoniae. 2.2. Herpes simplex virus 1. 2.3. Spirochetes. 2.4. Helicobacter
pylori.3. Parkinson’s disease. 3.1. Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). 3.2. Toxoplasma gondii. 4. Multiple sclerosis. 4.1. Epstein-
-Barr virus. 4.2. Torque teno virus. 4.3. Human Herpesvirus 6. 4.4. Chlamydophila pneumoniae. 5. Summary

Stowo kluczowe: choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, choroby neurodegeneracyjne, czynniki infekcyjne, stwardnienie rozsiane
Key words: Alzheimers disease, Parkinson disease, neurodegenerative diseases, infections factors, sclerosis multiplex

1. Wprowadzenie

Neurodegeneracyjne choroby osrodkowego ukfadu
nerwowego (OUN), wérdd ktdrych za najczestsze uwaza
sie: chorobe Alzheimera, chorobe Parkinsona i stward-
nienie rozsiane, wynikaja ze stopniowej, postepujacej
utraty komorek nerwowych. Z powodu ciggle rosnacej
grupy pacjentow, choroby te od lat stanowig istotny
problem zdrowia publicznego. Uznanymi czynnikami
ryzyka wigkszosci choréb neurodegeneracyjnych sa
polimorfizmy genetyczne i starszy wiek. Celem mody-
tikacji prewencji i terapii tych schorzen poszukuje si¢
kolejnych $rodowiskowych czynnikéw ryzyka [9]. Naj-
nowsze koncepcje zakladajg udzial infekeji, jako czyn-
nika inicjujacego procesy neurodegeneracyjne OUN.

Doniesienia o wolniejszym przebiegu choroby Alzhei-
mera i pdzniejszym narastaniu deficytow poznawczych
u pacjentdw z rozpoznanym zapaleniem stawow, lub
tradem, leczonych lekami przeciwzapalnymi, tj.: nie-
steroidowymi lekami przeciwzapalnymi, glikokortyko-
steroidami, metotreksatem, badz dapsonem, pozwolily

wysuna¢ podejrzenie o znaczeniu proceséw zapalnych
w patogenezie tej choroby [8]. Zgodnie z obecng wiedza
zmiany zapalne maja istotne znaczenie w patogenezie
choroby Alzheimera. Odkryto komérki $cisle zwigzane
z procesem zapalnym w przebiegu tej choroby, s3 to
m.in. ,,reaktywne” astrocyty, czy komorki mikrogleju,
ktdre reagujac na patologiczne procesy w obrebie OUN,
moga prowadzi¢ do destrukcji neurondéw. Warto pod-
kresli¢, ze ich obecno$¢ stwierdzono w sgsiedztwie pato-
logicznych ztogdéw amyloidu beta, patognomicznych dla
choroby Alzheimera [99]. Te obserwacje zapoczatko-
waly poszukiwania patogenéw mogacych uczestniczy¢
w indukcji procesow zapalnych toczacych sie w OUN.
W przypadku zespotu Parkinsona rola czynnikéow
infekcyjnych jest znana znaczniej dluzej. Pierwsze
doniesienia o udziale zakazen w patogenezie zespotu
Parkinsona pojawily sie kilkadziesigt lat temu, opisano
wowczas szczegolng pdznag postaé kily ukladu nerwo-
wego, w ktdrej klinicznie obserwowano drzenie suge-
rujace chorobe Parkinsona [59]. Nalezy jednak pod-
kresli¢, ze w patogenezie zespotu Parkinsona najwieksza

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaklad Farmakologii i Terapii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uni-
wersytetet Mikotaja Kopernika w Toruniu, ul. Marii Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.: (052) 585-35-86, faks: (052) 585-40-23,

e-mail: wicinski4@wp.pl



94 MICHAL WICINSKI I WSP.

role odgrywa lokalizacja zmian neurodegeneracyjnych.
Ta zalezno$¢ jest szczegdlnie widoczna u pacjentow
z wagrzyca mozgu, u ktorych obecno$¢ zmian w obrebie
jader podstawy wywoluje zesp6t Parkinsona, ustepujacy
po skutecznym leczeniu przyczynowym [74, 83].

W etiologii stwardnienia rozsianego, podobnie jak
i w innych chorobach zapalnych, czy autoimmunolo-
gicznych, przewaga czynnikéw srodowiskowych nad
genetycznymi, wydaje si¢ by¢ coraz bardziej oczywista.
Opisano dwa najbardziej prawdopodobne immuno-
logiczne mechanizmy udzialu czynnikéw zakaznych
w chorobach zapalnych - molekularng mimikre oraz
zjawisko bystander activation. Molekularna mimikra
polega na tworzeniu si¢ krzyzowej reakcji przeciw
komorkom gospodarza w wyniku kontaktu z antygenem
pochodzenia bakteryjnego lub wirusowego o zbliZonej
strukturze. Natomiast bystander activation wynika z roz-
przestrzeniania si¢ procesu zapalnego na sasiadujace,
zdrowe tkanki poprzez aktywacje autoreaktywnych lim-
focytow przez toczacy si¢ proces zapalny [34].

W pracy omoéwiono aktualne doniesienia o roli
czynnikéw infekcyjnych w patogenezie choréb neuro-
degeneracyjnych. Uwzgledniono najcz¢sciej opisywane
bakterie i wirusy, potencjalnie stanowigce czynniki
etiologiczne choroby Alzheimera, choroby Parkinsona
i stwardnienia rozsianego.

2. Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera (ChA) jest jednostka choro-
bowa o nieznanej etiologii, charakteryzujaca sie szyb-
kim narastaniem deficytéw poznawczych oraz pogarsza-
niem kompetencji emocjonalnych [95]. Oszacowano, ze
w 2005 1. liczba przypadkéw ChA na $wiecie wynosita
24,2 miliony, natomiast 4,6 milionéw nowych przypad-
kow pojawia sie w kazdym kolejnym roku. W zaleznosci
od lokalizacji geograficznej zapadalnos¢ na ChA waha
sie od 8 do 10,5 przypadkéw na 1000 oséb, wspol-
czynnik ten wyraznie wzrasta miedzy siodma a 6sma
dekadg zycia [77]. Podobne badania epidemiologiczne
w Polsce wskazujg na rozpowszechnienie ChA od 1,4%
wsrod osob powyzej 45 1.z. do 5,7% wsrod osob powyzej
65 r.z. [41]. Rozpoznanie otepienia wywolanego chorobg
Alzheimera w $wietle obecnej wiedzy medycznej pozo-
staje rozpoznaniem stricte klinicznym. Jedynie do celow
naukowych w diagnostyce wykorzystywane jest ozna-
czanie parametréw biologicznych [57]. Zmiany histopa-
tologiczne obserwowane w przebiegu ChA to pozako-
morkowe odktadanie ztogéw amyloidu beta (Ap) oraz
zwyrodnienie wiokienkowe neuronéw (NFT) wywotane
nagromadzeniem ufosforylowanego biatka Tau [77, 95].
Typowo zmiany patologiczne lokalizujg si¢ w obre-
bie: czesci podstawnej przodomézgowia, hipokampu,
wechomozgowia, oraz kory skroniowej [95].

2.1. Chlamydophila pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae jest wewnatrzkomor-
kowym patogenem, wystepujacym w dwdch formach
rozwojowych, jako ciatka elementarne (EB) oraz ciatka
siateczkowate (RB). C.pneumoniae stanowi czynnik
etiologiczny pozaszpitalnego zapalenia ptuc, zapalenia
gardta, oskrzeli i zatok, przewleklego zapalenia oskrzeli
oraz astmy. Obecnos$¢ przeciwcial przeciwko C. pneu-
moniae stwierdza si¢ u 50% oséb w wieku 20 lat oraz
w granicach 70-80% u oséb w wieku 60-70 lat [5].
Pierwsze doniesienia o udziale przewleklego zakaze-
nia wywolanego C. pneumoniae w patogenezie ChA
pojawily sie w 1998 r. Na podstawie badan z wykorzy-
staniem metody PCR, analizy ultrastrukturalnej oraz
immunohistochemicznej wykonanych na materiale
sekcyjnym stwierdzono obecnos$¢ materialu genetycz-
nego oraz lipopolisacharydu C. pneumoniae u 90%
badanych ze zdiagnozowang ChA [3]. Badanie metoda
PCR wykonane dla sekwencji nukleotydowych innych
patogendw: Chlamydia trachomatis, Borellia burgdorferi,
Mycoplasma pneumoniae oraz Mycoplasma hominis nie
potwierdzily ich obecno$ci w badanych tkankach [3].
Istotnym dowodem potwierdzajagcym zwigzek zaka-
zenia C. pneumoniae z rozwojem ChA jest typowa dla
przebiegu zmian neurodegeneracyjnych lokalizacja
wewnatrz- i zewnatrzkomodrkowych antygenéw bakte-
ryjnych morfologicznie odpowiadajacym ciatkom EB
i RB. Do okolic o najwiekszej koncentracji tych zmian
naleza hipokamp [3, 27], kora skroniowa [3, 27] i kora
czolowa [27]. Nie obserwuje si¢ rozproszenia tych
zmian w obrebie calego modzgowia. Wynik badania
z uzyciem metody PCR w kierunku C. pneumoniae jest
ujemny dla okolic niepatognomicznych dla ChA, np.
na wycinkach pobranych z mézdzku [3]. Na podsta-
wie obserwacji klinicznych opracowano trzy koncepcje
udzialu infekcji bakteryjnej w patogenezie ChA [88].
Po pierwsze infekcja C. pneumoniae moze prowadzié
do zaburzenia funkgji $rédbtonka, co stanowi istotny
czynnik ryzyka ChA [88]. Wedlug innej koncepcji zaka-
zenie C. pneumoniae prowadzi do aktywacji mikrogleju
i zwigkszonego wydzielania neurotoksycznych czynni-
kéw zapalnych [88]. Z badan klinicznych wynika, ze naj-
czestszymi komoérkami, w ktorych obserwuje si¢ ciatka
EB i RB, s3 astrocyty, perycyty i komorki mikrogleju,
ktore wykazuja zdolno$¢ do indukcji procesu zapalnego
poprzez wydzielanie cytokin prozapalnych, gtéwnie
II-1B oraz TNF-a [3, 27]. Badanie wycinkéw z hipo-
kampa myszy celowo zainfekowanych C. pneumoniae
potwierdza zwigkszong aktywacje komorek mikrogleju
wywolang zakazeniem [96]. Ostatnia koncepcja zaklada
bezposredni zwigzek miedzy zakazeniem C. pneumo-
niae, a odkladaniem AP [88]. Potwierdzaja jg badania,
w ktérych zaobserwowano wspolistnienie zlogow Af
z antygenami C. pneumoniae [27]. Opisano dwie praw-
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dopodobne drogi zakazenia OUN przez C. pneumoniae.
Poczatkowo toczace sie w drogach oddechowych zapa-
lenie mogloby szerzy¢ si¢ droga naczyn krwionosnych
do mézgu poprzez zakazone monocyty przekraczajace
bariere krew-mozg [27, 96]. Wedlug drugiej koncepcji
zakazenie obejmujace poczatkowo blone sluzowa jamy
nosowej szerzy si¢ przez opuszke wechows na struktury
wechomozgowia [27]. W probie leczenia przewlektego,
potwierdzonego badaniami serologicznymi, zakazenia
C. pneumoniae u chorych na ChA, z zastosowaniem
terapii skojarzonej doksycykling i rifampicyna, uzy-
skano istotng statystycznie poprawe w zakresie funk-
cji poznawczych i codziennego funkcjonowania. Nie
wykluczono jednak wpltywu niepoznanych dotad inter-
akeji antybiotykéw z AP na poprawe kliniczng leczonych
pacjentow [51]. Nie zaobserwowano réwniez zwigzku
miedzy nasileniem proceséw patologicznych toczacych
sie w moézgowiu a obrazem klinicznym [27].

2.2. Wirus opryszczki pospolitej typu 1

Wirus opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1) jest jed-
nym z lepiej poznanych czynnikéw infekeyjnych w ChA.
Poczatkowo zakazenie HSV-1 obejmuje nablonek jamy
ustnej, gdzie wirus namnaza si¢, prowadzac do lizy
komorek gospodarza. Nastepnie drogg nerwu szcze-
kowego i zuchwowego wirus przedostaje si¢ do zwoju
nerwu tréjdzielnego, pozostajac w stadium latencji do
czasu aktywacji wywotanej czynnikami zewnetrznymi,
np. choroba, stresem, czy ekspozycja na promienie sto-
neczne [30]. HSV-1 moze réwniez prowadzi¢ do zakaze-
nia OUN, w wyniku ktérego w niektérych przypadkach
obserwowane s3 zmiany histopatologiczne — gléwnie
demielinizacja, ktéra moze odgrywaé kluczowa role
w patogenezie chordéb neurodegeneracyjnych [37].
Ryzyko infekcji HSV-1 w obrebie OUN narasta z wie-
kiem [75]. W badaniach przeprowadzonych na populacji
niemieckiej czesto$¢ wystepowania przeciwcial klasy IgG
przeciwko HSV-1 w grupie wiekowej 16-18 lat wynosita
57,3% i rosta wraz z wiekiem do 78,0% w grupie wie-
kowej 28-30 lat [86]. Wieloletnie obserwacje badaw-
cze sugeruja udzial HSV-1 w agregacji AP i powstawa-
nia NFT prawdopodobnie za sprawg reakcji zapalnej
wywolanej infekcja [90]. W okresie latencji HSV-1 nie
nasila jednak reakcji immunologicznych, wrecz prze-
ciwnie — hamuje proces apoptozy oraz reakcje dopel-
niacza, chronigc tym samym komorki nerwowe przed
zniszczeniem. Prawdopodobnie pojawienie si¢ innego
patogenu wywolujacego zapalenie w obrebie OUN (np.
C. pneumoniae, czy Helicobacter pylori) powoduje zabu-
rzenie rownowagi immunologicznej i wzmozong reak-
cje zapalng [11]. Zaréwno w strukturach A, jak i NFT,
wykazano obecnos¢ licznych biatek bioracych udziat
w przebiegu zakazenia HSV-1, w tym niemal wszystkie
poznane receptory dla HSV-1, biatka zwigzane z endo-

cytoza HSV-1, wewnatrznaczyniowym transportem oraz
enzymy fosforylacyjne [11]. Obecnos$¢ enzymow fosfory-
lacyjnych w zakazonych komoérkach nerwowych wyjas-
nia zdolnos¢ HSV-1 do wywolywania specyficznej dla
ChA fosforylacji biatka Tau [98]. Niektorzy badacze wy-
kazali istotnie wyzsze ryzyko rozwoju ChA u pacjentow,
u ktérych stwierdzono réwnoczesnie obecnos¢ allelu
kodujacego izoforme 4 Apolipoproteiny E (ApoE4) oraz
zakazenie HSV-1 [64, 90]. Przyczyna tego zjawiska moze
by¢ mniejsza efektywnos¢ mechanizméw naprawczych
u pacjentéw z ApoE4, zwigzana z uposledzonym trans-
portem lipidéw. Sprawia to, ze u nosicieli allelu ApoE4
wystepuje wigksza sktonnos¢ do uszkodzen neuronéow
w wyniku zakazania HSV-1 [90]. Ponadto obecnos¢
allelu ApoE4 sprzyja replikacji wirusa, prawdopodobnie
poprzez umozliwianie przejécia HSV-1 w faze lityczng
cyklu komorkowego [90]. Jednak nie wszystkie badania
potwierdzaja znaczenie wspolistnienia infekcji HSV-1
z obecnoscig allelu kodujacego ApoE4 [24]. Inne badania
epidemiologiczne potwierdzajg zwigzek miedzy wyso-
kim poziomem przeciwciat klasy IgM przeciwko HSV-1,
a obnizonym poziomem A w osoczu. Nie wykazano jed-
nak podobnej korelacji z przeciwcialami klasy IgG [24].

2.3. Kretki

Borrelia burgdorferi sensu stricto oraz inne kretki
z rodzaju Borellia: B. afzelii, B. garinii, B. spielmanii, oraz
B. bavariensis s3 patogenami wywolujacymi chorobe
z Lyme, czyli boreliozg. W ostatnich latach obserwuje
sie zwiekszong zapadalnos¢ na tg chorobe w krajach
europejskich [91]. W Polsce na przelomie lat 2009-
2010 liczba zachorowan wzrosta 0 20% [70]. Wystepuje
znaczne zroznicowanie geograficzne pod wzgledem
liczby zachorowan w réznych obszarach $wiata [17, 78].
Charakterystycznym pierwszym objawem zakazenia s3
zmiany skérne pod postacig rumienia wedrujacego, rza-
dziej pojawiaja sie zapalenie stawdw, wczesne objawy
neurologiczne, limfocytoma, przewlekle zanikowe zapa-
lenie skory konczyn, objawy kardiologiczne, czy pdzine
objawy neurologiczne [91]. Neurologiczna manifesta-
cja objawow zakazenia okreslana jest mianem neuro-
boreliozy z Lyme. Objawy neurologiczne pojawiaja sie
kilka tygodni po infekeji, poczatkowo przebiegajac pod
postacig zapalenia w przestrzeni podpajeczynéwkowej,
rzadziej jako zaburzenia neuropsychiczne z klinicznie
diagnozowang demencja [22]. Wedlug jednej z propo-
nowanych koncepcji udziatu B. burgdorferi sensu lato
w indukcji zmian neurodegeneracyjnych, patogeny
wnikajac do neuronéw powodujg wewnatrzkomoérkowy
proces zapalny, w odpowiedzi na ktéry dochodzi do nie-
prawidtowej fosforylacji biatka Tau i zaburzenia uktadu
mikrotubularnego komorek, demonstrujacych sie zmia-
nami typu NFT [54]. Ten patologiczny proces, szerzac
sie transneuronalnie, obejmuje kolejne obszary moézgu,
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prawdopodobnie poprzez zaburzenie hemostazy enzy-
matycznej [54]. Istotg udziatu B. burgdorferi sensu lato
w patogenezie ChA jest zatem przebyta neuroborelioza,
w wyniku ktérej u pacjentéw z ChA obserwowane sg
antygeny B. burgdorferi w obszarach zmian typu NFT
i AB. U pacjentéw, ktérzy nigdy nie przebyli neuro-
boreliozy, powstawanie zmian neurodegeneracyjnych
w OUN jest wywolane innymi czynnikami [60].

Inng bakterig z rodziny Spirochaetaceae bioraca
udzial w patogenezie ChA jest kretek blady, czyli Trepo-
nema pallidum. Z powodu skutecznej antybiotykoterapii
T. pallidum jest obecnie stosunkowo rzadka przyczyna
zakazen, wcigz pozostajac problemem w niektérych
grupach spotecznych [20, 76]. Wplyw zakazenia T. pal-
lidum na funkcjonowanie OUN obserwowany jest od
wiekow, zakazenie to manifestuje si¢ zaburzeniami
funkcji poznawczych, w tym demencja, w okresie kily
objawowej poznej [32]. Zaburzenia kognitywne ulegaja
jednak czesciowej poprawie po zastosowaniu skutecz-
nego leczenia [58]. W badaniach za pomoca rezonansu
magnetycznego (MRI) u pacjentéw z objawowa kila
ukladu nerwowego uwidaczniajg si¢ zmiany atroficzne
w okolicy czotowo-skroniowej kory mézgu [39]. Zmiany
w badaniach obrazowych moga wynika¢ ze zdolnosci
T. pallidum do indukgji reakcji zapalnej, gtéwnie poprzez
stymulacje komorek do wydzielania cytokin prozapal-
nych, tj.: TNF-a, IL-1p i IL-6 [50]. Obraz kliniczny oraz
zmiany zapalne w okolicach kory czotowej i hipokampu
sugeruja zwigzek miedzy zakazeniem T. pallidum a pato-
geneza ChA, ktéry podobnie jak w przypadku B. burg-
dorferi, bedzie wynikal z nasilonych proceséw zapal-
nych prowadzacych do zmian neurodegeneracyjnych
- odkladnia zlogéw AP oraz powstawania NFT [60].

Poza B. burgdorferi sensu lato i T. pallidum opisano
réwniez inne kretki hipotetycznie zaangazowane w pato-
geneze ChA. Na szczegolng uwage zastuguje Treponema
denticola, stanowigca naturalng flore bakteryjna jamy
ustnej, w niektorych przypadkach indukujaca zapale-
nie przyzebia [23]. Prawdopodobne sg dwie drogi prze-
dostawania sie tego patogenu z jamy ustnej do struktur
mozgu. Po pierwsze proces zapalny w obrebie przyzebia
moze sie uogolnia¢ obejmujac mozgowie droga krazenia
systemowego za posrednictwem cytokin prozapalnych
bez kontaktu bakterii ze strukturami mézgowymi. Drugi
mechanizm zaktada przedostawanie sie do OUN bak-
terii przyzebia, badz molekul pochodzenia bakteryjnego
- poza T. denticola, opisano udzial w tym mechanizmie
takze Actinobacillus actinomycetemcomitans i Porphyro-
monas gingivalis [38].

2.4. Helicobacter pylori
Zakazenie Helicobacter pylori dotyczy 10-30% popu-

lacji krajow rozwinietych i 80-90% populacji krajow
rozwijajacych sie [10]. Mechanizm udzialu zakazenia

H. pylori w patogenezie ChA jest nie do konca jasny.
Infekcja H. pylori jest $ci$le zwigzana z chorobami
zoladka, a takze w mniejszym stopniu z zaburzeniami
spoza uktadu pokarmowego wynikajacymi z dysfunkcji
naczyn krwionos$nych. Zaburzenia te moga przyczyniaé
sie do ostabienia bariery krew-mazg, co stanowi istotny
czynnik ryzyka rozwoju choroby Alzheimera [44, 89].
Ponadto H. pylori stymulujac nieprawidlowe reakcje
immunologiczne, w tym molekularng mimikre, moze
przyczyniac si¢ do apoptozy komoérek nerwowych [44].
Inna hipoteza zaklada rol¢ w neurodegeneracji wydzie-
lanego przez H.pylori bogatego w histydyne biatka
Hpn, ktére przekraczajac bariere krew-mozg bezpo-
$rednio zwigksza gromadzenie AP [25]. W badaniach
klinicznych na populacji europejskiej wykazano wiegk-
szg czesto$¢ infekeji H. pylori wérdd pacjentéw z ChA
wzgledem o0s6b zdrowych potwierdzang badaniami
histopatologicznymi [45] oraz podwyzszonym pozio-
mem przeciwcial przeciwko H. pylori klasy IgG [56,
81] oraz IgA [56]. Rownoczesnie stwierdzono poprawe
w zakresie funkeji poznawczych po skutecznym leczeniu
eradykacyjnym [44]. Nie wykluczono jednak, ze zwigk-
szona czestos¢ zakazen wywolanych H. pylori wéréd
pacjentéow z chorobg Alzheimera wynika z niskiego
poziomu higieny wséréd pacjentéw z zaawansowana
demencja [81]. Podobne badania epidemiologiczne
z uzyciem testu ureazowego przeprowadzone w Japonii
nie wykazaly istotnych statystycznie réznic w zapa-
dalnosci na infekcje H. pylori wérdd pacjentéw z ChA
w poréwnaniu do os6b zdrowych [89].

3. Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona (ChP) jest heterogenng cho-
robg neurodegeneracyjng, ktérej rozpoznanie opiera
sie na stwierdzeniu klasycznych objaw6w: drzenia, aki-
nezji, badz bradykinezji, sztywnosci oraz niestabilnej
postawy [18, 31]. Ryzyko zachorowania na ChP rosnie
z wiekiem i jest wigksze wsrod mezczyzn, zapadalnosé
w wieku 75-85 lat wynosi 4,5-6,8 na 1000 os6b [40].
W badaniach autopsyjnych u pacjentéw z ChP stwier-
dza si¢ utrate neuronéw w obrebie czesci zbitej istoty
czarnej, co prowadzi do nieprawidtowego przekaznic-
twa dopaminergicznego w obrebie zwojow podstawnych
[31]. Doktadna patogeneza ChP nie jest znana. Ostatnie
doniesienia wskazujg na udzial proceséw autoimmuno-
logicznych w etiopatogenezie ChP. Wsrod pacjentow
z ChP wzgledem grupy kontrolnej wykazano wigksza
czestos¢ wystepowania trzech rodzajow autoprzeciw-
cial skierowanych przeciw lizatowi mézgu (anty-brain
lysate), przeciw dwuniciowemu DNA (DsDNA) oraz
przeciw komorkom nerwowym, a takze korelacje mie-
dzy manifestacja objawéw klinicznych a obecnoscig tych
przeciwcial [4].
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3.1. Zespol nabytego niedoboru odpornosci (AIDS)

Zespol nabytego niedoboru odpornosci (AIDS)
jest jednostka chorobowa wywolang wirusem zespotu
nabytego niedoboru odpornosci (HIV), nalezacego do
rodziny Retroviridae [1]. W Polsce odnotowano nie-
znaczny wzrost zapadalnosci na AIDS w latach 2005-
2007 oraz znaczny wzrost liczby oséb chorujgcych na
AIDS w latach 2001-2007 [80]. Przyczyna takiej sytu-
acji epidemiologicznej jest wydluzenie $redniego czasu
przezycia pacjentdw zakazonych HIV, wynikajace
z poprawy skutecznosci leczenia za sprawa wprowadze-
nia intensywnego leczenia antyretrowirusowego [42].
Z poréwnania ryzyka pojawienia si¢ zaburzen funkeji
poznawczych u chorujacych na AIDS wzgledem popu-
lacji ogdlnej w okresach przed i po wprowadzeniu tej
terapii, wynika, ze czesto$¢ wystapienia zaburzen kogni-
tywnych znacznie wzrosta w okresie zintensyfikowanego
leczenia [49]. Dzieje si¢ tak prawdopodobnie dlatego,
ze wraz z postepem choroby izolowane efekty deficy-
tow poznawczych, np. wydluzony czas reakeji, ewoluuja
w pelny obraz kliniczny chordéb neurologicznych, np.
zespolu Parkinsona, z typowymi objawami: brady-
frenia, zaburzeniami afektu, spowolnieniem psycho-
motorycznym, bradykinezja, niestabilnoscia postawy,
nieprawidlowo$ciami chodu, zaburzeniami motoryki
oczu, hipomimig, czy lojotokowym zapaleniem skory
[47]. Przyczyna takiego przebiegu zakazania HIV sa
zmiany neurodegeneracyjne OUN. W badaniu MRI
wykazano wigkszg liczbe obszaréw hipoechogenicznych
w obrebie istoty czarnej u pacjentéw zakazonych HIV
w poréwnaniu do 0s6b zdrowych [68]. Wielko$¢ obsza-
réw hipoechogenicznych koreluje ujemnie ze stezeniem
dopaminy w ptynie mézgowo-rdzeniowym (PMR) oraz
dodatnio z poziomem zaawansowania deficytow neuro-
logicznych w zakresie zdolnosci do kierowania pojaz-
dem i szybko$ci psychomotorycznej [68]. W innym
badaniu stwierdzono zwigzek miedzy nasileniem obja-
wow motorycznych i behawioralnych typowych dla
zespotu Parkinsona a obustronng atrofia w obrebie
jader podstawy [48]. Mechanizm uszkodzenia komorek
nerwowych OUN przez wirusa HIV prowadzacego do
pojawienia si¢ objawdw neurologicznych nie jest znany.
Dotychczasowe badania podkreslajg role w tym procesie
transaktywacyjnego bialka Tat oraz biatka powierzch-
niowego otoczki HIV - glikoproteiny 120 (gp120).
Biatko Tat wywoluje apoptoze neuronéw, a takze hamuje
wzrost, proliferacje i réznicowanie nerwowych komérek
macierzystych, wplywajac negatywnie na neurogeneze
[62]. Natomiast eksperymentalne podanie gp120
szczurom powoduje u nich uszkodzenie komorek ner-
wowych za po$rednictwem receptoréw blonowych
NMDA i receptora dla chemokin CXCR4. Réwnoczesne
podanie antagonistow CXCR4 z gp120 powoduje efekt
neuroprotekcyjny, jednak podobnych wynikéw nie uzy-

skano dla antagonistow NMDA [100]. Innym mechaniz-
mem neurodegeneracyjnym wywolanym przez gp120
w ostrym i przewlektym zakazeniu HIV jest uszkodzenie
bariery krew-mdzg spowodowane nadmierng aktywacja
receptoréw NMDA i wtdrnym powstawaniem reaktyw-
nych form tlenu. Wykazano skuteczno$¢ antagonistow
NMDA i lekéw antyoksydacyjnych w zapobieganiu
uszkodzeniom bariery krew-mozg [52]. Dotychczasowe
obserwacje wskazujg na nieskuteczno$¢ leczenia anty-
retrowirusowego w zapobieganiu powiklaniom neuro-
logicznym prawdopodobnie z powodu wnikania wirusa
do neuronéw we wczesnym etapie zakazenia przed pod-
jeciem skutecznego leczenia [62].

3.2. Toxoplasma gondii

Zakazenie mozgu Toxoplasma gondii jest stosunkowo
czestym zakazeniem wsrdd pacjentow z AIDS, z tego
powodu zostalo ujete w kategorii C definicji AIDS, jako
jedno z zakazen oportunistycznych [1]. Jedynie nieliczne
doniesienia wskazuja na udzial T. gondii w etiopatoge-
nezie zespotu Parkinsona wérdd oséb nie chorujgcych
na AIDS. Pordéwnanie liczby 0séb z specyficznymi prze-
ciwciatami klasy IgG przeciw T. gondii wéréd oséb cho-
rujacych na zespot Parkinsona w poréwnaniu do oséb
zdrowych wykazalo istotng statystycznie roznice. Praw-
dopodobnie T gondii inicjujac proces zapalny moze
wywola¢ zmiany neurodegeneracyjne [61]. Wiadomo,
ze T. gondii w fazie ostrej zakazenia powoduje aktywacje
komorek dendrytycznych i mikrogleju [36], nastgpnie
migracje limfocytéw T, chronigcych komorki nerwowe
przed zniszczeniem i w ten sposob infekcja przechodzi
w postac przewlekla [43]. U pacjentéw zakazonych HIV
z powodu zaburzen w ukladzie odpornosci dochodzi do
reaktywacji dawnego zakazenia [43]. Posta¢ przewlekta
toksoplazmozy predysponujaca do aktywnej, objawo-
wej choroby u pacjentéw z AIDS, jest stosunkowo cze-
sta. W Polsce wsrod lesnikow, czesto$¢ wystepowania
chronicznej toksoplazmozy, stwierdzanej na podstawie
obecnosci przeciwcial klasy IgG, oszacowano na 62,5%
[33]. Typowa lokalizacja cyst T. gondii to jadra podstawy,
z czego wynikajg charakterystyczne dla zespotu Parkin-
sona objawy, tj.: drzenie, hemibalizm, parkinsonizm
i sztywnos$¢ [65].

4. Stwardnienie rozsiane

Stwardnienie rozsiane (multiple sclerosis - MS)
jest nabyta przewlekla autoimmunologiczng chorobg
demielinizacyjng o$rodkowego ukladu nerwowego,
niemal dwukrotnie czesciej wystepujaca wsrod kobiet
[87]. Badania epidemiologiczne na $wiecie pokazuja,
ze MS wykazuje ogniskowo zwiekszong zapadalnosc,
najprawdopodobniej w rezultacie dziatania jak dotad
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niepoznanych dokladnie czynnikéw $rodowiskowych
[28, 73]. W $wietle tych obserwacji w ostatnich latach
zaczyna przewazac poglad, ze czynniki srodowiskowe,
w tym infekcje, pelnig wieksza role niz czynniki gene-
tyczne w etiopatogenezie MS i mogg stanowi¢ ponad
75% przyczyn MS [93]. Ponadto wskazuje si¢ raczej na
polietiologie MS; jeden z proponowanych modeli pato-
genezy MS zaktada wspotudzial czynnikéw infekeyj-
nych z niedoborem witaminy D oraz ze specyficznym
haplotypem MHC - HLA-DRBI [84]. Analizy ognisk
epidemicznych MS potwierdzajg wiekszg chorobowo$¢
na obszarach o mniejszej ekspozycji na promienie UV.
Co ciekawe u pacjentéw z MS wykryto nizsze poziomy
witaminy D w osoczu w poréwnaniu do 0séb zdrowych.
Prawdopodobnie witamina D pelni role immunomodu-
lacyjng w OUN, a mediatorem tego procesu moga by¢
limfocyty T [34]. Badanie retrospektywne, analizujace
zbiezno$¢ zaostrzen MS ze wzrostem zachorowalnosci
na choroby wywolane najczgstszymi wirusami choro-
botwdrczymi, wykazalo wyrazny zwigzek zachorowan
z epidemiami wywolanymi przez wirus Epsteina-Barr
oraz influenza A, natomiast brak korelacji z adenowiru-
sami [69]. Alternatywnie do polietiologicznego infek-
cyjnego modelu patogenezy pojawil si¢ poglad zgodny
z teorig higieniczng. Wedlug teorii higienicznej brak
stymulacji ukladu immunologicznego przez czynniki
srodowiskowe sprzyja rozwojowi choréb autoimmu-
nologicznych. W patogenezie MS szczegélnie korzystny
wplyw mialyby odgrywac przebyte zakazenia pasozytni-
cze [79]. Jednak ta koncepcja w przypadku MS nie jest
poparta zbyt licznymi dowodami. W indukgji stward-
nienia rozsianego wiele prac poswiecono mimikrze
molekularnej, wywolanej zakazeniem réznymi drob-
noustrojami, poza opisanymi ponizej, prawdopodobnie
moga to by¢ réwniez Mycobacterium tubreculosis [14],
H. pylori [46], Cytomegalowirus [72], czy Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis [16].

4.1. Wirus Epsteina-Barr

Wirus Epsteina-Barr (EBV) jest wirusem DNA
z rodziny Herpesviridae rozpowszechnionym na catym
$wiecie, z czgstoscig wystepowania przekraczajacg 90%
populacji. Do pierwotnej infekcji dochodzi najczgsciej
w wieku przedszkolnym lub mliodzienczym, wowczas
przebiega ona pod postacia mononukleozy zakaznej
lub bezobjawowej [6]. Wirus wnikajac do organizmu
gospodarza wykazuje powinowactwo do limfocytéw B,
taczac sie z receptorem CD21 na ich powierzchni [55].
Bez wzgledu na posta¢ zakazenia informacja gene-
tyczna wirusa w postaci episomu jest przechowywana
w limfocytach B gospodarza do konca zycia [6]. Ryzyko
zachorowania na MS zwigksza si¢ 2—-3-krotnie u pacjen-
tow, u ktorych infekcja EBV przebiegata pod postacia
mononukleozy zakaznej, natomiast jest znacznie niz-

sza u osob, ktére nigdy nie przebyly zakazenia EBV
[7]. Zakazenie EBV jest wykrywane znacznie czg$ciej
u pacjentéw chorujacych na MS w poréwnaniu do oséb
zdrowych, ponadto u tych pacjentéw czesciej stwierdza
sie koinfekcje EBV typu 1 oraz typu 2 [85]. Na podsta-
wie obszernego badania prospektywnego wytypowano
biatka EBV, mogace stanowi¢ markery MS wykrywalne
na pi¢¢ lub wiecej lat przed pojawieniem si¢ pierw-
szych objawow neurologicznych. Obecno$¢ przeciwcial
klasy IgG przeciwko antygenowi EBNAc zwigzana jest
z 30-krotnym wzrostem ryzyka zachorowania na MS,
natomiast obecnos¢ przeciwcial klasy IgG przeciwko
antygenowi EBNA-1 z 7-krotnym wzrostem ryzyka
[63]. Jednak nie wszystkie badania potwierdzaja zwiek-
szong czestos¢ zakazen EBV u pacjentéw z MS [55].
Rola EBV w patogenezie MS wciaz nie jest wyjasniona,
dotychczasowe badania szeroko opisujg interakcje
wirusa z komérkami ukladu odpornosciowego [55].
Poczatkowo sadzono, ze EBV moze bra¢ udzial w pato-
genezie MS na drodze molekularnej mimikry, jednak
dalsze obserwacje, szczegdlnie potwierdzenie przewagi
udziatu limfocytéw B nad limfocytami T w procesach
stymulowanych przez EBV, spowodowaly odrzucenie tej
hipotezy [53]. Wiele wskazuje na to, ze zakazenie EBV
prowadzi do uszkodzenia bariery krew-moézg i w ten
sposob moze modulowaé procesy neurodegeneracyjne.
Udowodniono, ze EBV moze zainfekowa¢ komorki
$rédblonka mikronaczyn, powodujac w ten sposéb
zwiekszone wydzielanie czynnikéw prozapalnych oraz
aktywacje jednojadrzastych komorek krwi obwodowej,
a w konsekwencji lokalne uszkodzenia bariery krew-
-mozg [13]. Uwzgledniajac dotychczasowg wiedz¢ na
temat patofizjologii zakazenia EBV, nalezy podkresli¢
szczegdlng role limfocytéow B. W jednym z nowszych
badan miedzy pacjentami z MS i grupa kontrolna
wykazano réznice w ekspresji czasteczki CD21, stano-
wiacej receptor dla EBV. W surowicy pacjentéw z MS
stwierdzono nizsze stezenie rozpuszczalnego recep-
tora CD21, poziom ten byl jeszcze nizszy u pacjentéw
leczonych beta-interferonem. Nie potwierdzono pod-
toza genetycznego tych réznic — znaleziono jedynie dwa
polimorfizmy nukleotydowe w eksonach kodujacych
czasteczke CD21, ale nie mialy one zwiazku z wyste-
powaniem MS. W rezultacie nie znaleziono réwniez
istotnego zwigzku miedzy stezeniem receptora CD21
a patogeneza MS. [94].

4.2. Wirus Torque teno

Wirus Torque teno (TTV) zostat odkryty w 1997 roku
u pacjentéow z potransfuzyjnym zapaleniem watroby
o nieznanej etiologii [66]. Zgodnie z aktualnymi pogla-
dami wirus ten moze mie¢ zwigzek z chorobami watroby,
zaburzeniami hematologicznymi, chorobami pluc oraz
immunologicznymi [35]. W badaniu populacyjnym
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wsérod pracownikéw stuzby zdrowia TTV wystepowal
z czestoscig 70,3% [19]; jego obecno$¢ stwierdzono
réwniez u zwierzat [35]. Potwierdzono takze, ze jed-
nojadrzaste komorki krwi obwodowej moga stanowi¢
rezerwuar dla TTV [19]. Znaczenie wirusa TTV w etio-
patogenezie MS przedstawiono w modelu koinfekeji
ESV i TTV. Wedlug przedstawionej hipotezy zakazanie
wirusem TTV uprzednio zainfekowanych przez EBV
limfocytéw B, sprzyja jego replikacji. Réwnoczesnie
zakazenie tych komorek przez TTV spowoduje spon-
taniczng aktywacje cyklu litycznego EBV. Potencjal-
nym czynnikiem zwigkszajacym indeks replikacji TTV
jest biatlko EBNA-1, jednak ten mechanizm, jak i caly
model koinfekeji w patogenezie MS, wymaga dalszych
badan [7].

4.3. Ludzki Herpeswirus typu 6

Ludzki Herpeswirus typu 6 (HHV-6), nazywany
niekiedy wirusem rumienia naglego, nalezy do rodziny
Herpesviridae, w populacji ogélnej wystepuje z czestos-
cig 80,4% [82]. Pierwsze zakazenie HHV-6 pojawia
sie najczesciej w wieku 2 lat, towarzyszg mu niespecy-
ticzne objawy. W wieku dorostym HHV-6 najczesciej
spotykany jest jako infekcja wspdlistniejaca z AIDS,
po przeszczepie szpiku kostnego oraz w innych prze-
szczepionych narzadach, badz w chorobach OUN [12].
Potencjalng droga przedostawania sie HHV-6 do mézgu
jest opuszka wechowa. Dowodzg tego autopsyjne bada-
nia blony $luzowej jamy nosowej oraz tkanek z wybra-
nych okolic mézgowia. Struktury najbardziej zwigzane
z droga wechowa, tj. wzgdrze, hipokamp i ciato migdato-
wate, stanowia najczesciej zajete przez HHV-6 struktury
w obrebie moézgowia, jednak nie wykazano réznicy mie-
dzy czestoscig wystepowania HHV-6 w tych okolicach
w probkach pobranych od pacjentéw z MS w poréwna-
niu do os6b nie chorujacych na choroby neurologiczne
[29]. Szczegblne znaczenie w szerzeniu si¢ zakazenia
HHV-6 na struktury wechomoézgowia, a w zwiazku
z tym réwniez i w patogenezie MS, moga petni¢ gle-
jowe komorki wechowe. Zakazenie tych komorek
stwierdzono w badaniu autopsyjnym, ale tych obser-
wagcji nie udalo si¢ powtdrzy¢ in vitro [29]. Obszerna
metaanaliza obejmujgca publikacje sprzed 2010 r. bada-
jace zwigzek MS z obecnoscig infekcji HHV-6 wykazata
liczne bledy metodologiczne uniemozliwiajace jedno-
znaczne okreslenie, czy faktyczne HHV-6 jest zaangazo-
wany w patogeneze MS. Ostatecznie opisano 25 badan,
ktdre uzyskaly statystycznie istotng réznice w czestosci
wystepowania HHV-6 miedzy pacjentami z MS a oso-
bami zdrowymi. Postuzono si¢ w nich nastepujacymi
metodami: oceng poziomu przeciwcial klasy IgG oraz
IgM przeciwko HHV-6 w surowicy, w populacjach
komorkowych (najczesciej jednojadrzastych komoérkach
krwi obwodowej) i w PMR, oraz badaniami sekcyjnymi

probek mozgu z uzyciem metody PCR i badaniami
immunohistochemicznymi, a takze szybkim oznacza-
niem w hodowlach komérkowych (rapid culture assay).
W szybkim oznaczaniu w hodowlach komérkowych,
jednojadrzaste komorki krwi obwodowej pobrane od
pacjentéw inkubowano w hodowlach komérkowych,
nastepnie oznaczano obecno$¢ antygenéw HHV-6
w hodowli, pozytywne wyniki bylo réwnoznaczne
z obecno$cig aktywnego zakazenia u przebadanych
pacjentow. Autorzy wskazujac na bledy metodyczne
podkreslili przewage badania PMR nad badaniem
surowicy oraz wysoka skuteczno$¢ oceny aktywnego
zakazania za pomocg metody szybkiego oznaczania
w hodowlach komoérkowych. Wedlug autoréw meta-
analizy stwierdzenie aktywnego zakazenia ma najwigk-
sza warto$¢ w badaniu zwigzku miedzy drobnoustro-
jami a indukcja choréb neurodegeneracyjnych. Jednak
w badaniu nad HHV-6 tylko w jednym badaniu stwier-
dzono czestsze zakazenie u pacjentéw z MS w pordw-
naniu do oséb zdrowych, diagnozowane za pomoca
metody szybkiego oznaczania w hodowlach komoérko-
wych. Ujemne wyniki badan opartych na metodzie PCR
moga wynika¢ ze zbyt matej czulos$ci metody w wykry-
waniu niskich stezenn wirusowego DNA [67]. Opisane
powyzej trudnosci metodologiczne napotykane przez
badaczy oraz wynikajace z nich btedy metodyczne spra-
wiajg, Ze wycigganie wnioskow jest obarczone duzym
bledem, na przyklad z prac badawczych, w ktérych
uzyskane wyniki wskazujg na przebyte zakazenie, a s3
interpretowane, jako obecnos¢ aktywnego zakazenia.
Klasycznym przykladem tego rodzaju nadinterpreta-
¢ji wynikow jest utrzymywanie si¢ wysokiego stezenia
przeciwcial klasy IgM, ktérych obecnos¢ w OUN moze
by¢ rezultatem przekroczenia przez HHV-6 bariery
krew-modzg w przebiegu zakazania systemowego, czy
reaktywagcji albo zaostrzenia infekcji, a nie obecnosci
aktywnego zakazenia [97]. Istnieja jednak przestanki
pozwalajace sadzi¢, ze HHV-6 moze by¢ istotnym
czynnikiem inicjujacym lub zaostrzajacym przebieg
MS. Powigzanie HHV-6 z chorobami OUN nie jest bez-
zasadne, po pierwsze dlatego, Ze patogen ten wykazuje
neurotropizm. Ponadto jego zakazanie wiaze si¢ z pod-
wyzszeniem miana czynnikéw zapalnych, prawdopodob-
nie spowodowanym aktywacjg limfocytéw Th1l, co moze
wplywa¢ na przebieg MS [67]. Wszystko to sprawia, ze
HHV-6 wciaz pozostaje w kregu patogendw mogacych
uczestniczy¢ w patogenezie MS, jednak jego dokladana
rola w przebiegu tej choroby wciaz pozostaje nieznana.

4.4. Chlamydophila pneumoniae

Istnieja przestanki o potencjalnej roli C. pneumoniae
w patogenezie ChA, kolejne odkrycia zwiazane z rolg
C. pneumoniae w zakazeniu OUN zapoczatkowaly ba-
dania nad znaczeniem tej bakterii w patogenezie MS.
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Dowiedziono, ze u pacjentéw z MS w poréwnaniu do
0s6b chorujacych na inne choroby neurologiczne oraz
0s6b zdrowych czgéciej wystepuje zakazenie C. pneurmo-
niae (15% vs. 5% [71]; 56,1% vs. 28,6% [21]). W bada-
niach stosowano metody oznaczenia przeciwcial klasy
IgG oraz IgA przeciwko C. pneumoniae, a takze kom-
plekséw immunologicznych z C. pneumoniae, dzigki
czemu stwierdzono obecnos$¢ aktywnego zakazenia.
Na tej podstawie badacze wysuneli hipoteze, ze wcze-
sne leczenie zakazenia C.pneumoniae u pacjentow
z MS moze przynies$¢ kliniczng poprawe [71]. Jednak
nie wszystkim badaczom udalo si¢ uzyskac istotng sta-
tystycznie roznice w czestosci wystepowania C. pneurno-
niae miedzy pacjentami z MS i osobami zdrowymi [2,
15]. Woéweczas pojawily sie argumenty za réznym znacze-
niem tego drobnoustroju w dwdch klinicznych posta-
ciach MS. Dowiedziono wigkszg czestos¢ wystepowania
C. pneumoniae u pacjentdw z wtornie postepujacym
przebiegiem choroby, a mniejszg w przebiegu nawraca-
jaco-zwalniajacym [21], te obserwacje nie rozstrzygaja
jednak, jaka faktycznie role moze odgrywac ten patogen
w inicjacji, badz zaostrzaniu przebiegu MS [2]. Podob-
nie, jak i w badaniach nad HHV-6, zwrdcono uwage na
zbyt niska czulo$¢ niektérych metod badawczych, np.
PCR, ktdéra moze falszowa¢ wyniki [15, 92]. Poréwna-
nie wynikdéw badan wykonywanych na r6znym mate-
riale - PMR i surowicy, nie wykazato przewagi zadnego
z nich [21]. Natomiast wykrywanie wewnatrzptynowego
wytwarzania przeciwcial okazuje si¢ by¢ nieswoiste
i nieczule wzgledem zakazenia C. pneumoniae u pacjen-
tow z MS, stwierdzono je jedynie w kilku przypadkach,
podobne wyniki uzyskujac w innych chorobach zapal-
nych OUN. Negatywne wyniki moga $§wiadczy¢ o braku
zwigzku tego patogenu z MS, ale mogg takze by¢ kon-
sekwencja niskiej czulosci i swoistosci metody. Kolejne
badania powinny rozstrzygnac, czy C. pneumoniae moze
stanowi¢ czynnik sprawczy MS, np. na drodze mimikry
molekularnej [21].

5. Podsumowanie

Dotychczas opisano wiele drobnoustrojow prawdo-
podobnie zwigzanych z patogeneza choréb neurode-
generacyjnych, wciaz jednak niewiele wiadomo o tym,
jaka role odgrywaja w powstawaniu, czy tez zaostrza-
niu przebiegu tych choréb. Patogeny prawdopodob-
nie pelnig role czynnika spustowego mechanizmoéw
immunologicznych, zapoczatkowujacych procesy neu-
rodegeneracyjne. Nadal jednak nie wiadomo, ktore
mechanizmy immunologiczne odgrywaja kluczowa role
w poszczegolnych chorobach neurodegeneracyjnych.
Obecnie wydaje si¢, ze szczegdlne znaczenie w induk-
cji tych choréb moga odgrywa¢ drobnoustroje wyka-

zujace neurotropizm. Warto jednak zwroci¢ uwage na
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koncepcje rozprzestrzeniania si¢ procesu zapalnego na
OUN, opisanego jako jeden z mechanizmdéw uogdlnia-
nia si¢ zapalenia przyzebia wywolanego przez T. den-
ticola. Mediatorem tej drogi szerzenia si¢ zapalenia sa
czynniki prozapalne, gléwnie interleukiny [38]. Wzrost
miana interleukin stwierdza si¢ takze w innych zapa-
leniach, m.in. wirusowych [26], wiec nie wykluczone,
ze rowniez inne drobnoustroje moga odgrywaé role
w indukeji choréb neurodegeneracyjnych na tej drodze.
Kolejne badania powinny odpowiedzie¢ na pytania, czy
drobnoustroje stanowig czynnik sprawczy, badz mody-
tikujacy przebieg choréb neurodegeneracyjnych, czy
tez towarzysza tym chorobom ze zwigkszong czgstoscia
w poréwnaniu do oséb zdrowych. Wymaga to jednak
ujednolicenia i poprawy metodyki badan.
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APMYV Mimivirus, mamavirus and its virophage - structure and characteristics

Abstract: This paper describes APMV Mimivirus, which belongs to the NCLDV super-family. The representatives of this super-family
shed light a lot of biological secrets. The role of this virus is not known and this fact forms the basis for the discussion about common
origin of viruses and eukaryote. In this paper a new, not yet registered virophage is presented.
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1. Wprowadzenie

Wirus APMV (Acanthamoeba polyphaga mimivirus)
- to olbrzymi wirus DNA infekujacy pierwotniaki
z rodzaju Acanthamoeba, ktory zostat zidentyfikowany
w 2003 roku [1,3,9], a wedtug obowigzujacej systema-
tyki zaklasyfikowany jako jedyny gatunek nalezacy do
rodziny Mimiviridae, rodzaj Mimivirus [5]. Kompletny
genom mimiwirusa APMV opublikowali Ghedin
i Claverie w2005r. [3]. Jak wykazano, wirus ten jest
najbardziej zlozonym wirusem sposrod wszystkich opi-
sanych do tej pory [1-3, 7, 9]. Poza niezwyklymi rozmia-
rami, charakteryzuje si¢ on posiadaniem, po raz pierw-
szy stwierdzonych u wiruséw, homologéw wielu genow
organizmow wielokomdrkowych [3]. Fakty te staly si¢
powodem nowych rozwazan dotyczacych pochodze-
nia wirusow i roli jakg odegraly one przy powstawaniu
komorek eukariotycznych [1, 3, 9]. Wykazano bowiem,
ze posiada on m.in. geny kodujace centralne elementy
systemu translacji bialek, ktore wczesniej znane byly
jedynie u organizmoéw eukariotycznych oraz unikalne
cechy cyklu replikacji [1, 3]. Ponadto ciekawym jest tez
jego wystepowanie w $rodowisku wodnym, gléwnie
w oceanach [1, 3]. Badania [3] sugerujg, ze w bliskim
kontakcie z przodkiem mimiwirusa mogly by¢ kora-
lowce z rodzaju Octocorallia, majace w jamie chtonno-
-trawiacej 8 przegrod i zyjace takze gtownie w wodach
morskich i oceanicznych [6]. Prawdopodobnie takze
gabki moga by¢ gospodarzem niezidentyfikowanych
jeszcze, ale znacznie wiekszych niz wirus APMYV, czlon-
kéw rodziny Mimiviridae [3].

2. Charakterystyka wirusa APMV

Wirus APMV zostat zaobserwowany w 1992 roku
w Wielkiej Brytanii w wodach przemyslowej wiezy
chtodniczej w Bradford [3, 7, 9]. Timothy Rowbo -
th am, ktéry wykryt ten mikroorganizm, o tak ogrom-
nych rozmiarach, pomylit go z bakterig i stad wziela si¢
nazwa mimiwirus (Mimicking Microbe Virus — wirus
udajgce mikroba) [3, 9]. Ten nowo zarejestrowany
»mikrob”, podobny do bakterii Gram-dodatnich, byt
w stanie namnazac si¢ w warunkach laboratoryjnych,
stad poczatkowo jego odkrywca Rowbotham,
nazwal go Bradfordcoccus, nie dostrzegajac jego charak-
teru wirusowego [3]. Dopiero 10 lat pozniej, francuscy
badacze z Krajowego Centrum Badan Naukowych przy
Uniwersytecie Srédziemnomorskim w Marsylii, zajmu-
jacy sie riketsjami i nowymi patogenami, zidentyfiko-
wali i opisali tego gigantycznego wirusa, infekujacego
ameby z rodzaju Acanthamoeba nadajac mu, jak wspom-
niano wczesniej nazwe mimiwirus [1, 3, 9]. Atakowane
przez ten wirus ameby osiagajg rozmiary od 15 do 35 um
[8] i wystepuja powszechnie w wodach (w tym stod-
kich), ale takze w glebie, powietrzu oraz w innych $rodo-
wiskach [3]. Mimiwirus (Rys. 1) to bezotoczkowy wirus,
o symetrii kubicznej i $rednicy ok. 0,7 um [2, 3, 7, 14].
Rozmiary jakie osiaga, jak na wirusy, s3 ogromne, ponie-
waz wielkosci znanych wiruséw oscylujg w granicach od
0,03 um (parwowirusy) do 0,27 um (pokswirusy) [13]
i dlatego nie trudno bylo go pierwotnie pomyli¢ z bak-
teria, jako ze te ostatnie majg od 0,03 um (nanobakterie)
do nawet 300 um (Thiomargarita namibiensis) [13], cho¢
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Rdzen

200 nm

Rys. 1. Schemat budowy mimiwirusa [12]

ich przecigtne rozmiary mieszczg si¢ od 0,1 do 30 pm
[13]. Genom mimiwirusa to dwuniciowe liniowe DNA
(dsDNA) wielkosci 1,185 Mpz, ktoéry koduje prawie
900 bialek [2, 3, 7, 9].

Wyijatkowe sa tez elementy genomu petnigce okres-
lone funkcje, a niespotykane wcze$niej u wirusow
(TabelaI). Wazne cechy genomu APMV to m.in. obec-
no$¢ wielu elementéw naprawy DNA, a takze enzymy
syntezy polisacharydoéw [1, 3, 7, 9, 10]. Wéréd enzymow
mimiwirusa odnotowano obecnos$¢ m.in. kinazy deoksy-
nukleozydéw (DNK), deaminazy cytydyny, jak réwniez
pierwsze kinazy difosforanow nukleozydéw (NdK) [10].

APMV jest jedynym wirusem, ktéry posiada jedno-
cze$nie topoizomerazy typu IA, IB, a takze typu II [10].
Jak wspomniano wczesniej, genom mimiwirusa posiada
geny kodujace centralne elementy systemu translacji
bialek, ktore zauwazalne byly jedynie u organizmow
eukariotycznych, a wérdd ktorych wymieni¢ mozna
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np.: syntetaze czterech aminoacylo-tRNA, czynnik ini-
cjacji translacji 4E, czynnik translacyjny EF-TU, czyn-
nik inicjacji translacji SUI1 oraz IF-4A, a takze czynnik
uwalniania tanicucha peptydowego eRF1 [10]. W geno-
mie mimiwirusa zidentyfikowano pierwszy wirusowy
homolog enzymu modyfikujacego tRNA (uracylo-5-me-
tylotransferaza tRNA) [1, 3, 7, 9, 10]. Analiza genomu
APMV ujawnifa takze kilka rodzajéw homologow
enzymow zaangazowanych w naprawe DNA np. ORF
R406 (Open Reading Frame - otwarta ramka odczytu),
ktdra jest homologiczna do wielu gendéw bakteryjnych
bioracych udzial w naprawie DNA [10]. Niespotykane
wczesniej u wirusow, a wystepujace u APMYV, jest biatko
z rodziny cyklofilin (ORF L605) zaangazowane w zwi-
janie biatek [10]. Nadto genom APMV koduje homo-
logi wielu enzyméw zwigzanych z metabolizmem np.:
syntaze asparaginy (ORF R475) i GMP (ORF L716)
oraz syntetaze glutaminy (ORF R565) [10]. Wszystkie
te czynniki odnotowano po raz pierwszy w wirusowym
DNA [10] i co ciekawe, niektdre biatka tego wirusa sa
glikozylowane, gléwnie te, ktére buduja jego kapsyd
[10]. Jest tez ciekawym, ze czasteczki APMV mozna bar-
wi¢ standardowg metodg Grama, co sugeruje obecnosé
siatki polisacharydéw na jego powierzchni [10]. Wszyst-
kie te informacje [1, 3, 7, 9, 10] staly si¢ platforma dys-
kusji na temat pochodzenia tych duzych wiruséw DNA
i ich ewentualnej roli w powstawaniu organizméw
eukariotycznych, a takze w ,,przejsciu” komdrkowego
genomu od RNA do DNA. Trzeba doda¢ takze i to,
ze zlozono$¢ genomu tego olbrzymiego wirusa DNA,
narzuca istnienie odpowiedniego planu w konstrukeji
jego czastek, co jest wazne przy wnikaniu do organi-
zmu gospodarza i czasu jego infekeji. Wykazano, ze jego
wystepowanie w komdrce gospodarza, przypomina roz-
wdj komoérki w komorce, bo nastepuje import energii
i metabolitéw z cytoplazmy gospodarza do struktur

Tabela I
Wybrane, nietypowe cechy gonomu APMV [10]

ORF Kodowane biatka Funkcja
R663 Syntetaza arginylo-tRNA Translacja
L124 Syntetaza tyrozyno-tRNA Translacja
L164 Syntetaza cysteino-tRNA Translacja
R639 Syntetaza metionylo-tRNA Translacja
R405 Metylotransferaza tRNA Modyfikacja tRNA
L687 Endonukleaza naprawiajaca uszkodzenia DNA

spowodowane promieniowaniem UV Naprawa DNA

1254 1393 |Biatka szoku termicznego Rola przy budowaniu kapsydu APMV
R565 Syntetaza glutaminy Metabolizm
R689 N-acetyloglukozamino-1-fosforan Synteza polisacharydow
L612 Izomeraza mannozo-6P Glikozylacja
L906 Cholinesteraza Prawdopodobnie infekcja gospodarza
R807 Reduktaza 7-dehydrocholesterol Prawdopodobnie infekcja gospodarza
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wirusa [3]. Wedlug Claverie i wsp. [3] pojawie-
nie sie w przyrodzie tych duzych wiruséw DNA, moze
by¢ wynikiem ewolucyjnych zmian w kierunku paso-
zytnictwa wewnatrzkomorkowego, w efekcie ktérych
kluczowym wydarzeniem jest utracenie zdolnosci
translacji bialek, ale nie szlakéw metabolicznych. Stad
wedtug tych autoréw [3] badania dotyczace wyjasnie-
nia molekularnych szczeg6tow cyklu replikacji APMV
w organizmie Acanthamoeba, s tak wazne, bo wiaza si¢
z faktem ewentualnego uzyskania informacji odnosnie
ewolucyjnego pochodzenia ,wiruséw olbrzymoéw” [3].
Jak wykazano, w wielu probkach pochodzacych ze sro-
dowiska wodnego, wystepuje wiele wiruséw DNA zbli-
zonych do mimiwirusa [1, 3]. Stad zaktada si¢ [1, 3], ze
istnieje jeszcze wiele niezidentyfikowanych gatunkéw
z rodziny Mimiviridae i s3 to prawdopodobnie czynniki
infekujace nie tylko koralowce (Octocorallia), ale takze
pierwotniaki oraz morskie bezkregowce. Autorzy ci [1,
3] sugeruja, ze s3 one powszechne w $rodowisku wod-
nym i majg znaczacy wplyw na regulowanie planktono-
wych populacji oraz innych morskich bezkregowcow.
Dowodem tego sg badania [3], w ktérych wykazano,
ze wyizolowany genom mimiwiruséw z Morza Sargas-
sowego, wykazal az 43% genéw rdzeniowych, homo-
logicznych dla opisanego mimiwirusa APMV. Obecnie
przyjmuje sie, ze istnieje wiele dowodoéw na ich istnie-
nie i mimo braku izolacji i charakterystyki wigkszosci
z tych metagenomow, nie przeszkadza, by twierdzi¢, ze
stanowig one znaczacg cz¢$¢ wirusow infekujacych wiele
gatunkow ze $wiata zwierzat zyjacych w morzach i oce-
anach, a takze prawdopodobnie w wodach stodkich [1,
3]. Dowodem posérednim istnienia mimiwiruséw w $ro-
dowiskach wodnych, mimo braku ilo$ciowej oceny ich
czesto$ci wystepowania, jest fakt powigzania ich np.
z morskimi bezkregowcami, jakimi sg koralowce, ale
takze gabki [3]. W badaniach tych wykryto, ze w mito-
chondrialnym DNA koralowca Sarcophyton glaucum,
sg homologiczne geny do tych, ktore koduja bakteryjne
bialko MutS [3], bedace komoérkowym ,,straznikiem
wiernoéci” replikacji, a ktore sposréd milionéw par
zasad DNA, posiada zdolno$¢ rozpoznania pojedyn-
czej niekomplementarnosci [11]. Efektem tego jest to,
ze biatko MutS precyzyjnie nakierowuje maszynerie
biologiczna usuwajacg bledy poreplikacyjne do $cile
okreslonej lokalizacji w DNA [11]. Te ostatnie fakty to
swoiste cechy wirusa APMV, zwanego takze wirusem
olbrzymim, bo jedna z nich jest rozbiezno$¢ w kodowa-
niu gendw homologdéw biatek MutS [1-3, 7, 9]. Badania
poréwnawcze biatek MutS wykazaly zaleznos¢ miedzy
genami kodujgcymi homologie tych bialek u mimiwi-
rusa APMYV, a genami mitochondrialnymi koralowcéw
Octocorales [3], co ttumaczy, ze dzieki mimiwirusom,
u ameb stworzona zostata platforma umozliwiajaca
wymiane genéw na zasadzie transferu miedzy proka-
riontami i eukariontami [3].
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3. Mimiwirus APMYV, a super-rodzina NCLDV
(nucleocytoplasmic large DNA viruses)

Punktem zwrotnym w pracy nad genomika poréw-
nawczg mimiwirusa AMPV, byly badania Iyer’a iwsp.
[cyt. wg 3], ktorzy zaproponowali pogrupowac wirusy
z duzym dwuniciowym DNA w super-rodziny NCLDV
[cyt. za 2, 3], do ktorych zaliczono: phycodnawirusy
- infekujace glony, iridowirusy - infekujace gtéwnie
ryby, ASF wirusy — wirus afrykanskiego pomoru $win
i pokswirusy - zakazajace ssaki [2, 3]. Wsrdd cech
super-rodziny NCLDV, nalezy wymieni¢ geny rdze-
niowe, a takze ich cykl replikacji odbywajacy sie glow-
nie w cytoplazmie zywiciela [3]. Wirusy nalezgce do tej
rodziny posiadajg kapsyd o symetrii kubicznej (z wyjat-
kiem pokswiruséw) i dos¢ kompletny kodowany przez
wirus aparat transkrypcji [3]. Podano takze, ze charak-
terystyczng cecha dla zakazen wirusami z super-rodziny
NCLDYV, s3 widocznie inkluzje wewnatrz cytoplazmy,
zwane ,fabryka czastek wirusa” Natomiast badajac
sekwencje genomowe mimiwirusa APMV wykazano,
ze mimo iz nalezy on do super-rodziny NCLDV (2, 3],
brak u niego wczesnej interakcji z materiatem genetycz-
nym infekowanej komorki gospodarza [3]. Oznacza to,
ze u mimiwirusa APMV, funkcjonowanie kompleksu
inicjujacego transkrypcje wezesnych gendw w cytopla-
zmie gospodarza, musi rozpocza¢ si¢ natychmiast po
infekcji [3]. Niezaleznie od tych faktéw wykazano, ze
mimiwirus APMV zajmuje istotne miejsce wsrdd wiru-
sow super-rodziny NCLDYV, ale blisko$¢ filogenetyczna
wykazuje tylko z phycodnawirusami i iridowirusami
(Rys. 2), jak tez podobny jest do nich w zakresie symetrii
budowy [3, 15].

Dowiedziono, ze APMV jest obdarzony pelnym
aparatem replikacyjnym umozliwiajgcym rozpocze-
cie poczatkowej fazy replikacji, niezaleznie od jadra
komorki gospodarza, co zbliza go pod tym wzgledem
do pokswiruséw [3]. Przyjmuje sig, ze zgodnie z teorig
zakladajaca ewolucje redukeyjng, genom mimiwiruséw
posiada duzo cech wspdlnych z hipotetycznymi wspdl-
nymi przodkami super-rodziny NCLDV [2, 3].

4. Wirofag mamawirusa

Wirus to zakazny nukleoproteid posiadajacy tylko
jeden rodzaj kwasu nukleinowego oraz receptor, ktory
stuzy do przyfaczania si¢ do komdrek gospodarza [4].
Stad replikacja i ,,byt” wiruséw sa calkowicie zalezne od
zywych komorek eukariotycznych, badz prokariotycz-
nych, bo nie wykazuja one metabolizmu [4]. Natomiast
badania nad ,,olbrzymimi” wirusami wykazaly, ze moga
by¢ one infekowane przez inne wirusy [1, 7, 9]. Fakt ten
rzuca nowe $wiatto na ,,zycie” wirusow, a takze suge-
ruje, ze zostala przekroczona bariera dzielaca wirusy
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Rys. 2. Rekonstrukcja rodowych zestawdw gendéw rodziny NCLDV [15]

od organizméw komoérkowych [1, 9]. Zwigzane jest to
z faktem opisania [cyt. wg 3] nowego przedstawiciela
wiruséw olbrzyméw — mamawirusa, nazwanego tak,
poniewaz byl wiekszy od opisanego mimiwirusa APMV
[1, 3,7, 9]. Obserwagje te [1, 3, 7, 9], prowadzone przy
pomocy mikroskopu elektronowego, wykazaty obecnos¢
na kapsydzie mamawirusa, drugiego malego wirusa,
$cile z nim zwigzanego. Nadano mu nazwe¢ Sputnik
(ros. ,towarzysz podrozy”) na czes¢ pierwszego satelity
Ziemi [1, 7, 9]. Ten maty wirus ma wielko$¢ ok. 50 nm,
namnaza si¢ gwaltownie po fazie eklipsy (utajenia) [7,
9], a jego genom w postaci dwuniciowego kolistego
DNA posiada 18,393 pz [7, 14] (Rys. 3). Trzeba dodac,
ze kiedy mimiwirus APMV lub czlonkowie rodziny
Mimiviridae, infekujg zZywa komorke, tworzg w niej
poprzez ekspresje gendw ,fabryke czasteczek wiruso-
wych’, ktéra bardzo przypomina jadro komoérkowe [7,
9]. Taki sam schemat infekcyjny opisano u mamawirusa
i to wlasnie ta jego ,,fabryka czasteczek wirusowych’, jest
celem infekcji Sputnika [1, 7, 9]. Wykazano, ze rozwdj
Sputnika jest szkodliwy dla mamawirusa, gdyz wywoluje
produkeje niekompletnych form i anormalnych czesci
kapsydu pierwotnego wirusa [7, 9].

Dowiedziono, ze sposrod 21 genéw kodujacych biatka
u Sputnika, co najmniej 3 wykazuja wyrazng homologi¢
do gendw bialek wystepujacych u mimiwirusa APMV
[7, 9]. Przyjeto, ze najbardziej prawdopodobnym mode-
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Rys. 3. Graficzne przedstawienie zestawu genomowego Sputnika [14]
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lem tlumaczacym ten fakt jest to, ze Sputnik nabyt czes¢
genu (lub caly gen, ktéry pdzniej zostal zredukowany)
od mamawirusa, po jego oddzieleniu od wspdlnego
przodka jakim jest mimiwirus [7]. Bioragc pod uwage
analogie Sputnika do bakteriofagow, zostat on zaklasy-
fikowany jako wirofag (virophage), ktéry moze stano-
wi¢ mechanizm posredniczacy w bocznym transferze
genow miedzy gigantycznymi wirusami [7, 9]. Zaobser-
wowano takze, ze koinfekcja Sputnika, byla zwigzana ze
znaczacym wzrostem tworzenia si¢ anormalnych wirio-
néw mamawirusa, charakteryzujacych sie miejscowym
zageszczeniem kapsydu [7]. Stwierdzono takze, ze w nie-
zainfekowanym wirionie mamawirusa, warstwa kapsydu
miala grubo$¢ 40 nm, natomiast podczas obecnosci
Sputnika wynosita 240 nm [7]. Wykazano tez, ze zain-
fekowanie mamawirusa Sputnikiem, powoduje wzrost
wydajnosci infekcyjnych mamawirusa ok. 70% oraz reje-
struje sie trzykrotne przyspieszenie lizy komorek ameby
w ciggu 24 godzin po infekgji [7]. Te fakty obrazuja, ze
Sputnik jest ,pasozytem” mamawirusa, ktory wptywa
znacznie na reprodukcje zywiciela [7, 9].

5. Podsumowanie

Przedstawione fakty [1-3, 7, 9, 10] upowazniajg do
przypuszczen, ze mimiwirusy, gtéwnie w srodowisku
wodnym, wyewoluuja do tego stopnia, ze by¢ moze
zainfekujg takze inne morskie zwierzeta, tak jak robig
to obecnie wsréd np. koralowcéw [1, 3]. Na razie jednak
wiedza na temat tych ,,olbrzymow” wsréd wirusow jest
zbyt skgpa, chociaz rozwazanie o nich pobudza cieka-
wos¢ badaczy, bo niezwyklos¢ wirusa APMYV, ale takze
opisanego mamawirusa i jego wirofaga, dotyczy niespo-
tykanych dotad faktow wsrdd ,,obiektéw” biologicznych
[1-3,7,9, 10]. Nadto dane z tego zakresu doprowadzily
do wznowienia dyskusji na temat wspolnego pocho-
dzenia wiruséw i organizméw komorkowych [1, 7, 9],
a takze wskazuja, ze czynniki zakazne tak powszechnie
wystepujace w srodowisku wodnym, o tak ogromnych
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rozmiarach jak mimiwirus APMV (takze mamawirus),
mimo wielu nowych metod stosowanych w naukach
biologicznych, zostaty odkryte i zidentyfikowane sto-
sunkowo niedawno [1, 3, 7, 9], co dowodzitoby, ze przy-
roda zawiera jeszcze wiele tajemniczych faktow dla czlo-
wieka, réwniez w zakresie wirusologii.
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Coproscopical quantitative methods in the parasitological diagnosis - the use and problems with estimation of their efficiency

Abstract: The article is review about various aspects of coproscopical diagnostic methods. It describes selected methods and factors
having significant influence on their efficiency, including preparation of the specimen, methods of isolation of developmental parasitic
forms and calculating them under a microscope, the influence of feaces and parasitic forms properties and methods of calculating the
multiplication factor to estimation the number of parasitic forms in 1 g of sample. In particular, it discusses problems associated with
estimation the efficiency of these methods and calculation of the real content of the parasitic forms in the sample.

1. Introduction. 2. Examples of quantitative parasitological methods. 3. Preparation of specimen to investigation. 4. Isolation of
developmental parasitic forms. 5. Methods for calculation of parasitic forms using the light microscop. 6. Properties of the investigated

material. 7. The ways of estimation of the parameters characterizing the parasitological methods. 8. Summary
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Wprowadzenie

Srodowiskiem bytowania wiekszosci pasozytow we-
wnetrznych jest przewod pokarmowy. Diagnostyka
tych inwazji jest najczesciej przeprowadzana za pomoca
metod koproskopowych. Sa to metody szybkie i nie
wymagajace do wykonania zaawansowanego sprzetu.
Jednak ocena preparatéw jest trudna — opiera si¢ na
identyfikacji cech morfologicznych form rozwojo-
wych pasozytéw. Ponadto badanie musi by¢ wykonane
w stosunkowo krétkim czasie ze wzgledu na nietrwa-
to$¢ preparatu diagnostycznego spowodowanego np.
uszkodzeniem osmotycznym form rozwojowych paso-
zytow, opadaniem form pasozytniczych w stupie cieczy,
wysychaniem preparatu. Dlatego tez doswiadczenie
diagnosty laboratoryjnego wykonujacego badanie ma
podstawowe znaczenie dla precyzji badania.

Wiréd technik koproskopowych wyrézniamy metody
jakosciowe - stuzace jedynie do stwierdzenia inwazji
pasozytniczej i metody ilosciowe — umozliwiajgce osza-

cowanie liczby form rozwojowych pasozytéw w jedno-
stce masy kalu i pozwalajace na przyblizone okre$lenie
intensywnosci inwazji. Oszacowanie ilosci form paso-
zytniczych w jednostce masy kalu jest istotne, ponie-
waz np. wykrycie pojedynczych form rozwojowych
pasozytow w kale nie musi $wiadczy¢ o inwazji. Poje-
dyncze formy pasozytnicze wykrywane w kale moga
by¢ jedynie wynikiem biernego pasazu przez przewod
pokarmowy, a nie inwazji pasozytniczej. Wedlug Boes
oraz Roepstorff [1,20] taki przypadek nalezy bra¢
pod uwage np. przy stwierdzeniu za pomocg metody
McMastera 200 lub mniej jaj Ascaris suum w 1g katu
swinskiego. Ponadto obecnos¢ w kale nieznacznej ilosci
form pasozytniczych swiadczacych o niskiej intensyw-
nosci inwazji pasozytniczej moze nie wymagac poste-
powania leczniczego. Na przyklad u owiec, u ktérych
w kale obecne s3 oocysty kokcydiow w liczbie nie prze-
kraczajacej 20 tysigcy w 1 g katu na ogét nie stwierdza sig
objawow klinicznych i stan taki nie wymaga interwen-
cji lekarskiej. Przy intensywnej inwazji pasozytniczej

* Autor korespondencyjny: Zaklad Parazytologii i Choréb Inwazyjnych Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Pafistwowego
Instytutu Badawczego, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy; e-mail: maciej.kochanowski@piwet.pulawy.pl



112

konieczne jest natomiast bardzo ostrozne postepowanie
terapeutyczne ze wzgledu na ryzyko zatrucia organizmu
zywiciela produktami rozpadu form pasozytniczych lub
zaczopowania $wiatla przewodu pokarmowego obumar-
tymi pasozytami. Oszacowanie liczby jaj pasozytow ma
réwniez zastosowanie przy wykrywaniu opornosci paso-
zytow na leki przeciwpasozytnicze.

2. Przykladowe ilosciowe metody parazytologiczne

Wiréd ilosciowych metod koproskopowych mozna
wyrozni¢ metody nie zageszczajace oraz metody umoz-
liwiajace koncentracje form pasozytniczych - techniki
flotacyjne i sedymentacyjne oraz metody bedace pota-
czeniem tych technik. Metodg, w ktdrej nie stosuje si¢
technik zageszczajacych form rozwojowych pasozytow
s3 metoda Stoll'a gdzie wykonywana jest jedynie homo-
genizacja probki w odpowiedniej objetosci roztworu
tugu sodowego oraz metoda Caldwell’a - homo-
genizacja probki odbywa si¢ w roztworze podchlorynu
sodu, a 70% roztwor sacharozy utatwia utrzymanie jaj w
zawiesinie. Techniki flotacyjne: metoda McMastera,
Wisconsin, FECPAK, FLOTAC i inne réznig si¢ rodza-
jem wykorzystywanych komor obliczeniowych, wyste-
powaniem etapu wirowania, réznego rodzaju metodami
homogenizacji badanego materialu oraz rodzajem
zastosowanych ptynéw flotacyjnych. Jedna z nielicznych
ilosciowych metod sedymentacyjnych w diagnostyce
parazytologicznej jest metoda SCT (sedimentation and
counting technique) umozliwiajaca wykrycie w tresci
jelit tasiemcow z rodzaju Echinococcus.

Metoda Stolla [21,22]. W metodzie tej do 3 g probki
katu dodaje si¢ 10-M roztwér NaOH (dopetniajac
do objetosci 45 ml). Nastepnie wprowadza sie perelki
szklane i wstrzasa naczynie w celu homogenizacji probki.
Zawiesing pozostawia si¢ na 24 h, po czym pobiera si¢
0,15 ml roztworu, nakrapla na szkietko podstawowe
i przykrywa szkielkiem nakrywkowym. Preparat na-
lezy oglada¢ pod mikroskopem $wietlnym, a liczba
wykrytych form rozwojowych pasozytéw pomnozona
przez 100 daje liczbe jaj pasozytow zawarta w 1 g katu.
W metodzie tej uwzglednione zostaly wspoétczynniki
korekcyjne w zaleznosci od konsystencji katu. Wnosza
one odpowiednio: x2 dla kalu pastowatego, x3 dla katu
potptynnego, x4 dla katu ptynnego.

Metoda Caldwell’a [21]. Podobnie jak w metodzie
Stoll'a homogenizacja katu odbywa si¢ przez zastoso-
wanie zwigzku chemicznego. W metodzie Caldwella
zamiast tugu sodowego uzywa sie roztworu podchlo-
rynu sodu. Zwazong 4-gramowg probke kalu zalewa si¢
4ml 30% roztworu NaOCI i miesza sie zawartos¢. Po
godzinie dodaj si¢ 75% roztwor sacharozy (dopelniajac
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zawiesing do objetosci 40 ml). Zawiesine wstrzgsa si¢
w celu zmieszania i pobiera do badania mikroskopo-
wego 0,1 ml zawiesiny. Liczba wykrytych podczas bada-
nia form pasozytniczych pomnozona przez wspolczyn-
nik 100 odpowiada liczbie pasozytow w 1 g katu.

Okreslanie liczby oocyst Cryptosporidium z zasto-
sowaniem komory Fuchs-Rosenthal’a [25].
W metodzie probka katu z woda jest mieszana w sto-
sunku 1:2. Nastepnie probka jest rozdrabniana za
pomocg miksera. Po rozdrobnieniu 15 ml probki jest
przenoszone do zlewki, a do zawiesiny nalezy doda¢
100 ml 4% wodnego roztworu formaliny. Zawiesina
jest mieszana na mieszadetku magnetycznym i nastep-
nie pozostawiana w celu sedymentacji wigkszych czastek
zawiesiny. Nastepnie jest pobierane za pomoca pipety
60 ul zawiesiny z glebokosci 1 cm. Pobrana zawiesina
jest wprowadzana do komory Fuchs-Rosenthal’a, ktéra
jest pozostawiana na 4 minuty, aby umozliwi¢ sedymen-
tacje oocyst. OQocysty sa liczone pod powiekszeniem
x400 na powierzchni 1 mm?* komory. W celu obliczenia
liczby oocyst w 1 g katu nalezy liczbe wykrytych oocyst
pomnozy¢ przez 10°.

Metoda Wisconsin wg Cox and Tod [4]. Pie¢
gramow probki katu nalezy zmiesza¢ z wodg (dopetnia-
jac do objetosci 30 ml), a uzyskang zawiesing zamiesza¢
i przesaczy¢ przez gaz¢. Dwanascie mililitrow przesa-
czonej zawiesiny nalezy przela¢ do 12ml probowki
i wirowa¢ (256g przez 3 minuty). Nastepnie usuwa
sie supernatant pozostawiajac osad. Do osadu dodaje
sie plyn flotacyjny — Sheathers sugar (ciezar wlasciwy
1,27), nastepnie probke nalezy wymieszac i uzupelnié
plynem flotacyjnym do uzyskania menisku wypuktego.
Na probdéwce umieszcza si¢ szkietko nakrywkowe. Pro-
bowke ze szkielkiem nakrywkowym wiruje sie (256 g
przez 5minut). Po zakoficzonym wirowaniu szkietko
nakrywkowe nalezy umiesci¢ na szkietku podstawowym
i oglada¢ pod mikroskopem $wietlnym. W celu obli-
czenia liczby form pasozytniczych w 1 g katu calkowita
liczbe jaj wykrytych nalezy podzieli¢ przez 2.

Metoda McMastera w modyfikacji wg Ray-
naund [18]. Metody z uzyciem komory McMastera
wystepuja w licznych wariantach i modyfikacjach. Sa
to najczesciej stosowane metody ilosciowe w parazyto-
logii weterynaryjnej. W modyfikacji wg Raynaud nalezy
odwazy¢ probke katu i wprowadzi¢ do niej nasycony
roztwor MgSO, w proporcji 14 ml MgSO, na 1 g katu.
Zawiesing miesza si¢ za pomocg mieszadta magnetycz-
nego, po czym nalezy ja przecedzi¢ przez sito i ponow-
nie miesza¢ na mieszadle. Tak przygotowana zawiesina
jest wprowadzana do komory McMasterai do probowki
na szczycie, ktorej umieszcza sie szkietko nakrywkowe.
Zawarto$¢ komory McMastera jest badana pod mikro-
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skopem $wietlnym po 3 minutach, szkietko nakrywkowe
po 15-20 minutach. Liczbe form pasozytniczych obli-
czong w jednej siatce nalezy pomnozy¢ przez wspol-
czynnik 100, w dwoch siatkach x50, w calej komorze
x15, a na szkietku nakrywkowym x7.

Metoda flotacji z uzyciem Percoll’u [8]. Metoda stuzy
gltéwnie do badania kalu o duzej zawartosci tluszczu
(np. biegunkowy kal oseskéw). W celu wykonania
badania nalezy 1-3 g probke kalu wymiesza¢ w 25%
wodnym roztworze Percoll'u (ok. 10 ml). Mieszanine
przefiltrowuje si¢ przez sito i przelewa do 15ml pro-
béwki wirdwkowej i wiruje (1700g przez 5minut).
Po wirowaniu nalezy odrzuci¢ supernatant z warstwa
tluszczu za pomocy pipetki pasterowskiej. Do probowki
z pozostalym osadem doda¢ plyn flotacyjny (stezony
roztwor NaCl z dodatkiem sacharozy: 11 NaCl i 500 g
cukru) - w proporcji 2 ml ptynu, na 1 g katu i dokladnie
wymiesza¢. Uzyskang mieszaning napelnia si¢ komore
McMastera i po ok. 3 minutach oglada si¢ pod mikro-
skopem $wietlnym. Metoda wymaga kazdorazowe;j
kalkulacji przelicznikéw w ramach walidacji wewnatrz-
laboratoryjne;j.

Metoda FECPAK [16]. Wykonujac metode nalezy odwa-
zy¢ do 10 g katu i doda¢ 3 czesci wody. Nastepnie probe
homogenizuje si¢ i 30 ml zawiesiny dopelniania si¢ nasy-
conym roztworem soli do objetosci 230 ml. Zawiesina
jest ponownie mieszana i przesaczana przez sito. Nastep-
nie za pomocy pipetki pasterowskiej napelniana jest
komora FECPAK. Jaja pasozytdéw s poszukiwane w obu
siatkach komory. Liczbe jaj pasozytow w 1 g katu oblicza
sie mnozac uzyskany wynik przez wspoétczynnik 30.

Metoda FLOTAC [3]. Do odwazonej probki katu nalezy
doda¢ wode w stosunku 1:10 (np. do 1 g katu 9 ml wody)
i rozdrobni¢ mikserem lub wymiesza¢ za pomoca
szpatuly. Nastepnie zawiesing jest przesgczana przez
sito. Tak przygotowana probka jest przelewana do pro-
béwki wiréwkowej i wirowana (170 g przez 3 minuty).
Po odwirowaniu ptyn znad osadu jest usuwany, a w pro-
béwce pozostawiany jest sam osad. Do probowki
z osadem nalezy doda¢ pltyn flotacyjny - dopelniajac
do 11 ml i wymieszaé. Nastepnie wypelniane sg obie
komory aparatu za pomoca pipety pasterowskiej. Jedna
komora aparatu FLOTAC ma 5 ml objetosci. Dodatkowy
1 ml konieczny jest na wytworzenia menisku wypuklego
w aparacie. Napelniony aparat umieszcza si¢ w wiréwce
i wiruje (150 g przez 5 minut). Po wirowaniu nastepuje
badanie prébki w aparacie pod mikroskopem $wietl-
nym. Wspoélczynnik do obliczenia liczby jaj pasozytow
w 1 g katu dla jaj wykrytych w obu komorach aparatu
wynosi 1. W przypadku liczenia form pasozytniczych
jedynie w czesciach siatki komory, wspoélczynnik jest
proporcjonalnie wigkszy.
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Metoda flotacji jaj nicieni sél-cukier SSF [12]. W me-
todzie SFF zwazona probka kalu o masie do 6g jest
umieszczana w 50 ml probowce wiréwkowej. Do proby
dodawane jest 25ml 13% roztworu NaCl. Probéwka
z zawartos$cig jest wstrzgsana w celu homogenizacji
materialu. Zawiesina jest nastepnie przesgczana przez
sito do 50 ml probéwki wirdwkowej i jest wirowana
(3600 g przez 5 minut). Po wirowaniu supernatant jest
przelewany do drugiej probowki i do niego dodawana
jest rowna objetos¢ wody. Zawiesina jest wstrzasana
i wirowana (3600 g przez 1 minute). Po odwirowaniu
supernatant jest usuwany, a do osadu dodaje si¢ 5ml
17% roztworu sacharozy. Zawiesina jest mieszana
i wirowana ponownie (3600 g przez 5 minut). Superna-
tant po wirowaniu jest przenoszony do innej probowki,
do ktérej wprowadzana jest rowna objetos¢ wody. Mie-
szanina jest nastepnie wstrzgsana i wirowana (3600 g
przez 5minut), po czym supernatant jest ostroznie
usuwany, pozostawiajagc 200l osadu. Do pozosta-
wionych 200 ul osadu dodaje si¢ 3 krople nasyconego
roztworu sacharozy i miesza si¢ za pomoca pipety lub
vortexu. Nastepnie kazdy basenik 96-dotkowej plytki
mikrotitracyjnej jest wypelniany trzema kroplami oleju
mineralnego. Probka jest wprowadzana do basenikéw
pipeta automatyczng przez podwarstwienie pod war-
stwe oleju i pozostawiana na 15 minut, aby umozliwi¢
jajom pasozytéw koncentracje na powierzchni menisku.
W celu obliczenia liczby jaj pasozytéw wykonywane
sg za pomocg kamery mikroskopu zdjecia zawiesiny jaj
w basenikach plytki pod powiekszeniem x30

SCT (sedimentation and counting technique) [7]. Me-
toda stuzy do wykrywania tasiemcéw z rodzaju Echi-
nococcus w tresci jelit zwierzat migsozernych. Badane
jelito jest rozcinane na fragmenty o dlugosci ok. 20 cm
i umieszczane w butelce o pojemnosci 1 litra wypel-
nionej plynem fizjologicznym. Butelka wraz z zawar-
toscig jest energicznie wstrzasana przez kilka sekund.
Po wytrzasaniu fragmenty jelit sa wyjmowane z butelki,
jednoczesnie przeciskajac je migdzy ramionami pen-
sety w celu zdarcia powierzchni blony sluzowej. Tres¢
jelita pozostawiona w butelce jest sedymentowana,
co najmniej dwa razy przez 15 minut (az supernatant
bedzie wystarczajaco klarowny). Konicowy osad nalezy
bada¢ w matych porcjach na plytkach Petriego przy
uzyciu mikroskopu stereoskopowego (powigkszenie, co
najmniej 15x).

Kazda z opisanych metod sklada si¢ z wielu roz-
nych etapdéw. Wszystkie one wplywaja na ostateczng
skuteczno$¢ metody. Do szczegélnie istotnych naleza:
przygotowanie materialu, sposéb izolacji form rozwo-
jowych pasozytdéw, sposob liczenia form rozwojowych
pasozytow pod mikroskopem swietlnym, wlasciwosci
badanego materialu. Na wiarygodnos¢ uzyskanych
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wynikéw wplywa réwniez sposob szacowania zawarto-
$ci form rozwojowych pasozytéw w prébece.

3. Przygotowanie preparatu do badania

W wigkszosci metod koproskopowych stosuje sie
zageszczenie form rozwojowych pasozytéw w badanej
probee i jednoczesnie usuwa sie z niej jak najwigksza
ilos¢ czastek pokarmowych. Pierwszym etapem przygo-
towania materialu do badan jest rozdrobnienie/homo-
genizacja probki. W tym celu stosowane jest miesza-
nie na mieszadle magnetycznym (metoda McMastera
w modyfikacji wg Raynaund), wstrzgsanie probki
z peretkami szklanymi (metoda Stolla), uzycie mik-
sera lub mechaniczne mieszanie za pomocy szpatuly
(metoda FLOTAC). Metody te wykazuja nie jednakowg
przydatnos¢ w stosunku do katéw o réznej konsystencji.
Zwlaszcza kal twardy i suchy wymaga dobrej homoge-
nizacji. Dlatego manualne mieszanie prébki za pomoca
szpatuly nie jest w tych przypadkach wystarczajace.
W niektérych metodach koproskopowych homoge-
nizacja materiatu jest uzyskiwana przez dzialanie na
probke substancji chemicznych rozluzniajac strukture
katu, np. NaOH - w metodzie Stoll’a, podchloryn sodu
- metoda Caldwella.

Podchloryn sodu jest zwigzkiem niezwykle aktyw-
nym chemicznie i moze powodowa¢ uszkodzenia
delikatnych form rozwojowych pasozytow. Znaczenie
ma takze czas przygotowania materialu. Pozostawie-
nie probki przez dlugi czas w temperaturze pokojowe;j
(jak w metodzie Stoll'a) moze spowodowac rozwoj nie-
ktorych jaj pasozytow utrudniajac ich identyfikacje (np.
w przypadku jaj wegorkéw wyklucie larw).

Kolejnym etapem wykonania w wigkszo$ci metod
koporoskopowych jest filtrowanie badanej zawiesiny
przez sito. Umozliwia to zatrzymanie czastek o znacz-
nych rozmiarach obecnych w kale. Jednak nalezy mie¢
na uwadze, ze réwniez czg$¢ form pasozytniczych
w trakcie filtracji pozostaje na sitach, co w niektdrych
przypadkach moze to znacznie ogranicza¢ skutecznosé
metody. Odwrotnie w metodzie Stolla i Caldwella
probka nie jest przesaczana przez sito, przez co zmi-
nimalizowane s3 ewentualne straty poszukiwanych
form pasozytniczych w trakcie przygotowania probki,
jednakze przygotowany preparat zawiera wiele zanie-
czyszczen utrudniajgcych badanie.

4. Izolacja form rozwojowych pasozytow

W metodach koproskopowych izolacja form paso-
zytniczych odbywa si¢ za pomoca: technik flotacyjnych,
sedymentacyjnych, oraz ich polaczen. Metody te moga
by¢ takze wspomagane przez wirowanie.
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Najpowszechniej obecnie stosowane klasyczne me-
tody parazytologiczne opierajg swoj mechanizm funk-
cjonowania o zjawisko flotacji. Flotacja polega na wyply-
waniu na powierzchnie plynu flotacyjnego form paso-
zytniczych o nizszym ciezarze wlasciwym od ci¢zaru
wlasciwego zastosowanego plynu. Plynami takimi sa
to najczesciej nasycone roztwory soli, np. NaCl (o cie-
zarze wlasciwym 1,20), NaNO, (c.wt. 1,20), MgSO )
(c.wh 1,28), ZnSO, (c.wt 1,35), K Hgl, (c.wt 1,44),
roztwory cukréw oraz mieszaniny roztworéw soli i cuk-
réw. Wraz ze wzrostem ciezaru wlasciwego rosnie sita
wyporu dzialajagca na formy pasozytnicze, ale takze
obecne w kale czastki pokarmowe utrudniajace badanie
mikroskopowe. Wazne jest, wiec dobranie w réznych
metodach i ich modyfikacjach odpowiednich ptynéw
flotacyjnych. Tradycyjnie w metodzie McMastera stoso-
wany jest nasycony roztwér NaCl. Natomiast w mody-
fikacji metody McMastera wg Raynauda [18] do
badania katu koni wskazane jest stosowanie MgSO,
a dla owiec, $win i bydta K Hgl,. W metodzie SSF (salt-
-sugar flotation) do flotacji uzywany jest 13% roztwor
NaCl, 17% roztwor cukru oraz nasycony roztwor cukru.
W metodzie FLOTAC do wykrywania oocyst w kale
bydta zalecany jest roztwor cukru i jodku rteci (roztwor
Rinaldi - c. wt. 1,25), a do wykrywania jaj Anaplocephala
sp. — roztwor cukru i formaldehydu (roztwor Sheather’s
sugar — o c.wl. 1,20). Wymienione roztwory sa odpo-
wiednie do flotacji wigkszosci jaj pasozytow, wylacza-
jac jaja przywr charakteryzujace si¢ duzym cigzarem
wiasciwym w stosunku, do ktérych najczesciej stosuje
sie metody sedymentacyjne. Jednakze cz¢$¢ autorow [3,
11] zaleca uzycie do flotacji do wykrywanie jaj przywr
nasycony roztwor ZnSO,. Jaja przywr s3 jednak wraz-
liwe na wysokie ci$nienie osmotyczne (roztwory nasy-
cone powodujg ich uszkodzenia). Cringoli iwsp. [3]
zwrocit uwage, ze podczas wykorzystania do diagnostyki
jaj Fasciola hepatica - ZnSO, wykrywane s3 tylko otoczki
jaj, co jednak wg autora nie stanowi problemu w dia-
gnostyce. Wydaje sie jednak, Ze ze wzgledu na znaczne
zmiany w morfologii jaj przywr pod wpltywem wysokiego
ci$nienia osmotycznego plynow flotacyjnych taka dia-
gnostyka jest malo efektywna (trudnosci identyfikacyjne
i mozliwos¢ pomytki znieksztalconych jaj z artefaktami).
W wielu badaniach Raynaund [18]i Cringoli
i wsp. [3] stosujac nasycony roztwér K Hgl, uzyskali naj-
lepsze wyniki wykrywalnosci dla wiekszosci form roz-
wojowych pasozytdw, jednakze ze wzgledu na wysoka
toksyczno$¢ tego odczynnika jego zastosowanie jest
bardzo ograniczone. Rowniez NaNO, jest ptynem flota-
cyjnym o wlasciwosciach toksycznych. Nalezy zwrdcié
uwage, ze w roznych laboratoriach moga by¢ stoso-
wane w poszczegdlnych metodach koproskopowych
rozne plyny flotacyjne. Moze to wptywaé na skutecz-
nos¢ wykrywania form pasozytniczych. Taka zamiana
wymaga, wigc kazdorazowo szerokiej rewalidacji metody.
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Techniki sedymentacyjne wykorzystuja zjawisko
opadania form pasozytniczych obecnych w probee katu
w plynie o mniejszym cig¢zarze wlasciwym od ciezaru
form rozwojowych pasozytow. Najczesciej przygotowy-
wane sg wodne zawiesiny katu, a w otrzymanym osadzie
poszukiwane sa formy rozwojowe pasozytéw o duzym
ciezarze wlasciwym. Istotne jest dobranie odpowied-
niego czasu trwania sedymentacji. Zbyt krotki czas
spowoduje, ze wraz z woda i czastkami pokarmowymi
usuniete beda duze ilosci poszukiwanych form paso-
zytniczych. Natomiast zbyt dlugi czas sedymentacji
spowoduje, ze formy rozwojowe pasozytow opadnag na
dno naczynia z bardzo licznymi czgstkami pokarmo-
wymi. Jest to jednak typowe, ze w raz z formami paso-
zytniczymi w osadzie znajduje si¢ wiele czastek, ktore
utrudniajg badanie mikroskopowe. Dlatego w wielu
metodach diagnostycznych sedymentacja funkcjonuje
jako wstepny etap izolacji, po ktérym stosowana jest flo-
tacja. Istniejg metody, dla ktorych najbardziej efektyw-
nymi formami izolacji sg techniki sedymentacyjne np.
metoda SCT. W metodzie SCT, w ktdrej sedymentacji
podlega tres¢ jelit w poszukiwaniu tasiemcow z rodzaju
Echinococcus sedymentacja jest jak do tej pory najbar-
dziej optymalng forma izolacji.

W wigkszosci nowych modyfikacji metod koprosko-
powych wystepuje etap wirowania probki. Wirowanie
badanego materialu zapewnia znaczne zwigkszenie sku-
tecznoséci metody poprzez zwigkszenie sit dzialajacych
na formy pasozytnicze w trakcie izolacji. Probe oceny
przydatnosci wirowania w metodzie McMastera pod-
jeli Vadlejch iwsp. [24]. Przeprowadzili oni badania
poréwnawcze trzech modyfikacji metody McMastera na
kale wzbogaconym znang liczbg jaj nicieni Teladorsa-
gia circumcinata. Modyfikacje posiadajace etap wiro-
wania uzyskaly lepsze wyniki wykrywalnosci jaj nicieni
w wyniku bardziej efektywnego procesu izolacji.

5. Sposdb obliczania liczby form pasozytniczych
pod mikroskopem $wietlnym

Istotg parazytologicznego badania ilosciowego jest
obliczenie form rozwojowych pasozytow w okreslonej
objetosci probki. Do precyzyjnego mierzenia tej obje-
tosci, a jednocze$nie do ulatwienia obserwacji stuza
specjalne komory, cho¢ mozliwe jest wykonania takich
badan takze np. na szkietku mikroskopowym. Prze-
prowadzenie badania na szkietku podstawowym jak
w metodzie Stoll'a, Caldwell’a oraz Wisconsin jest jednak
mato doktadne ze wzgledu, na trudnosci w precyzyjnym
odmierzeniu badanego ptynu (np. mozliwos¢ uzyskania
réznej objetosci stupa cieczy pod szkietkiem) oraz brak
linii utatwiajacych obserwacje (co moze by¢ przyczyna
pominiecia niektérych form pasozytniczych podczas
badania lub podwdjnego zliczenia innych).
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Bardziej precyzyjne badanie zapewnia uzycie do diag-
nostyki komor obliczeniowych. Do wykonania naj-
popularniejszej parazytologicznej metody ilosciowej
stosowana jest komora McMastera. Obecnie na rynku
znajduja sie komory o roznej budowie. Standardowa
komora McMastera ma catkowitg objetos¢ 1 ml. Zbu-
dowana jest z dwdch poléwek o réwnej objetosci 0,5 ml.
Na kazdej potowie znajduje si¢ siatka o wymiarach
10x10 mm, a objeto$¢ zawierajacego si¢ pod siatka
plynu wynosi 0,15ml. Pereckiene i wsp. [14]
przedstawili wyniki badania wykrywalnosci jaj Asacris
suum w dwoch komorach McMastera: klasycznej (1 ml
objetosci) i zmodyfikowanej (1,5 ml objetosci). Zgodnie
z tymi wynikami wigkszg skutecznos¢ uzyskano stosujac
zmodyfikowang komore McMastera, co jest zrozumiate
ze wzgledu na wigksza objetos¢ badanej probki. Istotng
wadg komory McMastera w stosunku do badania na
szkietku podstawowym jest w wielu przypadkach brak
mozliwos¢ prowadzenia obserwacji przy uzyciu obiek-
tywu o wigkszym powigkszeniu niz x20. Spowodo-
wane jest to zbyt malg odlegloscia robocza obiektywow
o wiekszym powigkszeniu (niz x20). Utrudnia to iden-
tyfikacje form rozwojowych pasozytow.

Z kolei Metoda FECPAK opiera si¢ o wykorzysta-
nie zjawiska flotacji w komorze obliczeniowej FECPAK
(Techion Group Ltd). Komora ta rézni si¢ od standar-
dowej komory McMastera wigksza objetoscig. Jest ona
przeznaczona szczegOlnie do badania kalu przezuwaczy.
Objetos¢ pod dwiema siatkami komory FECPAK wynosi
1 ml (dla poréwnania objeto$¢ cieczy pod dwoma siat-
kami komory McMastera — 0,3 ml). Presland i wsp.
[16] wykonal poréwnanie metody FECPAK z metoda
McMastera. Do probek kalu konskiego nie zawieraja-
cego jaj pasozytow wprowadzone zostaly jaja wegorkow
w liczbie: 50, 100, 200 jaja na 1 g kalu w celu poréwna-
nia czutosci metod. Obie poréwnywane metody zostaly
powtdrzone 5 razy na kazdym poziomie domieszkowa-
nia jaj. Metoda FECPAK uzyskano wynik pozytywny dla
kazdej domieszkowanej probki. Natomiast dla metody
McMastera uzyskano 6 wynikéw ujemnych (3 wyniki
ujemne na poziomie 50 jaj na 1 g kalu, 3 wyniki ujemne
na poziomie 100 jaj).

Metoda FLOTAC opiera si¢ na wykorzystaniu w bada-
niu specjalnego aparatu. Aparat FLOTAC zbudowany jest
z dwdch komor o objetosci 5 ml. Wystepuje on w dwoch
wariantach: FLOTAC-100 i FLOTAC-400. Szczegélnie
ciekawg komorg jest FLOTAC-400, ktéry umozliwia
obserwacje proby w mikroskopie §wietlnym przy uzyciu
obiektywu o powickszeniu x40. Wynika to z niewielkiej
grubosci gornej $ciany aparatu FLOTAC-400. Poréwna-
nie metody FLOTAC z metodg McMastera i z metoda
flotacji w probéwce m.in. dla jaj Ancylostoma caninum
(2], Dicrocoelium dendriticum i Moniezia expansa [19]
wykazalo, ze metoda FLOTAC charakteryzuje si¢ lepsza
wykrywalnoscig (co wynika za pewne ze zwigkszonej
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masy badanej probki). Poréwnanie te wykonano jednak
na materiale pochodzacym z naturalnego zarazenia, co
uniemozliwia dokladna ocen¢ obu metod. Analizujac
komory obliczeniowe stosowane w metodach kopro-
skopowych obserwuje si¢ obecnie trend do zwigksza-
nia skutecznosci metody poprzez wzrost objetosci tych
komor. Nalezy zauwazy¢ jednak, ze wzrost masy badanej
probki, przyczyniajacy sie do zwigkszenia skutecznosci
metody jednoczesnie zwieksza pracochtonnos¢ badania.

Jak wspomniano, zbyt duza grubo$¢ materiatow
z ktérych wykonana jest wigkszo$¢ komor obliczenio-
wych, utrudnia identyfikacje pierwotniakéw. Dlatego
zastosowanie w koroskopowych badaniach ilosciowych
ma réowniez komora Fuchs-Rosenthal’a stosowana takze
w badaniach hematologicznych. Na przyklad Varga
i wsp. [25] zalecaja zastosowanie tej komory do ilo$cio-
wej diagnostyki kryptosporydiozy. Komora ta pozwala
na wykonanie badania pod wigkszym powigkszeniem
niz jest to mozliwe w przypadku komory McMastera.
Jednak jednocze$nie w komorze Fuchs-Rosenthala
badana jest znacznie mniejsza objetos¢ ptynu niz w me-
todzie McMastera, co zmniejsza czuto$¢ metody. Dla-
tego ogranicznikiem zastosowania tej metody jest inten-
sywnos¢ inwazji. W przypadku niskiej intensywnosci
badanie to moze da¢ wynik falszywie ujemny.

Szczegodlnie ciekawe rozwigzanie dotyczace oblicza-
nia ilosci jaj pasozytow w kale przedstawil Mes iwsp.
[12] w metodzie SSF (salt-sugar flotation). W metodzie
tej badanie wykonywane jest na plytce mikrotitracyj-
nej, ktorej baseniki wypelniane sg zawiesing izolowana
z kalu jaj pasozytow. Za pomocg kamery zintegrowanej
z mikroskopem wykonywane sa zdjecia zawiesiny jaj,
a z wykonanych zdje¢ obliczana jest liczba jaj nicieni.
Zaleta tej metody jest mozliwos¢ obliczania jaj pasozy-
tow w dowolnym momencie po wykonaniu zdje¢. Nato-
miast w przypadku zdje¢ o slabej jakosci identyfikacja
form pasozytniczych moze by¢ niewykonalna. Ponadto
w przypadku analizy jaj pasozytoéw ze zdje¢ brak jest
mozliwosci zastosowania kontrastu, ktéry mozna wyko-
rzystywaé podczas badania mikroskopowego. Nalezy
podkresli¢, ze jest to metoda pracochlonna, wymaga-
jaca wielokrotnego wirowania i zastosowania réznych
plynoéw flotacyjnych. Zatem wykorzystanie metody SSF
w standardowej diagnostyce jest ograniczone.

6. Wlasciwosci badanego materialu

Na skuteczno$¢ metody w istotny sposdb wplywaja
réwniez wlasciwoéci samego materialu podlegajacego
badaniu. W sklad préobki wchodza: kat i formy rozwo-
jowe pasozytow.

Formy rozwojowe réznych rodzajow pasozytow
zachowuja sie odmiennie podczas wykonywania samej
metody. Na przyklad jaja o duzym ci¢zarze wlasciwym
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jak Trichuris sp., Taenia sp. s3 wykrywane w mniejszych
ilo$ciach niz lzejsze jaja pasozytow np. Ascaris suum
czy Oesophagostomum sp. Natomiast jaja Toxocara sp.
maja specyficzng budowe otoczki, ktéra odpowiada
za silne wlasciwos$ci adhezyjne [13]. Dlatego w trakcie
wykonywania metody diagnostycznej jaja Toxocara sp.
przytwierdzaja si¢ czesto do sprzetu i narzedzi, co powo-
duje obnizenie wykrywalno$ci. W badaniach przepro-
wadzonych przez Kochanowskiego i wsp. [9] uzyskano
znaczne roznice w wykrywalno$ci metoda McMastera
jaj pasozytow z rodzaju Toxocara, Trichuris i Ascaris.
Najlepsze wyniki wykrywalnosci dla metody uzyskano
w przypadku jaj Ascaris suum, nieco gorsze Trichuris sp.,
a znaczgco najstabsze Toxocara sp.

Wplyw na skutecznos¢ metod koproskopowych
moga mie¢ takze wlasciwosci katu poddawanego bada-
niu. Na przyklad badanie biegunkowego kalu prosiat
ssacych metodami koproskopowymi utrudnia znaczaco
ttuszcz wyplywajacy na powierzchnie ptynu flotacyj-
nego. Usuniecie frakcji ttuszczowej we wstepnej fazie
badania za pomoca preparatu Percoll [8] umozliwito
uzyskanie kilkunastokrotnie nizszej (lepszej) granicy
wykrywalnosci niz standardowa metodg McMastera.
Ponadto, jak juz wspomniano kat o zbitej strukturze jest
trudno dokladnie rozdrobni¢, a w przypadku materiatu
o duzej ilosci czastek pokarmowych wykonanie bada-
nia takiej probki jest wymagajace zastosowania réznych
technik przygotowania prébki i izolacji form pasozyt-
niczych. Tego typu zalezno$ci nalezy kazdorazowo

uwzgledni¢ analizujac wyniki badan koproskopowych.

7. Sposoby oceny parametréw charakteryzujacych
metody parazytologiczne

W literaturze standardy dotyczace oceny skutecz-
nosci parazytologicznej metody diagnostycznej sa niejed-
noznaczne. Stad autorzy w bardzo zréznicowany sposob
podchodzg do takich zagadnien jak: granica wykrywal-
nosci, czuto$¢, liniowos¢, powtarzalno$c i odtwarzalno$é
metody. Wiele prac opiera si¢ jedynie na poréwnaniu
metod bez charakterystyki parametréw przedstawiaja-
cych rzeczywistg jej skuteczno$c [10, 23]. Przewazajaca
wiekszos¢ koproskopowych metod ilo$ciowych (m.in.
metoda McMastera, metoda Stoll’a, Caldwell’'a, Wiscon-
sin, FLOTAC, FECPAK) opiera swoje obliczenia ilo$ci
form rozwojowych pasozytow w kale o wartos¢ obli-
czong jako iloczyn liczby jaj wykrytych podczas badania
i odpowiedniego wspotczynnika. Wspodtczynniki do
oszacowania liczby form pasozytniczych w kale sg trakto-
wane najczesciej jako wartosci uniwersalne niezalez-
nie od rodzaju pasozyta i wynikaja ze stosunku roz-
cienczenia badanej probki i objetosci badanego plynu.
Wynika to z teoretycznego zalozenia, ze wszystkie formy
rozwojowe pasozytow w badanej masie probki zostang
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wykryte. W praktyce jest to niezmiernie trudne do osiag-
niecia. Zastosowanie takiego przeliczenia do oszaco-
wania liczby form pasozytniczych w jednostce masy
kalu nie odzwierciedla realnej zawartosci i nie zapew-
nia wiarygodnego wyniku badania ilo$ciowego. Nalezy
podkresli¢, ze badania nad skuteczno$cig wielu metod
[3, 15] przeprowadzone zostaty na kale zwierzat z natu-
ralnego badz eksperymentalnego zarazenia o nieznanej
zawartosci form pasozytniczych. Badania wykonane na
takim materiale nie umozliwiaja realnej oceny zawar-
tosci jaj pasozytow w kale, a przez to skutecznosci
metody. Na przyklad granica wykrywalnosci metody
FLOTAC wg autora oszacowana zostata na 1 forme paso-
zytnicza (jajo, oocyste, cyste, larwe) w 1 g katu [3]. Zo-
stala ona obliczona ze stosunku objetosci ptynu w obu
komorach aparatu FLOTAC (10 ml) i masy probki katu
(1 g). Badania wlasne wskazuja jednak, ze wykrywalnos¢
metody jest wielokrotnie nizsza (dane niepublikowane).

Rzetelna ocena skutecznosci metody mozliwa jest
w przypadku badan przeprowadzonych na materiale
o znanej zawarto$ci form pasozytniczych. Material
taki uzyskiwany jest najczesciej poprzez wzbogaca-
nie matrycy konkretng liczbg jaj, cyst, oocyst, postaci
dojrzatych, czy innych form pasozytéw. Bazujac na
takim zalozeniu okre$lona zostala skuteczno$¢ metody
McMastera w modyfikacji Raynaud do wykrywania
jaj pasozytow z rodzaju Toxocara i Trichuris w kale zwie-
rzat migsozernych [9]. Metoda McMastera przebadano
probki katu psiego domieszkowanego jajami z rodzaju
Toxocara i Trichuris, a takze jajami Ascaris suum (ktore
stanowity kontrole wplywu wlasciwosci jaj pasozytow na
wynik). Na podstawie przeksztalconego réwnania linii
trendu ilustrujacej zalezno$¢ liczby jaj wykrytych pod-
czas badania od ilosci jaj dodanych do probki wyzna-
czono wspotczynniki do oszacowania realnej liczby jaj
pasozytow w 1 g katu, w komorze McMastera. Dla jaj
Toxocara sp. i Trichuris sp. wspdtczynniki byly wyzsze
od zalozen okreslonych przez tworce tej metody, a dla
A.suum byly z nimi poréwnywalne. Dla wszystkich
trzech rodzajow jaj (Toxocara sp., Trichuris sp., A. suum)
wspolczynnik proponowany przez Raynaud do obli-
czenia liczby jaj w wariancie z zastosowaniem flotacji
w probowce byl wielokrotnie zanizony.

Nieadekwatno$¢ wspotczynnikow do ilosciowej oceny
form pasozytniczych w przypadku katu biegunkowego
prosigt wykazano w badaniach Karamona i wsp.
[8]. W badaniach tych wykrywano pojedyncze oocy-
sty Isospora suis dopiero przy wzbogaceniu probek na
poziomie 3200 oocyst w 1 g kalu. Nawet po zastosowa-
niu zalecanego przez Raynaud dodatkowego wspotczyn-
nika korekcyjnego dla kalu biegunkowego oszacowana
zawarto$¢ oocyst bytaby ponad trzydziestokrotnie zani-
zona w stosunku do rzeczywiste;j.

Innym przykiadem jest ilo§ciowa metoda sedymen-
tacyjna (sedimentation and counting technique, SCT)
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stosowana od wielu lat do wykrywania inwazji Echi-
nococcus u zwierzat migsozernych [6, 17], ktorej fak-
tyczne ograniczenia dotyczace wykrywalnosci okreslono
dopiero w 2010 r. Badania przeprowadzone na prébach
wzbogaconymi tasiemcami Echinococcus multilocularis
wykazaly, ze granica wykrywalnosci tej metody wynosi
10 tasiemcow Echinococcus multilocularis na jelito [7].
Uprzednio skutecznos¢ metody SCT okreslano domysl-
nie jako ,,zblizong do 100%” [5]. Nalezy zaznaczy¢, ze
metoda ta od wielu lat funkcjonuje jako ,,ztoty standard”
w wykrywaniu inwazji jelitowej tasiemcdw Echinococ-
cus, a w stosunku do niej okreslane sa skutecznosci
innych alternatywnych metod.

8. Podsumowanie

Mimo coraz szerszego wprowadzania do medycznej
i weterynaryjnej diagnostyki laboratoryjnej najnowo-
cze$niejszych metod molekularnych, ilosciowe techniki
koproskopowe pozostaja wcigz podstawowymi meto-
dami diagnostycznymi umozliwiajacymi oszacowanie
intensywnos$ci inwazji pasozytniczej. Nalezy jednak
mie¢ na uwadze, ze na wiarygodnos$¢ wynikéw uzyska-
nych tymi metodami moze wptywac wiele czynnikéw
wynikajacych zaréwno ze ztozonosci samych metod jak
i zmiennych cech badanego materialu.

Tlosciowe techniki koproskopowe w wiekszosci sg
metodami sprawdzonymi, stosowanymi rutynowo od
wielu lat. Pojawiajg si¢ tez nowe techniki, bedace mody-
tikacjami starych schematéw. Modyfikacje te prowadza
do zwiekszenia efektywnosci i precyzji metod m.in.
poprzez zwigkszenie masy badanej probki, doktadne,
zautomatyzowane przygotowanie preparatu oraz uzycie
nowoczesnych komor obliczeniowych.

Parazytologiczne, koproskopowe metody ilosciowe
obarczone s3 jednak pewnym wspolnym mankamentem.
Ich gtéwnym celem jest oszacowanie ilosci form paso-
zytniczych w jednostce masy probki. W tym celu sto-
sowane s3 odpowiednie wspotczynniki, ktore powinny
wynika¢ z przeprowadzonych badan na materiale
zawierajacym znang liczbe form rozwojowych pasozy-
tow. Wspolczynniki te ze wzgledu na szereg czynnikow
wplywajacych na skutecznos¢ metody nie powinny by¢
wartosciami uniwersalnymi. Tymczasem dla wigkszosci
metod wspolczynniki te obliczane sg z uwzglednieniem
jedynie wielkosci badanej probki i objetosci komory
obliczeniowej, podczas gdy skutecznos$¢ metody jest
zazwyczaj parametrem catkowicie pomijanym. Stad tez
istotne jest, ze w diagnostycznych metodach parazyto-
logicznych analiza skuteczno$ci metody nie moze by¢
przeprowadzana w pelni na wzér metod mikrobiolo-
gicznych, serologicznych czy chemicznych, poniewaz
parametry tych metod znaczaco odbiegaja od siebie
warto$ciami i znaczeniem. Dlatego konieczne wydaje
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sie opracowanie specyficznych dla parazytologii sposo-
béw walidacji metod ilosciowych w celu precyzyjniejszej
oceny rzeczywistej ich skuteczno$ci. Wiaze si¢ to takze
z konieczno$cia weryfikacji dotychczas wykorzystywa-
nych sposobéw kalkulacji wynikdow.
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Recenzowany podrecznik jest kolejnym, uzupelnionym wyda-
niem znanego juz podrecznika, wydawanego przez PWN w zakre-
sie immunologii. Obecne wydanie, podobnie jak mialo to miejsce
w przypadku poprzednich, jest podrecznikiem akademickim prze-
znaczonym dla studentéw wydzialéw biologicznych i biotechnolo-
gicznych Uniwersytetéw, studentéw wydzialéw weterynaryjnych
i ootechnicznych Uniwersytetéw Przyrodniczych i Akademii Rol-
niczych oraz studentow Uniwersytetéw Medycznych. Prezento-
wany podrecznik jest najnowszym, uzupelnionym przez aktualne
osiggniecia naukowe zrédlem podstaw immunologii. Tym razem
podrecznik ma 22 autoréw specjalizujacych si¢ w réznych dzie-
dzinach wspoélczesnej immunologii i mikrobiologii. Autorzy sa
przedstawicielami takich instytucji jak Akademia Medyczna czy
Narodowy Instytut Zdrowia. Immunologia jest obecnie najbardziej
dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing biologii wspdlczesnej, stad
bardzo celowe jest ciagle i czeste uzupelniane zawartej w pod-
recznikach wiedzy. Dlatego tez intencja autoréw, tj. uzupelnienie

dotychczasowej wiedzy poprzez zebranie najnowszych informacji
z zakresu immunologii, byla jak najbardziej wskazana. Ale, jak
pisza redaktorzy, tresci zawartych w podreczniku jako wytycznych
aktualnych, szczegdlnie w zakresie nowych metod terapii czy dia-
gnostyki, albowiem bardzo szybki postep rozwoju nauk immunolo-
gicznych moze powodowad, iz niektdre informacje zawarte w pod-
reczniku sg juz nieaktualne po skoniczonym procesie wydawniczym.

Tresci zawarte w podreczniku zostaly podzielone tym razem
na 26 rozdzialow.

Czeg$¢ rozdzialéw ulegta polaczeniu z innymi, cze$¢ z nich jest
rozwinieta o nowe informacje, cze$¢ catkiem nowa. Kazdy z rozdzia-
téw, podobnie ja w wydaniu poprzednim, elementy ukladu immu-
nologicznego, aby zakonczy¢ dzielo immunohematologia, immu-
nologia transplantacyjng czy immunologia nowotworéw. Bardzo
dobrym pomystem jest stworzenie na koncu rozdzialu dotyczacego
zastosowania immunologii w nowoczesnej diagnostyce i badaniach
naukowych. Duzy pozytek z informacji zawartych w tym rozdziale
beda mieli studenci czy doktoranci zwigzani z biotechnologia czy
biologia medyczna.

Wydanie 6 podrecznika akademickiego Immunologia z caly
pewnoscia zapewni poznanie podstawowych poje¢ i zdobycie
obszernej wiedzy z dziedziny immunologii. Podrecznik wyrdznia
sie takze $wietng szatg graficzng Uklad oraz dobdr rycin i zdjeé
zapewnia latwiejsze zrozumienie opisywanych problemow i zastu-
guje na wyroznienie. Pomyslowe, i mozna juz powiedzie¢ trady-
cyjne w kolejnych wydaniach schematy, odpowiednio dobrane do
prezentowanych tresci naukowych, sprawiajg, ze podrecznik moze
tez by¢ zrédtem informacji z zakresu immunologii dla szerokiej
rzeszy Czytelnikow.

Prof. dr hab. Jacek Bielecki
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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

1. Sposob przygotowania manuskryptu
1.1. Tekst

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

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

1.2. Ilustracje

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

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

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

1.2.1. Elektroniczne wersje ilustracji

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

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

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

1.3. PiSmiennictwo

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



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

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

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

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

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

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

Liczba cytowan w pismiennictwie nie moze przekracza¢ 100 pozycji.

1.4. Pi$miennictwo danych cytowanych z sieci internetowej

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

2. Prawo autorskie

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

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

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

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

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

(a) Reprodukcja utworéw wytworzonych przez innych Auto-
réw w pracy wlasnej, przestane do opublikowania w PM. tj. cudzych
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rysunkéw lub tabel - pochodzacych z oryginalnej, pierwotnej pracy
innego Autora/tworcy - badz cytowanie fragmentéw cudzego
tekstu, wymaga od Autoréw PM. wczeéniejszego uzyskania przez
nich pisemnej zgody od Autoréw pierwotnej pracy lub Wydawnic-
twa (z ktdrej materialy te pochodza) na ich reprodukcje. Zgode te
w formie oryginalnego zaswiadczenia nalezy przysta¢ wraz z mate-
riatami reprodukowanymi do Redakcji PM.

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

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

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

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

3. Zalecenia szczegélowe*
3.1. Nazewnictwo drobnoustrojow

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

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

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

3.2. Nomenklatura genetyczna

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

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

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

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

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

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

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

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

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

8(gal+).
3.3. Skroty nazw chemicznych

Nie wymagaja dodatkowych wyjasnien skréty nazw, takich jak:

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

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

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

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

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

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

3.4. Pisownia danych numerycznych

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

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

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

4. Procedura recenzowania i przyjecia prac

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

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

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



e Recenzenci nie otrzymujg zaplaty od PTM za wykonang
prace.

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

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

5. Uwagi dodatkowe

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

Dr Bohdan Jerzy Staroéciak

Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej

Warszawski Uniwersytet Medyczny

ul. Oczki 3, 02-007 Warszawa

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

e-mail: zmf@wum.edu.pl

W przypadku prac kierowanych do dziatu ,,Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przegladowe przygotowane zgodnie
z wyzej wymienionymi zasadami nalezy przesta¢ na adres Redak-
tora Dziatu.
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INFORMACJE DOTYCZACE PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

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

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

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

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

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

Zalecenia dla Autoréw:

1. Przesylanie publikacji:

e Manuskrypt (w dwu egzemplarzach w formie papierowej oraz
jednym egzemplarzu na no$niku elektronicznym wraz z rysun-
kami, tabelami itp.) prosz¢ przesyta¢ bezposrednio do Redak-
tora PUBLIKACJI METODYCZNYCH I STANDARDOW.

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

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

i ilustracjami 20 stron maszynopisu.

5.

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

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

. Prawa autorskie — do kazdej przygotowanej do druku publika-

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

. Zalecenia i uwagi dodatkowe:

W celu uniknigcia kryptoreklamy, prosze o zwrdcenie szcze-

gblnej uwagi na sposéb przedstawienia czytelnikom produktow

komercyjnych lub metod opracowanych przez producentéw.

Autorzy sa réwniez zobowigzani do ujawnienia (jezeli takie ist-

nieja) wszelkich powiazan (honoraria, granty, ptatne ekspertyzy

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

Oswiadczenia o oryginalnosci pracy, O$wiadczenia dotyczacego

praw autorskich oraz Oswiadczenia dotyczacego ,,konfliktu inte-

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

bami lub instytucjami, ktére moga wpltywa¢ na jego dziatania i

decyzje. Wzor deklaracji mozna pobra¢ ze strony internetowej

PM.

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

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

Stali recenzenci dzialu PUBLIKACJE METODYCZNE I STAN-
DARDY:

Jerzy Dlugonski (Uniwersytet Lodzki)
Waleria Hryniewicz

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

(Akademia Medyczna we Wroctawiu)
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[Wzor]

Oswiadczenie o oryginalnosci pracy

Data ztozenia pracy w Redakcji Postgpdw Mikrobiologii

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

Oséwiadczam réwniez, Ze praca ta ani w caloéci, ani we fragmentach nie zostala opublikowana wczesniej w zadnym innym czasopi$mie
lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, iz w/w pracy nie wystano réwnolegle do opublikowania w innym czasopi$mie
naukowym lub wydawnictwie.

Warszawa, dnia ...
- podpis Autora korespondencyjnego —
[Wzor]
Oswiadczenie dotyczace praw Autorskich
L
(nazwisko/a i imi¢/ona autora/éw — prosze podkresli¢ autora korespondencyjnego)

AIes QULOTOW: ... ..ttt ettt et ettt et et e e e e
Tyt PraCY: . oo e

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

(a) Oswiadczam, iz w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, sa dzielem mojej/naszej oryginalnej
tworczosci (tzn. zostaly wymyslone i zaprojektowane przez autoréw przedkladanego Redakeji manuskryptu), nie s obciazone jakimi-
kolwiek prawami oso6b trzecich, ani nie naruszajg jakichkolwiek przepiséw prawa i intereséw dobr osob trzecich. W pracy nie ma
cytatow z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy czym wszystkie
zamieszczone cytaty zostaly nalezycie oznaczone wraz z wymienieniem tworcy i zrodla cytatu.

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

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

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

Oswiadczenie dotyczace ,konfliktu interesow™

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

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

(miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

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

Od Redakgji

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

INFORMACJA DLA AUTOROW
o oplatach za prace publikowane w Postepach Mikrobiologii

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Oferta Reklamy

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

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

Cena ogloszenia czarno-bialego wewnatrz numeru wynosi:

1/2 strony 250,- zk

calastrona  500,- zl

Proponujemy réwniez ogloszenia kolorowe - cena do uzgodnienia.

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

Redakcja nie ponosi odpowiedzialnosci za tres¢ reklam i ogloszen

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

Redakcja i Administrator Strony Internetowej
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