Kwartalnik
Tom 52

Zeszyt 2°2013

KWIECIEN — CZERWIEC

CODEN:
PMKMAV 52 (2)
2013

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW

Advances in Microbiology

Index Copernicus ICV = 9,52 (2012)
Impact Factor ISI = 0,151 (2012)
Punktacja MNiSW = 15,00 (2012)

http://www.pm.microbiology.pl

Szanowni Panstwo! Autorzy i Czytelnicy Postepéw Mikrobiologii:
Informujemy Panstwa, ze ulegt zmianie numer konta bankowego
Zarzgdu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.

Aktualny numer konta:
BGZ SA 57 2030 0045 1110 0000 0261 2550



RADA REDAKCYJNA

JACEK BIELECKI (Uniwersytet Warszawski), RYSZARD CHROST (Uniwersytet Warszawski),

JERZY DLUGONSKI (Uniwersytet L6dzki), DANUTA DZIERZANOWSKA (Centrum Zdrowia Dziecka),
EUGENIA GOSPODAREK (Collegium Medicum UMK w Bydgoszczy), JERZY HREBENDA (Uniwersytet Warszawski),
WALERIA HRYNIEWICZ (Narodowy Instytut Lekow), MAREK JAKOBISIAK (Warszawski Uniwersytet Medyczny),
ANDRZE] PASZEWSKI (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN), ANDRZE] PIEKAROWICZ (Uniwersytet Warszawski),
ANTONI ROZALSKI (Uniwersytet Lodzki), ALEKSANDRA SKEODOWSKA (Uniwersytet Warszawski),
BOHDAN STAROSCIAK (Warszawski Uniwersytet Medyczny), BOGUSEAW SZEWCZYK (Uniwersytet Gdanski),
ELZBIETA TRAFNY (Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii),

STANISEAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA (Panstwowy Zaklad Higieny),

GRZEGORZ WEGRZYN (Uniwersytet Gdanski), PIOTR ZIELENKIEWICZ (Uniwersytet Warszawski)

REDAKCJA

JACEK BIELECKI (redaktor naczelny), JERZY HREBENDA (zastepca),
BOHDAN STAROSCIAK (sekretarz), MARTA BRZOSTKOWSKA (korekta tekstow angielskich)

ADRESY REDAKCJI
Redaktorzy:

Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski
ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, tel. (22) 554 13 04, fax (22) 554 14 04
e-mail: jbielecki@biol.uw.edu.pl; j.hrebenda@biol.uw.edu.pl

Sekretarz

Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny
ul. Oczki 3 (parter), 02-007 Warszawa, tel. (22) 628 08 22, (22) 621 13 51
e-mail: zmf@wum.edu.pl

PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY
Redaktor odpowiedzialny: STEFANIA GIEDRYS-KALEMBA (Pomorska Akademia Medyczna w Szczecinie)

Adres Redaktora dziatu Publikacje Metodyczne i Standardy

Katedra i Zaklad Mikrobiologii i Immunologii Pomorskiej Akademii Medycznej, Al. Powstaricow Wlkp. 72, 70-111 Szczecin,
tel./fax: (91) 46 616 51, 52, lub fax: (91) 46 616 59, e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@sci.pam.szczecin.pl

Stali recenzenci:

JERZY DLUGONSKI (Uniwersytet L6dzki), WALERIA HRYNIEWICZ (Narodowy Instytut Lekéw),
JOZEF KUR (Politechnika Gdaniska), EUGENIUSZ MALAFIE] (Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki),
ANNA PRZONDO-MORDARSKA (Akademia Medyczna we Wroctawiu)

CZASOPISMO WYDAWANE Z FINANSOWA POMOCA
MINISTERSTWA NAUKI I SZKOLNICTWA WYZSZEGO

ISBN 978 - 83-923731-3-1

Informacja o zdjeciu na okladce:

Fonsecaea monophora — szczeg6ty morfologii (widoczny konidiofor i uktad konidiéw). SEM, pow. 4 000 x.
Autor zdjecia: dr n. med. Tomasz Jagielski; Zaktad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii
Wydzial Biologii Uniwersytetu Warszawskiego
ul. I. Miecznikowa 1; 02-096 Warszawa; e-mail: t.jagielski@biol.uw.edu.pl.

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW
Naktad 1150, Objeto$¢ 14 arkuszy wyd., Papier offset 80 g

Skiad i druk: Zaktad Wydawniczy Letter Quality, tel. 607 217 879
e-mail: roma.walendzewicz@gmail.com; projekt okladki: Jerzy Grzegorkiewicz




POST. MIKROBIOL,,
2013,52,2,133-134
http://www.pm.microbiology.pl

WSPOMNIENIE

Profesor Hilary Koprowski
(1916-2013)

Fortes fortuna ddiuvat (Terentius)

Ciesze sig, ze Panski znakomity dorobek i cala droga
Zyciowa stajq si¢ w Polsce coraz szerzej znane, tym bardziej,
Ze Pana zastugi daleko wykraczajg poza rozstawienie swego
kraju i narodu na obczyZnie. Mozna bowiem powiedziel, ze
obecne Srednie pokolenie Polakow w niemalym stopniu wlasnie
Panu zawdzigcza swoje zdrowie, a Rzeczpospolita — sukcesy...”

Prezydent RP Lech Kaczynski (2006)

Profesor Hilary Koprowski, wybitny lekarz i nauko-
wiec, absolwent gimnazjum im. Mikolaja Reja w War-
szawie oraz Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Jozefa
Pilsudskiego w 1939 r., honorowy Obywatel m.st. War-
szawy i Celestynowa k. Otwocka, kawaler Orderu Usmie-
chu przyznanego przez dzieci, zmart w Filadelfii (PA,
USA) w czwartek 11 kwietnia 2013 r.

Profesor Hilary Koprowski urodzil sie w Warszawie
w dniu 5 grudnia 1916r. w domu przy nieistniejacej
ul. Wielkiej 74a, w miejscu, na ktérym po II wojnie
$wiatowej wybudowano - na ruinach miasta zniszczo-
nego przez Niemcoéw — plac Defilad oraz Patac Kultury
i Nauki. Po wyjezdzie z Polski w 1939 . przedostal si¢
poprzez Wlochy do Brazylii, a nastepnie do USA gdzie
by, miedzy innymi, dyrektorem oraz kreatorem potegi
naukowej Instytutu Wistara w Filadelfii oraz Biotechno-
logy Foundation Laboratories w Thomas Jefferson Uni-
versity w tymze miescie. Wyksztalcit licznych naukow-
cow z roznych krajow $wiata, w tym wielu z Polski.

W latach 50. i 60. XX w. stworzyl doustng szcze-
pionke atenuowang przeciwko polio (chorobie Heinego-

-Medina) i ofiarowal polskim dzieciom 9 milionéw
dawek szczepionki, ktéra przyczynita si¢ do likwidacji
tej choroby w naszym kraju. W tym kontekscie warto
zacytowac dwa fragmenty wykladu profesora Hilarego

Koprowskiego wygloszonego podczas ceremonii wre-

czenia Mu tytutu doktora honoris causa SGGW w dniu

28 listopada 1998r.: (i) W obliczu szalejgcej epidemii

polio, dyrektor Panstwowego Zaktadu Higieny w Polsce

swietej pamieci dr Feliks Przesmycki zwrdcit sie z prosbg

o udostgpnienie mojej szczepionki w celu powstrzymania

zachorowan. Szybko obliczono, Ze Polska potrzebowata

szczepionki dla 9 milionow dzieci. Firma Wyeth podjeta
sig jej produkcji, a Moore McCormick Steamship Line
wlasnym transportem dostarczyt szczepionke do Polski.

Bylto to na przetomie 1960 i 1961 roku. Dzigki temu liczba

przypadkow dziecigcego nagminnego porazenia zmniej-

szyta sig z 770 do kilku w skali roku oraz (ii) Pierwsze
dziesigc lat po opracowaniu szczepionki przeciwko polio
czasami nazywano ,wojnami o polio”. Gtownymi prota-
gonistami byli Albert Sabin i Jonas Salk. Moj udziat byt
niewielki poza tym, ze zawsze popieratem koncepcije sto-
sowania zZywej szczepionki doustnej zamiast szczepionki
inaktywowanej formaling. ,Wojny o polio” rozciggnety
sie az na nominacje do nagrody Nobla. W 1960 roku,

Sabin, Salk i ja bylismy powaznymi kandydatami do tej

nagrody. Jednakze Sven Gard, wybitny szwedzki wiruso-

log szczerze nie znosit Jonasa Salka. Gard ostrzegat Salka,

Ze jego szczepionka nie jest wystarczajgco bezpieczna,

jednak Salk nie przyjgt jego ostrzezen i doszto do zaka-

Zenia szczepionych dzieci zywym wirusem, pochodzgcym

z firmy Cutter (tzw. ,Cutter Incident”).

Osiagniecia naukowe Profesora Hilarego Koprow-
skiego powinny by¢ rozpatrywane w kontekscie Jego
blisko 70-letniej kariery naukowej zwigzanej z opraco-
wywaniem i wprowadzaniem do praktyki szczepionek
przygotowanych w komdrkach ssakéw, a w ostatnich
latach réwniez w komdrkach roslin jako systemie alter-
natywnym.

Podsumowujac, badania Profesora odnosily sie, mie-
dzy innymi, do:

(i) opracowania i wprowadzenia do praktyki medycz-
nej skutecznej doustnej szczepionki atenuowanej
przeciwko poliomyelitis;

(ii) przygotowania genetycznie modyfikowanych jadal-
nych szczepionek roslinnych (plant-based vaccines)



"j for Production of |

W WAliziens Pediaic Vaccine Produced n Plnts

jak, na przyklad, przeciwko AIDS, wiciekliznie, ospie
ludzkiej, hepatitis typu B, zapaleniu opon mézgowo-
-rdzeniowych, SARS, ptasiej grypie, waglikowi;

(iii) do profilaktyki i leczenia choréb neurodegenera-
cyjnych i nowotworowych.

Tyle o fascynujacym fragmencie historii niezwyktego
zyciorysu niezwyklego Czlowieka, nie tylko znakomi-
tego naukowca i wybitnego odkrywcy, ale i nauczyciela
mlodziezy, pianisty-wirtuoza po ukonczonych konser-
watoriach w Warszawie i Rzymie, kompozytora, erudyty
i humanisty. Prawdziwie dobrego czlowieka !

Profesor Hilary Koprowski, czlonek zagraniczny Pol-
skiej Akademii Nauk byt, miedzy innymi, doktorem h.c.
Uniwersytetu Ludwika-Maksymiliana w Monachium,
Widner College w Chester (PA, USA), Uniwersytetu
w Helsinkach, Uniwersytetu w Uppsali, polskich Akade-
mii Medycznych w Lublinie, Poznaniu i Warszawie oraz
SGGW. Zostal uhonorowany wieloma odznaczeniami
polskimi (w tym Krzyzem Komandorskim z Gwiazda
Orderu Odrodzenia Polski) i zagranicznymi (byt kawa-
lerem Legii Honorowej i Order du Lion przyznanego
przez krola Belgow).

Nazwisko Profesora Hilarego Koprowskiego na trwale
weszfo do historii nauki $§wiatowej obok tak wielkich
jej przedstawicieli w obszarze biomedycyny jak Edward
Jenner (XVIIIw.), Ludwik Pasteur (XIX w.), Albert Léon
Charles Calmette i Camille Guérin (XXw.), czy tez
Rudolf Stefan Weigl (XX w.). Profesor Mieczystaw Cho-
razy powiedzial, cyt.: Najwazniejszg cechg Koprowskiego
- naukowca jest intuicja, bez niej pozostaje si¢ rzemiesl-
nikiem. Prawdziwy naukowiec musi mie¢ wizje i prze-
myslenia, lesprit. Natomiast Profesor Janusz Jeljaszewicz
stwierdzil, cyt.: Hilarego nie opuszcza odkrywczy wigor
miodosci. Jest jak Verdi, ktory w poZnych latach swego
Zycia pisal weigz wspaniate opery... Czy mu zazdroszcze?
Nie, ale chciatbym by¢ taki jak on.

Zycie Profesora Hilarego Koprowskiego zostato opi-
sane w autobiograficznej ksigzce Wygrac kazdy dzien,

WSPOMNIENIE

jak réwniez w ksigzkach Profesor Ireny Koprowskiej
O moim zyciu i medycynie. Wspomnienia oraz Rogera
Vaughana Takty i fakty. Zycie Hilarego Koprowskiego.
W swojej autobiografii Profesor Hilary Koprowski napi-
sal, cyt.: Urodzilem si¢ w Polsce, wychowatem w War-
szawie. ... Jestem czlowiekiem bez korzeni. Nie ma domu,
w ktérym si¢ urodzitem. Nie ma mojego miasta. War-
szawe, jakg pamiegtam sprzed wojny, zburzono... War-
szawiakom trudno odnalez¢ przesztos¢ w ich miescie.
A przeciez nigdy nie zerwalem kontaktow z Polskg. Ten
kraj zbyt wiele dla mnie znaczy. Zbyt wiele mu zawdzie-
czam. Datl mi wyksztalcenie, szkolg, konserwatorium,
studia medyczne. Niewgtpliwie Polsce zawdzigczam mdj
intelektualny i emocjonalny rozwoj.

Czg$¢ swoich miodych lat Profesor Hilary Koprowski
spedzit w willi kupionej w 1927 r. przez swoich rodzi-
cOw w Celestynowie k. Otwocka niedaleko Warszawy.
Willa ta zostata rozebrana do fundamentéw - w wol-
nej Polsce — w 2004 . (!). Spolecznos¢ Gminy i Sotec-
twa Celestyndw pragnie odbudowal te posiadiosé
spelniajagc tym samym marzenie Profesora Hilarego
Koprowskiego. W 20081., po uroczystosci wreczenia
doktoratu h.c. SGGW, powstala inicjatywa odbudowy
zniszczonego majatku rodziny Koprowskich, ktdra
przerodzila si¢ w powstanie w 2009 r. Stowarzyszenia
Spotecznego , Koprowka”, ktérego przewodniczacym
zostal Profesor Tomasz Borecki (byly rektor SGGW
i doradca Prezydenta RP Bronistawa Komorowskiego),
wiceprzewodniczgcymi soltys Celestynowa Pani Izabela
Filipowicz-Zaron i autor tego artykutu, a sekretarzem
dr Bogustawa Filipowicz z Uniwersytetu Warszawskiego.
Stowarzyszenie zostalo zarejestrowane w czerwcu 2011 r.

Cze$¢ Jego pamieci !

Prof. dr hab. Marek Niemialtowski
Promotor doktoratu h.c. SGGW 2008

dla Profesora Hilarego Koprowskiego
Zaktad Immunologii,

Katedra Nauk Przedklinicznych,

Wydzial Medycyny Weterynaryjnej SGGW
w Warszawie
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MIKROBIOLOGICZNY ROZKEAD KWASU CYNAMONOWEGO
IJEGO HYDROKSYPOCHODNYCH

Danuta Wojcieszynska', Katarzyna Hupert-Kocurek’, Urszula Guzik'*

! Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii,
ul. Jagielloniska 28, 40-032 Katowice, tel. 32 2009 576, email: biochem@us.edu.pl

Wplynelo w grudnu 2012 .

1. Wprowadzenie. 2. Przemiany kwasu cynamonowego i jego hydroksypochodnych w warunkach beztlenowych. 3. Rozklad kwasu
cynamonowego i jego hydroksypochodnych w warunkach tlenowych. 4. Biotransformacja kwasu cynamonowego i jego hydroksy-
pochodnych. 5. Podsumowanie

Microbiological degradation of cinnamic acid and its hydroxyl-derivatives

Abstract: Microbiological degradation of cinnamic acid and its hydroxyl-derivatives occurs via aerobic or anaerobic pathway. The first
step in the biodegradation of these compounds, both aerobic and anaerobic, is B-oxidation. The key intermediate in this process is
benzoyl-CoA. In anaerobic environment this intermediate can be transformed to acetyl-CoA, incorporated into the central metabolism.
Under aerobic condition benzoyl-CoA is transformed to protocatechuate acid, gentisic acid or catechol, compounds which are cleaved
by a specific dioxygenase. Many microorganisms can transform phenolic acid to an amino acid or other compounds such as which
4-hydroxybenzoic acid, amide, acetophenone, which can be used in industry.

1. Introduction. 2. Anaerobic degradation of cinnamic acid and its hydroxyl-derivatives. 3. Degradation of cinnamic acid and its
hydroxyl-derivatives under aerobic conditions. 4. Bioconversion of cinnamic acid and its hydroxyl-derivatives. 5. Summary

Stowa kluczowe: degradacja, kwas cynamonowy, mikroorganizmy
Key words: degradation, cinnamic acid, microorganisms

1. Wprowadzenie

Kwas cynamonowy i jego hydroksypochodne znaj-
duja szerokie zastosowanie w przemysle chemicznym
jako prekursory w chemicznej syntezie flawonoidow,
antybiotykow, zwigzkéw przeciwutlenajgcych, prze-
ciwzapalnych, czy przeciwgrzybicznych [11, 15, 17, 18,
21, 24-26]. Szerokie zastosowanie tych zwiazkow skut-
kuje ich pojawianiem si¢ w odpadach przemystowych,
gléwnie przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego
i spozywczego, ale takze jako produkt uboczny proce-
sow obrobki wegla, ropy naftowej, produkeji plastiku,
barwnikéw i pestycydow [16, 27, 32]. W wysokich ste-
zeniach fenolokwasy wplywaja toksycznie na organizmy
zywe, w zwigzku z czym konieczne jest ich usuwanie ze
$ciekow poprzemystowych. Ponadto kwas cynamonowy
ijego pochodne: kwasy p-kumarowy, ferulowy, synapi-
nowy, sa waznymi kopolimerami budujacymi ligniny.
Stad biodegradacja fenylopropanoidéw jest niezwykle
istotna w globalnym obiegu wegla w przyrodzie [20].
Obecnie duzg uwage poswieca si¢ mikrobiologicznej
degradacji toksycznych zwigzkéw ze wzgledu na zmniej-
szone ryzyko powstawania toksycznych intermediatow
w tych procesach, niski koszt, brak koniecznosci wpro-
wadzania do $rodowiska substancji wigzacych, ktore
dodatkowo obcigzajg $cieki [31]. Procesy rozkladu

kwasu cynamonowego i jego hydroksypochodnych
w biologicznych oczyszczalniach $ciekow podlegaja sze-
regu regulacjom na poziomie fizjologicznym i genetycz-
nym. Aby byly prowadzone z odpowiednig wydajnoscia
konieczna jest znajomos¢ szlakow ich mikrobiologicznej
degradacji.

2. Przemiany kwasu cynamonowego i jego
hydroksypochodnych w warunkach beztlenowych

Kwas cynamonowy i jego hydroksypochodne moga
oddziatywa¢ negatywnie na $rodowisko, w ktérym wy-
stepuja w dwojaki sposdb: poprzez toksyczny wptyw na
mikroorganizmy w nim bytujace oraz poprzez kumula-
cje w ligninach i zaburzaniu w ten sposéb obiegu wegla
w przyrodzie. Jednak pomimo antybakteryjnych witas-
ciwosci tych kwasow istnieje szereg mikroorganizmow
zdolnych do catkowitego rozktadu lub biotransformacji
kwasu cynamonowego i jego hydroksypochodnych.

Procesy beztlenowej degradacji fenolokwasow sg
stabo poznane, jednak zazwyczaj wigze si¢ je reakcjami
B-oksydacji, prowadzacymi do wytworzenia benzoilo-
-CoA, gtéwnego intermediatu w procesach beztlenowej
degradacji wigkszosci jednopierscieniowych zwigzkow
aromatycznych [8, 13]. Do aktywacji fenolokwasow

* Autor korespondencyjny: Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii, ul. Jagiel-
lonska 28, 40-032 Katowice, tel. 32 2009 576, e-mail: urszula.guzik@us.edu.pl
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dochodzi poprzez przylaczenie CoA z réwnoczesng
hydrolizag ATP do AMP. W dalszym etapie dochodzi do
przylaczenia czasteczki wody do wigzania podwdjnego
pomiedzy weglami o i B fanicucha bocznego. Nastepnie
dochodzi do utlenienia wegla B. Akceptorem elektronéw
w tym procesie jest NAD*. Powstaly zwigzek w wyniku
tiolizy z udziatem CoA ulega przeksztalceniu do ben-
zoilo-CoA i acetylo-CoA (Rys. 1) [8-10].

Benzoilo-CoA podlega dearomatyzacji piericienia,
polegajacej na redukcji do cykloheksa-1,5-dien-1-kar-
boksy-CoA przez reduktaze benzoilo-CoA. Produkt tej
reakcji ulega nastepnie hydratacji i dehydrogenacji
do 2-okso-6-hydroksycykloheksano-1-karboksy-CoA.
Hydroliza tego zwigzku prowadzi do powstania 3-hy-
droksypimelino-CoA. Ulega on dalej B-oksydacji do
acetylo-CoA oraz glutarylo-CoA. Dehydrogenaza glu-
tarylo-CoA, opisana u Azoarcus evansii, katalizuje utle-
nienie i dekarboksylacje glutarylo-CoA do dwutlenku
wegla i krotonylo-CoA, ktdry nastepnie utleniany jest
do dwoch czgsteczek acetylo-CoA [13].

Czesto w warunkach beztlenowych dochodzi jedynie
do czesciowego rozkladu kwasu cynamonowego i jego
pochodnych. Uzyskane produkty niepetnego rozktadu
stanowig cenne zrédlo waznych substratow dla prze-
mystu spozywczego, kosmetycznego, farmaceutycznego.

Podstawowg reakcja niepelnego rozktadu w warun-
kach beztlenowych jest redukcja wigzania podwdjnego
w lancuchu bocznym kwasu cynamonowego i jego
hydroksypochodnych (kwasoéw o-, m-, p-kumarowego,
o-, m-, p-metoksycynamonowego, p-metylocynamono-
wego, kawowego, ferulowego, izoferulowego) z udzialem
bakterii z rodzaju Clostridium (C. celerecrescens, C. xyla-
nolyticum, C. glycolicum, C. aerotolerans) oraz Pseudo-
monas (P. putida, P. cepacia, P. stutzeri) [6,7, 14]. Wyka-
zano, ze jednoczesna obecno$¢ grup metoksy w pozycji
meta i para pier$cienia aromatycznego inhibuje reduk-
cje tancucha bocznego [7]. Organizmy te wykorzystuja
kwas cynamonowy i jego hydroksypochodne jako
ostateczny akceptor elektronéw w utlenianiu czaste-
czek wodoru wytworzonych w reakcjach energetycz-
nych. Czasteczka wodoru jest przylaczana do wigzania
podwdjnego w fancuchu bocznym kwasu, co prowadzi
do jego fenylopropionowej pochodnej (Rys. 1). Szczepy
z rodzaju Clostridium nie s3 zdolne do dalszego roz-
ktadu kwasow propionowych, jednak zwiazki te moga
by¢ dalej degradowane przez inne, wystepujace w srodo-
wisku mikroorganizmy, np. Comamonas (Pseudomonas)
testosteroni [3, 6, 7].

Szczep C. aerotolerans nie tylko przeprowadza reduk-
cje wigzania podwdjnego w tacuchu bocznym kwasu
p-kumarowego (monohydroksylowa pochodna kwasu
cynamonowego), ale réwniez katalizuje nieoksyda-
cyjng dekarboksylacje tego kwasu. W wyniku tej reakcji
powstaje 4-winylofenol, ktéry nastepnie ulega reduk-
cji do 4-etylofenolu (Rys. 1) [6, 7]. Reakcje tego typu

DANUTA WOJCIESZYNSKA, KATARZYNA HUPERT-KOCUREK, URSZULA GUZIK

obserwowano réwniez u Lactobacillus plantarum [5].
Dekarboksylaza, odpowiadajgca za przemiany kwasow
kumarowego i kawowego, wyizolowana z tego szczepu
jest homotetramerem o masie czasteczkowej 93 kDa.
Enzym ten zbudowany z 174 aminokwasow i wykazuje
w 67% homologie z dekarboksylazg kwasu ferulowego
z Bacillus pumilus [5].

3. Rozklad kwasu cynamonowego i jego
hydroksypochodnych w warunkach tlenowych

Reakgje tlenowego rozkltadu kwasu cynamonowego
i jego hydroksypochodnych stanowig zrédlo wegla
i energii dla mikroorganizméw. Aerobowe szlaki roz-
kfadu tych zwigzkéw prowadza do réznych produktow
wlaczanych w centralny metabolizm.

Najczesciej reakcja inicjujaca ich rozklad jest akty-
wacja czasteczki kwasu poprzez przylaczenie CoA,
w wyniku czego powstaje cynamoilo-CoA (Rys.2).
Enzymem odpowiedzialnym za ten proces jest ligaza
fenylopropylo-CoA [29]. Powstaly w wyniku dziata-
nia tego enzymu zwiazek podlega typowym reakcjom
B-oksydacji, ktére opisano miedzy innymi u przed-
stawicieli z rodzaju Pseudomonas (Pseudomonas sp.
132, Pseudomonas acidovoraus, P. fluorescens AN103),
termofilnych laseczek z rodzaju Bacillus (Bacillus sp.
AB066336 i 226929, Bacillus vulcani), wystepujacych
w poblizu kominéw termalnych na plyciznach, w go-
racych zrédlach oraz gnijacych korach drzew [14, 20]
oraz drozdzy Rhodotorula rubra i promieniowcow
Actinomycetes.

Produktami tych przemian sg acetylo-CoA (wcho-
dzacy w cykl Krebsa) i aldehyd benzoesowy, ktory
w nastepnym etapie podlega hydroksylacji. Obecnos¢
grupy hydroksylowej w pozycji para pierscienia aroma-
tycznego powstatego aldehydu hydroksybenzoesowego
umozliwia rozszczepienie jego pierscienia aromatycz-
nego (Rys. 2) [27]. Odmienng droge rozktadu aldehydu
hydroksybenzoesowego, powstalego w wyniku dekar-
boksylacji, zaobserwowano u szczepu Halomonas sp.
IMPC, ktéry odpowiada za metabolizm kwasu cynamo-
nowego oraz jego hydroksy-, metylo- i metoksypochod-
nych. Aldehyd hydroksybenzoesowy jest przeksztalcany
przez ten szczep do kwasu p-hydroksybenzoesowego,
ktorego hydroksylacja prowadzi do powstania kwasu
protokatechowego, jednego z centralnych intermediatow
degradacji zwigzkéw aromatycznych (Rys.2). Wyka-
zano, ze obecnos$¢ grupy hydroksylowej w pozycji orto
catkowicie hamuje biodegradacje fenolokwasow [1].

Kwas cynamonowy rozkladany droga B-oksydacji
przez Actinomycetes i szczepy z rodzaju Bacillus prze-
ksztalcany jest do kwasu benzoesowego. Powstaty ben-
zoesan ulega nastepnie hydroksylacji do katecholu lub
3-hydroksybenzoesanu. Kwas 3-hydroksybenzoesowy
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moze nastepnie by¢ przeksztalcany do kwasy gentyzy-
nowego dzieki aktywnosci 6-hydrolazy kwasu 3-hydro-
ksybenzoesowego. Pierscienie aromatyczne powstatych
dihydroksylowych pochodnych ulegaja nastepnie roz-
szczepieniu i wilaczeniu w przemiany cyklu Krebsa
[4, 20]. Podobnie do rozkladu kwasu cynamonowego
przebiega degradacja kwasu p-kumarowego. Produk-
tem posrednim jest kwas 4-hydroksybenzoesowy,
ktéry nastepnie jest przeksztalcany w kwas gentyzy-
nowy poprzez hydroksylacje przy weglu C1 pierscienia
aromatycznego z réwnoczesnym przeniesieniem grupy
karboksylowej w polozenie orto. Powstaly kwas gen-
tyzynowy ulega nastepnie rozszczepieniu z udzialem
oksygenazy gentyzynowej [20].

Inng drogg rozkladu fenolokwaséw w warunkach
tlenowych jest tak zwany szlak nie-B-oksydacyjny.
Rozktad taki opisano u szczepu B1 z rodzaju Bacillus,

+ acetylo-CoA == —p>
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Rys. 1. Beztlenowe przemiany kwasu cyna-
monowego i jego hydroksypochodnych

majacego zdolnos¢ do rozktadu kwasu ferulowego oraz
u szczepu Pseudomonas sp. 132, przeprowadzajacego
degradacje kwasu cynamonowego. W wyniku hydrok-
sylacji fancucha bocznego kwasu ferulowego powstaje
jako intermediat kwas 4-hydroksy-3-metoksy-fenylo-p-
hydroksypropionowy, ktéry nastepnie ulega przeksztal-
ceniom do waniliny. W nastepnym etapie dochodzi do
utlenienia grupy aldehydowej i utworzenia kwasu wani-
linowego. W wyniku dzialania odpowiedniej demetylazy
kwas ten ulega przeksztalceniu do kwasu protokatecho-
wego rozszczepianego przy udziale odpowiedniej diok-
sygenazy (Rys. 2)[12, 14, 20, 30]. Podobng droga kwas
ferulowy rozkladany jest przez promieniowce [4].
Natomiast szczep Pseudomonas sp. 132, przeprowa-
dza degradacje kwasu cynamonowego poprzez kwas
3-keto-3-fenylopropionowy. Reakcja inicjujacg jest przy-
taczenie do wigzania podwdjnego w fancuchu bocznym
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Rys. 2. Tlenowy rozklad kwasy cynamonowego i jego hydroksylowych pochodnych

czasteczki wody, po ktorej nastepuja reakcje dehydro-
genacji i tautomeryzacji. Powstaly kwas 3-keto-3-feny-
lopropionowy ulega dalszym przemianom réwniez do
kwasu protokatechowego (Rys. 2) [14].

Istnieje grupa mikroorganizméw majacych zdolnos¢
rozszczepienia pier§cienia aromatycznego fenolokwa-
sOw bez wczesniejszego usuniecia bocznego fancucha
alifatycznego. Przemiane taka opisano u szczepu Coma-
monas testosteroni TA441 [3]. Wykazuje on zdolnos¢

degradacji kwasu meta-kumarowego. W pierwszym
etapie zachodzi hydroksylacja wegla C2 pierscienia aro-
matycznego, w wyniku czego powstaje kwas 2,3-dihy-
droksycynamonowy. W dalszym etapie zachodzi rozsz-
czepienie pierscienia typu meta. Powstaly intermediat
ulega lizie, w wyniku czego nastgpuje odszczepienie
fumaranu, a kwas 2-keto-4-pentenowy ulega dalszym
przeksztalceniom do koncowych produktéow: acetylo-
-CoA i pirogronianu [3].
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Rys. 3. Biotransformacja kwasu cynamonowego i jego hydroksypochodnych

4. Biotransformacja kwasu cynamonowego
ijego hydroksypochodnych

Opisano mikroorganizmy, ktére nie posiadajg zdol-
nosci do rozktadu kwasu cynamonowego i jego hydro-
ksypochodnych, jednak wykazuja umiejetnosé jego
biotransformacji. Uzyskane w ich wyniku metabolity
stanowig dla tych organizméw zrédio aminokwaséw
lub innych cennych substratow. Ponadto akumulujace
sie w ich srodowisku nieprzyswajalne dla nich produkty
biokonwersji moga sta¢ sie zrodlem substratéw wyko-
rzystywanych w licznych galeziach przemystu.

Niektore z mikroorganizmoéw asymiluja kwas cyna-
monowy i kumarowy, wykorzystujac je do syntezy
aminokwasow: fenyloalaniny i tyrozyny, poprzez ami-
nowanie wigzania podwojnego w tancuchu bocznym
odpowiedniego kwasu. Reakcja ta jest katalizowana
przez amoniakoliaz¢ aminokwasowa (AAL), ze wzgledu
na jego zdolno$¢ do przeprowadzania reakcji w dwoch
kierunkach, w zaleznosci od panujacych warunkow
(Rys. 3). Asymilacje kwasu cynamonowego zalezng od
$wiatta zaobserwowano u bakterii purpurowych Rho-
dobacter sphaereoides OUS5. Intensywno$¢ tego pro-
cesu zalezy rowniez od stezenia kwasu cynamonowego

(optymalne stezenie wynosi 0,5 mM, powyzej ktérego
obserwuje sie spadek aminowania) oraz rodzaju zrodla
wegla i energii [28]. Rowniez drozdze Rhodotorula
glutinis przeprowadzaja aminowanie wigzania podwoj-
nego w tancuchu bocznym kwasu cynamonowego do
fenyloalaniny. Synteza AAL i jej aktywacja zachodzi
w komorkach drozdzy w obecnosci odpowiedniego
stezenia kwasu cynamonowego (konwersja przebiega
w przedziale stezen 30-60 mM), badz kumarowego
i wysokiego stezenia amoniaku (powyzej 7 M) [33].
Cennych substratow dla przemystu dostarczaja mie-
dzy innymi Pseudomonas sp. 132, bakterie z rodzaju
Bacillus, Actinomycetes, grzyby bialej zgnilizny drewna
Schizophyllum commune, czy mikroskopowe grzyby
strzepkowe Paecilomyces variotii [4, 14, 19, 20, 22, 23].
Szczep Pseudomonas sp. 132, przeprowadza biokon-
wersje kwasu cynamonowego do acetofenonu. Produk-
tem posrednim w tej przemianie jest kwas 3-keto-3-fe-
nylopropionowy, ktéry jako zwiagzek niestabilny ulega
spontanicznej dekarboksylacji (Rys. 3). Reakcja ta znala-
zla zastosowanie w przemysle spozywczym [14]. Actino-
mycetes wykazujg rowniez zdolno$¢ do rzadkiej biokon-
wersji kwasu cynamonowego w odpowiedni amid [4].
Szczepy z rodzaju Bacillus w odpowiednich warunkach
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przeprowadzajg odwracalng konwersje kwasu cynamo-
nowego do kwasu 3-fenylopropionowego [20].

Grzyby bialej zgnilizny drewna Schizophyllum com-
mune przeprowadzaja czesciowy rozktad kwasow cyna-
monowego, p-kumarowego i ferulowego w dwdch reak-
cjach - redukgji i rozszczepienia fancucha bocznego.
Kwas cynamonowy w wyniku redukcji grupy karboksy-
lowej w pozycji y fancucha bocznego oraz hydrogenaciji
podwdjnego wigzania pomigdzy atomami wegla C.-C
ulega przeksztalceniu do 3-fenylo-1-propanolu (Rys. 3).
Kwas p-kumarowy w wyniku proceséw B-oksydacji
ulega przeksztalceniu do finalnego produktu - kwasu
p-hydroksybenzoesowego lub w wyniku redukcji do
3-(p-hydroksyfenylo)-1-propanolu (Rys. 3). Przeksztat-
cenia kwasu ferulowego prowadza do waniliny. W wy-
niku jej utlenienia powstaje kwas wanilinowy. W wyniku
dzialania odpowiedniej demetylazy kwas ten ulega
przeksztalceniu do kwasu protokatechowego (Rys. 3)
[19, 22]. Podobng biotransformacje kwasu p-kuma-
rowego przeprowadzajg grzyby Paecilomyces variotii.
Finalnie pozyskiwany kwas p-hydroksybenzoesowy
znalazt zastosowanie jako konserwant w przemysle
spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym oraz
jako cenny monomer ptynnych polimeréw stosowanych
w roznych galeziach elektroniki [19, 22, 23].

5. Podsumowanie

Kwas cynamonowy i jego hydroksypochodne sg
zwigzkami powszechnie wystepujacymi w $rodowisku.
Ich gléwnym zrodtem sg procesy degradacji lignin.
Do ich antropogenicznych zrodel nalezy przemyst pe-
trochemicznych, farmaceutyczny, kosmetyczny. Duze
stezenia tych zwigzkow zaburzaja rownowage w srodo-
wisku. W zwigzku z tym istotne sg procesy ich degra-
dacji. Zwiazki te moga podlega¢ rozkladéw i zaréwno
w warunkach tlenowych, jaki i beztlenowych. Kon-
cowymi produktami tych przemian sg woda i dwutle-
nek wegla. Istnieja mikroorganizmy, ktdre transfor-
muja fenolokwasy do cennych substratow dla wielu
galezi przemystu.
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Polio - a mysterious virus

Abstract: Poliovirus is a very small virus; single stranded RNA of positive polarity constitutes its genetic material. It belongs to the
Picornaviridae family and may cause the development of poliomyelitis (viral inflammation of the anterior horn of the spinal cord). At
the beginning of the twentieth century, the epidemics of polio were very frequent and this fact caused an increased interest in this virus.
At present, there are two types of polio virus vaccines: OPV (oral polio vaccine), which contains three serotypes of live attenuated virus
and inactivated vaccine IPV (inactivated polio vaccine) containing inactive virus particles. In 1988, the World Health Organization
(WHO) introduced the program of global eradication of wild-type polio virus around the world (Global Polio Eradication Initiative).
The outbreaks of wild-type polio still occur in Asia and Africa. Possibility of reversion of vaccine strains of polio virus to wild type carries
the fear of re-transmission of the pathogen. It is the most intensively studied enterovirus, but still remains a puzzle.

1. Introduction. 2. Historical background. 3. Structure. 3.1. Genome. 3.2. Capsid. 4. Cellular life cycle of poliovirus. 4.1. Cell entry.
4.2. Synthesis of viral proteins. 4.3. RNA Replication. 5. Poliovirus pathogenesis. 6. Neurovirulence. 7. Poliovirus tissue tropism.

8. Vaccines against poliovirus. 9. The polio eradication initiative. 10. Summary
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1. Wstep

Wirus polio nalezy do rodziny Picornaviridae, jest
bardzo malym wirusem, ktorego materialem gene-
tycznym jest pojedyncza ni¢ RNA. Jest czynnikiem
etiologicznym poliomyelitis, synonimy tej choroby to:
nagminne porazenie dziecigce, wirusowe zapalenia
rogéw przednich rdzenia kregowego, choroba Heinego-
-Medina. Poliomyelitis znane bylo juz w czasach starozyt-
nych, §wiadczy o tym staroegipski nagrobek, datowany
na 1400 lat p.n.e., przedstawiajacy mezczyzne ze stopa
znieksztalcong w sposob typowy dla postaci porazennej.
Dopiero w poczatkach XX wieku, kiedy miaty miejsce
bardzo liczne epidemie poliomyelitis, wyraznie wzrosto
zainteresowanie tym wirusem. Efektem badan nauko-
wych bylo wynalezienie szczepionki przeciw wirusowi
polio. Dzieki tej szczepionce poliomyelitis mozna bylo
obja¢ ogdélnoswiatowym programem eradykacji prowa-
dzonym przez WHO.

Mimo, iz mingto juz ponad 100lat od ustalenia,
ze wirus jest czynnikiem etiologicznym poliomyelitis
w dalszym ciaggu pozostaje wiele pytan bez odpowie-
dzi na temat patogennosci wirusa polio. Zdobyta wie-
dza i tysigce przeprowadzonych badan nie sg w stanie
w pelni wyjasni¢ mechanizméw rozwoju choroby.

2. Rys historyczny

Pierwszy opis kliniczny poliomyelitis przedstawil
Anglik - Underwood w 1793 roku, a szczegdtowy obraz
choroby Niemiec — Heine w 1840 roku. W tamtych cza-
sach byla to sporadycznie wystepujaca choroba, miaty
miejsce tylko niewielkie ogniska epidemiczne [58].
Natomiast poczatek wieku XX przyniost epidemig polio-
myelitis, ktora miala swdj poczatek w USA i Europie.
Wybuch epidemii byt wielkim zaskoczeniem dla $ro-
dowisk medycznych, ktére traktowaly te chorobe jako
rzadkos¢ [71]. W 1908 roku, austriaccy uczeni Karl
Landsteiner i Erwin Popper pobrali material od
chorego na poliomyelitis, i po przesaczeniu przez filtr
wstrzykneli dootrzewnowo malpie, u ktdrej rozwinety
sie charakterystyczne objawy choroby. W ten sposéb
udowodnili, ze poliomyelitis jest chorobg wirusowa.
Badania nad tym wirusem prowadzone przez kolejne
40 lat przyczynily sie do poznania patogenno$ci, immu-
nogennosci i antygenowosci szczepow, co zaowocowato
opracowaniem dwoch efektywnych szczepionek. Kon-
sekwencja wprowadzenia wspomnianych szczepionek
w latach 60 bylo zaprzestanie badan nad patogeneza [41,
72]. Badania skupily si¢ na biologii molekularnej, struk-
turze oraz nastgpit rozkwit badan nad genetyka wirusa
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ska 24, 00-791 Warszawa; lkuryk@pzh.gov.pl



144

5NTR P P1 P2

LUKASZ KURYK, MAGDALENA WIECZOREK, BOGUMILA LITWINSKA

P3 . 3NTR

::4 » » | | |
< » »

&
<

N A

CL IRES VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D
l poliproteina

P1 P3
P2
VPO
VP3 2AP 3AB
VP1 2BC — 3CDpre
3A
ZB ol
VP4 2C g
= VP2 3B

Rys. 1. Struktura genomu wirusa polio oraz potranslacyjna obrébka proteolityczna biatek

polio. Identyfikacja receptora komérkowego CD155,
ktoéry umozliwia wirusowi polio wnikniecie do komorki,
przyczynita si¢ do wyprowadzenia transgenicznych
myszy wrazliwych na zakazenie wirusem polio i spowo-
dowata wznowienie badan nad patogenno$cig wirusa.
Badania dotyczace etiopatogenezy poliomyelitis sg inten-
sywnie prowadzone na catym $wiecie w zwigzku z tym,
ze $wiatowy program eradykacji poliomyelitis jest bardzo
zaawansowany i zmierza ku zakonczeniu [58, 71].

3. Budowa
3.1. Genom

Genom wirusa polio stanowi pojedyncza ni¢ RNA
o dodatniej polarnosci, sktadajaca sie z okoto 7440 nukleo-
tydow. Mate wirusowe biatko, VPg jest kowalencyjnie
zwigzane z konicem 5’ nici RNA. Koniec ten — 5 NTR
zbudowany jest z 742 nukleotydoéw [17, 38, 70], pierw-
sze 88 nukleotydy tworza drugorzedows strukture liscia
koniczyny (clover leaf), ktéra uczestniczy w inicjacji
kompleksu replikacyjnego podczas syntezy dodatniej

VP1

VP2

VP3

VP4

Rys. 2. Schemat budowy czasteczki wirusa polio
(objasnienia w tekscie)

nici RNA [3, 75]. Najwazniejsza strukturg konca 5’ jest
jednak struktura IRES (internal ribosomal entry site),
tzw. wewnetrzne miejsce replikacji. Inicjacja trans-
lacji z udziatem IRES ma inny przebieg niz inicjacja
zachodzgca przez kap-zalezny system. IRES poprzedza
otwartg ramke odczytu (open reading frame, ORF) [34,
56], kodujaca poliproteine budowang przez 2209 amino-
kwasow [17, 38, 70]. Poliproteina podlega obrdbce pro-
teolitycznej przez proteinazy 2AP® i 3CP°/3CDP™ [43].
Region genomu ulegajacy procesowi translacji (ORF)
koduje biatka strukturalne (P1) oraz niestrukturalne (P2
i P3) (Rys. 1). Konicowy odcinek genomu wirusa polio to
region 3’ NTR, zawiera on 70 nukleotydéw i jest zakon-
czony sekwencja poli(A), ktéra bierze czynny udzial
w replikacji RNA [58].

3.2. Kapsyd

Genom wirusa polio zamkniety jest w ikosaedralnym
kapsydzie skladajacym si¢ z 60 protomeréw tworzo-
nym przez biatka strukturalne (VP1, VP2, VP3 i VP4)
kodowane w regionie P1. Monomery VP1, VP2 i VP3
wystepuja na powierzchni ikosaedralnego kapsydu,
podczas gdy VP4 po jego wewnetrznej stronie (Rys. 2).
W kapsydzie wirusa polio wystepuje waskie wklesniecie
powierzchni kazdej tréjkatnej $ciany okreslane mianem
kanionu, utworzone przez stykajace si¢ ze sobg mono-
mery. Struktura kanionu jest miejscem wigzania recep-
tora komorkowego CD155. Taki typ wiazania pozwala
wirusowi unika¢ dzialania ukladu odpornosciowego,
poniewaz czasteczki immunoglobuliny sg zbyt duze i nie
moga penetrowa¢ do wnetrza kanionu [58, 81].

4. Namnazanie wirusa polio
4.1. Wnikniecie do komorki
Wirus polio swoiscie przylacza si¢ do powierzchni

wrazliwej komorki gospodarza za posrednictwem
receptora CD155 [40, 54, 80]. CD155 jest transbio-
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nowa glikoproteing sktadajacg si¢ z trzech zewnatrzko-
moérkowych domen: D1-D3 [59]. CD155 posredniczy
w adhezji komdrki do zewnatrzkomoérkowego matriks.
Wewnatrzkomoérkowa C-terminalna domena ma powi-
nowactwo do Tctex-1, podjednostki kompleksu moto-
rycznego dyneiny [64]. Czasteczka wirusa, a dokladnie
kanion obecny w strukturze kapsydu, taczy sie z czescia
N-koncowg domeny glikoproteiny, co prowadzi do usu-
niecia reszty lipidowej z kieszonki tworzonej przez VP1.
Nastepstwem tego procesu jest destabilizacja czastki
wirusowej, rozluznienie jej struktury. Nastepuje otwar-
cie kanalu przez ktdry biatko VP4 wychodzi z kapsydu,
ostatecznie zostaje uwolniony kwas nukleinowy [31].
Nastepnie material genetyczny wirusa wnika do wnetrza
komorki (cytoplazmy) gdzie ulega translacji i replikacji
5, 14, 28, 48].

Istnieje kilka teorii ttumaczacych mechanizm trans-
portu RNA do wnetrza komorki. Jedna z nich zaklada,
iz po zwigzaniu si¢ czastki wirusa z receptorem
CD155, dochodzi do formowania czasteczki 135S
zwanej czastka A [16, 19], ktéra nabywa wlasciwosci
hydrofobowe, charakteryzuje si¢ ona brakiem biatka
VP4. Dochodzi do wzajemnych oddzialywan recep-
tor — czastka A, co prowadzi do powstania poréw na
powierzchni blony komérkowej, przez ktore jest wstrzy-
kiwany RNA wirusa do cytoplazmy [23, 58]. Inna teoria
zaklada wnikanie materialu genetycznego wirusa polio
za pomoca endocytozy; potwierdzaja to doswiadczenia
w ktorych wirusa polio znajdowano w endosomach,
jednakze potencjalny mechanizm tego transportu nie
zostal wyjasniony [44, 63].

4.2. Synteza bialek wirusowych

Nastepstwem zakazenia komorki wirusem polio jest
wnikniecie jego materialu genetycznego do cytopla-
zmy, ktory funkcjonuje jako mRNA i podlega translacji,
w wyniku ktérej powstaje poliproteina. Nastepnie poli-
proteina ulega proteolitycznemu cigciu, ktérego pro-
dukty funkcjonujg jako prekursory biatek kapsydu i bia-
tek replikacyjnych [89]. Proces ten przeprowadzajg trzy
proteazy: 2Ar i 3CP°/3CDP™ [47]. Obrdbka poliproteiny
przebiega w trzech etapach. Na poczatku proteaza 2Ar
przeprowadza cigcie na wlasnym koncu aminowym,
w wyniku ktérego uwalniany jest prekursor kapsydu P1.
W drugim etapie w wyniku cigcia cis przeprowadzo-
nego przez proteaze 3CDP™ dochodzi do rozszczepienia
P3 od kompleksu biatka [47]. Na tym etapie powstaja
roéwniez biatka strukturalne VPO, VP1 i VP3 oraz nie-
strukturalne 2A, 2BC, 3AB, 2B, 2C, 3A, 3B (VPg), 3CP,
3Dr°! w wyniku cigcia trans biatek prekursorowych przez
3CDrr. Ostatnie ciecie proteolityczne ma miejsce w cza-
sie dojrzewania czastek wirusowych, juz po zapakowaniu
kwasu nukleinowego do kapsydu, w wyniku autokata-
litycznego cigcia VPO powstaje VP4 i VP2 [4] (Rys. 1).
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Wazne jest to, ze wirusowe proteazy 2AP© i 3CP
hamuja funkcje komorki gospodarza. 2AP* trawi p220,
komponente kompleksu elF-4F, w wyniku czego docho-
dzi do inaktywacji kap-zaleznej translacji komorkowej
[42, 82]. Z kolei 3CP™ unieczynnia czynnik transkryp-
cyjny TFIIIC i tnie bialko wigzace sekwencje TATA
(TBP, TATA-binding protein) [90], co prowadzi do cal-
kowitego zahamowania syntezy bialek komdrkowych.

4.3. Replikacja RNA

Uproszczony schemat procesu replikacji wirusowego
RNA przedstawia si¢ nastepujaco (Rys. 3):

Wirusowe, jednoniciowe (+) RNA — synteza jedno-
niciowego (-) RNA — RF (replikacyjna forma dwunicio-
wego RNA) — synteza jednoniciowego (+) RNA — RI
(forma posrednia RNA) — jednoniciowy (+) RNA. [89]

Liczne badania mutacji i badania genetyczne wyka-
zuj3, iz bialka niestrukturalne wirusa polio sg zaanga-
zowane w proces replikacji RNA [67]. Najwazniejsza
funkcje w tym procesie pelni jednak RNA zalezna poli-
meraza RNA 3D’ Enzym ten katalizuje synteze nici
(-) oraz (+) kwasu rybonukleinowego. Polimeraza RNA
posiada dwie aktywnosci katalityczne [20]. Po pierwsze
katalizuje synteze nici na podstawie komplementarnej
matrycy oraz dokonuje addycji reszt urydyny do VPg
(VPg-pU-pU). Urydylowane VPg (3B) stuzy jako bial-
kowy starter w replikacji wirusowego RNA. Od dawna
postulowano, iz urydylacja VPg ma miejsce tylko na
ogonku poly(A) nici o dodatniej polarnosci, jednakze
brakowalo jednoznacznych dowodéw potwierdzaja-
cych tg hipoteze. Duzym przelomem w zrozumieniu
tego procesu byto odkrycie wewnetrznej struktury RNA
o strukturze szpilki do wloséw, zwanej inaczej elemen-
tem cre (cis-replicating element) [51, 52]. Sekwencja cre
u wirusa polio zlokalizowana jest w kodujacym regio-
nie 2C [25]. Wzér urydylacji VPg jest warunkowany
konserwatywna sekwencja GXXXAAACXXXXXXA
(68, 69, 74, 93] zawartg w petli struktury szpilki do wlo-
sOw i jest regulowany przez proteinaz¢ 3CDP™ [68, 69].

i

Poly(U)

1\

AAAAA

—)» RF —>» R

Rys. 3. Schemat replikacji materiatu genetycznego wirusa polio
(objasnienia w tekscie)
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Paradoksalnie, urydylacja i synteza nici (-) wyma-
gaja nieuszkodzonej struktury liscia konczyny na
5’ koncu [50]. Struktura ta oddzialuje z 3" poli(A) kon-
cem w momencie zakonczenia procesu translacji i roz-
poczecia syntezy nici (-). W wyniku czego powstaje
kolowa czasteczka genomu. Mechanizm ten pozwala
na replikacje tylko czasteczek o pelnej dlugosci [30].

W komorkach zakazonych wirusem polio jest okoto
50 razy wiecej (+) RNA anizeli nici o ujemnej polarnosci
[58]. Replikacja przebiega w cytoplazmie (struktura
rozety membrano-podobnej pochodzgcej z retikulum
endocytoplazmatycznego) i jest indukowana za pomoca
wirusowych bialek 2C i 2BC [6, 12, 85]. Hydrofobowa
domena 3AB kotwiczy bialko w strukturze blonowej
a dzieki powinowactwu 3AB do 3Dr! i 3CDP, tworzy
sie kompleks replikacyjny. Sam proces replikacji prze-
prowadza RNA zalezna polimeraza RNA 3D [31].

Skladanie i dojrzewanie czastek wirusa polio jest
stabo poznane. W genomie wirusa polio nie zidentyfi-
kowano sygnatu odpowiedzialnego za pakowanie RNA
do kapsydu.

Cykl komorkowy wirusa jest bardzo szybki i wydajny,
powoduje $mier¢ komorek gospodarza w ciggu 7-8 go-
dzin od momentu zakazenia. Cykl replikacyjny jest
cyklem litycznym, jednakze znane sg przypadki zaka-
zenia przewleklego bez wywolywania lizy komoérek
gospodarza [13].

Badania in vivo wykazaly, ze zakazenie wirusem polio
moze prowadzi¢ do apoptozy. Przypuszczalnym celem
programowej $mierci komorek jest limitowanie namna-
zania i rozprzestrzeniania si¢ wirusa. Proces ten jest sty-
mulowany przez samego wirusa, bowiem aktywatorem
apoptozy s3 wirusowe proteinazy 2Ar° i 3CP [2]. Z dru-
giej strony wirus polio moze réwniez by¢ inhibitorem
apoptozy, co potwierdzily badania z udzialem 2B/2BC,
2CATP § 3 A, ktére znosza apoptoze. Swiadczy to, iz funk-
cje proapoptotyczne i antyapoptotyczne wirusa polio
koegzystuja ze sobg podczas zakazenia, co wydaje sie bar-
dzo waznym elementem w procesie patogenezy [2, 58].

5. Przebieg zakaZenia wirusem polio

Wrota zakazenia stanowi jama ustna. Po wniknieciu
poliowirusy namnazaja si¢ w tkance limfatycznej gar-
dfa i ukladu pokarmowego [8, 78]. Okres inkubacji na
ogol trwa od 7 do 14 dni, ale obserwowano przypadki
w ktorych wynosil od 2 do 35 dni. Precyzyjne miejsce
i typ komorek wykorzystywanych przez wirusa do repli-
kacji nie jest do konca poznany i okreslony. Wirus polio
byt izolowany z tkanek limfatycznych uktadu pokarmo-
wego, takich jak migdalki, kepki Peyera znajdujace si¢
w blonie §luzowej i podsluzowej jelita cienkiego oraz
z jelita kretego i krezkowych wezléw chlonnych [8, 10,
53,77, 78].
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U wigkszosci 0s6b zakazonych wirusem polio poja-
wia si¢ przemijajaca wiremia. Wirus rozprzestrzenia si¢
do tkanek siateczkowo-$rédblonkowych nie wywolujac
objawow klinicznych. U 4-8% zakazonych os6b docho-
dzi do pojawienia sie symptoméw chorobowych okres-
lanych jako ,,minor illness”, wlicza si¢ do nich goraczke,
bdl gtowy i gardla (tzw. posta¢ poronna) [8, 53, 78].
Wirus namnaza si¢ w jelicie cztowieka i jest wydalany
z kalem, niosgc ryzyko transmisji patogenu.

6. Neurowirulencja

W bardzo rzadkich przypadkach, u okoto 1-2% zaka-
zonych os6b, dochodzi do rozwoju poliomyelitis. Wow-
czas wirus polio atakuje uktad nerwowy, replikujac si¢
w neuronach w obrebie rdzenia kregowego, pnia mdzgu
lub kory moézgowej [71]. Rozwdj objawdw w obrebie
OUN (osrodkowy ukltad nerwowy) moze by¢ potrakto-
wany jako ,wypadek” podczas zakazenia, gdyz nie przy-
nosi zadnych zyskéw dla wirusa oraz komoérki nerwowe
nie s3 wymagane do replikacji wirusa polio. Moleku-
larny mechanizm tego procesu do dnia dzisiejszego nie
zostal wyjasniony. Nie udalo sie poznac i zrozumie¢
przebiegu oraz rozwoju poliomyelitis w OUN. Wiedza
dotyczaca patogenennosci wirusa polio opiera si¢ na
badaniach przeprowadzonych na modelach mysich oraz
na naczelnych (od 1941 r. - do dzisiaj) i w dalszym ciggu
nie wyjasnia rozwoju i przebiegu patogenezy u ludzi [9,
15, 18, 29, 32, 33, 35, 36, 40, 41, 77, 79, 87].

Poliomyelits powoduje selektywna destrukcje neuro-
néw ruchowych, prowadzac do paralizu, a w niektérych
przypadkach do zatrzymania oddychania i $mierci [92].

Dominujg dwie teorie ttumaczace mechanizm trans-
portu wirusa polio do OUN. Pierwsza z nich zaklada,
ze czasteczki zakazne wirusa przekraczajg bariere krew-
-mozg, niezaleznie od receptoréw swoistych dla wirusa
polio [2, 58, 92]. Druga hipoteza poparta badaniami na
myszach CD155 tg [27, 66, 73] méwi, Ze wirus jest trans-
portowany z miesni do rdzenia kregowego i mézgu na
zasadzie wstecznego transportu aksonalnego. Wedlug
tej teorii receptory dla wirusa polio zlokalizowane sa
u ludzi na powierzchni synaps. Wirus polio taczy si¢
z receptorem, ktorego cytoplazmatyczna domena
oddzialuje z bialkami motorycznymi - dyneinami.
Nastepnie patogen wnika do wnetrza aksonu na zasa-
dzie endocytozy i czgsteczki wirusa sg transportowane
wzdluz mikrotubul przez akson do ciata komoérki ner-
wowej, gdzie dochodzi do odplaszczenia i replikacji.
W obu teoriach warunkiem przedostania si¢ wirusa
do ukladu nerwowego jest obecnos¢ wirusa we krwi
(wiremia). Wykazano mozliwos¢ replikacji wirusa polio
w komorkach krwi (monocytach) co moze mie¢ znacze-
nie w procesie krazenia wirusa w organizmie oraz jego
transportu do OUN [22, 71].
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Istotne dowody na przedostawanie si¢ wirusa do
OUN uzyskano na podstawie licznych badan i obser-
wagcji przeprowadzonych u ludzi i u matp. Wykazano,
iz inokulacja wirusa polio do nerwu kulszowego u matp
prowadzi do rozprzestrzeniania si¢ wirusa wzdluz
wlokien nerwowych w nerwach obwodowych i rdzeniu
kregowym. Co wigcej, w wyniku inokulacji domie$nio-
wej dochodzi u malp do porazenia w pierwszej kolej-
nosci tej konczyny, do ktdrej wstrzyknigto patogen, po
czym wirus przedostaje si¢ do rdzenia kregowego [58].
U dzieci, ktdre zostaly zaszczepione w 1943 roku niecat-
kowicie inaktywowang szczepionka przeciwko wirusowi
polio (wypadek Cuttera), obserwowano réwniez pora-
zenie zaszczepionych konczyn [59]. Dowody na neuro-
nalne rozprzestrzenianie si¢ wirusa pochodzg takze
z eksperyment6éw na transgenicznych myszach CD 155
[27]. Potwierdzono, iz po zakazeniu wirusem w pierw-
szej kolejnosci dochodzi zawsze do porazenia konczyny,
do ktérej drogg iniekcji wprowadzano wirusa.

Co ciekawe wykazano, ze uszkodzone mig$nie sg
czynnikiem predysponujacym do wystapienia polio-
myelitis, co zostalo zaobserwowane miedzy innymi
w Rumuni [84]. Do$wiadczalnie zjawisko to odtworzono
na transgenicznych myszach, wywolujac poliomyelitis
(provocation poliomyelitis). Ustalono, ze uszkodzone
miesnie szkieletowe stymulujg aksonalny transport
wirusa do rdzenia kregowego [84]. Mechanizmu tego
procesu nie udato sie do konca wyjasni¢, ale pewnych
wskazéwek dotyczacych mozliwosci przemieszczania
sie wirusa polio w ukladzie nerwowym dostarczylto
odkrycie moéwigce, iz cytoplazmatyczna domena CD155
taczy sie z Tctex-1 [57]. Odkrycie to sugeruje hipoteze
aksonalnego transportu wirusa polio. Zgodnie z jej zato-
zeniem w miejscu polaczenia migséni i neuronu rucho-
wego czasteczka wirusa polio (160S) faczy sie z domena
CD155, po czym wnika do wnetrza neuronu na zasa-
dzie endocytozy. Pecherzyki transportujace wirusa polio
sg zwigzane z Tctex-1 poprzez domene CD155, ktéra
pozostaje na zewnatrz pecherzyka. Po dostarczeniu cza-
steczki wirusa do wnetrza komdrki nerwowej nastepuje
uwolnienie wirusowego RNA i rozpoczgcie procesu
replikacji [58].

7. Tropizm tkankowy wirusa polio

Wirus polio zakaza tylko okreslone komorki oraz
tkanki i jedynie w momencie wiremii znajduje si¢
w wielu réznych organach [7, 78]. Przez wiele lat uwa-
zano, ze tropizm wirusa zwiazany jest z obecnoscig swo-
istego receptora komorkowego. Po odkryciu, ze CD155
jest receptorem dla wirusa polio okazalo sig, ze ulega on
ekspresji w wielu tkankach, takze tych, ktdre nie ulegaja
zakazeniu. Wysunieto wnioski, ze obecnos¢ receptora
CD155 na powierzchni komorki, czyni ja wrazliwg na
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zakazenie wirusem polio, a tropizm tkankowy wiaze si¢
z pdzniejszym etapem zakazenia [21, 39, 54]. Sugero-
wano, ze tropizm tkankowy wirusa polio jest uzalez-
niony od réznic w procesie translacji zaleznym od IRES
w roznych typach komdrek, ale hipoteza ta nie zostata
potwierdzona [11, 26, 64, 65, 91].

Tropizm tkankowy wielu wiruséw regulowany jest
poprzez wczesng odpowiedz immunologiczng zwig-
zang z synteza interferonu alfa/beta (IFNa/() [24, 76].
Podobne obserwacje poczyniono dla wirusa polio.
Zakazenie wirusem polio myszy transgenicznych z ludz-
kim receptorem CD155, ale nie posiadajacych recep-
tora dla IFNa/ umozliwilo replikacje wirusa nie tylko
w OUN, ale takze w watrobie, $ledzionie oraz trzustce.
CD155 ulega ekspresji we wszystkich wymienionych
organach, ale wirus polio ulega replikacji tylko w mézgu
i rdzeniu kregowym myszy, ktore posiadaja receptor dla
IFNa/p. Zakazenie wirusem polio myszy transgenicz-
nych CD155 prowadzi do silnej ekspresji gendéw stymu-
lowanych obecnoscig IFN (ISG - IFN-stimulated genes)
w tkankach, ktdre nie s3 zazwyczaj miejscem replikacji
wirusa polio. W przeciwienstwie do niewielkiej ekspre-
sji ISG w moézgu i rdzeniu kregowym, w czasie zakaze-
nia. Moze to sugerowa¢, ze IFNa/B warunkuje tropizm
tkankowy wirusa polio u transgenicznych myszy CD155
i warunkuje ochrone wrazliwych organéw takich jak §le-
dziona czy watroba [71].

Identyfikacja IFNa/f jako czynnika warunkujacego
tropizm tkankowy wirusa polio spowodowala pojawie-
nie sie spekulacji na temat mechanizmdéw patogenezy.
Po namnozeniu wirusa w tkance limfatycznej ukladu
pokarmowego, nastepuje etap wiremii kiedy wirus wraz
z krwig roznoszony jest po calym organizmie i trafia do
réznych organéw. Przypuszcza sig, ze wymagana jest
replikacja wirusa w pewnych tkankach by wirus mogt
dostac si¢ do o$rodkowego uktadu nerwowego. W przy-
padku 99% zakazen wczesna odpowiedz zwigzana z syn-
tezg IFNa/P hamuje replikacje wirusa i tym samym prze-
ciwdziala przedostaniu si¢ wirusa do uktadu nerwowego.
W 1-2% przypadkéw, u ktorych po zakazeniu wystepuja
porazenia, odpowiedz zwigzana z syntezg IFNa/p, jest
defektywna, co prowadzi do wzmozonej replikacji wirusa
oraz do inwazji uktadu nerwowego [71].

Dos$wiadczenie na transgenicznych myszach CD155,
wskazujace na IFNa/f jako czynnik limitujacy zakaze-
nie wirusem polio, jest mocno zaskakujace bioragc pod
uwage, ze w czasie zakazenia w komorce dochodzi do
zahamowania: kap-zaleznej translacji, DNA-zaleznej
syntezy RNA, sekrecji bialek komoérkowych, transportu
jadrowego oraz supresji odpowiedzi zwigzanej z NF-kB
[60]. Biorac pod uwage jak wirus polio wpltywa na meta-
bolizm komérki trudno sobie wyobrazi¢, ze IFNa/( jest
w stanie zahamowa¢ rozwdj zakazenia, tym bardziej,
ze dzialanie interferonu oparte jest na dzialaniu szla-
kéw komérkowych hamowanych przez wirusa polio. Co
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wiecej, replikacja wirusa w hodowlach komérkowych
nie jest hamowana przez IFNa/p, ale trudno odno-
si¢ doswiadczenia prowadzone in vitro w hodowlach
komarkowych do tak ztozonego ukltadu jakim jest orga-
nizm czlowieka [71].

8. Szczepionki przeciwko polio

Najskuteczniejszym sposobem zapobiegania zakaze-
niom wirusem polio sg szczepienia ochronne. W chwili
obecnej dostepne s3 dwa rodzaje szczepionek: szcze-
pionka OPV (oral polio vaccine) w skfad ktorej wchodza
zywe, atenuowane trzy serotypy wirusa oraz szczepionka
inaktywowana IPV (inactivated polio vaccine) zawie-
rajaca nieaktywne czasteczki wirusa typu 1,21 3 [71].

Szczepionka IPV zostala opracowana przez Joansa
Salka w polowie lat piecdziesigtych w Stanach Zjedno-
czonych. Trzy serotypy wirusa polio zostaly poddane
dzialaniu formaliny, co skutecznie znioslo zjadliwo$¢
bez wplywania na ich wlasciwosci antygenowe. Pierw-
sza licencja na wspomniang szczepionke zostata wydana
w USA w 1955 roku, redukujac liczbe zakazen o ok. 99%.
Skuteczno$¢ szczepionki zostata przetestowana w Skan-
dynawii oraz Holandii. Pojawily si¢ jednakze obawy
zwigzane ze stosowaniem szczepionki IPV. Nasunely
sie pytania, czy zabita szczepionka bedzie skuteczna
w rejonach mniej rozwinietych o wigkszej ekspozycji na
dzikiego wirusa polio. Wowczas zrodzity sie pomysty na
opracowanie zywej, atenuowanej szczepionki, ktora sty-
mulowataby miejscowa synteze przeciwciat IgA w ukta-
dzie pokarmowym i tym samym wywolywalaby wyzsza
odporno$¢ u zaszczepionych osob. Szczepionka OPV
zostala opracowana przez Alberta Sabina i wpro-
wadzona do uzycia we wczesnych latach 60. Skutecz-
nos¢ szczepionki sprawdzita sie i przyczynifa do zaha-
mowania epidemii poliomyelitis i transmisji dzikiego
wirusa polio [55].

Nalezy takze nie zapominad, ze pierwszy na $wie-
cie atenuowany szczep wirusa polio uzyskal nasz rodak
- Hilary Koprowski. Jego prace nad atenuacja
wirusa polio wigzaly si¢ z zakazaniem szczura bawel-
nianego. Po raz pierwszy szczepionka Koprowskiego
zostala podana w 1950 roku, a pierwsze masowe szcze-
pienia mialy miejsce w 1958r. w Kongo. W 1959r.
dzieki inicjatywie Owczesnego dyrektora Panstwo-
wego Zakladu Higieny w Warszawie profesora Feliksa
Przesmyckiego rozpoczeto masowe szczepienia
szczepionka Koprowskiego, co spowodowalo zahamo-
wanie epidemii, ktéra trwala w Polsce od 1951 roku.

Prowadzenie pasazy szczepu wirusowego w komor-
kach podobnych, ale nie identycznych do komoérek
w ktorych wirus si¢ namnaza w sposéb naturalny,
prowadza do selekcji wirusowych subpopulacji, ktore
zachowuja mozliwo$¢ zakazania komorek gospodarza

przy znacznie obnizonej wirulencji. Proces ten nazy-
wamy atenuacjg i jest to mechanizm prowadzacy do
otrzymania szczepionek zawierajacych zywe szczepy
wirusowe. Atenuowane szczepy szczepionkowe polio
typu 1 1 3 zostaly wyizolowane z wczesniej zakazo-
nych komdrek nerwowych matp. Prekursorowe szczepy
wirusa polio typu 1 (Mahoney) i 3 (Leon) zostaly dobrze
opisane i poznane, co pozwolilo na okreslenie gene-
tycznych réznic pomiedzy formami szczepionkowymi
a ich szczepami rodzicielskimi. Prekursor szczepu
szczepionkowego typu2 nie jest znany. Rodzicielski
szczep szczepu szczepionkowego typu2 ulegt atenu-
acji w wyniku domodzgowej iniekcji wykonanej u matp.
Wykazano, iz sekwencja genomu szczepionkowego
polio typu 2 rézni si¢ od wszystkich znanych dotychczas
sekwencji wirulentnych wiruséw tego typu (np. szczepu
Lansing). Mutacje prowadzace do atenuacji typu 2 nie
zostaly szczegétowo zidentyfikowane z powodu braku
szczepu rodzicielskiego [58].

Poréwnujac sekwencje genomoéw szczepow szcze-
pionkowych typu 1 i typu 3 z sekwencjami odpowiednich
prekursoréw wykazano nieoczekiwane i zaskakujace
roznice. Szczep szczepionkowy typul posiada 57 rdz-
nic w sekwencji nukleotydéw i 21 zmian w sekwencji
aminokwaséw w poréwnaniu do wyjsciowego szczepu
Mahoney [62], z kolei rdéznice pomiedzy szczepem
szczepionkowym typu 3, a szczepem Leon ograniczaja
sie do 10 zmian w sekwencji nukleotydowej i trzech
zmian w sekwencji aminokwasow [83]. Znaczace rdz-
nice w ilo$ci mutacji prowadzacych do atenuacji typu 1
w poréwnaniu do typu3 maja wyrazny wplyw na
bezpieczenstwo szczepionki. Z tego powodu rewersja
szczepu szczepionkowego typu 1 do wariantu o zwigk-
szonej neurowirulencji jest bardzo rzadka, natomiast
wigkszo$¢ przypadkow paralizu po podaniu szczepionki
(VAPP - vaccine associated paralitic poliomyelitis) byta
spowodowana szczepem typu 3 [89].

Na podstawie przeprowadzonych badan, ktérych
celem bylo poréwnanie zmian w sekwencjach nukleo-
tydow szczepow szczepionkowych typu 1 i 3 powoduja-
cych oslabienie neurowirulencji wykazano istotne roz-
nice w dwdch loci. Zmiana w pierwszym loci dotyczy
regionu poliproteiny kodujacej kapsyd (domena P1).
Domena P1 szczepu szczepionkowego typu 1 zawiera
22 mutacje w sekwencji nukleotydéw prowadzace do
12 zmian w sekwencji aminokwaséw. Z kolei domena P1
szczepu szczepionkowego typu 3 posiada tylko 2 rdznice
w sekwencji nukleotydéw co przeklada si¢ na 2 zmiany
w sekwencji aminokwasdw. Mutacje w regionie P1 u obu
typow skutkuja pojawieniem si¢ cechy termowrazliwosci
(fenotyp ts) [49]. Ponadto szczep szczepionkowy typu 1
posiada dodatkowo 2 réznice w sekwencji aminokwa-
soéw polimerazy RNA (3D?) [68, 69, 86].

Zmiana w drugim loci genomu szczepéw szczepion-
kowych wirusa polio dotyczy domeny V regionu 5’ IRES.
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W tym przypadku pojedyncze mutacje punktowe pro-
wadzg do ostabienia zjadliwo$ci poszczegdlnych seroty-
pow (rézne mutacje dla kazdego szczepu) [1, 46]. Poje-
dyncze zmiany w sekwencji nukleotydéw doprowadzity
do obnizenia wydajnosci namnazania si¢ dzikiego polio
w komorkach nerwowych i wytworzenia atenuowanego
fenotypu w organizmie transgenicznych myszy CD 155
[45] i malp [88].

Badania innych naukowcéw z kolei podwazaja
role mutacji w domenie V regionu 5 IRES w atenu-
acji szczepu typu 3. Sugeruja, iz ta mutacja punktowa
(nukleotyd 471) [37] w zaden sposéb nie prowadzi do
ostabienia zjadliwosci wirusa polio typu 3. Dlaczego
wiec szczepionka przeciwko temu serotypowi jest
bezpieczna? Po pierwsze typ 3 jest najmniej wirulent-
nym wirusem, powoduje poliomyelitis u jednej osoby
na 1000 zakazonych. Po drugie mutacja w IRES jak
i w regionie kodujacym kapsyd moze przyczynia¢ si¢
jedynie do ograniczenia rozprzestrzeniania si¢ szczepu
PV3 z ukladu pokarmowego do systemu nerwowego,
jednakze w chwili obecnej nie wyjasniono tego mecha-
nizmu. Niektérzy naukowcy sg bardziej sceptyczni
w kwestii atenuacji typu 3, dla nich brak rozwoju cho-
roby u oséb zaszczepionych nie jest dowodem na brak
zakazenia komorek nerwowych [58, 89].

W chwili obecnej nie milkng obawy zwigzane ze sto-
sowaniem zywej szczepionki. Jak wiadomo szczepionka
OPYV, podawana doustnie imituje naturalne zakazenie,
co niesie ryzyko rewersji formy szczepionkowej do
dzikiej. Sporadycznie réwniez zdarzaja si¢ przypadki
VAPP (Vaccine Associated Paralysys Polio), ktdra jest
jednostka chorobowa wywolywang atenuowanym szcze-
pem polio. Jest to zespot objawdéw podobnych do polio-
myelitis, ktore wystepuja przecietnie z czestotliwoscig 1
na 750 000 dawek szczepionki OPV [61, 71].

9. Program eradykacji poliomyelitis

W maju 1988 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia
(WHO) wprowadzita program $wiatowej eradykacji
dzikiego wirusa polio (Global Polio Eradication Ini-
tiative). Zalozong data osiggniecia celu bylo rok 2000.
Program ten jest nadal kontynuowany i obecnie méowi
sie o eradykacji poliomyelitis a nie eradykacji wirusa
polio. W wyniku dziatan prowadzonych w ramach tego
programu zredukowano zachorowalnos¢ na poliomyelitis
z ponad 350 000 przypadkéw w 1988 roku do 784 zna-
nych przypadkéw w 2003 roku, a w 2011r. odnoto-
wano 228 zachorowan. W dalszym ciggu walczy sie
z ogniskami zachorowan wywotanych dzikim polio
w Azji i w Afryce, a wigc na ostateczny sukces nalezy
poczekaé. WHO jest obecnie ostrozne w prognozowaniu
ostatecznej daty eliminacji poliomyelits. Od 1999 roku
typ 2 dzikiego wirusa polio nie zostal wyizolowany
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na catym $wiecie, co moze $wiadczy¢ o eradykacji tego
serotypu [58].

Niepokojacym zjawiskiem jest mozliwo$¢ rewersji
szczepow szczepionkowych wirusa polio do typu dzi-
kiego, co niesie obawy ponownej transmisji tego pato-
genu i z tego powodu w wielu krajach nie podaje sig
juz szczepionki zawierajacej Zywe, atenuowane szczepy
wirusa lecz szczepionki inaktywowane. Planowane jest
w przysztosci calkowite zastapienie Zywej szczepionki
preparatem inaktywowanym.

10. Podsumowanie

W pierwszej polowie XX wieku, kiedy mialy miej-
sce bardzo czeste epidemie poliomyelitis, nastapit wzrost
zainteresowania wirusem polio. Efektem badan nauko-
wych bylo wynalezienie skutecznej szczepionki prze-
ciw wirusowi polio i dzieki temu eradykacje poliomy-
elitis mozna bylo obja¢ ogélnoswiatowym programem,
ktory jest realizowany pod egida WHO od lat 80-tych
XX wieku. Mimo intensywnych prac wykonywanych
w ramach tego programu, w dalszym ciggu odnotowuje
si¢ jeszcze w Azji i w Afryce ogniska zachorowan wywo-
tanych dzikim wirusem i na peten sukces wyeliminowa-
nia tego wirusa nalezy poczekac.

Pomimo tego, ze minelo juz ponad 100 lat od ustale-
nia, Ze wirus jest czynnikiem etiologicznym poliomyeli-
tis, w dalszym ciggu pozostaje wiele pytan bez odpowie-
dzi na temat patogenezy wirusa polio. Wiedza zdobyta
poprzez tysiace przeprowadzonych badan nie jest w sta-
nie w pelni wyjasni¢ mechanizméw rozwoju choroby
i chociaz wirus polio jest najintensywniej badanym
enterowirusem nadal pozostaje on ,wirusem-zagadky”
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1. Wstep. 2. Ogdlna charakterystyka hPIV oraz zakazen przez nie wywolanych. 3. Zakazenia hPIV u pacjentéw po przeszczepach
narzadow. 4. Diagnostyka i leczenie. 5. Podsumowanie

Human parainfluenza viruses as the cause of viral infections in patients after stem cells or lung transplantation

Abstract: The characteristics of human parainfluenza viruses (hPIVs) are presented. These viruses are well known as the agents of
respiratory tract infections (RTT) in children. The incidence of hPIV infections varieds depending on the year/season. The reinfections
occurre throughout the life. In immunocompromised patients such reinfections might be a cause of severe disease (pneumonia, GVPD)
beading also to death. Nowadays, transplantation has become a successful worldwide practice. According to WHO, more than 50.000
stem cells transplantations are carried out annually, the lung transplantation — 3500/year. In lung recipients, hPIV is the first agent
of RTIL; in stem cells recipients — the second (after RSV). The hPIVs infections have been observed in 1,5-10% of lung recipients and
in 2,2-60% of stem cells recipients and the predominant virus was hPIV-3. The patients after transplantation receive high doses of
corticosteroids which increase the risk of hPIV-pneumonia, a life threating disease, and quick diagnosis is required. Moreover, hPIVs
are also the cause of nosocomial infections. Such outbreak/cases occur simultaneously to the activity of the viruses in the environment. In
immunocompromised patients the shedding of hPIVs is significantly longer than in immunocompetent persons, also the infection can be
asymptomatic for the weeks. Such patients, visitors of their families, especially children, and staff members are the source of nosocomial
hPIVs infections. Considering the lack of specific and effective anti-hPIVs therapy it is very important to prevent them. The most effective
way of prevention is the compliance with the fundamental hygienic behaviours and the restriction of contact with ill people.

1. Introduction. 2. General characteristic of hPIVs and infection caused by them. 3. hPIV infection in patients after organ transplants.
4. Diagnosis and treatment. 5. Summary

Stowa kluczowe: wirusowe zakazenia drog oddechowych, wirusy paragrypy, zakazenia wirusowe po transplantacjach ptuc i szpiku
Key words: viral respiratory tract infections, parainfluenza viruses, viral infections after bone marrow and lung transplantation

1. Wstep

Wirusy paragrypy (human parainfluenza viruses,
hPIV) stanowig jeden z gtéwnych czynnikéw wywo-
tujacych zakazenia drég oddechowych, szczegdlnie
u dzieci do lat 5. O ile pierwotne zakazenia hPIV sta-
nowia u dzieci przyczyne powaznych schorzen, czesto
wymagajacych hospitalizacji, to reinfekcje, ktore wyste-
puja w ciagu calego zycia czlowieka na ogot sg ogra-
niczone do zakazen gérnych drég oddechowych [41].
Wirusy paragrypy moga jednak, w okreslonych przy-
padkach, réwniez u 0séb dorostych powodowa¢é nawet
do 12% zakazen dolnych drég oddechowych o cigzkim
przebiegu. Stanowig one przyczyne ognisk zachorowan
w domach opieki oraz na oddziatach gdzie przebywaja
pacjenci w stanie immunosupresji, zaréwno dzieci,
jak i dorodli. Z uwagi na zwiekszajaca si¢ liczbe wyko-
nywanych przeszczepow, szczegélnie szpiku i pluc,
obserwowany jest wzrost wirusowych zakazen drog
oddechowych (hPIV, RSV, grypa), bedacych jedna
z przyczyn powiklan i odrzucenia przeszczepu, jak réw-
niez $mierci biorcow narzgdow.

2. Ogolna charakterystyka hPIV
oraz zakazen przez nie wywolanych

Wirusy paragrypy nalezg do rodziny Paramyxoviri-
dae, podrodziny Paramyxovirinae [7, 17], liczacej pig¢
rodzajow: Avulavirus, Henipavirus, Respirovirus, Rubu-
lavirus oraz Morbillivirus. Na podstawie cech genetycz-
nych i antygenowych wyrézniono 5 typéw wirusa para-
grypy (1, 2, 3, 4ai4b). Wirusy typu 1 i 3 zaliczane sg do
rodzaju Respirovirus, natomiast wirusy hPIV-2, hPIV-4a
i hPIV-4b do Rubulavirus [1, 7, 17].

Wirusy paragrypy to helikalne czasteczki o Srednicy
150-400 nm [32]. Genom stanowi czgsteczka jednoni-
ciowego RNA o ujemnej polarnosci (ssRNA(-)) [4, 32]
zawierajgca 15500 nukleotydow i geny kodujace sze§¢
gléwnych biatek: 2 biatka powierzchniowe: hemaglu-
tyning-neuraminidaze (HN) i biatko fuzyjne (F) [8];
biatko matriksowe (M) oraz bialka, ktore razem z RNA
tworzg rdzen nukleokapsydu: nukleoproteiny (N/NP),
fosfoproteiny (P) i RNA zalezng polimeraze RNA (L)
[44]. W zaleznosci od typu wirusa paragrypy obserwo-
wano roznice w wielko$ci poszczegélnych biatek: np.

* Autor korespondencyjny: Zaklad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panistwowy Zaklad Higieny, ul. Chocim-
ska 24, 00-791 Warszawa; tel/fax + 48 22 54 21 385; e-mail: eabramczuk@pzh.gov.pl
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masa czasteczkowa fosfoprotein hPIV typu2 i 4 waha
sie w zakresie 49 000-53 000 D, natomiast typu 1 i3 od
83000 do 90000 D. Wykazano takze, ze mozliwe jest
kodowanie dodatkowych bialek niestrukturalnych np.
biatka C kodowanego przez hPIV typow 1, 2 i 3 czy
biatka V; ktére wystepuje u hPIV-2 [17].

Drogg szerzenia si¢ zakazen wirusami paragrypy
jest droga kropelkowa oraz kontakt z wydzielinami
i aerozolami zawierajagcymi czasteczki wirusowe [4,
22]. Poczatkowo dochodzi do zakazenia gornych drog
oddechowych (btona sluzowa nosa i gardta), skad wirus
moze rozprzestrzeniac sie do dalszych odcinkéw uktadu
oddechowego, miedzy innymi do ptuc.

Pierwszym etapem zakazenia hPIV jest taczenie sie
wirusowych glikoprotein HN z receptorami obecnymi
na powierzchni komorek gospodarza. Receptorami dla
wiruséw paragrypy sa czasteczki zawierajace kwas sja-
lowy (gangliozydy, sjaloglikoproteiny), ale stwierdzono
roznice w swoisto$ci wigzania poszczegdlnych hPIV do
receptoréw w zaleznosci od ich struktury przestrzennej
i chemicznej. Jest to jedna z przyczyn istnienia réznic
w patogennosci tych wirusoéw [48, 54]. Nastepnie, przy
udziale biatka F, ostonka wirusowa ulega fuzji z btong
plazmatyczng komorki, co prowadzi do uwolnienia
nukleokapsydu do cytoplazmy. Genom staje si¢ matryca
w procesie transkrypcji i replikacji kwasu nukleinowego.
Do tworzenia czastek potomnych dochodzi podczas
faczenia powstalych w cytoplazmie nukleokapsydow
z inkrustujgcymi blone cytoplazmatyczng biatkami HN
i E Czastki potomne uwalniane sg w procesie paczko-
wania z blony plazmatycznej i nastepnie zakazane sg
kolejne komorki. W przypadku wiruséw paragrypy,
tak jak i innych paramyksowiruséw, np. wirusa odry,
istnieje jeszcze inna mozliwos$¢ rozprzestrzeniania si¢
zakazenia. Jest nig zdolno$¢ laczenia sie zakazonych
komorek i tworzenie tzw. syncytii (komorek olbrzy-
mich), w ktérych potomne czastki wirusowe moga
zakaza¢ sgsiadujace komorki bez wywolywania lizy
zakazonych komorek [7, 32].

Uwaza sig, ze wirusy paragrypy stanowig drugi, po
RSV, czynnik ostrych wirusowych zakazen oddecho-
wych u dzieci. W zaleznosci od roku/pory roku stanowia
ok. 10-30% zakazen drég oddechowych u dzieci, ktore
wymagajg leczenia szpitalnego, a w przypadku oséb
dorostych do 12% chorych poddawanych jest hospi-
talizacji [17]. Wirusy paragrypy moga wywola¢ szereg
chorob ukltadu oddechowego, o réznym przebiegu [41].

Zakazenia hPIV-1 wystepuja czesto u matych dzieci,
szczegllnie u dzieci 2-3-letnich. Objawy zakazenia to
najczesciej: krup wirusowy, $wiszczacy oddech, ale
moga takze prowadzi¢ do rozwoju zapalenia ptuc lub
zapalenia oskrzelikow plucnych. Szacuje sie, ze ponad
50% przypadkéw wirusowego krupu wywotanych jest
przez hPIV-1. Czynnikiem etiologicznym krupu moze
by¢ takze hPIV-2. Uwaza sie, ze 60% zakazenn hPIV-2
dotyczy malych dzieci <5 roku zycia, najwiecej zacho-
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rowan przypada na wiek od 1 do 2 lat ale rzadko sa
przyczyng zakazen dolnych drég oddechowych [12].
Zakazenia hPIV-3 s natomiast wigzane z jeszcze mlod-
szymi dzie¢mi, <6 miesigca zycia i szacuje sie, ze ok.
40% tych zakazen ma miejsce w czasie pierwszego roku
zycia. W przebiegu zakazen hPIV-3 czesto obserwuje sie
zapalenia ptuc i bronchiolitis.

Nadal niewiele wiadomo na temat epidemiologii
zakazen hPIV-4, ktére na ogdl s3 ograniczone do gor-
nych drég oddechowych. Dane serologiczne wskazuja,
ze pierwsze zakazenie tym wirusem ma miejsce we
wczesnym okresie zycia, a nastepnie dochodzi do cze-
stych reinfekcji.

W tabeli I zebrano wybrane pismiennictwo doty-
czace badan nad czestoscia zakazen hPIVs w réznych
grupach wiekowych oraz w roznych krajach, takze
w Polsce (wyniki wlasne).

Zakazenia wirusami paragrypy wystepuja w ciagu
calego roku, ale obserwowane sg roznice dotyczace
czestosci wystepowania poszczegdlnych typéw wirusa
w zaleznosci od pory roku jak i w poszczegdlnych
latach. Wirusy paragrypy typu 1 s3 na ogél wykrywane
w probkach materialu klinicznego pobranego od cho-
rych w okresie jesienno-zimowym (wrzesien-styczen);
hPIV-2 - najczesciej wywoluje sporadyczne zachorowa-
nia w czasie calego roku, chociaz zdarzajg si¢ ogniska
epidemiczne, szczegdlnie wczesng zimg; w przypadku
hPIV-3 - szczyt krzywej epidemicznej przypada na
wiosne i lato (kwiecien-sierpien). W tzw. sezonie gry-
powym (jesienno-zimowym) obserwowany jest niski
udzial wirusa hPIV-3 w zakazeniach oddechowych [16,
49, 45]. Nalezy zaznaczy¢, ze czesto$¢ zakazen wywola-
nych przez poszczegdlne typy hPIV moze si¢ znacznie
rozni¢ w poszczegdlnych latach. Zaobserwowano, ze
w latach wzrostu liczby zakazen hPIV-1 nastepuje obni-
zenie liczby zachorowan wywolanych hPIV-3 i przeciw-
nie. Stad w latach, w ktérych odnotowuje si¢ niska liczbe
zakazen hPIV-1 okres wystepowania hPIV-3 moze si¢
wydluzy¢ do jesieni [12]. Zaobserwowano takze zjawi-
sko zastepowania jednego typu wirusa przez inny, np.
w Chile w latach 2001-2002 dominowal hPIV-3, ktéry
w nastepnych 2 latach zastapiony zostal przez hPIV-2.
W tym czasie zachorowania wywotane przez hPIV-1 byly
na stalym poziomie [50]. W badaniach dzieci, prowa-
dzonych w Chinach w latach 2007-2010 stwierdzono,
ze kazdego roku wiosng i latem dominowaly zachoro-
wania hPIV-3, ale wystgpita réznica w czestosci zakazen
hPIV-4, stwierdzano je gtéwnie w latach 2007-2008 [43].

3. Zakazenia hPIV u pacjentéw
po przeszczepach narzadow

U os6b dorostych, ze sprawnie funkcjonujacym ukta-
dem immunologicznym, zakazenia hPIV ograniczone
sg na ogot do gérnych drog oddechowych. Natomiast



WIRUSY PARAGRYPY W ASPEKCIE ZAKAZEN WIRUSOWYCH OSOB PO PRZESZCZEPACH SZPIKU LUB PLUC

155

Tabela I

Czestoé¢ zakazen wywolywanych przez wirusy paragrypy wsréd dzieci i dorostych w réznych regionach $wiata

Kraj/lata Grupa badana Liczba badanych hPIVs (+) Pi$miennictwo
Chiny/2010-2011 >14 lat 416 4(0,96%) [59]
Bangladesz/2009-11 dzieci 515 115 (22%) [18]
Belgia/2009-2010 <5 lat 139 10* (7%) [19]
Francja/2009-2010 dzieci i dorosli 286 9 (3%) [49]
Polska/2009-2010 <5 lat 287 18** (6,3%) #
Francja/2009 dzieci i doro$li 413 63 (15,3%) [45]
Chiny/2007-2010 0,5 mies. - 16 lat 2009 246 (12,2%) [43]
Kenia/2007-2010 <=5Iat 6264 591 (9,4%) [2]
Chiny/2008-2009 >14 lat 197 5(2,5%) [5]
Wielka Brytania/2006-2009 | dzieci i dorodli hPIV-1-12830 hPIV-1 - 0,56% [14]

hPIV-2-11989 hPIV-2 - 0,33%

hPIV-3-12831 hPIV-3 - 2,6%
Hiszpania/2005-2008 <14 lat 626 29 (4,6%) [13]
Chiny/2005-2007 >14 lat 5808 252 (4,3%) [42]
Australia/2003-2004 1 dzieni - 80 lat 315 9(2,9%) [4]
Chile/2001-2004 dzieci 3043 64 (2,1%) [50]
USA/2000-2001 <5 lat 592 40 (7%) [21
USA/1998-2000 > 18lat 154 16 (10,4%) [16]
USA/1991-1992 > 18lat 3051 44 (1,44%) [31]
USA/1974-1993 <5 lat 5099 256 (5,6%) [41]

Objasnienia: * — wykrywanie hPIV2 oraz hPIV4 lacznie; ** — wykrywanie facznie hPIV-1 oraz hPIV-3; # — badania wlasne (w druku)

u 0s6b z defektem immunologicznym lub poddawanych
terapii immunosupresyjnej wirusy te moga wywolaé
takze zakazenia dolnych drég oddechowych. U oséb
po transplantacji czesto prowadzi to do komplikacji
i niekiedy do odrzucenia przeszczepu, a czasem jest
nawet powodem $mierci, zwlaszcza u 0sob po przeszcze-
pach ptuc [25, 60].

Pierwszy zabieg transplantacji ptuc przeprowadzono
w Stanach Zjednoczonych w roku 1963, ale dopiero
w latach 80-tych uzyskano satysfakcjonujace wyniki po
wykonaniu przeszczepu tego narzadu. Na calym swie-
cie odnotowuje si¢ rocznie 3400 zabiegdw transplantacji
pluc (World Health Organization) [57]. Jest to metoda
wykorzystywana w leczeniu ciezkich, nieuleczalnych
innymi metodami schorzen dolnych drég oddechowych,
takich jak: rozedma pluc, zwidknienie ptuc i mukowi-
scydoza [29]. Pomimo rozwoju nowych metod kontro-
lowania i zabezpieczania biorcow organdw przed zakaze-
niem, problem zakazen wirusowych jest nadal aktualny.
Wirusy powodujace zakazenia drog oddechowych,
w tym: hPIV, RSV, adenowirusy, wirusy grypy, hMPV,
oraz rinowirusy (HRV) coraz czeéciej stanowig istotny
czynnik w analizach zachorowalnosci i $miertelnosci
u 0s6b po przeszczepach [20]. U 0séb po przeszczepach
pluc, sposrod wiruséw zakazajacych uktad oddechowy,
najczesciej stwierdza sie zakazenia hPIV. Mimo, iz §mier-
telno$¢ w tej grupie pacjentéw nie jest wysoka, zakazenia

te czesto s3 powodem odrzucenia organu oraz przyczy-
niajg sie do rozwoju wtornych zakazen [20, 47].

Czynniki takie jak: dlugotrwata terapia immuno-
supresyjna, kontakt przeszczepianego organu ze $ro-
dowiskiem zewnetrznym wzglednie przerwanie cigg-
tosci tkanki limfatycznej w przeszczepionym narzadzie
dodatkowo sprawiaja, ze infekcje u biorcéw ptuc wyste-
puja czesciej niz u innych oséb. Tkanka limfatyczna
w plucach odgrywa wazng role w zwalczaniu zakazenia
hPIV, dlatego jej uszkodzenie, ktore czesto wystepuje
u biorcéw tego narzadu, utrudnia eliminacje wirusa
z organizmu, a tym samym przyczynia sie do rozwoju
zakazenia [52].

Analiza czesto$ci zakazen hPIV u biorcoéw ptuc wyka-
zala, ze do zakazenia dochodzito $rednio u 5,3/100 pa-
cjentow [3, 51]. Badania prowadzone przez inne zespoty
potwierdzaja, ze w zalezno$ci od pory roku, w ktorej
wykonywany jest zabieg, wieku chorych, czesto$¢ zaka-
zen hPIV wsréd biorcéw pluc waha sie od 1,5% do
10% (Tab.II). Szacuje si¢ takze, ze wsrdd biorcow pluc,
u ktorych wystapito zakazenie dolnych drég oddecho-
wych, czynnikiem etiologicznym zachorowania w 10%
do 60% przypadkow byly wirusy paragrypy (3, 51].

U biorcow pluc zakazenia wirusami paragrypy
moga by¢ przyczyng zaréwno zakazen goérnych drog
oddechowych o tagodnym przebiegu, jak i ciezkich
choréb wymagajacych mechanicznej wentylacji, takich



156

EDYTA ABRAMCZUK, KATARZYNA PANCER, BOGUMILA LITWINSKA

Tabela II
Zakazenia ludzkim wirusem paragrypy (hPIV) u 0séb po przeszczepie ptuc
. . Wiek Liczba CZ@St.OS,C Odstep miedzy - o
Miejsce/Rok Objawy chorveh | chorveh zakazen przeszczepem Dominujacy Pi$mien-
Y Y hPIV | azakazeniem hPIV |  typ hPIV nictwo
USA/2002-2007 URTI, LRTI bd 55 10% hPIVs <2lata [27]
Dallas (USA)/1999-2000 URTI 3541512 93 6% hPIV-1,2,3 2,8 lat [55]
Pittsburgh/1990-2000 URTI bd 454 5,2% hPIV-3 hPIV-1i2 6 mies - 5 lat [52]
Durham (USA)/1992-1998 LRTI >18 1. 176 2,8% hPIV 6 dni - 2 lata [29]
Durham (USA)/1992-1997 | URTI >18 1. 122 1,6% hPIV-3 13dni - 2 lata [36]

Objasnienia: bd - brak danych; LRTI - zakazenia dolnych drég oddechowych; URTI - zakazenia gérnych drég oddechowych

jak zapalenie ptuc czy zapalenie oskrzelikdéw [32, 55].
Zréznicowane moga by¢ objawy w przebiegu zakazenia
hPIV u biorcéw ptuc. Zespét Vilchez i wsp. wbada-
niach prowadzonych w latach 1990-2000r. jako gtéwne
objawy uznali: kaszel, skrécony oddech, wysoka tempe-
rature [52]. Natomiast Matar i wsp. w obserwacjach
z lat 1992-1998, za charakterystyczne objawy uznali
zakazenia dolnych drég oddechowych, kaszel, rzezenie
oraz duszno$¢ [29]. Zdarza sie, ze w wyniku zakazenia
hPIV dochodzi do zmian w ptucach, bez zewnetrznych
objawow klinicznych [3, 56]. Czas wystgpienia infek-
cji wirusowej po zabiegu u biorcéw pluc jest rozny,
jednak wiekszos¢ przypadkéow ma miejsce w okresie
pierwszego roku po przeszczepie, Srednio 9 miesigcy po
operacji (Tab. II).

Zakazenia hPIV u biorcéw moga by¢ réwniez przy-
czyng nieprawidtowego funkcjonowania przeszczepio-
nego pluca [20, 47]. Zakazenia wirusowe powodujace
mechaniczne uszkodzenie przeszczepu, aktywuja sze-
reg procesow, prowadzac do jego odrzucenia. Bada-
nia sekcyjne wykazaly, ze w plucach oséb poddanych
immunosupresji obserwowano tworzone przez wirusa
syncytia, nie stwierdzono takich zmian w przypadku
0s6b ze sprawnym ukladem odpornosciowym [46].
Wynikiem przebytego zakazenia wirusami paragrypy
moze by¢ zarostowe zapalenie oskrzelikéw (OB) bedace
najczestsza przyczyna odrzucenia przeszczepu. Takie
objawy stwierdzono u 32% chorych okoto 6 miesiecy
po wykryciu zakazenia hPIV [55].

Zakazenia hPIV sa przyczyna zgonu od 1,6% do 10%
biorcédw pluc (ogélnie zakazenia wirusowe sg przyczyna
zgonu 40% pacjentdéw po transplantacji tego narzadu)
[26]. U biorcéw pluc rokowania w przebiegu zakazenia
hPIV w znacznej mierze zalezg od tego czy doszlo do
zakazenia dolnych drég oddechowych.

Kolejna grupa pacjentéw, u ktdrej czgsto wykrywane
sg zakazenia hPIV to osoby po przeszczepach szpiku
kostnego. Po raz pierwszy skuteczny zabieg allogenicz-
nego przeszczepu szpiku kostnego przeprowadzono
w roku 1968 na Uniwersytecie w Minnesocie, u dziecka
z zespolem cigzkiego niedoboru odpornosciowego.
Wedtug danych WHO [2012] co roku na $wiecie prze-

prowadzanych jest ponad 50 000 zabieg6éw transplanta-
cji macierzystych komorek, z czego wiekszos¢ to prze-
szczepy autologiczne [58]. Przeszczep szpiku kostnego
wykonywany jest przy leczeniu niektérych zaburzen
hematologicznych, takich jak: przewlekta biataczka szpi-
kowa, ostra biataczka limfatyczna, niedokrwistos¢ apla-
styczna czy ciezki zlozony niedobér immunologiczny.
U 30-60% dorostych i 10-25% dzieci po przeszczepach
szpiku kostnego wystepuja komplikacje, ktére moga
doprowadzi¢ nawet do zgonu pacjenta. Jedng z przyczyn
takich komplikacji sa zakazenia wirusowe. U biorcow
szpiku zakazenia hPIV stwierdza si¢ u 2-19% badanych,
co stawia te wirusy na drugim miejscu, po RSV, jako
czynnik etiologiczny zakazen [11, 24, 37 40,]. Ryzyko
zakazenia hPIV u 0s6b po przeszczepie autologicznym
jest nizsze niz u 0séb, ktérych dawcg bylo rodzenstwo
lub osoby niespokrewnione. Ponadto wykazano, ze inne
czynniki, takie jak wiek, dieta, obecno$¢/brak zakazenia
CMYV, GVHD (reakcja biorcy wobec przeszczepu, ktdra
moze prowadzi¢ do odrzutu) nie maja wplywu na cze-
sto$¢ wystepowania zakazen hPIV u biorcow szpiku [51].

Wirusy paragrypy moga wywolywa¢ u biorcow
szpiku kostnego infekcje gérnych drég oddechowych
(URTI) [25, 30, 33, 40], a u ok. 25-60% zakazonych
rozwija si¢ zapalenie ptuc [25, 58] (Tab.III). Wirusy
paragrypy sa rowniez wykrywane w probkach pobra-
nych od biorcéw, u ktorych nie stwierdza si¢ charaktery-
stycznych objawdw. Najczesciej zakazenia bezobjawowe
obserwowano po przeszczepie macierzystych komoérek
krwiotworczych, w tym szpiku kostnego.

Dlugotrwata obecno$¢ hPIV w drogach oddecho-
wych moze prowadzi¢ do przewleklego stanu zapalnego,
a w konsekwencji do nieodwracalnych zmian w ukfadzie
oddechowym [37]. Ponadto hPIV, poprzez degradacje
nablonka ukladu oddechowego, umozliwiaja penetra-
cj¢ innym patogenom (tj. grzyby, bakterie, inne wirusy),
bedacymi glownym ryzykiem $mierci oséb po trans-
plantacji szpiku kostnego w wyniku rozwoju zapale-
nia ptuc [6, 28].

Zgodnie z danymi w piSmiennictwie, najczesciej
dochodzi do zakazenia hPIV w $rodowisku pozaszpi-
talnym, ale obserwowano réwnolegle ogniska zakazen
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Tabela III
Zakazenia hPIV u 0s6b po przeszczepie szpiku kostnego
wpeion | oway | ok Bt TGt oy P
USA/2010 LRTI $r. 55 lat 196 6% hPIV-3 [11]
Wtochy/2007-2008 | 16-URTI, 16-LRTI ér. 3,5 lat 116 16% hPIV-3 [38]
USA/2005 URTTiLRTI 29-72 lat 13 bd hPIV-3 [30]
USA/2002-07 URTI LRTI $r. 55 lat 200 60% hPIV-1,2,3 [6]
USA/2000-04 URTI $r. 47 lat 122 14% hPIV-1,3 [37]
USA/2000 URTI, LRTI 24-67 lat 64 18,8% hPIV-3 [9]
USA/1998-99 bd bd 397 23% hPIV-3 [34]
USA/1990-99 URTI LRTI bd 3577 7% hPIV 1,2,3,4 [35]
Anglia/1990-96 URTI, LRTI $r. 32 lat 456 6,7% hPIV-3 [10]
USA/1991-94 34-URTI, 27-LRTI $r. 40 lat 1173 5,2% hPIV-3 [25]
USA/1974-90 URTI LRTI ér. 14 lat 1253 2,2% hPIV 1,2,3,4 [56]

Objasnienia: URTI - zakazenie gornych drég oddechowych; LRTT - zakazenia dolnych drég oddechowych; bd - brak danych

szpitalnych [11, 33, 38, 56, 58]. Wirusy paragrypy moga
przetrwa¢ na skorze, ubraniach lub innych powierzch-
niach nawet do kilku miesigcy i ponadto czas wydalania
wirusa przez chorego moze by¢ dtugi na co wplywa mie-
dzy innymi sprawno$¢ i funkcjonowanie uktadu odpor-
nosciowego. Réznica w wydalaniu wirusa hPIV przez
chorego o obnizonej wydolnosci ukladu odpornos-
ciowego w stosunku do chorego immunokompetent-
nego wynosila nawet 50 dni (odpowiednio mediana:
72 dni vs. 18 dni) [9]. Z tego powodu przy okreslaniu
ryzyka zakazenia hPIV biorcéw szpiku lub ptuc uwaga
zwykle skupia sie na chorych, ale pracownicy szpitala
oraz odwiedzajacy réwniez powinni by¢ traktowani
jako potencjalne zrédio zakazenia [9, 32]. Ze wzgledu
na szybkie rozprzestrzenianie si¢ wirusow w srodowi-
sku oraz ich bezobjawowe nosicielstwo okreslenie zZrodta
infekeji nie zawsze jest mozliwe [10, 20, 37]. Czasami
zrodlem zakazenia jest dawca [33], ale nalezy bra¢ pod
uwage mozliwo$¢ zakazenia biorcy przeszczepu hPIV
na kilka dni przed operacja, a takze mozliwos¢ prze-
wleklego zakazenia (nawet 98 dni), ktére moze spowo-
dowa¢ wystapienie objawdw juz po transplantacji [56].

Smiertelno$¢ w wyniku zakazenia hPIV u bior-
cow szpiku jest wyzsza niz wérdd biorcéw ptuc. Dane
w pi$miennictwie wskazuja na bardzo duze rdznice
$miertelnosci miedzy poszczegélnymi badaniami (od
5% do 70%), ale wigkszos$¢ autoréw podawala, ze w gru-
pie biorcow szpiku zakazonych hPIV, infekcje te byly
przyczyna zgonu dla ok. 30-40% pacjentow [10, 11, 24,
30, 35, 39]. Ryzyko wystapienia komplikacji w wyniku
zakazenia hPIV lub zgonu wystepuje na ogét u pacjen-
tow z zapaleniem pluc ewentualnie bronchiolitis. Zaob-
serwowano, ze zakazenie hPIV moze by¢ jedynym czyn-
nikiem zakaznym, ktéry wywotat komplikacje i $mier¢
pacjenta lub wystepowac jako wspolzakazenie. Najczes-
ciej obserwowano wspoétzakazenia z RSV [50, 51].

4. Diagnostyka ileczenie

U o0s6b z uposledzong odpornoscia zakazenia wiru-
sowe moga wywolywac atypowe objawy choroby, dlatego
wazne jest prowadzenie szybkiej diagnostyki réznicujg-
cej pomigdzy zakazeniami wirusowymi a bakteryjnymi
lub grzybiczymi. Ponadto, ze wzgledu na bezobjawowe
zakazenia hPIV u biorcow szpiku kostnego, strategie
oparte na kontroli zakazen poprzez leczenie objawowe
nie zawsze znajduja zastosowanie [37]. Diagnostyka
zakazen hPIV jest istotna jeszcze z tego wzgledu, ze
z uwagi na brak swoistej terapii jedynym sposobem
kontroli i zapobiegania dalszym zakazeniom jest prze-
strzeganie podstawowych zasad higieny oraz ogranicze-
nie kontaktu biorcéw przeszczepu z osobami, u ktérych
wystepuja objawy zakazenia ukladu oddechowego [53].

Materialem do badan diagnostycznych w zakaze-
niach hPIV sg wydzieliny drég oddechowych: ptwocina,
wymaz z nosogardzieli, poptuczyny nosowe, poptuczy-
ny oskrzelowe, poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe
(BAL) (najczesciej stosowane s3 w przypadku diagno-
styki osob po przeszczepie pluc). Badania serologiczne
(IFA, ELISA) majg niewielkie zastosowanie w diagno-
styce tych zakazen u 0séb po przeszczepach, poniewaz
odpowiedz immunologiczna w tej grupie pacjentow
jest zwykle zaburzona/obnizona; ponadto s3 to przede
wszystkim doroéli, u ktérych na ogot stwierdza sie obec-
nos¢ przeciwcial klasy IgG swoistych dla wiruséw para-
grypy 1-4. Klasyczna diagnostyka hPIV opiera si¢ na
izolacji wirusa w liniach komérkowych, hemadsorpcji
z wykorzystaniem krwinek czerwonych §winki morskiej
oraz serotypowaniu technikg immunofluorescencji. Czas
potrzebny do wykonania tych badan jest jednak zbyt
diugi i dlatego znacznie czeéciej stosowane sg metody
biologii molekularnej — wykrywanie i ewentualnie ana-
liza genomu wirusa (RT-PCR, sekwencjonowanie) [47].
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W leczeniu zakazen wywotanych RNA wirusami,
czesto stosowane sg rybawiryna i kortykosteroidy. Ryba-
wiryna posiada szerokie spektrum zastosowan, jednakze
w przypadku leczenia zakazen hPIV u biorcéw szpiku
nie stwierdzono jej skutecznosci, zaréwno w obnizeniu
$miertelnosci jak i skroceniu czasu przewlektego zaka-
zenia/nosicielstwa [35]. Co wiecej, w badaniach prze-
prowadzonych w roku 2001 [10] u cze$ci oséb zaka-
zonych hPIV zastosowanie rybawiryny spowodowato
wydtuzenie przebiegu zakazenia. Nie potwierdzono
réwniez, ze wczesniejsze zastosowanie leczenia ryba-
wiryng zapobiega rozszerzeniu si¢ zakazenia z gérnych
drog oddechowych do dolnych. Nalezy podkresli¢, ze
jednym z czynnikow ryzyka rozwiniecia zapalenia pluc
w przebiegu zakazenia hPIV-3 u pacjentéw po prze-
szczepie szpiku bylo podawanie lekéw sterydowych.
Znaczacy, negatywny wplyw leczenia kortykosterydami
(Po=0,0009) obserwowano juz przy dawce >1 mg/kg/
dobe. Natomiast przy dawce >2 mg/kg/dobe wspdlczyn-
nik ryzyka wynosil 19,8 (95%CI 5,5-68,3) [35]. W tym
samym badaniu stwierdzono takze, ze zakazenie hPIV
dolnych drég oddechowych pacjentéw po przeszcze-
pie szpiku mialo znaczny wplyw na wzrost $miertel-
nosci w tej grupie chorych (wspolczynnik ryzyka = 3,4;
Po<0,0001). Tak wiec do tej pory nie opracowano
metody skutecznego leczenia zakazen hPIV u biorcow
przeszczepu pluc lub szpiku.

Obecnie trwaja badania nad szczepionkami prze-
ciwko hPIV, ktére przeznaczone bylyby gléwnie dla
dzieci. Coraz czesciej wykorzystywane sa zywe, ate-
nuowane, wrazliwe na temperatur¢ szczepy wirusow
paragrypy pozbawione zdolnosci transmisji z czlo-
wieka na czlowieka np. cp45, zawierajaca atenuowany
szczep PIV-3 [15]. Dotychczasowe wyniki potwierdzaja
wstepnie ich bezpieczenstwo i immunogennos$¢. Ist-
nieje jednak potrzeba dalszych badan w grupie pacjen-
tow poddawanych immunosupresji, gdyz atenuowane
wirusy zawarte w szczepionce moga stanowic zagrozenie

dla tych oséb.

5. Podsumowanie

Wraz z postepem medycyny, zwieksza si¢ liczba
i rodzaje przeszczepianych tkanek/organéw i tym
samym roénie liczba os6b poddawanych terapii lekami
o dzialaniu immunosupresyjnym. Leczenie immuno-
supresyjne stosowane jest takze w terapii wielu innych
schorzen np. stawowych, laryngologicznych. Zakazenia
wirusowe wérdd chorych poddanych terapii immuno-
supresyjnej beda stanowity coraz powazniejszy problem
dotyczacy coraz wiekszej liczby chorych. Wirusowe
zakazenia oddechowe, wystepujace powszechnie, sg jed-
nym z czynnikéw ktoére moga powodowac komplikacje,
odrzucanie przeszczepow a nawet zgon chorych. Zaka-

zenia wirusami oddechowymi u biorcéw przeszczepu
obserwowane s3 rownolegle do tych wystepujgcych
w $rodowisku, jednakze immunosupresja powoduje
zwigkszenie liczby przewleklych lub bezobjawowych
zakazen hPIV. Zakazenia hPIV u biorcéw pluc stanowig
gléwna przyczyne wirusowych zakazen oddechowych,
natomiast u biorcéw szpiku — drugi co do czgstosci, po
RSV, czynnik etiologiczny. Ze wzgledu na brak moz-
liwosci ukierunkowanego leczenia, brak skutecznej
szczepionki, zakazenia hPIV dolnych drég oddecho-
wych moga mie¢ fatalne nastepstwa. Z tego wzgledu
konieczne jest prowadzenie szybkiej diagnostyki czyn-
nikéw zakaznych, ktére wywolywaé¢ moga podobne
objawy (RSV, hPIV, IFV, HRV iin.). W przebiegu zaka-
zenia RSV lub IFV mozna zastosowaé skuteczny lek,
a pacjentom w otoczeniu chorego podac szczepionki
lub preparaty immunoglobulin zapobiegajace infek-
cji. W przypadku zakazen hPIV, nie ma obecnie takich
mozliwosci. Jedyna droga zapobiegania jest stosowanie
zasad higieny oraz ograniczenie kontaktéw z osobami
z objawami zakazen drég oddechowych.
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1. Wstep

Terminem probiotyki okresla si¢ bakterie naturalnego
mikrobiomu wywolujace wielokierunkowe, korzystne
efekty dla funkcjonowania organizmu czlowieka, za-
réwno miejscowe jak i ogélnoustrojowe. Pojeciem tym
okresla si¢ rowniez preparaty lub produkty zawierajace
$cisle zdefiniowane zywe drobnoustroje o wlasciwos-
ciach probiotycznych w odpowiedniej ilosci, wptywajace
na mikrobiom okreslonego miejsca w organizmie czto-
wieka i dzieki temu wywierajace efekty zdrowotne [41,
62]. Istnieja rowniez pewne przestanki mogace swiad-
czy¢ o rozszerzeniu definicji probiotykéw w przysztosci
- badania na zwierz¢tach wykazuja dzialanie efektow
zdrowotnych po podaniu zabitych bakterii czy tez jedy-
nie ich materialu genetycznego. Efekt wywolywany
moze by¢ tu przez dzialanie immunostymulujacego
DNA (ISS-DNA) [32, 38]. Obecnie probiotyki dostepne
s3 w postaci produktow leczniczych, suplementéw diety
oraz zywnosci funkcjonalnej.

Nalezy zaznaczy¢, ze poszczegélne szczepy, nawet
nalezace do tego samego gatunku, moga wykazywac
zroznicowane efekty probiotyczne. Aby zastosowaé
probiotyk nalezy wybra¢ preparat zawierajacy znany,
zidentyfikowany szczep bakterii o dobrze udokumento-

wanym w badaniach klinicznych dzialaniu probiotycz-
nym. Nalezy réwniez wyraznie zréznicowaé probiotyki
o dzialaniu powodujacym ogdlng poprawe stanu zdrowia
oraz modulacje funkgji fizjologicznych organizmu czlo-
wieka zawarte w zywnosci funkcjonalnej czy suplemen-
tach diety, od probiotykéw zarejestrowanych jako leki,
dzialajacych zapobiegawczo, a tym bardziej leczniczo,
w odniesieniu do zdefiniowanej jednostki chorobowe;.

2. Otrzymywanie, selekcja i wlasciwosci
szczepow probiotycznych

Do drobnoustrojéw o dzialaniu probiotycznym
naleza przede wszystkim bakterie z rodzaju Lactoba-
cillus i Bifidobacterium z grupy bakterii kwasu mleko-
wego, ktdrych wspdlna cechg jest zdolnos¢ beztleno-
wego rozkladu weglowodanow na drodze fermentacji
mlekowej. Oprocz nich do bakterii kwasu mlekowego
zaliczane sg takze inne mikroorganizmy z rodzaju Lac-
tococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Ente-
rococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus i Weissella [30], Bacillus spp. [23], niektdre
szczepy Escherichia coli (np. E. coli Nissle 1917) oraz Pro-
pionibacterium spp., jak réwniez drozdzaki z rodzaju

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownia Diagnostyki Mikrobiologicznej, Wydziat Far-
maceutyczny z Oddzialem Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, ul. dr W. Chodzki 1, 20-093 Lublin; tel. 081 742 37 72;

e-mail: mikrob.farm@umlub.pl
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Tabela I
Cechy funkgcjonalne szczepdw probiotycznych
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Tabela II
Cechy technologiczne szczepéw probiotycznych [28]

« pochodzenie z mikrobiomu czlowieka,

$cisle okreslona przynalezno$¢ rodzajowa i gatunkowa,
potwierdzona metodami biologii molekularnej,

brak dzialania patogennego, inwazyjnego oraz karcynogennego,
oporno$¢ na dziatanie soku zotadkowego i kwaséw zélciowych
po podaniu doustnym,

zachowywanie wlasciwosci probiotycznych po procesie techno-
logicznym oraz wzglednie diugim okresie przechowywania,
zdolnos¢ do produkgji substancji o dzialaniu przeciwdrobno-
ustrojowym, w tym kwasow organicznych, nadtlenku wodoru
oraz bakteriocyn,

wlasciwosci powierzchniowe umozliwiajace adherencje do
komorek nabtonkowych,

antagonizm wobec typowych patogenéw przewodu pokarmo-
wego lub ukladu moczowo-plciowego,

konkurencja o receptory z komérkami drobnoustrojow pato-
gennych takich jak Escherichia coli i Salmonella typhimurium,
korzystny wplyw na organizm gospodarza, potwierdzony

w prawidlowo przeprowadzonych, kontrolowanych badaniach
klinicznych [15, 51],

Saccharomyces, np. S. boulardii [15, 34]. Do produkcji
zywnosci funkcjonalnej i preparatéw probiotycznych
najczesciej stosuje sie bakterie z rodzaju Bifidobacte-
rium, Lactobacillus, Lactococcus i Streptococcus [19].
Przyklady drobnoustrojow o znaczeniu probiotycznym
przedstawia Tabela III.

Precyzyjne zdefiniowanie szczepu drobnoustroju jest
najistotniejsza charakterystyka probiotyku. Wymagania

« fatwos¢ produkcji duzej iloéci biomasy,

« opornos¢ na procedury utrwalania takie, jak zamrazanie
czy liofilizacja,

« zywotno$¢ i stabilnos¢ cech bakterii w czasie przechowywa-
nia i dystrybucji produktéw probiotycznych,

o wysoka przezywalnos$¢ przechowalnicza w gotowym
produkcie,

« brak pogorszenia cech organoleptycznych gotowych
produktow

« oporno$¢ na bakteriofagi

« stabilno$¢ genetyczna

stawiane szczepom probiotycznym sg bardzo wysokie.
Kryteria, jakie powinny spelnia¢ probiotyki zgodnie z zale-
ceniami FAO/WHO przedstawia Tabela I11I [13, 16, 21,
29, 62]. Szczepy stosowane w preparatach probiotycznych
dla ludzi powinny pochodzi¢ z mikrobiomu cztowieka.
Probiotyki pochodzenia jelitowego uzyskuje si¢ przez
selekcjonowanie szczepow bakterii wyizolowanych z prze-
wodu pokarmowego zdrowych noworodkéw, biorac pod
uwagge fakt, ze bakterie zasiedlajgce ich jelita w kilka dni
po urodzeniu reprezentujg pionierskie, zdolne do szyb-
kiej i skutecznej kolonizacji przewodu pokarmowego
gatunki oraz dodatkowo sg szybko rozpoznawane przez
komorki uktadu immunologicznego zwane komoérkami
prezentujacymi antygen [61]. W przypadku probiotykow
dopochwowych, szczepy powinny by¢ izolowane z ukla-
du moczowo-plciowego zdrowych, mlodych kobiet.

Tabela IIT

Przyktady szczepéw mikroorganizmoéw probiotycznych wykorzystywanych przemystowo o udowodnionej skutecznoséci w badaniach

Klinicznych

Lactobacillus spp.

L. acidophilus

Wrzodziejace zapalenie jelita; leczenie zaburzent motorycznych jelit [54]

L. acidophilus w kombinacji z L. bulgaricus

Zmniejszenie ryzyka wystapienia biegunki poantybiotykowej [54]

L. acidophilus w kombinacji z B. longum

Zmniejszenie ryzyka wystapienia biegunki poantybiotykowej [54]

L. acidophilus w kombinacji z B. lactis

Zmniejszenie czgstosci dzialan niepozadanych, zwigzanych z leczeniem
Helicobacter pylori [54]

L. acidophilus CRL639

Hamowanie wzrostu H. pylori in vitro [53]

Kombinacja:
L. acidophilus + B. bifidum + L. bulgaricus
+ Str. thermophilus

Zmniejszenie ryzyka wystgpienia biegunki podréznych (wstgpne wyniki) [57]

Kombinacja (VSL#3): L. acidophilus, B. breve
+ B. longum + B. infantis + L. plantarum +
L. paracasei + L. bulgaricus + Str. thermophilus

Pouchitis (zapalenie operacyjne wytworzonego woreczka kalowego) [54, 55];
leczenie biegunki zespotu jelita drazliwego [54]

L. casei rhamnosus Lcr35

Leczenie zaparcia czynnosciowego [57]

L. casei Shirota

Pomocniczo w leczeniu zaburzen defekacji u dorostych [54, 57]

L. casei DN-114 001

Zwiekszenie odsetka eradykacji H. pyroli, zmniejszenie ryzyka dziatan niepozada-
nych zwigzanych z leczeniem [57]

Kombinacja (napdj jogurtowy):
-L. casei DN-114 001 + Str. thermophilus +
L. bulgaricus

Zapobieganie biegunce zwigzanej ze stosowaniem antybiotykéw i biegunce zwigza-
nej z zakazeniem Clostridium difficile u 0séb powyzej 50 roku zycia [57]
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Tabela III c.d.

L. rhamnosus GG

Wrzodziejace zapalenie jelita grubego [55]; zmniejszenie nasilenia i rozlegtosci
atopowego zapalenia skory [53]; zapobieganie biegunce zwigzanej ze stosowaniem
antybiotykéw [40, 54]; konkurencja o receptory lub przyleganie do komérek
nablonkowych, uniemozliwiajace dostgp patogenéw do nabtonka jelitowego;
wytwarzanie zwigzkow o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym; zwiekszona sekrecja
mucyn; umiarkowana skutecznos¢ w zapobieganiu biegunce pozaszpitalnej

w populacji dzieciecej; umiarkowana skuteczno$¢ w leczeniu ostrej biegunki
infekcyjnej; prawdopodobne zmniejszenie ryzyka wystgpienia nawrotéw biegunki
wywolanej przez C. difficile; zmniejszenie czestosci dzialan niepozadanych,
zwigzanych z leczeniem H. pylori [54]

Kombinacja: L. rhamnosus Pen +
L. rhamnosus E/N + L. rhamnosus Oxy

Zapobieganie biegunce zwigzanej ze stosowaniem antybiotykow [57]

L. rhamnosus 19070-2 w kombinacji
z L. reuteri DSM 12246

Skuteczne leczenie ostrej biegunki infekcyjnej [54]

L. reuteri

Biegunki rotawirusowe; skrécenie czasu trwania ostrej biegunki infekcyjnej
u dzieci [57]

L. bulgaricus

Produkcja bakteriocyn przez niektdre szczepy; korzystne dzialanie jogurtu poprzez
uwalnianie przez bakterie w nim zawarte laktazy, powodujacej czesciowy
lub catkowity rozklad laktozy [54]

L. plantarum 299v

Konkurencja o receptory lub przyleganie do komérek nablonkowych,
uniemozliwiajace dostep patogenéw do nablonka jelitowego; zwigkszona sekrecja
mucyn; prawdopodobne zmniejszenie ryzyka wystapienia nawrotéw biegunki
wywolanej przez C. difficile [54]

L. plantarum DSM 9843

Leczenie zaburzen motorycznych jelit [54]

L. johnsonii LA1

Hamowanie wzrostu H. pylori in vitro [54]

L. lactis DN-173 010

Leczenie zaparcia czynno$ciowego [57]

Bifidobacterium spp.

B. animalis

Skracanie pasazu jelitowego - zywienie ludzi starszych [52]

B. lactis Bb-12 (dawniej B. bifidum) w kombi-
nacji z Streptococcus thermophilus

Wysoka aktywno$¢ fosfoketolazy; zmniejszenie nasilenia i rozlegto$ci atopowego
zapalenia skory [53]; zapobieganie biegunce zwigzanej ze stosowaniem
antybiotykow [40, 57], zapobieganie biegunce rotawirusowej u dzieci przewlekle
hospitalizowanych [54]

Inne

Escherichia coli Nissle 1917

Wrzodziejace zapalenie jelita grubego [54, 55]; podtrzymywanie remisji w chorobie
Le$niewskiego-Crona [54]; pomocniczo w leczeniu zaburzen defekacji
u dorostych [54, 57]

Saccharomyces boulardii

Biegunka ostra i poantybiotykowa [40]; modyfikacja receptoréw dla toksyn bakte-
ryjnych na drodze enzymatycznej, receptor dla toksyny A Clostridium difficile;
zmniejszenie ryzyka wystapienia nawrotéw biegunki wywotanej przez C. difficile;
podtrzymywanie remisji w chorobie Lesniewskiego-Crona; zmniejszenie czgsto$ci
dzialan niepozadanych, zwigzanych z leczeniem H. pylori [54]; zmniejszenie ryzyka
wystapienia biegunki podréznych [57]

Enterococcus facecium SF68

Zmniejszenie ryzyka wystapienia biegunki poantybiotykowej [54]

Streptococcus thermophilus

Zapobieganie biegunce zwigzanej ze stosowaniem antybiotykow [40]; korzystne
dziatanie jogurtu poprzez uwalnianie przez bakterie w nim zawarte laktazy,
powodujacej czgsciowy lub catkowity rozklad laktozy [54]

Selekeja szczepow o najkorzystniejszych wiasciwos-
ciach probiotycznych odbywa si¢ wielokierunkowo.
Jedna z istotnych cech probiotykdw sg ich wlasciwosci
przeciwbakteryjne, skierowane przeciwko patogenom
przewodu pokarmowego lub uktadu moczowo-plcio-
wego kobiet. Probiotyki wywieraja bezposredni wplyw
na wzrost bakterii chorobotworczych. Znacznie ograni-
czajac adhezje patogenéw do receptoréw na powierzchni

komorek nabtonkowych, unieczynniajac toksyny bak-
teryjne czy konkurujac o substancje odzywcze. Probio-
tyki wywieraja réwniez posredni wplyw wytwarzajac
substancje o aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej,
np. bakteriocyny czy kwasy organiczne [10, 24, 25].
W warunkach in vivo wymienione czynniki dziataja
jednoczesnie i czesto synergistycznie [18]. Szczep mozna
uzna¢, ze posiada dobre wlasciwoséci antagonistyczne,
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gdy dziala hamujaco in vitro na wzrost bakterii pato-
gennych. W badaniu wykorzystuje sie szczepy referen-
cyjne bakterii chorobotwoérczych (np. Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica, szczepy enteropatogenne
czy uropatogenne E. coli). Dodatkowo wykazano wyz-
sza efektywno$¢ dzialania preparatéw wieloszczepowych
w poréwnaniu do pojedynczych szczepow, wiaczajac
szczepy ktdre sg sktadnikami mieszaniny [6]. Réwno-
cze$nie nalezy pamietacd, ze szczepy uzyte do produkeji
preparatu probiotycznego wieloszczepowego nie moga
wykazywaé¢ wzgledem siebie wiasciwosci antagoni-
stycznych. Dlatego w kazdym produkcie kombinacja
mikroorganizméw musi by¢ doktadnie sprawdzona pod
wzgledem ich wzajemnego oddziatywania [43].

O wlasciwosciach antagonistycznych danego szczepu
bakterii probiotycznej decydowaé beda takze mecha-
nizmy oddzialywania miedzy mikroorganizmami
zwigzane przede wszystkim z kwasnymi produktami
metabolizmu tych bakterii takich jak kwas mlekowy,
octowy czy mastowy. Wedlug zalecent Swiatowej Orga-
nizacji Zdrowia (WHO), bakterie probiotyczne powinny
produkowa¢ kwas mlekowy, z tym, ze produkcja izo-
meru L(+) kwasu mlekowego powinna wynosi¢ powyzej
50% catkowitej ilo$ci produkowanego kwasu. W wyniku
fermentacji bakterie produkuja od 0,6 do 3% kwasu
mlekowego [30]. Kwas L(+) mlekowy, jako identyczny
z powstajacym w miesniach, jest w pelni metabolizo-
wany przez cztowieka [28]. Zaleta danego szczepu bak-
teryjnego bedzie synteza kwasu mlekowego z bardzo
niskim udzialem izomeru D(-) kwasu mlekowego lub
calkowitym jego brakiem. Zakwaszenie tresci jelitowej
sprzyja utrzymaniu réwnowagi mikrobiomu jelita gru-
bego, a kwas mastowy moze stanowi¢ dodatkowe zrédio
energii dla kolonocytow [51], wywierajac efekt troficzny
na btone §luzowg jelit.

Proporcje wytwarzanych kwasoéw organicznych zaleza
oczywiscie od szczepu bakterii metabolizujacych okres-
lone substraty [51]. Niektore bakterie mlekowe wytwa-
rzaja takze kwas octowy, ktory fatwo wnika do wnetrza
komorek i hamuje rozwéj mikroorganizmdéw znacznie
silniej niz kwas mlekowy. Inne kwasy organiczne, np.
kwas mréwkowy, propionowy, benzoesowy czy mewalo-
nowy, sa produkowane przez bakterie w znacznie mniej-
szych ilosciach. Sladowe iloéci wymienionych kwaséw
czesto wzmacniajg jednak dzialanie gléwnych czynnikéw
antybakteryjnych [18].Jednoczesnie bakterie kwasu mle-
kowego toleruja niskie pH (ok. 3-4) [6, 29]. Optymalne
temperatury wzrostu bakterii probiotycznych wynosza
20-28°C (gatunki mezofilne) i 37-45°C (gatunki ter-
mofilne) [28, 30]. Dodatkowo niskie pH tresci jelitowej
zwigksza rozpuszczalno$¢ soli wapniowych i magnezo-
wych ulatwiajac ich wchtanianie [51].

Bakterie probiotyczne charakteryzuja si¢ metaboliz-
mem fermentacyjnym, a gtéwnym produktem przemian
weglowodandw, jak juz wspomniano powyzej, jest kwas
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mlekowy. Bakterie te wykorzystuja mono- i disacharydy
oraz niektore oligo- i polisacharydy. Podczas hodowli
bakterii kwasu mlekowego w mleku podstawowym
substratem fermentacji jest laktoza [30], ktdra jest roz-
kladana na glukoze i galaktoze. Mozliwo$¢ rozktadania
laktozy przez dany szczep jest bardzo wazna zwlasz-
cza podczas stosowania probiotykdw przez pacjentow
z nietolerancjg laktozy. Podczas selekcji sprawdzana jest
aktywnos¢ beta-galaktozydazowa danego szczepu [25].

Wazna z punktu widzenia skutecznosci probio-
tyku jest ocena jego zdolnosci przylegania do komorek
nablonka jelit lub pochwy oraz zywotnosci w miejscu
docelowym. Wazng cecha szczepu probiotycznego sa
jego wlasciwosci powierzchniowe, decydujgce o zdol-
nosci przylegania (adherencji). Przy selekcji szczepu
nalezy wykona¢ badania sprawdzajace jego hydrofobowe
wlasciwosci powierzchniowe [11, 25] oraz jako$ciowo
produkeja sSluzu przez bakterie. Bakterie probiotyczne
powinny przylega¢ do komoérek organizmu cztowieka.
Badanie sily przylegania przeprowadza si¢ na ludzkich
liniach komdrkowych [22]. Konkurencja in vivo o adhe-
zj¢ do powierzchni nablonka miedzy mikrobiomem
probiotycznym i komensalnym z jednej strony, a mikro-
organizmami chorobotwoérczymi z drugiej, decyduje
o utrzymaniu odpowiednich relacji miedzy tymi dwoma
populacjami i tym samym ma zasadniczy wplyw na
zdrowie czlowieka. W adhezji bakterii decydujacg role
odgrywaja hydrofobowos¢ i fadunek powierzchniowy
komorek bakteryjnych, ich struktury powierzchniowe
takie, jak rzeski, fimbrie, biatka i wielocukry powierzch-
niowe oraz powinowactwo tych struktur do receptoréow
komoérek nablonkowych [27]. Zdolno$¢ do adhezji jest
cechg indywidualng poszczegélnych szczepdw bakterii
[11]. Sifa adhezji moze decydowaé o wlasciwosciach
probiotycznych danego szczepu. Podczas przesuwania
sie masy pokarmowej w kierunku odbytnicy nastepuje
oderwanie stabo przytwierdzonych bakterii oraz skraw-
kéw nabtonka wraz z zasiedlonymi tam bakteriami.
W ten sposéb tworzy si¢ nowa powierzchnia do zasie-
dlenia przez bakterie. Proces ten jest jedng z przyczyn
zmian w skladzie mikrobiomu jelitowego. Wymiana
gatunkéw na powierzchni jelit oraz fakt, ze niektore
bakterie probiotyczne moga mie¢ dluzszy kontakt
z organizmem ludzkim poprzez silniejsze wlasciwosci
adhezyjne, moze decydowac o ich lepszej skutecznosci
prozdrowotnej [18].

Probiotyczne znaczenie majg tylko te komorki bak-
terii, ktore dotra do miejsca oczekiwanego ich dzialania.
W przypadku szczepow, ktore beda stosowane doustnie,
selekcja musi obejmowac wybranie bakterii opornych na
dzialanie soku zolagdkowego i z6ici, aby mogly przetrwa¢
pasaz przez przewdd pokarmowy [7]. Wynik badania in
vitro powinien potwierdza¢ brak lub minimalny spadek
gestosci badanego szczepu po inkubacji ze sztucznym
sokiem zoladkowym [7, 25]. Szczep nie powinien wyka-
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zywac wrazliwosci na niskie pH soku zoladkowego, tra-
wienie przez pepsyne i sole zolci.

Ze wzgledu na fakt, iz wlasciwosci probiotykéw sa
swoiste dla danego szczepu, sugeruje sie, aby identyfi-
kacja szczepu nastepowala za pomocg metod fenoty-
powych (morfologia kolonii na podtozu wzrostowym,
morfologia mikroskopowa, fermentacja weglowoda-
néw) oraz za pomocg metod genotypowych. Typowa-
nie genetyczne powinno opiera¢ si¢ na najnowszych
metodach biologii molekularnej takich, jak reakcja PCR
ze starterami swoistymi dla danego gatunku, sekwen-
cjonowanie 16S rRNA [16], elektroforeza w zmiennym
polu elektrycznym (PFGE), losowej amplifikacji poli-
morficznego DNA (RAPD) lub innych mig¢dzynaro-
dowo uznawanych metod. Ustalenie obecnosci poza-
chromosomalnych elementéw genetycznych, takich jak
plazmidy, moze pomodc w sklasyfikowaniu i okresleniu
charakterystyki szczepu. Wskazanym jest, aby wszystkie
szczepy byly deponowane w ogdlnie dostepnych, mie-
dzynarodowych kolekcjach drobnoustrojow [62].

W preparatach probiotycznych korzystnie jest stoso-
wac szczepy izolowane z populacji, w ktdrej majg mie¢
pozniej zastosowanie. Wiadomo bowiem, ze sklad mi-
krobiomu organizmu czlowieka, zwlaszcza mikrobiomu
jelitowego, jest inny u mieszkancéw réznych rejonow
$wiata i zmienia si¢ w zaleznosci od diety i wieku [28].

Obecnie takze uwaza sig, iz paleczki kwasu mle-
kowego wchodzace w sklad preparatu probiotycznego
powinny pozytywnie modulowa¢ funkcje immunolo-
giczne §luzowki jelit oraz uklad odpornosciowy orga-
nizmu [26, 33]. Probiotyki moga stymulowa¢ zaréwno
odpowiedz humoralng jak i komdrkows [24, 45]. Mie-
dzy innymi wykazano, ze stosowanie szczepu probio-
tycznego powoduje wzrost liczby komdrek syntetyzu-
jacych przeciwciala typu IgA na powierzchni blony
$luzowej jelit [45] i co ciekawe, takze dotyczy to blony
Sluzowej oskrzeli [36]. Rozne szczepy probiotyczne s
zdolne do aktywacji makrofagdéw i indukcje produk-
cji czynnika TNF-a oraz interleukin (IL-1, IL-6, IL-12
i IL-18), ktore zwigkszaja proces fagocytozy. Zwigk-
szong odpowiedz immunologiczng obserwowano takze
u zdrowych ochotnikéw, ktérym podawano L.rham-
nosus, gdzie zaobserwowano reakcje limfocytow T na
antygeny chorobotworczych bakterii jelitowych [42, 45].

W celu uzyskania efektu probiotycznego niezbedne
jest zastosowanie minimalnej liczby jednostek tworza-
cych kolonie (colony forming units, CFU) na dawke
[8]. Dawki stosowane w badaniach interwencyjnych
(w celach leczniczych lub profilaktycznych) sa bardzo
zroznicowane. Uwaza sie jednak, Ze minimalna dawka
terapeutyczna wynosi od 10°-10° [12] do 10%-10" CFU/
dziennie [16]. Kanadyjski Natural Health Products
Directorate zaleca minimalng dawke w wysokosci
5x10° CFU/dziennie przez 5 kolejnych dni [8]. Badania
wykazaly, ze dzienne wzbogacenie diety w 10°~10"2 ko-
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morek bakterii probiotycznych juz po kilku tygodniach
stosowania moze spowodowa¢ wzrost liczby natural-
nych komoérek bdjczych w surowicy krwi, zwigkszy¢
aktywnos¢ makrofagéw i limfocytow [29, 44].

3. Bezpieczenstwo probiotykow

Stosowane w probiotykach drobnoustroje nie moga
by¢ patogenne [16], czyli powinny posiadac status GRAS
(generally recognized as safe). Ponadto, w aspekcie tok-
sycznosci ostrej i przewleklej probiotyki s3 uwazane
za bezpieczne. Nawet podanie dozolagdkowe myszom
dawki dobowej L.rhamnosus w wysokosci 10" CFU
nie wplywalo na funkcje watroby i $ledziony oraz nie
stwierdzono zmian w krezkowych wezlach chlon-
nych. Ustalona dawka letalna LD, (dawka powodujgca
$miertelno$¢ 50% badanych zwierzat w ciagu doby) dla
L. rhamnosus przewyzsza 50 g suchej masy bakterii na
kilogram masy ciala myszy. Pomimo ré6znic migdzyga-
tunkowych, mozna zalozy¢, ze bezpieczna dawka bak-
terii probiotycznych dla czlowieka o masie ciata 70 kg
wynosi 35g suchej masy bakterii [60]. Prowadzone
badania nad ewentualng toksycznos$cia przewlekla
bakterii kwasu mlekowego nie wykazaly widocznych
efektow toksycznych, w tym zaburzen funkeji watroby
i sledziony. L.rhamnosus byl podawany zwierzetom
w wodzie pitnej w dobowej dawce 102 10*i 10° CFU na
jedna mysz. Dodatkowo stwierdzono, ze myszy, ktdre
przyjmowaly w wodzie pitnej bakterie probiotyczne
szybciej przybieraly na wadze [1]. Dowiedziono takze,
ze paleczki kwasu mlekowego oraz inne bakterie pro-
biotyczne nie wywoluja efektéw karcynogennych. Co
ciekawe, stwierdzono, ze bakterie probiotyczne moga
hamowac¢ rozwdj raka okreznicy u szczuréw wywolywa-
nego karcynogenem (azoksymetanem) [14, 26]. Prepa-
raty zawierajace zywe szczepy Lactobacillus pochodze-
nia ludzkiego mogg by¢ przyjmowane bez obawy ich
przedawkowania i dzialan niepozadanych.

4. Otrzymywanie produktéw probiotycznych

Probiotyki stosowane profilaktycznie lub leczniczo
s3 najczesciej przygotowywane w postaci liofilizowanej
biomasy zamknietej w szklanych amputkach lub fiol-
kach, saszetkach lub kapsutkach twardych (celulozo-
wych lub zelatynowych). Proces liofilizacji (suszenie
sublimacyjne) zapewnia najlepsze parametry jakos-
ciowe suchego preparatu bakteryjnego. Wigkszo$¢ bak-
terii probiotycznych jest wrazliwa na ogrzewanie (ter-
molabilna) i ginie w temperaturze 60-85°C [17], stad
suszenie sublimacyjne, ktére mozna prowadzi¢ dlugo
i w nizszych temperaturach jest najszerzej stosowang
technikg produkcyjng dla otrzymania suchej biomasy.
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Preparaty liofilizowane dzieki duzej powierzchni cza-
stek, odznaczaja sie na ogot dobra rozpuszczalnoscia,
czesto sg silnie higroskopijne. Technologia produkcji
liofilizowanych bakterii probiotycznych pozwala na
uzyskanie preparatow odznaczajacych sie trwaloscig
i cechujacych wysokim poziomem zywotnosci podczas
suszenia i przechowywania.

Rzadziej stosowana metodg otrzymywania suchej
biomasy bakteryjnej jest suszenie rozpylowe. Istnieje
wiele danych odnoszacych si¢ do kwestii jakosci pro-
biotykéw po zastosowaniu suszenia rozpylowego. Pod-
czas tego procesu dochodzi do uszkodzenie komoérek
i utraty Zzywotnosci kultur probiotycznych [17]. Dlatego
konieczne jest ulepszenie procesu suszenia rozpylowego,
aby zapewnic¢ lepsza przezywalno$¢, w tym stosowanie
$rodkow ostonowych, ktére wykazalyby lepsza sku-
teczno$¢ przezycia i adaptacje do srodowiska szczepu
probiotycznego [4, 7]. Proszek bakterii otrzymywany
suszeniem rozpytowym ma zla zwilzalnos¢, utrudnia-
jaca rehydratacje. Gléwnym problemem technologicz-
nym jest tu wysoka temperatura powietrza wylotowego,
ale istniejg doniesienia, ze takze wzrost temperatury
powietrza wlotowego ma wplyw na spadek przezy-
walnosci komoérek [37]. Zaobserwowano liniowy spa-
dek zywotnosci szczepu Lactobacillus paracasei wraz
ze wzrostem temperatury wylotowej. Przezywalno$¢
z ponad 90% w temperaturze 70-75°C, spadta do zaled-
wie kilku procent w temperaturze 100-105°C, osiagajac
warto$¢ zerowa w temperaturze 120°C [17]. Stad wazng
informacja mogacg ulatwi¢ dobdr temperatur suszenia
moze dostarczy¢ okreslenie termotolerancji szczepu.
Wrazliwo$¢ termiczna jest cechg indywidualng kazdego
szczepu bakterii i czesto kilka szczepdw nawet bardzo
blisko spokrewnionych ze soba moze odznaczaé sig
zroznicowang wrazliwoscig. Za zastosowaniem susze-
nia rozpylowego do utrwalania biomasy przemawiaja
przede wszystkim znacznie nizsze koszty, ktdre sa sze$¢
razy nizsze niz koszty liofilizacji. Waznym kryterium
przemawiajgcym za suszeniem rozpylowym jest moz-
liwo$¢ prowadzenia procesu na duzg skale oraz niska
waga uzyskiwanego produktu, pozwalajaca na obnizenie
kosztéw transportu [37].

Stabilnos¢ i przezywalnos¢ szczepdw probiotycznych
w formie suchej zalezy od temperatury przechowywania
i zawartej w nich wody, przy czym aktywno$¢ wody jest
tu funkcja temperatury [15]. Stad trwaja ciagle poszu-
kiwania metod temu przeciwdzialajacych. Szczegdlnie
korzystnym no$nikiem bakterii probiotycznych pod-
czas suszenia jest mleko. Mleko jest naturalnym $ro-
dowiskiem wystepowania bakterii kwasu mlekowego.
Zapewnia buforowanie tresci zoladka i lepsze przezy-
cie bakterii podczas lokacji przez przewdd pokarmowy,
a zawarta w mleku laktoza stanowi substrat wzrostowy
dla bakterii [30, 31]. Przezywalnos¢ podczas suszenia
oraz stabilno$¢ podczas przechowywania udaje si¢ takze
poprawi¢ dodajgc substancji o charakterze ochronnym
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takich jak kwas askorbinowy, glutaminian sodu, ekstrakt
drozdzowy, maltodekstryny, skrobia, guma arabska,
zelatyna lub nawet jogurt [2, 37].

Dla zapewnienia odpowiedniej Zywotno$ci bakterii
w preparacie probiotycznym (kapsutki, tabletki, proszek)
korzystne jest zapewnienie warunkéw chtodniczych,
niskiego poziomu aktywnej wody oraz stosunkowo krot-
kiego czasu trwalosci (12-24 miesiecy). Taki preparat
powinien by¢ przechowywany w suchym i chlodnym
miejscu. Jednakze produkt konfekcjonowany z niska
zawartoscig wody (<0,20) moze by¢ przechowywany
w wyzszej temperaturze (4-30°C) [15]. Przezywalnos¢
liofilizowanych bakterii probiotycznych w duzej mie-
rze zalezy od ich wlasciwosci ale takze od sposobu pro-
dukcji, opakowania i przechowywania. Przy masowej
produkcji probiotyku nalezy bra¢ pod uwage zwigzane
z zywotnos$cig takie czynniki jak: metoda suszenia,
rodzaj i rozmiar opakowania bezposredniego, warunki
przechowywania (np. temperatura, wilgotnos¢), jakos¢
nosnika (np. standardowego no$nika mleka w proszku),
procedury nawodnienia czy postepowanie z nawodnio-
nym produktem [62].

Wytwarzanie produktéw probiotycznych bedacych
lekami musi odbywa¢ sie zgodnie z dobra praktyka
wytwarzania (GMP). Taki produkt musi podlega¢ bez-
wzglednym procedurom zapewnienia i kontroli jakosci.
Badania nad jako$cig produktéw probiotycznych wyka-
zuj3, ze najwiekszym problemem technologicznym jest
zachowanie wysokich stezenn bakterii probiotycznych
(zywotnoséci) podczas przechowywania i pasazowa-
nia przez zoladek. Wiele czynnikéw dziata toksycznie
i zabdjczo na bakterie mlekowe [7]. Ekspozycja na tlen,
ciepto i wilgo¢ doprowadza do zniszczenia bakterii.
Pojawily sie nowe techniki przygotowania probioty-
kéw, na przyktad z wykorzystaniem mikrokapsutek lub
mikrogranulek chronigcych przed dzialaniem kwasu
zoladkowego i z6lci, przez co wptywaja na polepszenie
przezywalnoéci w przewodzie pokarmowym [4, 7, 59].
Kazda mikrogranulka jest powleczona specjalng polewg
zabezpieczajacy je przed dziataniem kwasu i tempera-
tury. W procesie mikrokapsulacji uzywa sie takich sub-
stancji jak alginiany, gumy (Zelatynowa i ksantanowa),
K-karagenian, ftalan octanu celulozy, chitosan, skrobia,
zelatyna, biatka mleka [4]. Oproécz funkeji ochronnych
[15] i kontrolujacych reakcje oksydacyjne, mikrokapsutki
pelnig takze role maskowania smaku, koloru i zapachu,
zapewnienia trwatego i kontrolowanego uwalniania,
przediuzenia terminu waznosci i wiele innych [4]. Gra-
nulki te maja réwnoczesnie odpowiedni skfad utatwia-
jacy uwalnianie si¢ bakterii w tresci jelita cienkiego.

Probiotyk dopuszczony do sprzedazy musi zostaé
odpowiednio oznakowany [61, 62]. Etykieta powinna
zwiera¢: sklad opisujacy rodzaj, gatunek i nazwe
szczepu, minimalng ilo§¢ Zywych bakterii pod koniec
terminu wazno$ci; odpowiednie warunki przechowywa-
nia oraz dane kontaktowe wytworcy probiotyku. Nazew-
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nictwo bakterii musi by¢ zgodne z aktualnymi, naukowo
rozpoznawalnymi nazwami. Pacjent po otrzymaniu
probiotyku powinien by¢ dokladnie poinstruowany,
jak z nim postepowac aby preparat zachowal swoje para-
metry jako$ciowe.

Preparaty zawierajace bakterie jelitowe maja kwasko-
waty smak i zazwyczaj niezdecydowany aromat, ktory
niekiedy moze przeszkadza¢ w stosowaniu probiotyku
doustnie. Czgsto wiec te parametry preparatow pro-
biotycznych sa polepszane poprzez dodatek aromatdw,
dostadzanie lub inne zabiegi zwigkszajace atrakcyjno$¢
smakowo-zapachowg produktu.

Probiotykiem okresla si¢ szeroki zakres produktow
dostepnych na rynku. Preparaty zawierajace bakterie
probiotyczne sa klasyfikowane pod kategoria zywnos¢
i w wiekszosci stanowig dodatki do Zywnosci. Jednak
roznia si¢ one zasadniczo od lekéw, szczegdlnie jesli
chodzi o zaktadane korzysci zdrowotne oraz wymagania
jakosciowe. Leki powinny mie¢ potwierdzong jakosc,
bezpieczenstwo i skutecznos¢ leczenia, fagodzenia lub
zwalczania choroby, natomiast zywno$¢, dodatki do
pasz lub zywnosci wskazuja na jakies ogolne korzysci
zdrowotne. Aby potwierdzi¢ skuteczno$¢ okreslonego
probiotyku nalezy przeprowadzi¢ badanie kliniczne
podwojnie $lepe, randomizowane, kontrolowane pla-
cebo fazy 2 i 3 na ludziach lub inne stosowne badanie
z odpowiednig wielko$cig badanej grupy oraz pier-
wotnym punktem koncowym, stuzacymi okresleniu
efektywnosci szczepu/produktu. Wskazanym jest takze
przeprowadzenie badania fazy 3 oceniajacego efektyw-
no$¢ przez poréwnanie probiotykéw ze standardowym
schematem leczenia okreslonego schorzenia [59]. Pod-
czas badan klinicznych wazna jest identyfikacja i ocena
efektow ubocznych. Leki w odréznieniu od zywnosci
podlegaja takze rygorystycznym wymaganiom rejestra-
cyjnym potwierdzajacym ich jakos¢, skutecznosc i bez-
pieczenstwo monitorowane poprzez system zbierania
dzialan niepozadanych (Pharmcovigilance).

Bezpieczenstwo stosowania probiotykéw ocenia si¢
réwniez w aspekcie ich stabilno$ci genetycznej. Niektore
szczepy probiotyczne, moga w swoim materialne gene-
tycznym posiada¢ plazmidy czy transpozony z genami
lekoopornosci, stanowigc potencjalny rezerwuar tych
genow dla naturalnego mikrobiomu, co jest istotne
zwlaszcza w erze narastajacej opornosci drobnoustro-
jow na antybiotyki czy chemioterapeutyki. W zwigzku
z tym, istotne jest wykluczenie obecnosci tych struktur
genetycznych u szczepow probiotycznych.

5. Probiotyki przyszlo$ci - farmabiotyki?
W projektowaniu probiotykéw, majacym na celu

otrzymanie szczepow o udoskonalonych cechach uzyt-
kowych, wykorzystuje si¢ metody biologii molekularne;.
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Modyfikacje genetyczne probiotykéw dotycza zmian
zaréwno w zakresie funkcjonalnym jak i technologicz-
nym szczepdw probiotycznych. Jednym ze wspomnia-
nych wezesniej probleméw zwigzanych z produkcjg pro-
biotykow jest wysoka wrazliwo$¢ bakterii na warunki
tizyczne zwiazane z przeprowadzaniem procesoéw tech-
nologicznych. Najczesciej spotykane ograniczenia doty-
czg wysokiej temperatury oraz niskiej aktywnosci wody
-a_[48]. Klasyczne, ,,niemolekularne” metody uodpar-
niania szczep6ow na trudne warunki proceséw technolo-
gicznych polegaja na poddaniu szczepdw uprzedniemu
dziataniu sub-letalnego czynnika stresowego. Metody
te moga jednak znacznie obniza¢ aktywno$¢ komor-
kowg oraz wydajno$¢ procesu produkeji preparatu.
Wykorzystanie genetyki molekularnej pozwala na unik-
niecie tych problemow.

Jednym z podstawowych mechanizméw chronig-
cych bakterie przed stresem temperaturowym i niskg a
jest akumulacja osmoprotektantéow — zwigzkéw chro-
nigcych cytozol przed utratg wody oraz stabilizujgcych
biatka. Naleza do nich m.in. trehaloza i betaina. Mecha-
nizmy te s slabo rozwiniete u wigkszosci szczepow
probiotycznych, jednak sg one wysoce funkcjonalne
u dzikich szczepéw patogennych takich, jak np. Listeria
monocytogenes. Dowiedziono, iz gen betL, warunkujacy
kodowanie systemu transportu betainy u L. monocyto-
genes, wklonowany do szczepu probiotycznego Lac-
tobacillus salivarius UCC118 znaczaco poprawia jego
oporno$¢ na biotechnologiczne czynniki stresowe,
wplywajac na cechy takie jak osmo-, baro- i krio-opor-
nos$¢ [46]. Podobne wyniki uzyskano po transforma-
cji probiotycznego szczepu Lactococcus lactis genem
ostAB warunkujacym synteze trehalozy u E. coli [58].
Innym przykladem jest zmodyfikowany genetycznie
szczep Lactobacillus paracasei z nadekspresja genu
warunkujgcego synteze bialka szoku cieplnego — Gro-
ESL, nalezacego do bialek opiekunczych - chaperonow;
biatko to odpowiada za przywrdcenie prawidiowej
konformacji bialek (refolding) w warunkach wysokiej
temperatury [9].

Bakterie probiotyczne po podaniu doustnym musza
wykazywa¢ réwniez odpowiedni poziom opornosci
na fizykochemiczne mechanizmy obronne organizmu
gospodarza. Do mechanizméw tych nalezy kwasne
srodowisko zoladka oraz dziatanie zélci i enzymow
trawiennych. Transformacja genem betL szczepu Bifi-
dobacterium breve UCC2003 pozwolila osiggna¢ jego
wysoka przezywalnos¢ w srodowisku o podwyzszonej
osmolarnosci i obecnosci sokow zotagdkowych. Badania
na zwierzetach wykazaly przy tym wyraznie zwickszona
liczebnos¢ probiotykéw w jelitach, i co za tym idzie
- zwigkszong skutecznos¢ kliniczng, mierzong obni-
zong liczbg infekcji systemowych po podaniu doustnym
L. monocytogenes, w stosunku do zwierzat kontrolnych
[47]. Podobne wyniki uzyskano klonujgc réwniez inne
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geny odpowiedzialne za przezywalno$¢ dzikich szcze-
pow patogennych w przewodzie pokarmowym, np.
gen warunkujacy oporno$¢ na zo6t¢ (bilE) wystepujacy
u L. monocytogenes [49].

Poza ulepszaniem szczepow probiotycznych w zakre-
sie szeroko rozumianej opornosci na czynniki stresowe,
genetyczne modyfikacje probiotykéw wykorzystywane
moga by¢ roéwniez dla osiagniecia lepszych efektow
klinicznych. Mozliwe jest wykorzystanie specyficznie
modyfikowanych probiotykéw w leczeniu infekeji jeli-
towych wywolanych przez enteropatogenne bakterie,
wytwarzajace toksyny [51]. W tym przypadku modyfi-
kacje probiotykéw polegaja na ekspresji na powierzchni
komorek bakteryjnych specyficznego receptora dla okres-
lonej toksyny. Przykladem jest zmodyfikowany szczep
E. coli R1 z bardzo duzg liczbg analogdéw powierzchnio-
wego receptora toksyny Stx produkowanej przez Shigella
dysenteriae. Wykazano, iz jeden mg suchej masy tak
zmodyfikowanego szczepu E. coli jest w stanie zneutra-
lizowa¢ ponad 100 ug toksyny Stx [35]. Opisano réwniez
analogiczne probiotyki posiadajace receptory toksyny
wytwarzane]j przez enteropatogenne szczepy E. coli czy
toksyny Vibrio cholerae.

Podobne podejscie zostalo réwniez zastosowane
w projektowaniu nowych strategii w leczeniu zakazen
HIV. Prowadzone byly proby z wykorzystaniem zmo-
dyfikowanego szczepu E. coli wykazujacego ekspresje
hybrydy biatka wirusowego gp41 i hemolizyny A; gli-
koproteina gp41 jest odpowiedzialna za wstepne etapy
cyklu replikacyjnego HIV w komorce docelowej [39].
Biatko hybrydowe syntetyzowane przez probiotyk jest
wydzielane na zewnatrz komorki bakteryjnej i hamuje
fuzje wirusa oraz jego wnikanie do komoérek organizmu
gospodarza. Zmodyfikowane probiotyki wykazywaty
zdolnos¢ kolonizacji nie tylko przewodu pokarmowego,
ale réwniez pochwy, co moze stanowi¢ potencjalng
ochrone przez zakazeniem wirusowym. Prowadzone
byty réwniez badania z wykorzystaniem szczepu Strep-
tococcus gordonii transformowanego w celu ekspresji
cyjanowiryny-N, bialka pochodzacego z sinicy Nostoc
ellipsosporum. Bialko to wykazuje in vitro aktywno$¢
antyretrowirusowa w wyniku specyficznego wiazania
sie do dwdch glikoprotein HIV - biatka gp120 i biatka
gp41, waznych z punktu widzenia wstepnych etapow
cyklu replikacyjnego wirusa. Innym przyktadem jest
szczep Lactobacillus jensenii wydzielajacy rekombi-
nowane biatko CD4, hamujgce wnikanie wirusa do
komorek poprzez wigzanie si¢ z glikoproteing gp120
[5]. Poniewaz L. jensenii jest naturalnym kolonizatorem
pochwy, wydaje si¢ by¢ odpowiednim kandydatem do
»probiotycznego” zabezpieczenia tego ekosystemu przed
infekcja wirusows. Jednak te nowe probiotyczne strate-
gie walki z HIV wymagaja dalszych badan in vivo.

Innym potencjalnym zastosowaniem probiotykéw
moze stac si¢ wykorzystanie ich jako nosnika antygenow
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w celu przygotowania doustnych szczepionek. Probio-
tyki mogg by¢ zmodyfikowane w celu stuzenia jako swo-
isty no$nik dla genéw kodujacych antygeny specyficzne
dla danych patogenéw. Przeprowadzono badania w celu
wykorzystania do tego celu szczepu probiotycznego Lac-
tococcus lactis [20]. Bakterie zostaly uprzednio zmody-
fikowane genetycznie w kierunku wyrazania ekspresji
internaliny A, biatka powierzchniowego warunkujacego
infekcje Listeria monocytogenes. L. monocytogenes jest
patogenem wewnatrzkomérkowym, za$ internaliny sa
biatkami powierzchniowymi odpowiedzialnymi za wni-
kanie komorek bakteryjnych do komoérek gospodarza.
Zmodyfikowany szczep L. lactis posiada zatem mozli-
wos¢ indukowania fagocytozy w komoérkach niefago-
cytujacych, a co za tym idzie - wnikania do komérek
nablonka jelita niczym pasozyt wewnatrzkomoérkowy.
Komorki bakterii ulegaja wtedy lizie i uwalniajg plaz-
mid, ktory jest wektorem odpowiednich genéw kodu-
jacych antygeny - czyli szczepionka DNA.

Podejscie takie moze faczy¢ zalety szczepionek DNA
i podawania szczepionek droga doustna.

Szczepionki DNA stymulujg silng odpowiedz zaréw-
no miejscowq jak i ogdlna. Zas doustna droga podania
imituje zakazenie, co stymuluje uklad odpornosciowy
i jest w stanie indukowa¢ dtugoterminowg odpowiedz
ogolng. Dodatkowq zaleta wynikajaca z tej formy szcze-
pienia jest mozliwos¢ rezygnacji z wklu¢ wymagajacych
warunkow ambulatoryjnych i wyszkolonego medycznie
personelu.

Zastosowanie modyfikowanych genetycznie probio-
tykow — farmabiotykéw niesie ze sobg jednak pewne
ograniczenia zwigzane z bezpieczenstwem biologicz-
nym. Niektoérych z tych zagrozen mozna z pewnos-
cig unikna¢ przez zastosowanie podwyzszonych norm
bezpieczenstwa biologicznego. Jednakze szerokie za-
stosowanie farmabiotykéw wymagatoby opracowania
metody zapewniajacej pasywne i aktywne bezpieczen-
stwo. Tego typu rozwigzanie moze stanowi¢ gen thyA
- warunkujacy ekspresje syntazy tymidylanowej [49].
Wylaczenie tego genu powoduje, iz szczep stanie si¢
catkowicie zalezny od obecnosci tyminy, zas jej brak
jest bezwzglednie letalny dla bakterii. W efekcie bak-
terie nie beda w stanie akumulowac si¢ w $rodowisku.
Wydaje sig, iz ta metoda moze stanowi¢ pewny sposob
na zapewnienie odpowiedniego poziomu bezpieczen-
stwa biologicznego.

6. Podsumowanie

Znaczenie ludzkiego mikrobiomu na ogélna kondy-
cje organizmu ludzkiego w obecnych czasach staje si¢
coraz bardziej zrozumiate. Aktualnie uznaje si¢ wrecz,
iz organizm ludzki wraz z jego symbiotycznym mikro-
biomem (zwlaszcza jelitowym) stanowig superorganizm
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[3]. Probiotyki wykorzystywane do wspierania roli
mikroorganizmdw jelitowych, maja w tej chwili znacze-
nie nie tylko wspierajace oporno$¢ przed zakazeniami,
ale rowniez moga by¢ modyfikowane genetycznie w celu
otrzymywania szczepdw o ukierunkowanym dziataniu
terapeutycznym. W tym kontekscie jeszcze bardziej
istotne staje si¢ zadbanie o bezpieczenstwo i skuteczno$¢
szczepow probiotycznych. W zwigzku z tym szczepy
probiotyczne selekcjonowane ze szczepow dzikich oraz
szczepy modyfikowane cechowaé musza sie odpowied-
nimi wlasciwo$ciami, zaréwno funkcjonalnymi jak
i technologicznymi. Znaczace jest tu precyzyjne wyrdz-
nienie owych cech i konsekwentne wykorzystanie metod
badania owych pozadanych wlasciwosci szczepdw.
Swiadomo$¢ odpowiednich wlasno$ci wymaganych od
szczepOw probiotycznych oraz technologie pozwalajace
na ich usprawnianie, zagwarantowaé mogg odpowied-
nig skutecznos¢ i stabilno$¢ farmaceutyczng preparatow
probiotycznych. Badania prowadzone w tych kierun-
kach wraz w polaczeniu z rozwijajacymi si¢ leczniczymi
preparatami probiotycznymi mogg stanowic o tym, iz
probiotyki beda odgrywac znaczaca role w przysziosci
mikrobiologii farmaceutycznej i lecznictwa.
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Resistance of Staphylococcus aureus strains to glycopeptides

Abstract: Until recently, vancomycin was perceived as an effective drug for the treatment of serious infections with MRSA etiology.
For over 30 years, since the introduction of the antibiotics on the pharmaceutical market, there was no case of Staphylococcus aureus
resistant to the glycopeptide and it seemed that strains of S. aureus are naturally sensitive to vancomycin. Problems began to appear at
the beginning of the 90s of the twentieth century, when more and more treatment failures with the use of the glycopeptide antibiotics
were being reported. Strains of S. aureus which may manifest decreased susceptibility or resistance to vancomycin and/or teicoplanin
were recognized as the main cause of these failures. VRSA (vancomycin resistant S. aureus), with the genotype vanA conditioned by the
presence of vanA operon transmitted from Enterococcus are extremely rare. More frequent are VISA (vancomycin intermediate S. aureus)
or VRSA vanA-negative strains exhibiting thickened cell walls, increased content of free dipeptide D-Ala-D-Ala in peptidoglycans and
disorders in autolytic processes, and hetero-VISA strains sensitive to vancomycin (MICVA <2 mg/L), but containing subpopulations of
cells exhibiting MIC values at different levels. These effects are caused by different molecular mechanisms, which are related to different
regulatory systems and manifested by diverse phenotypic features, but the result is always the lack of treatment efficacy. A review of the
mechanisms leading to the formation and spread of S. aureus isolates for which the vancomycin treatment can be ineffective has become
an essential objective of this monograph.
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1. Wstep

Staphylococcus aureus jest jednym z najbardziej nie-
bezpiecznych ludzkich patogenéow. Wykazuje zlozone
mechanizmy patogenezy oraz posiada bogaty arse-
nal czynnikéw zjadliwosci. Powszechnos¢ stosowania
antybiotykoterapii w leczeniu zakazen oraz szerokie
zastosowanie antybiotykéw w innych dziedzinach,
zwlaszcza takich jak rolnictwo, doprowadzily do wyse-
lekcjonowania szczepéw bakterii wysoce-opornych na
chemioterapeutyki, wérdd ktérych gronkowce stanowia
wazng grupe [64]. Szczegdlnie niebezpieczne okazaly

sie metycylino-oporne szczepy S. aureus (MRSA), ktére
opisano w 1961 r. [43], oporne na wszystkie antybio-
tyki beta-laktamowe, oprdcz najnowszych cefalosporyn
specjalnie skierowanych przeciwko MRSA. Wérdd tych
cefalosporyn obecnie duze nadzieje wigze sie z fosami-
lem ceftaroliny, dopuszczonym przez Komisje Europej-
ska do obrotu w sierpniu 2012 (Zinfor, Astra Zeneca,
do wlewu dozylnego). Jednakze lekiem z wyboru
w leczeniu ciezkich zakazen MRSA jest wcigz wanko-
mycyna. Poniewaz przez ponad 30 lat (od wprowadzenia
w 1958r.) nie odnotowano przypadku izolacji szczepu
gronkowca zlocistego opornego, uwazano wrecz, ze

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Chatubinskiego 5,
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Staphylococcus aureus wykazuja gatunkowa wrazli-
wos$¢ na ten glikopeptyd. Jednakze juz od poczatku
lat "90 XX wieku coraz czesciej opisuje sie przypadki
braku skutecznosci wankomycyny mimo, ze izolowane
szczepy, wedlug obowigzujacych wowczas kryteriow,
mozna bylo zaliczy¢ do wrazliwych. Jednym z przypusz-
czalnych mechanizméw braku skutecznosci leku, mimo
wrazliwosci in vitro, moglo by¢ zjawisko tolerancji, ktére
w przypadku wankomycyny ma miejsce wowczas, kiedy
warto§¢ MBC (minimal bactericidal concentration)
jest przynajmniej 32-krotnie wyzsza niz MIC (minimal
inhibitory concentration) [66] W 1996 roku, w Japonii
zidentyfikowano pierwszy izolat kliniczny S. aureus,
wykazujacy obnizona wrazliwos¢ na wankomycyne.
Nazwany zostal wowczas VISA, od ,vancomycin inter-
mediate S. aureus” lub GISA od ,,glycopeptide interme-
diate S. aureus”, poniewaz wykazywal takze obnizong
wrazliwos¢ na teikoplaning. Wykryto réwniez pierwszy
szczep S. aureus wrazliwy na wankomycyne, ale wytwa-
rzajacy subpopulacje komorek, dla ktorych wartosci
MIC glikopeptydu byly na zréznicowanym poziomie
(hetero-VISA, hetero-GISA) [36, 37]. U zadnego z tych
szczepOw nie wykryto gendw, ktére moglyby warunko-
wa¢ oporno$¢ na glikopeptydy [36, 37]. W 2002 roku
w Michigan, w Stanach Zjednoczonych, wyizolowano
pierwszy szczep gronkowca zlocistego wykazujgcy
wysoki poziom opornosci na glikopeptydy (VRSA, van-
comycin resistant S. aureus lub GRSA, glycopeptide resi-
stant S. aureus) [14, 96]. Szczep ten, jak udowodniono
uzyskal geny opornosci od bakterii z rodzaju Enterococ-
cus. Podtoze molekularne oraz mechanizmy warunku-
jace obnizong wrazliwo$¢ szczepdw opisanych po raz
pierwszy w Japonii oraz szczepdw opisanych w Stanach
Zjednoczonych diametralnie si¢ r6znia. Celem niniej-
szej monografii jest przyblizenie mechanizméw prowa-
dzacych do powstawania i rozprzestrzeniania si¢ izo-
latow S. aureus, wobec ktérych leczenie wankomycyna
moze z wiekszym lub mniejszym prawdopodobien-
stwem okazac si¢ nieskuteczne.

2. Wankomycyna i inne glikopeptydy
2.1. Charakterystyka antybiotyko

Wankomycyna zostata wyizolowana w potowie lat
50-tych XX w. z pochodzacych z Borneo promieniow-
cow Streptomyces orientalis (obecnie Amycolatopsis
orientalis) [54, 68], przez E.C. Kornfelda, pracow-
nika koncernu Eli Lilly. Do lecznictwa wankomycyna
zostala wprowadzona w 1958 r. [68].

Wankomycyna, jest duza czasteczka, o masie cza-
steczkowej 1485,7 Da. Jest cyklicznym heptapeptydem,
zawierajgcym trzy cykliczne systemy, z ktérych kazdy
moze istnie¢ w postaci jednego z dwdéch mozliwych
atropoizomerdw. W naturze, spo$rdd osmiu mozliwych
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atropoizomeréw, wystepuje tylko jeden. Czasteczka
podstawnika aglikonu stwarza dziewig¢ dodatkowych
centréw stereochemicznych [7, 9]. Mechanizm dziatania
wankomycyny polega na blokowaniu biosyntezy $ciany
komorkowej bakterii. Ze wzgledu na brak mozliwosci
dostepu do miejsca docelowego u bakterii Gram-ujem-
nych, antybiotyk jest aktywny jedynie w stosunku do
wiekszosci bakterii Gram-dodatnich [7].

Sciana komérkowa jest jedna z najwazniejszych
struktur komorki bakteryjnej. U drobnoustrojow Gram-
-dodatnich sktada si¢ gtéwnie z heteropolimeru - pep-
tydoglikanu, zwanego mureing [56, 79]. Synteza pep-
tydoglikanu zachodzi w trzech etapach i w trzech
roznych miejscach w komorce bakteryjnej. Pierwszy
przebiega w cytoplazmie i polega na syntezie prekurso-
réw: urydyno-di-fosforanu-N-acetylomuramylo-penta-
peptydu (UDP-MurNAc-pentapeptyd) oraz UDP-N-
-acetyloglukozaminy (UDP-GIcNAc). Drugi etap ma
miejsce w blonie komoérkowej i prowadzi do polacze-
nia MurNAc-pentapeptydu z pirofosforylo-undekapre-
nolem (lipidI) oraz przylaczeniu do tego kompleksu
GlcNAc (lipid IT). Ostatni, trzeci etap procesu biosyntezy
peptydoglikanu zachodzi po zewng¢trznej stronie blony
komorkowej, przy wspotudziale enzymoéw z rodziny bia-
tek wigzacych penicyline PBP (penicillin binding pro-
tein). W tym etapie syntezy peptydoglikanu u S. aureus
szczegdlnie wazng role odgrywa enzym PBP2, ktory
przeprowadza reakcje zaréwno transglikozylacji, jak
i wraz z okolo 40 innymi enzymami uczestniczy w trans-
peptydacji L-Lys-(Gly).-D-Ala, prowadzac do powstania
usieciowanej, tréjwymiarowej struktury heteropolimeru
$ciany komorkowej [56, 79].

Czasteczka wankomycyny, aby spelni¢ swojg bak-
teriobojcza funkcje, musi przenikna¢ przez wszystkie
warstwy peptydoglikanu i dotrze¢ do miejsca, gdzie
zachodzi drugi i trzeci etap syntezy muropeptydu,
czyli do zewnetrznej powierzchni blony komadrkowej.
W tym miejscu przytacza sie do dipeptydu D-Ala-D-
-Ala, znajdujacego si¢ na koncu pentapeptydu, w uwal-
nianej z lipidu II reszty heterodimeru -(GlcNAc-B-(1,4)-
MurNAc-pentapetydu)-. Antybiotyk posiada w swojej
strukturze przestrzennej ,kieszonke” ktéra idealnie
pasuje do struktury przestrzennej D-Ala-D-Ala (zasada
»zamka i klucza”). Poza tym czgsteczka wankomycyny
moze utworzy¢ pig¢, niekowalencyjnych wigzan wodo-
rowych z dipeptydem, co dodatkowo stabilizuje powsta-
jacy kompleks. Poniewaz czasteczka antybiotyku jest
do$¢ duza, po zwigzaniu heterodimeru, uniemozliwia
wlaczenie go do juz istniejacej sieci peptydoglikanu,
czyli blokuje reakcje transglikozylacji, jedng z ostat-
nich, ale kluczowych reakcji podczas biosyntezy $ciany
komorkowej bakterii Gram-dodatnich [7].

W stezeniach, jakie sg mozliwe do osiggniecia w orga-
nizmie ludzkim, zakres aktywnosci przeciwbakteryjnej
wankomycyny obejmuje wiekszo$¢ tlenowych oraz bez-



OPORNOSC STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA GLIKOPEPTYDY 173

wzglednie beztlenowych drobnoustrojéw Gram-dodat-
nich [58, 62, 66].

Wankomycyna, przez wiele lat nie stanowila leku
pierwszego rzutu w terapiach zakazen bakteriami Gram-
-dodatnimi, gtéwnie ze wzgledu na niska jakos$¢ dwcze-
snych preparatow (pierwsze preparaty wankomycyny,
czgsto nazywano blotem Mississippi, Mississippi mud)
oraz niepozadane efekty nefro- oto- oraz hepato-tok-
syczne [68]. Zainteresowanie glikopeptydami wzro-
sto dopiero na przetomie lat 70-80 XX w., na skutek
ogromnego rozprzestrzeniania si¢ szczepéw MRSA
[67]. W tym czasie preparaty glikopeptydow zostaly tez
znacznie udoskonalone. Dopiero po 30 tatach od wpro-
wadzenia wankomycyny, pojawila si¢ pierwsza nabyta
opornos¢ u bakterii z rodzaju Enterococcus. Oczekiwano,
ze podobnie jak w przypadku innych genéw opornosci,
geny opornosci na glikopeptydy z enterokokéw zostang
w krotkim czasie przekazane do gronkowcéw. Jednak,
mimo obserwowanych czasem niepowodzen terapii
zakazen gronkowcowych, przy uzyciu wankomycyny,
przekazanie genéw opornosci na ten antybiotyk do
S. aureus, w warunkach pozalabolatoryjnych zaobser-
wowano dopiero po okolo 15 latach.

Oprdécz wankomycyny szerokie zastosowanie w lecz-
nictwie, na terenie calej Europy (w tym réwniez w Pol-
sce) znalazl pdtsyntetyczny glikopeptyd, teikoplanina.
Antybiotyk wprowadzony w latach 90-tych XX w., cha-
rakteryzujacy si¢ podobnym spektrum przeciwbakte-
ryjnym do wankomycyny, ale lepszymi wlasciwosciami
farmakokinetycznymi [9, 72]. Teikoplanina, w poréw-
naniu do wankomycyny ma dluzszy okres biologicznego
poltrwania w surowicy, dzigki czemu moze by¢ poda-
wana co 24 godziny. Wykazuje nieco wyzsza aktywno$¢
przeciwbakteryjna wobec drobnoustrojéw Gram-dodat-
nich, przez co moze by¢ stosowana w nizszych steze-
niach. W terapii skojarzonej z antybiotykiem aminogli-
kozydowym wykazuje wyzsza aktywno$¢ bakteriobojcza
wobec Enterococcus spp. niz wankomycyna i ampicylina.
Ponadto teikoplanina wywoluje znacznie mniej efektow
ubocznych (odnotowano tylko nieliczne przypadki
ototoksycznosci). Jednak niektdre szczepy S. haemoly-
ticus i S. epidermidis wykazujg obnizong wrazliwos¢ na
teikoplaning w poréwnaniu do wankomycyny. Poza tym
okazalo si¢, Ze pomimo oznaczonej in vitro wrazliwosci
na teikoplanineg, terapie bakteriemii o etiologii Staphy-
lococcus spp. przy zastosowaniu tego antybiotyku kon-
czyly sie niepowodzeniem. Dlatego obecnie, ze wzgledu
na ryzyko wyselekcjonowania szczepéw gronkowcow
opornych na ten i inne antybiotyki glikopeptydowe,
nie zaleca sie stosowania teikoplaniny w leczeniu tego
typu infekcji [9, 72].

Niedawno zarejestrowana zostala réwniez inna
pochodna wankomycyny, telawancyna. Jest to potsyn-
tetyczny lipoglikopeptyd, w ktérym, do heptapetydowej
cze$ci rdzeniowej, zostal dotaczony lipofilny fancuch

boczny. Dzigki tej modyfikacji telawancyna wykazuje
znacznie dluzszy, w poréwnaniu do wankomycyny,
okres polowicznego rozpadu (moze by¢ podawana co
24 godziny). Ponad to fancuch boczny ufatwia zakotwi-
czenie antybiotyku w strukturach oston komdrkowych,
wplywa na integralno$¢ oraz przepuszczalno$¢ btony
komorkowej, a tym samym zwicksza aktywno$¢ prze-
ciwbakteryjna tego lipoglikopeptydu. Telawancyna jest
antybiotykiem zalecanym do leczenia skomplikowanych
zakazen w obrebie skory i tkanek podskdérnych, wywo-
tywanych przez drobnoustroje Gram-dodatnie, w tym
réwniez szczepy MSSA, MRSA oraz VISA i hetero-VISA
(wartosci MIC od 0,03 do 1 mg/L), jednak nie wykazuje
aktywnosci wobec vanA-pozytywnych izolatéw VRE
oraz VRSA (MIC od 1 do 4 mg/L) [40, 86].

Ciagle w fazie testow klinicznych znajduja si¢ inne
pochodne wankomycyny takie jak dalbawancyna oraz
oritawancyna, ktérych jedna lub dwie dawki s wystar-
czajace do przeprowadzenia calego procesu terapeutycz-
nego. Jednak dalbawancyna, podobnie jak telawancyna,
nie stanowi induktora ekspresji operonu vanA zaréwno
u wankomycyno-opornych szczepow enterokokow, jak
i vanA-pozytywnych S. aureus [40, 62, 64, 86].

2.2. Kryteria wrazliwosci na glikopeptydy

Wielokrotnie dokumentowane przypadki niepo-
wodzen terapii wankomycyng zakazen MRSA, mimo
wrazliwosci szczepu oznaczanej in vitro, poza poszuki-
waniem przyczyny tego zjawiska, skfonity mikrobiolo-
gow i lekarzy do zastanowienia sie, czy dotychczasowe
warto$ci MIC glikopeptyddw, przyjmowane jako punkty
odcigcia migdzy szczepami wrazliwymi, a opornymi nie
sa zbyt wysokie. Pojawilo sie wiele prac, w ktorych udo-
kumentowano, Ze znacznie wi¢cej niepowodzen wyste-
puje w przypadkach, kiedy wartosci MIC wankomycyny
sa wigksze od 2 mg/L [21, 36, 68]. Dlatego w kwietniu
2010r. EUCAST (European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing) wprowadzit nowe kryteria
opornosci S. aureus na wankomycyne (MIC >4 mg/L),
obowiazujgce w Polsce od 01.01.2011r., ktore zostaly
przedstawione w Tabeli I [26-29]. W Tabeli I przedsta-
wiono réwniez wytyczne CLSI (The Clinical and Labo-
ratory Standards Institute), obowigzujace w Polsce do
konca 2010 r. [17-20].

3. Nabyta opornos¢ na wankomycyne
3.1. Enterokoki VRE

W 1988 roku zostal wyizolowany pierwszy szczep
Enterococcus faecium wykazujacy opornos¢ na wysokie
stezenia wankomycyny oraz teikoplaniny (VRE/GRE,
vancomycin/glycopeptide resistant Enterococcus) [92].
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Tabela I
Kryteria opornosci na wankomycyne i teikoplaning, wedlug rekomendacji CLSI oraz EUCAST, w latach 2002-2013

CLSI EUCAST
Rok MIC wankomycyny (mg/L) | MIC teikoplaniny (mg/L) | MIC wankomycyny (mg/L) | MIC teikoplaniny (mg/L)
S I R S I S I R S I R
2002-2005 <4 8-16 =32 <8 16 =32 - - - - - -
2006-2008 <2 4-8 =216 <8 16 232 <4* 8* >16* <4* 8* >16*
2009 <2 4-8 =216 <8 16 =232 <4* 8* 216 <4* 8* >16*
Sl** 2** 24** Sl** 2** 24**
2010 <2 4-8 =216 <8 16 =32 <1 2 >4 <1 2 >4
QK bk SQH <QHAX bk >S40k
2011 - - - - - <2 - >4 <2 - >4
2012-2013 - - - - - <2 - >4 <2 - 24

* 0d 20-06-2006 do 21-12-2009
** o0d 22-12-2009
*** 0d 04-2010

Jak wykazano, opornos¢ enterokokéw na glikopep-
tydy jest warunkowana obecnoscia operonu van. Od
pojawienia si¢ pod koniec lat ’80 XX w. pierwszych izo-
latéw klinicznych enterokokéw opornych na glikopep-
tydy, do chwili obecnej, zidentyfikowano dziewigc feno-
typow opornosci na glikopeptydy: VanA, VanB, VanC,
VanD, VanE, VanG, VanL, VanM oraz VanN, réznigcych
sie miedzy soba pochodzeniem, fenotypowym wyra-
zeniem cechy (D-Ala-D-Lac u szczepdéw o fenotypie
VanA, B, D i M; D-Ala-D-Ser u wariantéw VanG, E, G, L
i N), lokalizacja w genomie bakteryjnym, zdolnoscia do
koniugacyjnego przekazywania, rozpowszechnieniem
wsrod enterokokow i innych rodzajéw drobnoustrojow
oraz sposobem regulacji ekspresji genéw wchodzacych
w skfad operonu [42, 52, 53, 65, 90, 99]. Operon vanA
zostanie dokladniej scharakteryzowany w dalszej czgsci
niniejszej pracy.

Obecnie zakazenia wywolywane przez VRE dotycza
niemal wszystkich krajéow zurbanizowanych oraz rozwi-
jajacych si¢ na $wiecie. W epidemiologii zakazen VRE
najwigksza role odgrywajg dwa gatunki, tj. E. faecium
i znacznie rzadziej E.faecalis. Latwo$¢ rozprzestrze-
niania si¢ tych szczepéw w srodowiskach szpitalnych
wynika z nakfadania si¢ dwoch zjawisk: i) przekazy-
wania gendéw opornosci na drodze réznych mechaniz-
mow horyzontalnego transferu (przede wszystkim
koniugacji) oraz ii) tzw. ,szerzenia klonalnego”, czyli
powstawania i rozprzestrzeniania si¢ szczepoéw blisko
spokrewnionych ze sobg. Udzial VRE w miedzygatun-
kowej (w obrebie rodzaju Enterococcus), a nawet mie-
dzyrodzajowej (Enterococcus, Staphylococcus, Listeria)
wymianie materialu genetycznego in vivo oraz in vitro
posiada szeroka dokumentacje [8, 63-65, 70]. Uznaje
sie, ze znany juz od poczatku lat *90-tych XXw., typ
epidemiczny E. faecium CC17, na przestrzeni lat takze
powiekszyl rozmiar genomu o okolo 150kpz (geny
esp) [51]. Potwierdza to zdolnos¢ tych drobnoustrojow

zaréwno do pobierania, jak i przekazywania elementow
genetycznych innym bakteriom.

3.2. Transfer operonu vanA ze szczepow Enterococcus
spp. do izolatéw metycylino-opornych
Staphylococcus aureus - mozliwosci i obawy

Od pojawienia sie opornosci na wankomycyne
u enterokokdéw, prowadzono badania nad mozliwos-
cig przeniesienia genéw opornosci z VRE do S. aureus
[63, 70]. Proby przekazania droga koniugacji plazmidu
zawierajgcego transpozon Tnl546 (operon vanA)
w warunkach laboratoryjnych, zakonczyly si¢ powo-
dzeniem jedynie w pracach W.C. Noble z 1992 roku
[70]. Transkoniuganty otrzymywane w pozniejszych
latach, przez innych badaczy najczesciej nie wyrazaty
fenotypu VanA, a przynajmniej nie na takim poziomie
jak enterokoki lub wykazywaly wysoka niestabilno$¢
cechy [63]. Wydawalo si¢ zatem, ze mozliwos¢ transferu
genéw vanA z VRE do MRSA jest bardzo malo prawdo-
podobna. Jednakze drobnoustroje same zweryfikowaly
te watpliwosci, poniewaz w 2002 roku w Michigan, USA,
wyizolowano pierwszy, naturalnego pochodzenia szczep
S. aureus, wykazujacy fenotyp o wysokiej opornosci na
wankomycyne (VRSA, vancomycin resistant S. aureus)
[14, 96]. Analizy genetyczne potwierdzily obecnos¢
u tego izolatu operonu vanA, a wartosci MIC wanko-
mycyny dla szczepu wynosily 1024 mg/L, a teikoplaniny
32mg/L [14].

Z badan przeprowadzonych w 2006 roku przez
Waldron oraz Lindsay wynika [95], Ze aby doszlo
do przeniesienia oraz ekspresji genéw opornosci na
glikopeptydy z enterokokdéw do S. aureus szczep biorcy
musi by¢ mutantem defektywnym w systemie restrykcji
i modyfikacji R-M typu I [95]. Jednym z genéw koduja-
cych systemy R-M u S. aureus jest hsdR. Jednak badania
przeprowadzone w 2009 roku na trzech szczepach gron-
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kowca zltocistego, pozbawionych genu hsdR wykazaly,
ze mutacja w hsdR, kodujacego endonukleaze Saul, nie
jest wystarczajaca, aby w szczepie S. aureus ulegly eks-
presji geny kodowane przez DNA pochodzace z innego
rodzaju bakterii [93]. By¢ moze odpowiedzialne sg za
to jeszcze inne, do tej pory niezidentyfikowane mody-
fikacje genomu np. mutacje w genie metylazy systemu
modyfikacji typu L.

Z kolei badania przeprowadzone z udzialem kli-
nicznych izolatéw VRSA [80, 96] wykazuja, ze warun-
kiem przeniesienia i ekspresji gendw vanA do szcze-
pow S. aureus jest sekwencja dwdch nastepujacych po
sobie genetycznych zdarzen: koniugacyjnego transferu
z udzialem plazmidu nalezacego do rodziny Incls,
a nastepnie wyciecia, przeniesienia i wbudowania, czyli
translokacji transpozonu Tnl546 do chromosomu
komorki biorcy. Potwierdzajg to wyniki najnowszych
badan, uzyskane przez dwie niezalezne grupy badaw-
cze, ktore donosza o skutecznym HGT (horizontal gene
transfer) operonu vanA z wankomycyno-opornych
szczepOw Enterococcus sp. do kompetentnych komarek
MRSA, w warunkach in vitro [24, 100].

3.3. Wankomycyno-oporne szczepy
Staphylococcus aureus (VRSA)

Szczepy S. aureus oporne na glikopeptydy (VRSA,
GRSA), mozna zaliczy¢ do dwoch grup: posiadajgcych
operon vanA oraz vanA-negatywnych. Ponadto, poni-
zej zostang omowione warianty, co prawda wrazliwe na
glikopeptydy, ale wytwarzajace subpopulacje komorek
o obnizonej wrazliwosci lub opornych, tzw. szczepy
h-VISA.

3.3.1. Mechanizm opornosci u VRSA warunkowany
obecnoscia operonu vanA

Poczawszy od 2002 roku, kiedy w Michigan, zostal
wyizolowany pierwszy szczep Staphylococcus aureus
wykazujacy wysoki poziom opornosci na antybiotyki
glikopeptydowe, do chwili obecnej, na calym $wiecie
zostalo opisanych 13 potwierdzonych przypadkow
zakazen u ludzi o etiologii VRSA (wg kryteriéw CLSI).
U kazdego z tych izolatow oporno$¢ na wankomycyne
warunkowana byla obecnosciag gendéw operonu vanA,
pochodzacych od Enterococcus spp. [11-13, 31, 61,
74,75, 85, 86].

System vanA u enterokokow zlokalizowany jest na
transpozonie Tn1546, o wielkosci 10,851 kpz, zalicza-
nym do rodziny transpozonéw podobnych do Tn3.
Tn1546 moze by¢ wbudowany zaréwno do chromo-
somu, jak i do duzego plazmidu koniugacyjnego. Jest
on ruchomym, podlegajacym replikatywnej transpo-
zycji elementem genetycznym, oflankowanym 36- do
38-nukleotydowymi niedoskonalymi, odwréconymi
sekwencjami powtdrzonymi (inverted repeats, IR).
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Zawiera siedem genow: vanH, vanA, vanX, vanR, vansS,
vanY i vanZ, podlegajacych transkrypcji ze wspolnego
promotora i podlegajacych wspdlnej regulacji oraz dwie
otwarte ramki odczytu ORF1 i ORF2, ulegajace trans-
krypcji w dwdch przeciwnych kierunkach. Kodujg one,
odpowiednio: gen transpozazy (tnp) oraz gen resolwazy
(res) [5, 35].

Do wyrazenia fenotypu opornosci na wankomycyne
typu VanA niezbedne sa geny: vanH, vanA oraz vanX.
Produkt VanH, jest 322-aminokwasowym biatkiem,
petnigcym funkcje dehydrogenazy kwasow 2-hydroksy
(alfa-keto-) karboksylowych. Przeprowadza ono reduk-
cje kwasu pirogronowego, prowadzac do powstania
D-mleczanu (D-Lac). Jest to enzym wysoce specyficzny,
wykazuje aktywnos¢ jedynie wobec kwasow bedacych
izomerami optycznymi typu D [5, 6, 10]. Biatko VanX,
posiada aktywno$¢ D,D-dipeptydazy i katalizuje reakcje
hydrolizy wiazania peptydowego pomiedzy dwoma resz-
tami D-Ala w pentapeptydzie. W ten sposob na koncu
tancucha tetrapeptydu pozostaje reszta D-Ala z wolng
grupa karboksylowa [76].

Produkty reakcji dehydrogenacji pirogronianu oraz
hydrolizy wigzania peptydowego w D-Ala-D-Ala, czyli
D-mleczan i reszta D-Ala, tetrapeptydu prekursora pep-
tydoglikanu, stanowia substraty dla ligazy VanA. VanA,
w przeciwienstwie do ligazy D-Ala-D-Ala, jest enzy-
mem, ktory wykazuje wysoka specyficzno$¢ substra-
towa do D-Lac [10, 53, 62]. Dzieki aktywnosci enzymow
VanH, VanA i VanX powstaje prekursor mureiny, ktéry
na koncu fancucha bocznego zawiera D-Ala-D-Lac.
Czasteczka depsipeptydu posiada inng strukture prze-
strzenng niz D-Ala-D-Ala, ktdra nie pasuje do kieszonki
w czasteczce wankomycyny (wytwarza sie jedno wigza-
nie wodorowe mniej), co skutkuje znacznie nizszym (ok.
1000x) powinowactwem antybiotyku do D-Ala-D-Lac.
Wankomycyna nie wiaze si¢ z prekursorem peptydo-
glikanu i tym samym nie moze spelni¢ swojej funkgji.
Reakcje transglikozylacji oraz transpeptydyzacji, czyli
ostatnie etapy syntezy $ciany komoérkowej moga zacho-
dzi¢ bez zaktocen, a komdrka mikroorganizmu wyka-
zuje fenotyp opornosci na antybiotyk glikopeptydowy
(53, 62, 77].

Pozostale dwa geny ulegajace transkrypcji z promo-
tora P_,: vanY i vanZ pelnig mniej istotng role w wyra-
zeniu fenotypu opornosci na glikopeptydy typu VanA.
VanY jest bialkiem o masie czast. 38,4 kDa, wykazuje
aktywnos$¢ D,D-karboksypeptydazy o szerokim spek-
trum substratowym, ktéra odcina reszty D-alaniny od
kazdego bialka lub peptydu, ktdére posiada ten amino-
kwas na koncu czgsteczki, w tym réwniez od penta-
peptydu. W ten sposob, zmniejszajac liczbe czasteczek
stanowigcych docelowe miejsce wigzania wankomycyny,
petnig funkcje wspomagajaca do wyrazenia fenotypu
opornosci [4, 98]. Z kolei biatko VanZ najprawdopo-
dobniej odgrywa role w wyrazeniu opornosci na niskim
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poziomie na teikoplanine, szczegdlnie w sytuacji braku
genow odpowiedzialnych za synteze depsipeptydu [3].

Geny operonu vanA u S. aureus, podobnie jak u Ente-
rococcus spp. podlegaja regulacji, a wyrazany fenotyp
VanA opornosci na glikopeptydy jest systemem induk-
cyjnym. Induktorami mogg by¢ zaréwno glikopeptydy,
jak rowniez czynniki nieglikopeptydowe — bacytracyna,
polimyksyna B i robenidyna, stosowane w medycynie,
ale réwniez np. w leczeniu choréb infekcyjnych u dro-
biu [53, 62, 92]. W mechanizmie regulacji uczestnicza
dwa, podlegajace transkrypcji z wiasnego promotora P,
geny: vanR i vanS. Biatko VanS pelni funkcje sensora,
zlokalizowanego w blonie komoérkowej bakterii i wyka-
zuje aktywnos¢ kinazy histydynowej. Aktywacja sensora
nastepuje w obecnosci ligandu [62]. Czasteczki aktyw-
nego sensora dokonuja reakcji fosforylacji substrato-
wej drugiego bialka, VanR (response regulator), ktore
pelni funkcje pozytywnego czynnika transkrypcyjnego
operonu vanA. Zatem w obecnosci ligandu, VanS pelni
funkcje aktywatora dla VanR i dochodzi do wyrazenia
fenotypu opornosci, natomiast w sytuacji nieobecnosci
wankomycyny bialko sensora pozostaje nieaktywne,
biatko odpowiedzi znajduje si¢ w stanie defosforylacji,
a geny vanA nie ulegaja ekspresji [2, 39].

3.3.1.1. Heterologiczna ekspresja operonu vanA
u wankomycyno-opornych S. aureus

Fenotyp VanA charakteryzuje si¢ opornoscig zaréwno
na wankomycyne, jak i na teikoplaning. Analiza wartosci
MIC wankomycyny izolatéw VRSA wykazata, ze cho¢
wszystkie przekraczajg warto$¢ graniczng, co pozwala
je uznaé za oporne (przy zastosowaniu zaréwno sta-
rych, jak i obecnie obowigzujacych kryteriow, zaréwno
CLSI, jak i EUCAST (Tabela I), to jednak s3 one dla
poszczegolnych szczepow bardzo zrdznicowane i znaj-
duja si¢ w granicach miedzy 32 a 1024 mg/L. Z kolei
warto$ci MIC teikoplaniny izolatow VRSA zawierajg si¢
w przedziale miedzy 8 a 32 mg/L, co réwniez pozwala
je wszystkie zaklasyfikowa¢ jako oporne, ale jedynie
zgodnie z obecnie obowiazujacymi kryteriami EUCAST
[26, 48]. Natomiast gdyby zastosowaé normy opornosci
wg CLSI z 2009 roku to cze$¢ szczepéw byloby klasy-
fikowanych jako wrazliwe, czes¢ jako $redniowrazliwe,
a niektore jako oporne na teikoplanine. Zréznicowany
poziom ekspresji genotypu vanA oraz brak ujedno-
liconego systemu kryteriéw stwarza liczne problemy
z prawidtows i konsekwentng interpretacja wynikow
oznaczenia warto$ci MIC.

Istotne stalo sie zbadanie przyczyn oraz mechaniz-
mu heterologicznej ekspresji operonu vanA u réznych
szczepow S. aureus. W tym celu przeprowadzono ana-
lize poréwnawcza genomu pierwszego izolatu VRSA-M,
wykazujgcego wysoki poziom opornosci na obydwa gli-
kopeptydy ze szczepem, pochodzacym z tego samego
roku VRSA-P, wykazujacego znacznie nizsze wartosci
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MIC glikopeptydow [11, 13, 16]. Wykazano, ze szczep
VRSA-M posiada transpozon Tnl546, o wielkosci
10,851 kpz w dzikiej, niezmienionej formie. Natomiast
transpozon izolatu VRSA-P znacznie rézni si¢ od dzi-
kiej wersji Tn1546. Zidentyfikowano w nim duza delecje
pomiedzy pierwszym a 3098 nukleotydem na 5’-koncu
transpozonu, obejmujaca sekwencje kodujaca genu
transpozazy tnp; ponadto, powyzej nukleotydu 3099
zlokalizowano 809-nukleotydowsa insercje, podobna
do IS1216 oraz w regionie intergenicznym genéw vanS
i vanH odnaleziono odwrdcona, 1499-nukleotydowa
sekwencje podobng do IS1251 [16]. Tak duze modyfi-
kacje elementu genetycznego Tn1546 w VRSA-P moga
tlumaczy¢ odmienna ekspresje genéw opornosci.

Podobne obserwacje heterologicznej ekspresji genow
warunkujacych opornos¢ na wankomycyne typu VanA,
poczyniono réwniez dla wankomycyno-opornych ente-
rokokow juz w latach 90 [32, 45, 46]. Wykazano, ze
w procesie horyzontalnego transferu gendéw transpozon
Tn1546, ktory w szczepie dawcy wystepowal w obrebie
40 kpz fragmentu DNA, w szczepie biorcy wystepowal
na odcinkach znacznie wigkszych, od 150 do 450 kpz
[35] lub mniejszych o okoto 2kpz [87]. Dokladniej-
sza analiza wykazalta ze postkoniugacyjne modyfika-
cje moga polega¢ na wstawieniu sekwencji podobnej
do IS16 w obrebie genu vanY, co powoduje obnizenie
wartosci MIC teikoplaniny [69]. Inne zmiany, ktore
zidentyfikowano u VRE moga polega¢ na wstawianiu
sekwencji insercyjnych podobnych do 1S1216, IS1251
lub ISEfa4 w réznych miejscach Tn1546, tj.: powy-
zej ORF1; w regionie miedzygenowym ORF2 - vanR,
vanS - vanH, vanX - vanY, czy w obrebie sekwencji
kodujacej vanY. W szczepach Enterococcus spp. wanko-
mycyno-opornych i wykazujacych wrazliwo$¢ na teiko-
planing, o genotypie vanA, znaleziono réwniez liczne
delecje fragmentéw lub calych gendéw: tnp, res, vanR,
vans, vanY, vanZ oraz mutacje punktowe, typu zmiany
sensu, w genach vanR, vanS, vanA, vanH, vanY, vanZ
[32, 46, 87]. Wydaje si¢ zatem, ze liczne zmiany muta-
cyjne w obrebie sekwencji Tn1546, tj.: insercje, dele-
cje, mutacje punktowe zaréwno wérod szczepow wan-
komycyno-opornych enterokokéw, jak i gronkowcow,
moga powodowa¢ brak mozliwosci wyrazenia prawi-
dlowego fenotypu VanA i tym samym heterologiczna
ekspresje genow vanA, specyficzng nawet dla poszcze-
golnych izolatow.

3.3.1.2. Wankomycyno-oporne S. aureus
- analiza przypadkow

Na calym $wiecie, do tej pory odnotowano 13 przy-
padkow izolacji szczepéw VRSA. Jedenascie miato miej-
sce w Stanach Zjednoczonych, z czego osiem w Michi-
gan, jeden w Pensylwanii, jeden w Nowym Yorku i jeden
w Delaware [31, 74, 85, 86]. Ponadto odnotowano row-
niez trzy przypadki izolacji wankomycyno-opornych
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S. aureus w Indiach [78, 91] oraz dwa w Iranie [1], tych
ostatnich jednak nie uznano ich za odpowiednio udo-
kumentowane. Jedynymi wiarygodnymi doniesieniami
spoza Ameryki sg najnowsze prace Miranii Jamil
z 2013 roku, Pakistan [61] oraz Dezfulian i wsp.
z 2012 roku, Iran [25].

3.3.1.3. Epidemiologia szczepow VRSA vanA

Cho¢ od momentu, kiedy wyizolowano pierwsze kli-
niczne warianty VRSA vanA, mineta juz ponad dekada,
dotychczas w literaturze zostalo odnotowanych jedynie
13 przypadkow. Wydaje si¢ zatem, ze zdarzenia gene-
tyczne, ktére musza zaj$¢, aby doszlo do przekazania
operonu vanA i wyrazenia cechy wankomycyno-opor-
nosci zachodza z niezwykle niskg czestoscia [24, 100].
Dlatego tez ryzyko globalnego rozprzestrzenienia szcze-
pow S. aureus niosgcych geny vanA jest stosunkowo nie-
wielkie. Ponadto, dodatkowym czynnikiem ogranicza-
jacym rozwdj globalnej epidemii jest fakt, iz niektdre
z izolatoéw VRSA posiadajg mutacje w genie ddl, kodu-
jacym ligaze D-Ala-D-Ala [55, 59]. Efektem fenotypo-
wym takiej modyfikacji genetycznej jest uzaleznienie
wzrostu i przezycia szczepu bakteryjnego od obecnosci
wankomycyny. W normalnych warunkach mutacje te
sq letalne, z powodu braku mozliwosci przeprowadze-
nia wszystkich etapow biosyntezy $ciany komdrkowe;.
Dla wariantéw vanA-pozytywnych jedyng mozliwoscia
przezycia jest wykorzystanie do tych procesow ligazy
D-Ala-D-Lac, ktéra wykazuje bardzo wysoka specy-
ficzno$¢ substratows. Zatem w komorkach musi zacho-
dzi¢ ekspresja operonu vanA, tak aby powstal i enzym,
i substrat dla enzymu. Dzieki temu mozliwe jest prze-
prowadzenie alternatywnego szlaku biosyntezy $ciany
komoérkowej mutanta. A poniewaz vanA jest systemem
indukcyjnym, zaleznym od wankomycyny, presja anty-
biotyku jest warunkiem przezycia szczepu [55, 59]. Spel-
nienie tego kryterium jest mozliwe jedynie w warun-
kach szpitalnych, poniewaz glikopeptydy w dzialaniu
ogélnoustrojowym moga by¢ podawane jedynie poprzez
iniekcje dozylng. Niewatpliwie jest to wazny czynnik
ograniczajacy rozprzestrzenianie si¢ klinicznych izo-
latow VRSA w warunkach ambulatoryjnych oraz przy
udziale pacjentéw nie leczonych wankomycyna.

3.3.2. Szczepy VRSA - vanA-negatywne (dawne
Staphylococcus aureus o obnizonej wrazliwosci
na wankomycyne, VISA) - pochodzenie oraz
mechanizm opornosci

Pierwszy szczep S. aureus wykazujacy mechanizm
obnizonej wrazliwosci na wankomycyne (Mu50) zostat
zidentyfikowany w maju 1996 roku, w jednym z japon-
skich szpitali klinicznych [37]. Izolat pochodzit od czte-
romiesiecznego niemowlaka plci meskiej, operowanego
z powodu atrezji tetnicy plucnej. W dwa tygodnie po
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zabiegu dziecko doznalo zakazenia miejsca operowa-
nego. Poniewaz wyizolowany szczep byt oporny na
wszystkie antybiotyki beta-laktamowe, w terapii pierw-
szego rzutu zastosowano wankomycyne [45 mg/kg/dobe)
jednakze, pomimo dlugiego, 29-dniowego stosowania,
leczenie okazalo si¢ nieskuteczne. W terapii drugiego
rzutu przez 12 dni podawano nadal wankomycyne, ale
w skojarzeniu z antybiotykiem aminoglikozydowym
- arbekacyng i cho¢ poczatkowo poziom reaktywnego
bialka C (CRP, C-reactive protein) obnizyt si¢ do gra-
nicy normy, 12 dni po zakonczeniu leczenia u niemow-
laka rozwinat si¢ ropien podskoérny, réwniez o etiologii
S. aureus. Kolejna szescio-dniowa terapia (arbekacyna
plus ampicylina/sulbaktam) wydawata sie by¢ skuteczna,
jednak po odstawieniu lekéw poziom biatka CRP byt
podwyzszony i zmienny, co §wiadczylo, iz infekcja miata
charakter przewlekly. Dopiero przedluzenie dawkowania
arbekacyny z ampicyling i sulbaktamem przez kolejne
17 dni przyniosto oczekiwany efekt terapeutyczny
[37]. Wyizolowany od malego pacjenta szczep MRSA,
nazwany Mu50 (ATCC 700699) zostal poddany doklad-
nej analizie. Okazalo sie, ze wykazywal wiele cech niety-
powych, poniewaz pomimo, ze nie zawieral genow vanA
ani vanB, MIC wankomycyny dla tego izolatu wynosito
8mg/L, co w zalezno$ci od stosowanego kryterium,
$wiadczylo o opornosci lub $redniej wrazliwosci szczepu.
Wedtug éwezesnych kryteriéw, stosowanych przez Bri-
tish Society for Antimicrobial Therapy, Mu50 byt oporny
na wankomycyne (VRSA, MIC>8mg/L), natomiast
wedlug amerykanskiego kryterium NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, obecnie
CLSI) - $redniowrazliwy (VISA, MIC=8-16 mg/L) [37].
Wedtug obecnie stosowanych w Polsce rekomendacji
EUCAST, w ktérych od kwietnia 2010 r. granica wrazli-
wosci na wankomycyne dla S. aureus zostata obnizona do
<2mg/L, szczep Mu50 jest wariantem VRSA. W reko-
mendacjach EUCAST szczepy $redniowrazliwe (VISA),
w ogole nie wystepuja [26, 48]. Natomiast zgodnie
z rekomendacjami CLSI, szczepy dla ktérych wartosci
MIC wankomycyny znajduja si¢ w przedziale 4-8 mg/L,
nadal sg szczepami VISA (Tabela I).

Pierwsze badania szczepu Mu50 wykazaly, ze posiada
on dwukrotnie grubsza $ciang komodrkowa (okoto
40 warstw peptydoglikanu) niz typowe, wrazliwe szczepy
S. aureus. Produkuje tez trzykrotnie wigcej biatek PBP2
i PBP2’ oraz syntetyzuje trzykrotnie wiecej prekursoréw
mureiny [37]. Wielu badaczy podjeto proby wyjasnie-
nia mechanizmu obnizonej wrazliwosci na glikopeptydy
u tych szczepdw, jak rowniez proby doszukania si¢ pew-
nych korelacji pomiedzy nietypowymi wlasciwos$ciami
sciany komorkowej, a wyrazaniem si¢ fenotypu VISA,
zaréwno u Mu50, jak réwniez pdzniejszych izolatow.

Wzrost grubosci $ciany komorkowej wydawal sie
odgrywa¢ kluczowa role w obnizeniu wrazliwosci
szczepow na glikopeptydy [33, 83]. Zakladano, ze jest
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to wypadkowa kilku innych proceséw, ktdre zachodzily
w komoree, tj.: wzrostu syntezy bifunkcyjnego enzymu
transglikozylazy i transpeptydazy (3-5razy); nawet
20-krotnego wzrostu wewnatrzkomoérkowej produkeji
N-acetylo-glukozaminy oraz syntezy i akumulacji pre-
kursoréw peptydoglikanu, czyli lipidu I oraz lipidu II
w blonie cytoplazmatycznej (3-8razy) [33] i tym
samym przyspieszenia metabolizmu $ciany komoérkowej
zaréwno na etapie wbudowywania, jak i uwalniania jej
sktadnikéw [83]. PBP2 oraz, warunkowane obecnoscig
genu mecA, PBP2’ (PBP2a), rzeczywiscie mogg wplywac
na efektywnos¢ wlaczania nowych heteromeréw do juz
istniejacej sieci peptydoglikanu, jak réwniez na wydaj-
no$¢ wytwarzania wigzan poprzecznych w mureinie.
Jednak dalsze badania dowiodly, ze nie ma to wpltywu na
zwiekszenie opornosci szczepow S. aureus na antybio-
tyki glikopeptydowe, a jedynie na beta-laktamy [22, 33].
Nie stwierdzono réwniez opornosci krzyzowej bakterii
na te dwie grupy chemioterapeutykow [22].

Z kolei istotne wydaja si¢ by¢ te zmiany, ktore zwia-
zane s3 z wczesniejszymi etapami biosyntezy $ciany
komorkowej. Analiza sekwencji genomu oraz porow-
nanie 362 otwartych ramek odczytu ORF (open reading
frame) pomigdzy Mu50 a wzorcowym szczepem MRSA,
wrazliwym na wankomycyne N315, wykazalo az 213 r6z-
nic na poziomie DNA, z czego 174 (6,6% ze wszystkich
2699 genoéw szczepu Mu50) dawato efekt zmiany sensu
na poziomie produktu genu [49, 71]. Zmiany te doty-
czyly przede wszystkim trzech grup gendéw: i) zwigza-
nych z transportem komérkowym (14,9% ze 174 istot-
nie roznigcych sig); ii) zwigzanych z metabolizmem
weglowodanow (5,7%); iii) uczestniczacych w syntezie
RNA oraz mechanizmach regulacyjnych (8,0%) [49, 71].
Uzyskane wyniki wydaja sie potwierdza¢ oraz wyjasnia¢
niektore wczesniejsze hipotezy, poniewaz weglowodany,
takie jak glukoza czy glukozamina moga w komorce
bakteryjnej by¢ wykorzystywane jako zrédto wegla
w procesach biosyntezy peptydoglikanu $ciany komor-
kowej [21, 23]. Zwiazki te moga ulegac wlaczeniu w cykl
przemian metabolicznych za posrednictwem systemu
fosfotransferaz PTS (phosphotransferase system), ktory
podczas proceséw transportu komérkowego przepro-
wadza reakcje fosforylacji substratowej cukréw. W ten
sposob np. przy udziale aminotransferazy 6-fosfo-glu-
kozoamino-fruktozy, moze by¢ syntetyzowana 6-fos-
foglukozamina (GIcN-6-P), ktéra stanowi substrat do
produkcji jednego z cytoplazmatycznych prekursorow
mureiny. Inne bialka transporteréw odgrywajace role
w produkcji $ciany komorkowej, to zwiazki zaliczane do
podrodziny transporteréw w systemie typu ABC (ATP-
-binding cassette transporter), takie jak transporter fos-
foheksozowy (kodowany przez gen uhpT), transporter
fosfoglicerolowy (glpT) czy transporter specyficzny dla
laktozy (lacE). Ponadto wykazano, ze réznice genetyczne
miedzy szczepem Mu50, a N315, wrazliwym na wanko-

mycyne, dotycza rowniez trzech gendw: acsA, syntetazy
acetylo-koenzymu A; pykA, kinazy pirogronianowej
oraz IctE, dehydrogenazy L-mleczanowej, zwigzanych
z cyklem przemian kwasow trdjkarboksylowych (TCA,
tricarboxylic acid cycle), prowadzacych do powstania
pirogronianu. Pirogronian z kolei uczestniczy w syntezie
glutaminianu, bedacego skladnikiem w GIcNAc-f-(1,4)-
MurNAc-pentapetydzie. Znaleziono réwniez zmiany
w 17 genach odgrywajacych role¢ w procesach regula-
cyjnych, z ktorych pie¢ jest zaliczanych do tzw. dwu-
sktadnikowych systemow regulatorowych TCSTS (two
components signal transduction system). Polegaly one
na substytucji pojedynczego nukleotydu [44, 49, 71].

Wzmozony transport oraz synteza prekursoréw pep-
tydoglikanu moga w efekcie powodowa¢ powstawanie
$ciany komoérkowej o nietypowej budowie oraz gru-
bosci. Ponadto wykazano, ze w pentapeptydzie mureiny
szczepu Mu50 znajduje si¢ wiecej czasteczek glutami-
nianu pozbawionego reszty aminowej [34]. Poczat-
kowo przypuszczano, ze przyczyng moze by¢ mutacja
lub obnizenie ekspresji genu glnA, kodujacego syntetaze
glutaminy, ktéra w procesie biosyntezy $ciany komarko-
wej jest dawcg grupy aminowej dla prekursoréw hete-
rodimeru [34]. Okazalo sie, ze glutamina faktycznie
odgrywa kluczowa role w powstawaniu prawidtowej
czasteczki aminokwasu, ale w jej niedoborze znacze-
nie odgrywa inne podfoze molekularne. Podwyzsze-
nie poziomu syntezy lipidu I oraz lipidu II powoduje
spadek poziomu wewnatrzkomdrkowej glukozy, ktéra
stanowi punkt wyjscia dla licznych przemian metabo-
licznych, w tym réwniez dla syntezy glutaminy [21, 23].
Ponadto, sekwencjonowanie wybranych gendw szczepu
Mu50 oraz wrazliwego wariantu S. aureus N315, ujaw-
nifo substytucje nukleotydu w nasD, co spowodowato
zastgpienie glicyny Gly"® przez alaning w produkcie
genu. Powstanie nieaktywnej biologicznie reduktazy
azotanu, prowadzi do obnizenia poziomu wewngtrzko-
morkowego amoniaku, ktdry stanowi jeden z dawcow
grupy aminowej dla glutaminy [71].

W komorkach szczepow bakteryjnych wykazujacych
zmniejszong wrazliwo$¢ na wankomycyne obserwuje sie
zwigkszenie grubosci $ciany komodrkowej, ale zawiera
ona w swojej strukturze duzg ilos¢ pentapeptydow z glu-
taminianem, pozbawionym reszty aminowej na koncu.
Uniemozliwia to wytwarzanie przez transpeptydaze
PBP wigzania peptydowego pomiedzy L-Lys a grupa
karboksylowa glicyny w fancuchu pentaglicynowym,
a tym samym mostkéw poprzecznych pomiedzy reszta
L-lizyny jednego pentapeptydu, a reszta D-alaninowa
innego. W efekcie powstaje peptydoglikan o zmie-
nionym skladzie jakosciowo-ilosciowym, zawierajacy
zwigkszong ilo$¢ niezwigzanych dimeréw D-alanino-
-D-alaninowych na koncach pentapeptydéw oraz ze
zmieniong strukturg przestrzenna, czyli mniej usiecio-
wang [23, 34, 38].
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Wzmozone procesy metaboliczne prowadzg rdwniez
do uwalniania wiekszej ilo$ci dimeréw D-Ala-D-Ala,
ktére nie ulegaja wbudowaniu w strukture peptydogli-
kanu, lecz znajdujg si¢ w przestrzeni tréojwymiarowe;
sieci [83]. Stanowia one dodatkowe punkty uchwytu dla
wankomycyny. U drobnoustrojéw Gram-dodatnich cza-
steczki tego antybiotyku wnikajg w strukture przestrzen-
nej sieci, ale warunkiem zadzialania leku (wywotania
efektu bakteriostatycznego lub bakteriobdjczego) jest
dotarcie do docelowego miejsca, czyli tuz przy blonie
komorkowej [7, 23]. Zmniejszone usieciowanie mureiny
ulatwia penetracje¢ glikopeptydu, ale po drodze natrafia
on na wolne dimery D-Ala-D-Ala, zaréwno w oczkach
sieci peptydoglikanu, jak i na koncach pentapeptydow,
ktére stanowia swoistg ,pulapke” dla wankomycyny.
Zatem moze zaistnie¢ sytuacja w ktorej wszystkie cza-
steczki leku ulegng zwigzaniu, a tym samym inaktywacij,
zanim dotrg do wlasciwego miejsca swojego dzialania,
czyli tam gdzie zachodzg reakcje polimeryzacji hetero-
dimerow -(GlcNAc-B-(1,4)-MurNAc-pentapetyd)- [38,
83]. Ponadto penetracja wankomycyny moze by¢ dodat-
kowo utrudniona ze wzgledu na rozbudowang struk-
ture przestrzenng czasteczek antybiotyku. Zwigzane
i uwigzione w pierwszych warstwach peptydoglikanu
czasteczki antybiotyku, uniemozliwiajg przenikanie
kolejnych, aktywnych do glebszych warstw sieci [21].
Badania przeprowadzone przez Cui i wsp. dowodza,
ze podczas hodowli szczepéw VISA na podtozu z wan-
komycynag (30 mg/L), stezenie antybiotyku w pozywce
zmniejsza si¢ w zaleznosci od czasu inkubacji i jedno-
cze$nie zwieksza sie wysycenie nim mureiny bakterii.
Zmiany strukturalne $ciany komdrkowej majg jedynie
wplyw na szybko$¢ i tym samym wydajno$¢ pochfania-
nia wankomycyny (wprost proporcjonalnie do stopnia
uszkodzenia heteropolimeru), jednakze nie decyduja
o wyniku ilo$ciowym [21].

Przeprowadzone dotychczas badania nie pozosta-
wiaja watpliwosci, ze pogrubiona $ciana komdrkowa
u szczepow S. aureus odgrywa kluczowa role w wyraze-
niu si¢ fenotypu obnizonej wrazliwosci na wankomy-
cyne. Okazuje si¢ jednak, Ze na taki efekt wplywaja nie
tylko procesy wzmozonej syntezy i kumulacji prekurso-
réw peptydoglikanu, lecz réwniez obnizonej aktywnosci
autolitycznej.

Reakcje autolityczne u S. aureus zachodzg z udziatem
okoto 20 réznych enzymoéw hydrolitycznych i odgrywaja
naturalng role w procesach fizjologicznych komdrki bak-
teryjnej takich jak: wzrost i podziaty komorki; produkcja
i utylizacja muropeptydu; liza komoérki indukowana inhi-
bitorami syntezy peptydoglikanu; remodeling heteropo-
limeru zwigzany np. z powstawaniem pili koniugacyj-
nych. Do najwazniejszych hydrolaz zalicza si¢: amidaze
N-acetyl-muramyl-L-alaninowa (amidaza N-MurAc-
-L-Ala), N-acetyl-glukozoaminidaze (N-GlcAc-amini-
daza), N-acetyl-muraminidaze (N-MurAc-aminidaza),
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endopeptydazy oraz transglikozylazy. Najlepiej poznane
autolizyny: amidaza N-MurAc-L-Ala (62kDa) oraz
N-GlcAc-aminidaza (51 kDa) s3 kodowane przez jeden
wspolny gen oraz transkrypt atl, ktérego pierwotny
produkt o masie 138 kDa, podczas obrobki posttran-
slacyjnej ulega cigciu proteolitycznemu na dwa aktywne
enzymy o masach czasteczkowych 62 i 51 kDa. Ami-
daza N-MurAc-L-Ala uczestniczy w odlgczaniu pen-
tapeptydu od lancucha heteropolimeru, natomiast
N-acetyl-glukozoaminidaza ma swoje miejsce rozpo-
znawalne pomiedzy resztg -(N-GlcAc)- a pierwszym
aminokwasem pentapeptydu (L-Ala). Z kolei rodzina
bialek Lyt peini funkcje endopeptydaz. Najwazniej-
sza z nich endopeptydaza glicyl-glicynowa, LytM,
jest bialkiem o masie 32kDa i uczestniczy w rozcina-
niu wigzan poprzecznych (mostki pentaglicynowe)
sieci peptydoglikanu [94].

Juz pierwsze badania prowadzone na szczepie wzor-
cowym VISA (Mu50) wskazywaly na zaburzenia w re-
cyklingu sktadnikéw jego $ciany komodrkowej oraz na
wolniejsze uwalnianie hydrolizowanych tancuchow
mureiny [33]. Sieradzkii Tomasz dowodza, ze
efekt ten jest zwigzany raczej ze zmodyfikowang struk-
turg peptydoglikanu niz z budowg lub funkcja samych
autolizyn [84]. Zaobserwowano, ze jezeli szczepy
S. aureus rosng na podlozach zawierajacych subinhibi-
cyjne stezenia wankomycyny, to komoérki bakterii rosna
w postaci bezpostaciowych skupisk (gron) i zawieraja
nierozdzielona, amorficzng $ciane komdrkowyg [84].
Swiadczy to o tym, ze w obecnosci antybiotyku docho-
dzi do zaburzen proceséw litycznych, przez co, w trak-
cie podzialéw nie moga powsta¢ prawidlowe komarki
potomne. Jednocze$nie stwierdzono, ze w podlozu,
w poblizu miejsca wzrostu drobnoustrojéw, zmniej-
sza sie stezenie wankomycyny, co potwierdza wyniki
wczesniejszych badan, iz antybiotyk jest wbudowywany
w strukture peptydoglikanu [21, 23, 84]. A poniewaz
czasteczki wankomycyny sa do$¢ duze i posiadajg miej-
sce przylaczania w poblizu wigzan hydrolizowanych
przez amidazy N-MurAc-L-Ala oraz endopeptydazy
glicyl-glicynowe, uniemozliwiajg dotarcie enzymow
hydrolizujacych do docelowego miejsca dzialania, naj-
prawdopodobniej na drodze mechanizmu polegajacego
na tworzeniu fizycznej bariery.

Mechanizm zmniejszonej wrazliwosci na wanko-
mycyne izolatéw S. aureus, czeSciowo wyjasnia rowniez
fakt obnizenia aktywno$ci biatka wigzacego penicyling
PBP4 [30, 82, 83]. Jest to jeden z enzymow, nalezacych
do niskoczasteczkowych bialek PBP (LMW), w obrebie
rodziny transferaz acylo-serynowych, uczestniczgcych
w procesach polimeryzacji oraz sieciowania mure-
iny [79]. Niedobdr tego enzymu moze powodowac
obnizenie ilo$ci wytwarzanych wigzan poprzecznych
(aktywnos¢ transpeptydazy) oraz zwigkszenie ilosci
dimeréw D-Ala-D-Ala, ktére stanowig docelowe miejsce
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dziatania wankomycyny [30]. Dlatego szczepy, ktore
posiadajg obnizona produkcje PBP4 lub syntetyzujg nie-
aktywny enzym, wykazujg obnizong wrazliwo$¢ w sto-
sunku do tego antybiotyku [30, 82, 83].

Istnieje korelacja rowniez pomigdzy spadkiem liczby
wigzan poprzecznych w peptydoglikanie a wzrasta-
jaca dlugoscia fancuchow heteropolimeru [47]. Jednak
dotychczas nie zostal wyjasniony mechanizm tej zalez-
noéci. Wydaje si¢ rowniez, ze na obnizenie poziomu
usieciowania mureiny moze mie¢ wplyw inaktywacja
operonu femA/B [41]. Jednak okreglenie takiej zalez-
noéci na podstawie spadku aktywnosci bialek Fem
wymaga przeprowadzenia dalszych analiz.

Globalna analiza poziomu ekspresji mRNA u szcze-
poéw VSSA i VISA (JHI1 - JH15), izolowanych od tego
samego pacjenta na roznych etapach dtugotrwalej tera-
pii wankomycyng [81, 83] pokazuje, ze powstawanie
szczepow o fenotypie VISA jest procesem bardzo zto-
zonym i determinowanym wielogenowo [57]. Pomie-
dzy wariantem wrazliwym na wankomycyne JHI,
a $redniowrazliwym JH9 wykryto przynajmniej dwu-
krotng réznice ekspresji 224 genéw. Obnizenie syntezy
mRNA i cDNA dotyczyto 169 gendw, zwigzanych przede
wszystkim z metabolizmem podstawowym, synteza
bialek powierzchniowych oraz licznych toksyn i enzy-
mow; natomiast podwyzszona ekspresje odnotowano
dla 55 genéw, kodujacych przede wszystkim czynniki
uczestniczace w transporcie komdérkowym, metaboliz-
mie weglowodandw, biosyntezie $ciany komorkowej
oraz globalnych procesach regulacyjnych. Zidentyfiko-
wano rowniez dwa geny SA2343 i SAS016 (numery ORF
szczepu N315), ktdrych ekspresja byla 84- i 23-krotnie
wyzsza u wariantu VISA w poréwnaniu z izolatem wraz-
liwym, jednak funkcja tych genéw nie zostata dotych-
czas poznana [57].

Uzyskane wyniki zmian w ekspresji genéw moga
sugerowad, ze powstawanie szczepdw o obnizonej
wrazliwosci na wankomycyne wigze si¢ z zaburzeniami
w komoérkowych systemach regulacyjnych [88]. Hipo-
teze ta potwierdzaja wyniki analiz z 2009 roku, ktére
wskazujg na udzial globalnego czynnika regulacyjnego
SarA w wyrazaniu fenotypu VISA [50]. Z kolei wyniki
najnowszych badan, z pazdziernika 2012, sugeruja zna-
czacy udzial w ekspresji fenotypu VISA bialek z rodziny
fosfataz C2 (PPC2, protein phosphatase C2) [73].

4. Szczepy Staphylococcus aureus wykazujace
fenotyp hetero-VISA

Pierwszy szczep hetero-VISA, oznaczony jako wraz-
liwy na wankomycyne, ale zawierajacy subpopulacje
komorek dla ktorych MIC tego antybiotyku bylo na
zroznicowanym poziomie (od 3 do 9mg/L), zostal
wyizolowany w styczniu 1996 (wczesniej niz Mu50),
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w Japonii, w tym samym osrodku klinicznym, co pierw-
szy izolat VISA [36]. Pochodzil od 64-letniego pacjenta,
ktéry po operacji pluc, wykonywanej z powodu nowo-
tworu, doznal infekcji dolnych drég oddechowych.
Poniewaz badanie diagnostyczne wykazalo, ze czynni-
kiem etiologicznym byl szczep MRSA, jako lek pierw-
szego rzutu zastosowano wankomycyne (42 mg/kg/
dobe). Dwunasto-dniowe leczenie nie przyniosto po-
prawy, a wrecz, w ciagu czterech ostatnich dni poda-
wania leku, objawy zapalenia ptuc nasilily si¢. Z tego
powodu zmieniono zestaw antybiotykow i przez kolej-
nych 10 dni pacjentowi podawano terapie skojarzona:
arbekacyne plus ampicyline/sulbaktam. Szczep o fenoty-
pie hetero-VISA, nazwany Mu3 (ATCC 700698), zostat
wyizolowany z plwociny chorego zanim do leczenia
zostal wprowadzony aminoglikozyd z antybiotykiem
beta-laktamowym i inhibitorem beta-laktamaz [36].
Izolat wykazywal MIC,, =3 mg/L, przez co pierwot-
nie zostal zaklasyfikowany jako wariant wrazliwy na
wankomycyne (VSSA). Jednak niepowodzenie terapii
przy uzyciu tego antybiotyku, skfonito naukowcéw do
ponownych badan Mu3. Analiza populacyjna szczepu,
polegajaca na wysiewaniu réznych rozcieniczen hodowli
bakteryjnej na podloza ze wzrastajagcymi stezeniami
wankomycyny wykazala, ze stezenie 4 mg/L hamuje
wzrost 99,99% komorek. Natomiast niewielka subpopu-
lacja (jedna na 10° komorek) wykazuje wzrost na pozyw-
kach zawierajacych glikopeptyd w stezeniach 5, 6, 7, 8,
a nawet 9 mg/L. Dla poréwnania, szczep Mu50 w 100%
byl niewrazliwy na stezenie wankomycyny 4 mg/L,
natomiast wyzsza koncentracja antybiotyku w podiozu
hamowata wzrost cz¢sci komorek mikroorganizmu tak,
ze przy stezeniu 10 mg/L, uzyskiwano wzrost 0,001%
hodowli. Z kolei szczep VSSA (FDA209P) byt w 100%
wrazliwy na stezenie wankomycyny 4 mg/L [36]. Dla-
tego tez izolat Mu50 zostal okreslony jako wykazujacy
fenotyp o obnizonej wrazliwo$ci na wankomycyne
(VISA), natomiast Mu3, ktéry w rutynowym oznacze-
niu byt wrazliwy na ten antybiotyk, ale posiadal hetero-
genna populacje komorek, zostal nazwany hetero-VISA
(h-VISA). Na podstawie kolejnych analiz stwierdzono,
ze oba szczepy wykazuja fenotyp heterogenny réwniez
w stosunku do innego antybiotyku glikopeptydowego,
teikoplaniny (MICMu3 =8 mg/L, MICMu50 =16 mg/L),
czyli s3 to warianty nie tylko hetero-VISA i VISA, lecz
réwniez hetero-GISA oraz GISA. Dalsza charaktery-
styka ujawnila pewne podobienstwa pomiedzy japon-
skimi izolatami. Posiadaly ten sam wzor restrykcyjny
w typowaniu PFGE, co oznaczalo, ze stanowily ten
sam typ epidemiczny (klonIIA); nalezaly do tego
samego typu MLST (ST5), byly wrazliwe na takie samo
minimalne st¢zenie bakteriobdjcze wankomycyny,
MBC=8mg/L, ponadto obydwa zostaly wyizolowane
od pacjentéw z tego samego japonskiego osrodka kli-
nicznego, co pozwala przypuszczac, ze sg to szczepy bli-
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sko spokrewnione ze sobg [36]. Badania, ktére mialy na
celu poznanie mechanizmu prowadzacego do ekspresji
fenotypu hetero-VISA, byly réwniez réwnolegle prze-
prowadzane dla Mu50. Mu3, podobnie jak wzorcowy
izolat VISA, wykazywal podwyzszony poziom syntezy
wewnatrzkomoérkowych prekursoréw mureiny oraz
zwigkszone trzykrotnie uwalnianie heterodimeréw na
zewnatrz blony komoérkowej, wzrost syntezy hydrolaz
peptydoglikanu oraz zwiekszenie dwukrotne aktywnosci
autolitycznej $ciany komorkowej, jak rowniez podwyz-
szenie trzykrotne produkcji bialek PBP2 i PBP2) zwia-
zanych z ostatnimi etapami syntezy heteropolimeru.
Jednak zmiany te byly na poziomie 1,67-6,67 razy
nizszym, niz u szczepu wzorcowego VISA, Mu50 [33].
Pierwsze analizy pordwnawcze ujawnity, ze jedyna roz-
nica zwigzana byla z gruboscig $ciany komodrkowej,
ktdra u hetero-VISA pozostawala niezmieniona, dzieki
czemu takze struktura peptydoglikanu pozostawata jak
u izolatéw wrazliwych (brak heteromeréw z glicyna
pozbawiong grupy aminowej, usieciowanie mureiny na
naturalnym poziomie) [34]. Takze analiza molekularna
sekwencji 213 gendw wykazala, ze zmiany mutacyjne
(substytucje nukleotydow) dotyczg tych samych grup
genéw (tylko 9 roéznic) u obu wariantéw, tj.: zwigza-
nych z metabolizmem weglowodandw, transportem
wewnatrzkomoérkowym oraz z mechanizmami regula-
cyjnymi [71]. Wydaje si¢ zatem, ze za ekspresje fenotypu
hetero-VISA oraz hetero-GISA odpowiadaja te same
mechanizmy, co u szczepdw VISA i GISA, a te pierwsze
s3 najprawdopodobniej formami prekursorowymi, co by
ttumaczyto stabsze wyrazenie oraz utrwalenie pewnych
modyfikacji i wlasciwosci fenotypu oraz genotypu. Naj-
nowsze publikacje wydaja si¢ potwierdza¢ udzial glo-
balnych, komérkowych systemoéw regulacyjnych (sarA,
agr, sigB, mgrA) w ekspresji obnizonej wrazliwosci na
wankomycyne/glikopeptydy u szczepéw VISA i GISA
oraz u heterogennych h-VISA i h-GISA [15, 50, 88].
Zgodnie z obecnie obowigzujacymi rekomendacjami,
szczep Mu3, ktory jest uznawany za wzorcowy szczep
h-VISA, jest szczepem VRSA wg EUCAST (kryterium
opornosci dla wankomycyny MIC >4 mg/L),) oraz VISA
wg CLSI, a wiec podobienstwo mechanizmdéw opornosci
wydaje si¢ zrozumiate.

5. Opcje terapeutyczne leczenia ciezkich zakazen
o etiologii S. aureus, wobec ktorych terapia
wankomycyng pozostaje nieskuteczna

Pojawienie si¢ pod koniec lat ’80-tych XX wieku
wankomycyno-opornych szczepdw Enterococcus spp.,
w roku 1987 pierwszych klinicznych izolatéw gron-
kowcow koagulazo-ujemnych (gléwnie S. haemolyticus
oraz S. epidermidis), wykazujacych fenotyp obnizonej
wrazliwosci na glikopeptydy, jak réwniez pod koniec

lat ’90 XX w. wariantéw S. aureus niewrazliwych na
leczenie dostepnymi wowczas antybiotykami glikopep-
tydowymi, sklonito klinicystéw oraz mikrobiologéw do
poszukiwania nowych rozwigzan terapeutycznych, sta-
nowigcych alternatywe dla wankomycyny. W roku 2000
wprowadzono do lecznictwa linezolid, syntetyczny che-
mioterapeutyk z grupy oksazolidynonéw, skuteczny
i bezpieczny w terapiach szpitalnego i ambulatoryjnego
zapalenia pluc oraz zakazen w obrebie skory i tkanek
podskdrnych, wywolywanych przez szczepy MRSA,
VISA, hetero-VISA oraz VRE. Jednak juz poczawszy od
roku 2001 na calym $wiecie odnotowuje sie przypadki
izolacji szczepéw S. aureus, E.faecium oraz E.faeca-
lis wykazujace oporno$¢ typu mutacyjnego na ten lek
przeciwbakteryjny. W ostatnich latach zostaly zareje-
strowane na rynku, rowniez w Polsce, jeszcze inne tera-
peutyKki, takie jak: daptomycyna (cykliczny lipopeptyd),
chinupristina-dalfopristina (preparat ztozony ze strep-
togramin A i B) oraz tigecyklina (glicylocyklina, tetra-
cyklina nowej generaciji). I cho¢ kazdy z nich wykazuje
wysoka aktywno$¢ in vitro oraz skutecznos¢ w leczeniu
zakazen wywolywanych przez wieloleko-oporne ziaren-
kowce Gram-dodatnie, to jednocze$nie zaden z nich nie
jest lekiem ani uniwersalnym, ani pozbawionym wad
[40, 62, 64, 86]. W ostatnich latach duze nadzieje lecze-
nia zakazen MRSA wiaze si¢ z cefalosporynami piatej
generacji, jednak jedyny z dotychczas zarejestrowanych
z tej grupy antybiotykow — fosamil ceftaroliny, nie jest
jeszcze dostepny w Polsce.

6. Podsumowanie

Juz od poczatku lat 90 XX w. coraz czesciej majg
miejsce przypadki niepowodzen terapeutycznych przy
zastosowaniu antybiotykéw glikopeptydowych, ktore
jeszcze do niedawna byly uznawane za skuteczne tera-
peutyki, stosowane z wyboru w leczeniu ci¢zkich infek-
cji o etiologii MRSA. Przyczyna tych niepowodzen s3
szczepy Staphylococcus aureus, ktore na rozne sposoby
moga manifestowac obnizong wrazliwo$¢ lub opornosé
na wankomycyne i/lub teikoplanine (VRSA, VISA,
hetero-VISA). Efekty te s3 warunkowane odmiennymi
mechanizmami molekularnymi, podlegajacymi réznym
systemom regulacyjnym oraz objawiajace si¢ zréznico-
wanymi cechami fenotypowymi, ale w konsekwencji
zawsze prowadzacymi do braku skutecznosci zastoso-
wanego leczenia. Mimo, ze wankomycyna nadal stanowi
lek z wyboru w terapiach zakazen MRSA i pomimo
mozliwosci zastosowania kilku alternatywnych tera-
peutykow, skutecznych wobec wieloleko-opornych
S. aureus, konieczne jest stosowanie zasad racjonalnej
antybiotykoterapii oraz, ze wzgledu na wcigz zmniej-
szajacy si¢ liczbe obecnie dostepnych, poszukiwanie
nowych opcji terapeutycznych.
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Metagenome - a new source of information about soil microorganisms

Abstract: Soil environment, due to its high heterogeneity, is considered as a major reservoir of microbial genetic and metabolic diversity
in the biosphere. The knowledge on this diversity is limited, because most of the soil microorganisms cannot be cultured under the usual
laboratory conditions. During the last two decades, development of methods to isolate nucleic acids from soil has opened a window to
a previously unknown microbial world. In consequence, a new metagenomic approach based on the analyses of total microbial DNA has
appeared in soil studies. Total microbial DNA extracted from soil by direct or indirect methods is mostly used for amplification of marker
genes (e.g. SSU rRNA) which is further differentiated by fingerprinting (e.g. DGGE, T-RFLP) or sequenced directly. Until recently,
sequencing was mainly performed after first cloning PCR products to produce a clone library of amplicons. Lately, another approach has
been introduced to reduce costs and labour; it is commonly known as 454-pyrosequencing, the method that does not require cloning.
These methods as well as DNA microarrays have demonstrated an unanticipated level of microbial diversity, especially in the newly
discovered world of the biosphere. Thousands or even several hundred thousands of different bacterial phylotypes can be present in
a gram of soil. They belong to dozens of phyla. The molecular approach changed the picture of structural diversity of soil microbiome,
also indicating that bacteria, archaea, fungi and even viruses are diverse both globally and locally. Moreover, soil metagenomics, allows
for a comprehensive search for gene expression and metabolic activity within microbiome.

1. Introduction. 2. Difficulties with microbiome analysis and attempts to overcome them. 3. Metagenomics vs. distict features of soil.
4. Genetic analysis of microbiome. 5. Functional analysis of microbiome. 6. Microbial structural diversity in different soil environments.

7. Summary
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1. Wstep

Mikroorganizmy stanowig najbardziej istotng a jedno-
cze$nie zréznicowang grupe organizmoéw wchodzacych
w sklad biosfery ziemskiej [93]. Wiekszos¢ biorézno-
rodnosci, spotykana w obrebie trzech domen: bakterii,
archeondéw oraz eukariotdw, jest reprezentowana przez
mikroorganizmy [97], ktdére szeroko rozprzestrzenily
sie we wszystkich typach srodowisk, nawet tych ekstre-
malnych, w ciggu blisko czterech miliardéow lat swojej
ewolucji. Tak diugi czas umozliwit wyksztalcenie sie
najréznorodniejszych mechanizméw metabolicznych,
ktére pozwolily im zaadaptowac sie do prawie kazdej
mozliwej niszy ekologicznej i wykorzysta¢ do swego
rozwoju réznorodne warunki srodowiskowe [59].

Srodowisko glebowe jest uwazane za najbogatszy
rezerwuar réznorodnych mikroorganizméw [90], co nie
jest trudne do zaakceptowania, zwazywszy na wysoce
heterogeniczny charakter warunkow fizykochemicznych
panujacych w tym $rodowisku, a takze uwzgledniajac
zroznicowanie typow gleb powstatych na Ziemi. Jedno-

cze$nie, specyficzny charakter gleby powoduje, ze jest
ona traktowana jak swego rodzaju ,czarna skrzynka”:
pod wzgledem sktadu mikrobiomu, aktywnosci i proce-
sow przeprowadzanych przez wystepujace w niej mikro-
organizmy. Nie jest pozbawiona racji my$l sformuto-
wanaprzez Leonardo da Vinci juzw 1510 roku,
ze by¢ moze wigcej wiemy o ruchach cial astralnych, ani-
zeli o tym, co dzieje si¢ w ziemi pod naszymi stopami.
Kilka wiekdéw pdzniej rownie sceptyczny byl Selman
Waksman, ktéory w 1925 roku stwierdzil, ze: ,, brak
jest stosownych metod w badaniach mikrobiologicznych
gleby, a te z metod stosowanych obecnie s3 dalekie od
tego, aby w adekwatny sposob da¢ nam wiedz¢ o tym,
co rzeczywiscie dzieje si¢ w glebie” [46]. Co ciekawe,
ten sam mikrobiolog w 1931 roku sformutowal prze-
ciwna opinig, ze: ,zgromadzona juz olbrzymia baza
informacji pozwala przedstawi¢ jasny obraz mikrosko-
powej populacji mikroorganizméw glebowych” [32].
Tak diametralnie odmienne opinie moga budzi¢ zdzi-
wienie i pytanie o stabilno$¢ naukowg kryteriow badan
mikrobiologicznych. Zgodnie z ustaleniem przyjetym
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w 1923 roku przez Bergey’s Manual, podstawg identy-
fikacji nowego gatunku mikroorganizmu jest koniecz-
no$¢ sklasyfikowania jego szeregu cech morfologicz-
nych, biochemicznych, fizjologicznych i genetycznych
po wczesniejszym jego wyhodowaniu na odpowiednim
podlozu [32]. Jak wielkie stanowi to wyzwanie, niech
$wiadczy fakt znajomosci tylko ponad 9000 gatunkéw
bakterii, wobec potencjalnych 10°-107 r6znych drobno-
ustrojow wystepujacych w gramie gleby [27]. Ta roz-
bieznos¢ migdzy liczba mikroorganizmoéw dajacych sig
wyhodowag, a tymi, o istnieniu ktorych swiadcza wyniki
analiz mikroskopowych i molekularnych, jest powodem
ustawicznej frustracji mikrobiologow.

2. Problemy z poznaniem mikrobiomu oraz proby
ich przezwyciezania

Przez blisko sto lat rozwoju mikrobiologii zdoby-
wana wiedza o $wiecie mikroorganizméw dotyczyla
tych, ktére hodowano na réznych podtozach. Podsta-
wowe wlasciwosci poszczegdlnych gatunkow (szczepdw)
tych organizmdéw okreslano w oparciu o wyselekcjono-
wane monokultury wyroste na podfozu hodowlanym.
To podejscie, bedace konsekwencja postulatéow Kocha
w badaniach nad drobnoustrojami chorobotworczymi,
zawazylo na bagatelizowaniu faktu obecnosci w $ro-
dowisku form zywych, ktérych nie mozna bylo wyho-
dowa¢. Dominujacy model badawczy w mikrobiologii
kazat traktowac je jako artefakty, a nie jako istotng grupe
poszerzajacg spektrum réznorodnosci mikroorganiz-
moéw, jak postulowali bedacy w mniejszosci zwolen-
nicy istnienia tych organizméw. Swoiste przesilenie,
zmieniajace utarte poglady w mikrobiologii, nastgpito
w potowie lat osiemdziesigtych ubiegtego wieku, kiedy
oficjalnie potwierdzono istnienie wyraznej rozbieznosci
miedzy liczebnoscig mikroorganizméw okreslong na
podlozu hodowlanym oraz w preparacie mikrosko-
powym, zwang wielkg anomalig liczenia metoda plyt-
kowa [78]. Jak sie okazalo, jedynie 0,1 do 1% bakterii
glebowych moze wyrosna¢ na tradycyjnych podtozach
hodowlanych w standardowych warunkach laboratoryj-
nych [44, 84]. Innymi stowy, ponad 99% réznorodnych
bakterii w gramie gleby jest poza zasiggiem poznaw-
czym i kryje w sobie rzesze organizméw o by¢ moze
istotnym znaczeniu dla funkcjonowania ekosystemu.

Wirdd tego typu mikroorganizméw mozna wyrdz-
ni¢ grupe, ktorg da si¢ wyhodowac na specyficznych
podlozach, spelniajacych wymogi zywieniowe organi-
zmoéw, i umozliwiajacych ich wzrost w odpowiednich
warunkach fizycznych i chemicznych. Druga grupe
natomiast stanowig mikroorganizmy, ktérych stan
tizjologiczny stanowi przeszkode dla wzrostu na jakim-
kolwiek podiozu hodowlanym i dlatego s znane tylko
w postaci sekwencji nukleotydowych rRNA (ryboty-
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pow), jak np. WS3, OP11, OD1 lub BRC-1. Tutaj naleza
tez powszechne w glebie mikroorganizmy, wystepujace
w stadium spoczynkowym o ograniczonej aktywnosci
komponentéw komorkowych warunkujacych wzrost
- w przypadku bakterii sg to formy drobne (ultra mikro-
bakterie). Te drzemigce formy drobnoustrojow w sprzy-
jajacych warunkach podlegaja wybudzeniu, a wigc teo-
retycznie mogg by¢ tez wyhodowane na odpowiednim
podlozu. Jednakze sg tez takie mikroorganizmy glebowe
widoczne pod mikroskopem, ktére mozna okresli¢ jako
trwale niezdolne do wzrostu (nonviable) o nieodwra-
calnych zmianach komdrkowych, lub bedace w fazie
zamierania [52].

Manipulacje sktadem podioza hodowlanego w kie-
runku obnizenia jego troficznosci, dobér odpowiedniego
pH i temperatury, wydluzanie czasu inkubacji, stosowa-
nie polimerowego substratu wzrostowego (np. ksylanu)
oraz zelowych mikrogranul do immobilizacji komoérek
izolowanych ze §rodowiska przed umieszczeniem ich
w podlozu hodowlanym, pozwalaja znaczaco posze-
rzy¢ spektrum mozliwych do wyhodowania mikroor-
ganizmow glebowych [10, 40, 41, 101]. Wolno rosnace
bakterie glebowe z typdw: Acidobacteria, Chloroflexi,
Actinobacteria (podklasa Rubrobacteridae), Plancto-
mycetes, Bacteroidetes, Firmicutes oraz Proteobacteria,
niewykrywalne wedlug tradycyjnej procedury, moga
by¢ dostrzezone w postaci mini kolonii (25-200 pm) po
12 tygodniowej hodowli na podlozu zawierajacym ksy-
lan jako substrat pokarmowy oraz gellan (polisacharyd
produkowany przez Pseudomonas elodea) jako srodek
zestalajacy zamiast agaru [16]. Ten postep w metodach
hodowania pospolitych w glebie bakterii, wykrywanych
jedynie na podstawie sekwencji nukleotydowej genu 16S
rRNA, daje nadzieje na uzyskiwanie monokultur tych
organizmow, ktore wymykaly sie spod tradycyjnej prak-
tyki laboratoryjnej mikrobiologéw. Dzigki temu moz-
liwe jest ich petne identyfikowanie do gatunku i blizsze
poznanie ich wlasciwosci fizjologicznych i potencjalnie
zajmowanej niszy ekologicznej w glebie.

Przytlaczajaca jest jednakze dysproporcja miedzy
liczbg mikroorganizméw mozliwych do wyhodowa-
nia, a tymi reprezentowanymi tylko przez fragmenty
genéw kwasow rybonukleinowych matej podjednostki
rybosomoéw (SSU rRNA), ktére Woese i Fox [96]
zaproponowali jako chronometry ewolucyjne organiz-
mow. To odkrycie dalo podstawe do sformulowania
paradygmatu biologicznego o podziale §wiata zywego
na trzy domeny: Bacteria, Archaea oraz Eucarya [97].
Norman Pace wraz ze wspdlpracownikami, jako
pierwszy wykorzystal markery komdrkowe, geny 5S
oraz 16S rRNA, do charakteryzowania réznorodnosci
mikroorganizmdéw prokariotycznych w $rodowisku
bez potrzeby ich hodowania [60, 77]. Poczatkowo taka
procedura wymagala bezposredniego sekwencjonowa-
nia RNA lub jego odwrotnych transkryptéw w postaci
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kopii DNA (cDNA), co bylo technicznie kiopotliwe.
Znaczacy postep dokonal si¢ wraz z rozwojem techno-
logii PCR i skonstruowaniem starteréw, umozliwiaja-
cych amplifikacje prawie kompletnego genu rRNA [29].
To zintensyfikowalo wykrywanie coraz to nowych tak-
sonéw wraz z badaniem réznych biotopéw ziemskich
przy uzyciu tej nowej techniki [3, 32, 72]. Gromadzone
sekwencje nukleotydowe SSU rRNA w bazie Ribosomal
Database Project (RDP) poczatkowo w liczbie kilkuset
pozycji, szybko ulegly zwielokrotnieniu do 10 tysiecy
w roku 1998, 72626 w 2003, czy 2639 157 w grudniu
2012 (RDP-10.31). W tej ostatniej wersji bazy RDP
bakterie sg reprezentowane przez 1186 838 sekwencji
nukleotydowych, natomiast archeony obejmujg jedy-
nie 22 615 pozycji. Wsrod sklasyfikowanych sekwencji
dominujg Firmicutes (407 377), Proteobacteria (322 871),
Actinobacteria (176 308) oraz Bacteroidetes (135 261).

Rozmiar dysproporcji, miedzy §wiatem mikroorga-
nizmoéw potencjalnie istniejacych, a tymi, ktore da si¢
wyhodowa¢, zostal uwidoczniony po zastosowaniu
metody pomiaru tempa reasocjacji jednoniciowego
DNA, powstalego po denaturacji calkowitego DNA
w wysokiej temperaturze, wyekstrahowanego z mikroor-
ganizmoéw glebowych [83]. Okazalo sie, ze w gramie roz-
nych gleb moze wystepowac od 1000 do 40 000 genomoéw
mikroorganizmoéw, co przekracza przeszto 200-krotnie
liczbe organizméw otrzymanych w hodowli [46]. Dal-
sze postepy w analizie reasocjowanego DNA pozwolily
oszacowac roznorodnos¢ mikroorganizméw prokario-
tycznych w gramie gleby na poziomie od 500 tysiecy
do 10 milionéw genoméw [27]. W tym oceanie réznych
genomow identyfikacja do konkretnych taksonéw jest
wysoce utrudniona. Jedyng pomoca sa bazy sekwencji
nukleotydowych genéw SSU rRNA i opracowywane na
ich podstawie znakowane sondy filogenetyczne, ktore
umozliwiaja takze ilo§ciowe oznaczenia wystepowania
réznych taksonow (gatunkéw), analizujac bezposrednio
probke pobrang ze srodowiska za pomocg metody fluo-
rescencyjnej hybrydyzacji in situ [28].

Pomimoznaczgcego postepu w badaniach mikro-
organizmoéw, oraz aby unikng¢ konsekwencji jedynie
katalogowania réznorodnych sekwencji nukleotydo-
wych genéw SSU rRNA znajdowanych w $rodowisku,
mikrobiolodzy podjeli si¢ opracowania metod, umozli-
wiajacych poznanie genetyKki, fizjologii i ekologii drob-
noustrojow nie poddajacych si¢ hodowli.

3. Metagenomika a specyficzny charakter gleby

Pelna charakterystyka organizméw wymaga pozna-
nia sekwencji nukleotydowych ich genoméw. Obecnie
w pelni znanych jest 2809 genomoéw wirusow, 2096 geno-
mow bakterii, 153 genoméw archeonéw oraz 37 geno-
moéw eukariotow (wg IMG/M, Integrated Microbial
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Genomes with Microbiome Samples). Liczba ta jest
znikoma, aby wykorzysta¢ jg, jako podstawe do analizy
réznorodnosci mikroorganizméw w probce srodowisko-
wej, w oparciu o poszukiwanie sekwencji DNA odpowia-
dajacych znanym genomom. W dodatku taka procedura
bylaby bardzo Zzmudna, kosztochlonna, i co najwazniej-
sze, w niewielkim stopniu uzupelniataby tradycyjna ana-
lize¢ mikrobiologiczng. Sytuacja zmienia sig, jesli zamiast
sekwencjonowania poszczegélnych genomoéw, analizie
podda si¢ zbiorczo caly DNA izolowany z probki sro-
dowiskowej, reprezentujgcy wszystkie mikroorganizmy.
Idee analizy zbioru podobnych, ale nie identycznych
jednostek (genomoéw), stanowigcych razem metagenom,
wprowadzila, pod postacig metagenomiki, Handels -
man iwsp.[33],jako sposob na poznanie nieznanych
mikroorganizméw glebowych i ich zdolnosci syntezy no-
wych produktéw (np. antybiotykéw). Klasyczna analiza
metagenomiczna jest oparta na: izolacji DNA z probki
srodowiskowej, klonowaniu fragmentéw DNA w odpo-
wiednim wektorze, transformowaniu otrzymanych re-
kombinantéw do stosownego gospodarza bakteryjnego,
a nastepnie analizy przesiewowej uzyskanych transfor-
mantéw bakterii. Skonstruowana w ten sposéb biblioteka
klonéw DNA jest dalej analizowana pod katem zawar-
tosci sekwencji nukleotydowych réznych genomow,
wykorzystujgc filogenetyczne markery (najczesciej gen
16S rRNA), lub ekspresji funkcjonalnych genéw kodu-
jacych rozne enzymy (np. lipazy, amylazy czy proteazy),
genow odpowiedzialnych za biosynteze nowych anty-
biotykéw (np. turbomycyny A i B), albo tez DNA klo-
néw poddawane jest losowemu sekwencjonowaniu [32,
14]. Pionierskie prace, oparte na idei klonowania $ro-
dowiskowego DNA sformutowanej przez Pace i wsp.
[60], dotyczyly: (a) analizy spotecznosci pikoplanktonu
morskiego przy uzyciu wektora fagowego [72]; (b) kon-
strukeji pierwszej biblioteki metagenomowej konsorcjum
mikroorganizméw, w tym o aktywnosci celulolitycznej,
namnozonych na wysuszonej trawie w laboratorium
[35]; (c) konstrukeji pierwszej biblioteki otrzymanej
bezposérednio ze spoteczno$ci prokariotéw morskich,
i stwierdzenia w genomach przedstawicieli Gamma-
proteobacteria obecnosci genu kodujacego bakterioro-
dopsyne, wczesniej znanego tylko u archeondéw [79].
Gleba stanowi szczegolne wyzwanie dla analizy meta-
genomicznej. Jest to zwigzane z jej budowg strukturalna,
skfadem chemicznym i niejednolitym rozmieszczeniem
mikroorganizmoéw, zaleznym z kolei od tych pierwszych
czynnikéw. Roéznie rozwinieta, w zaleznosci od typu
gleby, struktura agregatowa oparta na skladnikach mine-
ralno-organicznych stanowi skomplikowang mozaike
mikrobiotopéw o zmiennych czasowo i przestrzennie
warunkach fizykochemicznych. W tych mikrobioto-
pach, o rozmiarach od 2 do 20 pum lub mniejszych niz
2 um, drobnoustroje wystepuja na powierzchni czastek
piasku lub komplekséw itowo-organicznych, silnie do
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nich przylegajac w postaci mikrokolonii lub zasiedlaja
mieszczace si¢ w nich mikropory, preferujac te o $red-
nicy 2 um. Laczna powierzchnia, jaka zajmuja mikro-
organizmy, jest znikoma i stanowi jedynie od tysiecz-
nych do milionowych czesci procenta ogétu dostepnej
powierzchni, biorac pod uwage fakt, ze powierzchnia
frakeji ilastej moze zajmowac do 10° m? w gramie gleby
[52]. Mikroagregaty, polaczone egzopolisacharydami
produkowanymi przez drobnoustroje, a takze strzep-
kami grzybdw, tworza makroagregaty, wewnatrz i mie-
dzy ktérymi wystepuja makropory o $rednicy powy-
zej 6 um. Srodowiskiem wyraznie stabilniejszym dla
mikroorganizméw pod wzgledem: zasobnosci w wode,
zawarto$ci pokarmu, zaadsorbowanych makroczaste-
czek (bialka, DNA) i toksycznych gazéw (CO,, NO ),
a takze zagrozenia ze strony drapieznych pierwotnia-
koéw, wazonkowcow, skoczogonkéw lub roztoczy, sa
mikroagregaty. Dlatego tez strukturalna réznorod-
no$¢ drobnoustrojow, czyli mozaika réznych popula-
cji skladajacych si¢ na dang spotecznos¢, jest znaczaco
odmienna w mikro i makroagregatach glebowych [51].

Przy badaniu tak ztozonego srodowiska pojawia si¢
problem, jaka strategie poboru probek, jezeli chodzi
o analizowany obszar, ich liczbe oraz wielkos¢, zasto-
sowa¢, aby uzyska¢ reprezentatywny dostep do jak
najwigkszej liczby mikroorganizméw wystepujacych
w danej glebie. Niedocenianie tego problemu, zwtasz-
cza w przypadku stosowania metod molekularnych
w odniesieniu do bezposrednich ekstraktéow DNA/RNA,
moze skutkowac zafalszowanym obrazem strukturalne;j
réznorodnosci i aktywnosci metabolicznej mikrobiomu.
Analizy mikrobiologiczne gleby musza uwzglednia¢
zmienno$¢ bioréznorodno$ci w czasie [95] mierzonej
w skali wieloletniej, rocznej (efekt por roku), dziennej
czy nawet godzinowej (pora dnia). Drugim faktem,
ktéry nalezy uwzglednia¢, jest zmiennos$¢ biorézno-
rodnosci w przestrzeni w skali jednego pola lub wigk-
szej (regionu, kontynentu), gdzie duze znaczenie maja
zmieniajace si¢ warunki edaficzne, gtéwnie pH [5, 51,
70]. Ta zmiennos$¢ implikuje dokonywanie losowego
poboru wielu prébek (5-10), na obszarze kilkudziesie-
ciu metréw kwadratowych danego pola (terenu), ktére
moga by¢ analizowane osobno lub razem po zmiesza-
niu. W tym ostatnim przypadku obserwuje si¢ mniejsza
zmienno$¢ warunkow fizycznych gleby oraz struktural-
nej réznorodnosci mikrobiomu [2]. Przy poréwnywa-
niu réznorodnosci mikroorganizmdw, wystepujacych
w roznych miejscach, musi by¢ uwzgledniony stopien
zmiennosci tej réznorodnosci w obrebie pojedynczego
miejsca, a wigc bardzo wazna jest liczba wykonanych
powtorzen [64]. Pojedyncze probki, dajace reprezenta-
tywny obraz mikrobiomu glebowego, maja minimalna
wielko$¢ miedzy 0,125 a 0,250 g [43, 65], jakkolwiek nie-
kiedy lepiej jest zastosowac wieksze 10-g probki zamiast
1-glub 0,1-g, aby zmniejszy¢ stopien zmiennosci struk-

tury spoltecznosci mikroorganizmow obserwowany mie-
dzy prébkami [57]. Znalezienie ztotego srodka w tym
przypadku opiera si¢ na: rodzaju badanych populacji
mikroorganizméw - dominujace lub rzadkie (tu lepiej
zastosowal wieksze probki), a takze samej glebie — efek-
tywnos¢ ekstrakcji DNA zmienia sie¢ w zaleznosci od
typu gleby [51]. W mikroskali glebowej drobnoustroje
charakteryzujg si¢ wybitnie nieréwnomiernym roz-
mieszczeniem migdzy makro i mikroagregatami [54].
Wiele rzadkich populacji moze by¢ przeoczonych, jesli
badania nie bedg prowadzone na poziomie tych agrega-
tow, z uwagi na maskujacy efekt dominujacych populacji
widoczny podczas analizy w makroskali tradycyjnych
probek glebowych [43].

Wysoce heterogeniczny charakter gleby, pod wzgle-
dem struktury oraz rozmieszczenia mikroorganizmow,
stanowi olbrzymie utrudnienie dla efektywnej ekstrakcji
DNA lub RNA metagenomu glebowego. Zagadnienie
to zostalo szerzej opisane we wczedniejszej pracy prze-
gladowej [45]. Najogoélniej, kwasy nukleinowe ekstra-
huje si¢ z gleby, stosujac podejscie bezposrednie lub
posrednie, kiedy DNA lub RNA izoluje si¢ z wczesniej
wyodrebnionej frakcji komodrkowej drobnoustrojow
glebowych. Otrzymany metagenomowy DNA oczywis-
cie nie jest jednakowy pod wzgledem ilosciowym, i co
wazniejsze, jakosciowym (czystos¢ preparatu, stopien
pofragmentowania czasteczki — a wiec liczba i wielko$¢
fragmentéw DNA). Bezposrednia ekstrakcja daje od
10 do 100 razy wiecej DNA, ktory moze by¢ bardziej
zanieczyszczony zwigzkami humusowymi, zewnatrz-
komoérkowym DNA oraz silniej pofragmentowany na
krétsze odcinki (0,5-20kpz), niz w przypadku izo-
lacji DNA z frakcji komoérkowej (10-50 kpz, a nawet
150-1000 kpz). Ta procedura jest jednakze najczesciej
stosowana w analizie metagenomu glebowego, cho-
ciaz rzadko mozna uzyska¢ wiecej niz 60% ogdlnej
puli DNA mikroorganizméw obecnych w danej glebie,
ktéry jeszcze nawet w 30% moze by¢ tracony podczas
etapow oczyszczania [51]. Niekiedy korzystniejsze bywa
stosowanie procedury posredniej ekstrakcji DNA, ale
i w tym przypadku nalezy liczy¢ si¢ z tym, ze trudno jest
uzyskac wiecej niz 20-50% bakteryjnego DNA, z uwagi
na silng adsorpcj¢ komorek do czastek glebowych [67].
Szereg specyficznych przeszkdd charakterystycznych
dla kazdej ze strategii izolacji metagenomowego DNA
powoduje, ze uzyskiwany obraz réznorodnosci mikro-
biomu glebowego jest mimo wszystko fragmentaryczny
i zalezy w duzej mierze od rodzaju mikroorganizméw
i ich podatnosci na lize, rozmieszczenia oraz stopnia
dostepnosci komorek i uwolnionego DNA w strukturze
gleby. W takiej sytuacji, pewnym rozwigzaniem, umozli-
wiajacym uzyskanie w miare wiarygodnego obrazu bio-
réznorodnosci, moze by¢ przeprowadzenie sukcesyw-
nego kilkakrotnego ekstrahowania DNA lub izolowania
komorek z tej samej probki glebowej [23].
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4. Analiza genetyczna mikrobiomu

Réznorodnos¢ mikroorganizméw w glebie moze by¢
rozpatrywana pod katem ogdlnej oceny struktury mikro-
biomu i poréwnania miedzy réznymi prébami, lub tez
moze dotyczy¢ doglebnej identyfikacji skladu spoteczno-
$ci drobnoustrojow zasiedlajacej dana glebe. W zwiazku
z tym nalezy zastosowac rozne strategie do sporzadzania
probek oraz ekstrakeji DNA, jak wyzej opisano. Co wig-
cej, odmienny charakter bedzie tez mie¢ analiza meta-
genomiczna w obu przypadkach. Jesli celem jest pozna-
nie ogolnej struktury spotecznosci mikroorganizméw
i ewentualnych zachodzacych w niej zmian, wystarcza-
jace jest wykorzystanie znanych metod ,fingerprinto-
wych’, jak np. DGGE/TGGE czy T-RFLP [46]. Poniewaz
wigkszos¢ z tych metod opiera sie na wezesniejszej ampli-
fikacji filogenetycznych markeréw przez PCR, nalezy
by¢ $wiadomym pewnych probleméw specyficznych dla
reakcji PCR. Przykladem istotnego problemu jest prefe-
rencyjne amplifikowanie fragmentow genowych, pocho-
dzacych od populacji bedacych w mniejszosci, jesli takie
fragmenty charakteryzuja sie ponad przecietng efektyw-
noscig przylaczania starteréw i polimerazy DNA [91].
W konsekwencji otrzymane profile DNA nie beda rzetel-
nie odzwierciedla¢ sktadu analizowanego mikrobiomu.
Charakterystyczng cecha metod ,,fingerprintowych” jest
takze to, ze przedstawiony przez nie obraz mikrobiomu
obejmuje ograniczong liczbe dominujacych populacji. Te
populacje moga by¢ identyfikowane poprzez klonowanie,
a nastepnie sekwencjonowanie poszczegdlnych fragmen-
tow DNA pochodzacych od réznych mikroorganizmoéw.
Nowa generacja metod ,fingerprintowych” umozliwia
identyfikacje bakterii i archeonéw glebowych w oparciu
o mikromacierze genowe, ktdre zawieraja od 500 000 do
110000 025-merowych sond oligonukleotydowych hybry-
dyzujacych z metagenomowymi fragmentami genéw
SSU rRNA po ich amplifikacji PCR, lub bezposrednio
z rRNA, albo dwuniciowym komplementarnym DNA
(dscDNA). Daje to mozliwo$¢ wykrycia od okoto 9 000
(PhyloChip G2) do ponad 50 000 (PhyloChip G3) OTU
(operational taxonomic unit) drobnoustrojéow potencjal-
nie obecnych w metagenomie glebowym [1, 11, 17, 74].

Szczegdtowe poznanie skladu mikrobiomu glebo-
wego wymaga zastosowania innego podejscia anali-
tycznego w stosunku do wyekstrahowanego z gleby
metagenomowego DNA. Jednym ze sposobdw, jed-
noczesnie najczesciej stosowanym, jest wykorzystanie
filogenetycznego markera w postaci genu SSU rRNA
(16S u prokariotéw lub 18S u eukariotow), ktory po
amplifikacji PCR podlega klonowaniu celem otrzyma-
nia biblioteki reprezentujacej wszystkie mikroorganizmy
obecne w badanej glebie. Nastepnie poszczegdlne sklo-
nowane fragmenty DNA s3 sekwencjonowane i pod-
dawane bioinformatycznej analizie. Drugim sposobem,
dzigki postepowi technologicznemu, jest analizowanie,
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na podobnej zasadzie, losowych fragmentéw DNA lub
calych metagenoméw. W tym przypadku pofragmen-
towany material genetyczny jest swoista mieszaning
fragmentéw DNA, w ktdrej szereg sekwencji nukle-
otydowych czesciowo si¢ pokrywa. W zwigzku z tym,
po sekwencjonowaniu wystarczajacej liczby matych
odcinkéw DNA istnieje mozliwos¢ odtworzenia duzych
fragmentow DNA, wystarczajacych do identyfikacji tak-
sonow, lub bedacych wrecz rekonstrukcjg kompletnego
genomu [99]. Oczywiste jest, Ze w tej procedurze beda
wykrywane, w przewazajacej mierze, najliczniej repre-
zentowane organizmy, dlatego tak wazne jest postugi-
wanie si¢ wigkszymi probkami gleby w powtoérzeniach,
co jest czesto trudne do spetnienia, aby wychwyci¢ takze
sekwencje DNA pochodzace od rzadkich taksonow.
Pewng pomocg jest przypadkowa natura sekwencjo-
nowania typu ,,shotgun’, ktora zapewnia, ze wiele tych
organizmow jest reprezentowanych przynajmniej przez
jakie$ mate fragmenty sekwencji nukleotydowych.
Niezaleznie od strategii zastosowanej do analizy
metagenomu, w klasycznej postaci niezbedny etap klo-
nowania moze dotyczy¢ matych lub duzych fragmentéw
DNA, ktore tez sg wstawiane w rozne wektory. Biblio-
teka matych wstawek dotyczy fragmentéw DNA o wiel-
kosci do 20 kpz wprowadzonych do plazmidéw, nato-
miast duze fragmenty o wielko$ci do 40 kpz wstawiane
s3 do fosmidow lub kosmidow, a te o wielkosci jeszcze
wiekszej, przekraczajacej nawet 100 kpz, znajdujg sie
w sztucznym chromosomie bakteryjnym BAC. Wspom-
niane wektory posiadaja zalety i wady oraz rdznia sig
przeznaczeniem (Tab. I), a ich uzycie zalezy od: jakosci
izolowanego glebowego DNA, wymagan odnos$nie prze-
cietnej wielkosci wstawek w bibliotece, wymagan w sto-
sunku do liczby kopii wektora w komorce gospodarza,
rodzaju samego gospodarza, oraz strategii uzytej do
przeszukiwania klonéw [14]. Niemal wszystkie biblio-
teki klonéw w poczatkowym etapie tworzenia, a takze
w celu przechowywania sekwencji DNA metagenomu,
wykorzystujg jako gospodarza bakterie Escherichia coli.
W przypadku klonowania fragmentéw DNA mikro-
organizmow glebowych, zwlaszcza w celu pdzniejszej
analizy funkcjonalnej genéw, jako gospodarzy wybiera
sie wystepujace w glebie bakterie z rodzaju Pseudo-
monas lub Streptomyces [12, 92]. Komorki E. coli cze-
sto nie maja odpowiedniej maszynerii transkrypcyjno
translacyjnej (np. efektywne promotory, czynniki sigma
czy bialka regulatorowe), ktéra umozliwiataby ekspre-
sje genow lub operonéw pochodzacych od cztonkéw
mikrobiomu glebowego czgsto rézniacych sie znacz-
nie zawartoscig zasad G + C w genomie oraz systemem
wydzielniczym bialek, co skutkuje nikla iloscia (niekiedy
mniej niz 0,01%) uzyskanych pozytywnych klonow
podczas jednej rundy przeszukiwania biblioteki [13,
30]. Konstruowane biblioteki metagenomu glebowego
sa z reguly bardzo obszernymi kolekcjami fragmentow
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Tabela I
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Poréwnanie uzytecznosci wektorow niosacych rézne wstawki DNA w konstrukgji bibliotek metagenomowych

Mate wstawki DNA (plazmidy)

Duze wstawki DNA (fosmidy, kosmidy, BAC)

Zalety o Duza liczba kopii umozliwiajaca wykrywanie genéw

o slabej ekspresji

« Klonowanie pojedynczych genéw lub matych operonéw
(np. geny enzymow lub antybiotykoopornosci)

» Mozliwa jest ekspresja gendw spod promotora wektora

» Mozliwe jest klonowanie pofragmentowanego
lub zanieczyszczonego DNA

o Technicznie proste

» Duze fragmenty DNA (nawet > 100 kz) moga zawiera¢
cale operony dla funkeji metabolicznych (np. réznych
biosyntez, enzymow katabolicznych)

 Mniejsza liczba klonéw konieczna do przeszukiwania
w celu wykrycia nosicieli genu(éw)

» Modyfikowane BAC daja mozliwos¢ przetaczania miedzy
zachowaniem w pojedynczej i wielu kopiach co przynosi
korzysci dla iloéci otrzymywanego DNA i poziomu
ekspresji genéow

» Odpowiednie dla cz¢$ciowej charakterystyki genomowej
niehodowanych mikroorganizméw glebowych

Wady « Matle fragmenty DNA (<20 kz) niosg ograniczong

informacje genetyczna

» Mozliwa eliminacja czesci informacji filogenetycznej
z uwagi na ekspresje toksycznych dla gospodarza genéw

«» Koniecznos¢ selekcji wlasciwej procedury ekstrakcji DNA
oraz klonownia dla uzyskania duzego udzialu DNA
pozadanych mikroorganizméw

« Koniecznos¢ regulacji poziomu ekspresji klonowanych
gendw przez dobdr wektoréw z indukowalna kontrola
ekspresji genu wstawki lub liczby kopii plazmidu

o Olbrzymia liczba klonéw konieczna do przeszukiwania
w celu znalezienia nosicieli genu

« Niewtasciwe do badania aktywnosci oraz szlakéw bioche-
micznych kodowanych przez wigksze ugrupowania genowe

» Male fragmenty DNA metagenomu sg tracone, a wiec
pewne taksony moga by¢ zbyt rzadko reprezentowane
« Matla liczba kopii uniemozliwia wykrywanie genéw
o slabej ekspresji
» Ograniczona ekspresja gendéw spod promotora wektora
» Mozliwa eliminacja czgsci informacji filogenetycznej
z uwagi na ekspresje toksycznych dla gospodarza genéw,
stad konieczno$¢ zachowania pojedynczych kopii
w bibliotece do momentu skriningu funkcji
« Niezbedny wysoko-molekularny DNA o znacznej
czystosci do konstrukeji biblioteki
« Technicznie trudne

DNA. Oznaczajac liczbe réznych genomoéw prokario-
tycznych obecnych w gramie gleby obliczono, ze nie-
zbedne jest w tym celu postuzenie sie ponad 107 plazmi-
dowych klonéw, zawierajacych 15kpz wstawki DNA,
albo 10° klonéw BAC, niosacych wstawki o wielkosci
100 kpz [33]. Te obliczenia sg oparte na zalozeniu, ze
wszystkie gatunki sg rownocennie reprezentowane, co
w warunkach naturalnej gleby jest niespotykane. Co
wiecej, azeby uzyskac rzeczywistg reprezentacje¢ geno-
mow, uwzgledniajac takze rzadko wystepujace (ponizej
1%), nalezatoby skonstruowac biblioteki zawierajace
ponad 10 000 Gpz glebowego DNA, co odpowiadaloby
10" klonéw BAC [66]. Zaktadajac poprawno$¢ tych
obliczen, genetyczna zawartos¢ opublikowanych do tej
pory bibliotek glebowych (czgsto 100-200 Mpz, maksy-
malnie kilka Gpz, dla danej gleby) jest nikla, jesli cho-
dzi o pokrycie calego metagenomu glebowego [32, 76].
Ponadto, biblioteka BAC genéw 16S rRNA, zawartych
we fragmentach otrzymanych po trawieniu enzymem
restrykcyjnym (np. HindIIl) wysokomolekularnego
DNA glebowego, moze reprezentowa¢ odmienny skfad
populacji bakterii (mniejszy udziat Bacillus, Alphaprote-
obacteria, grupy Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides,
Gemmimonas; brak Chloroflexi oraz Grupy Termitowej),
anizeli biblioteka klonéw gendéw 16S rRNA otrzymanych
z wyekstrahowanego DNA i poddanego bezposredniej
amplifikacji PCR (mniejszy udzial Betaproteobacte-
ria, Gammaproteobacteria, Acidobacterium, WS3; brak

OP10, Planctomycetes oraz Actinomycetes). Ten przyktad
zbadan Liles iwsp. [50] jest wymownym $wiadec-
twem wplywu sposobu konstruowania biblioteki meta-
genomu na konicowy obraz strukturalnej réznorodnosci
mikrobiomu w analizowanej glebie. W sumie, wiedza
jaka dysponujemy obecnie obejmuje populacje domi-
nujacych mikroorganizmoéw. Fakt ten nie powinien dzi-
wic, jesli uswiadomimy sobie ograniczenia metodyczne
zwigzane z ekstrakcjg DNA z gleby, jego klonowaniem,
a takze minimalnym pokryciem metagenomu glebo-
wego (przy wymaganym ponad 100, a nawet 1000 krot-
nie wiekszym, aby uwzgledni¢ rzadkie mikroorganizmy)
zapewnionym przez konstruowane biblioteki. Dodat-
kowo nalezy pamigta¢, ze rzadkie mikroorganizmy nie
beda reprezentowane w bibliotece bez zastosowania
wczesniejszej procedury ich wzbogacania w glebie [42].

Zaréwno male, jak i duze wstawki DNA metageno-
mowego, zgromadzone w odpowiednich bibliotekach,
od poczatku byly sekwencjonowane, podobnie jak
w przypadku analizy pojedynczych genomoéw, w oparciu
o metode¢ Sangera opierajacg si¢ na wlgczaniu dideok-
synukleotydéw i syntezie komplementarnej nici DNA
do jednoniciowej matrycy. W analizie sekwencyjnej
genomo6w niezbedne bylo zastosowanie znacznikow
fluorescencyjnych dla nukleotydéw i zautomatyzowa-
nie procesu z wykorzystaniem 96 kanalowych kapilar-
nych sekwenatoréw [4]. Dla przyktadu, oparty na meto-
dzie Sangera system 3730xl firmy Applied Biosystems
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umozliwia sekwencjonowanie w ciggu dnia od ponad
1000 do ponad 3800 probek DNA o wielkosci od 500
do ponad 800 pz, dajac faczny odczyt sekwencji DNA
od 1 do 2 Mz. Dalszy postep przynioslo wprowadzenie
do badan w 1996 roku sekwencjonowania nowej gene-
racji, ktore jest ponad 50-krotnie wydajniejsze i zamiast
metody dideoksy wykorzystuje technike niezalezng od
elektroforezy, ani innego sposobu rozdzielania frag-
mentéw DNA, a oparta na pirosekwencjonowaniu.
W tej nowej metodzie komplementarna do matrycy
ni¢ DNA jest syntetyzowana bez udzialu dideoksynu-
kleotydow, a wstawianym przez polimeraz¢ DNA nukle-
otydom towarzyszy uwolnienie czasteczki pirofosforanu
i, w obecnosci sulfurylazy ATP oraz lucyferazy, docho-
dzi do emisji $wiatta. Niewlaczone nukleotydy i nad-
miarowe ATP sa usuwane przez apiraze, a sekwencja
nukleotyddw jest rejestrowana w postaci pirogramu,
w ktérym poszczegdlne piki o roznej wielkosci odpo-
wiadajg odpowiedniej ilosci rejestrowanych sygna-
tow s$wiatta proporcjonalnych do liczby wstawianych
w danym momencie nukleotydéw. Ogromna ilo$¢ uzy-
skanej informacji, w postaci ponad 2 500 000 sekwen-
cji DNA (powyzej 350 pz), przekracza tacznie miliard
zasad na dzien, przy zdecydowanie mniejszych kosztach
w poréwnaniu z sekwencjonowaniem kapilarnym [56].

Sekwencjonowanie nowej generacji opiera sie obec-
nie na trzech konkurencyjnych systemach: 454 Life
Sciences, Solexa/Illumina oraz SOLiD [56], ktdre r6znig
sie wielkoscig i ilo$cig fragmentéw DNA uzyskanych po
sekwencjonowaniu, wydajnoscia syntezy na cykl oraz
dzien (Tab.II). Ta odmiana sekwencjonowania nie
wymaga wcze$niejszego klonowania fragmentéw DNA
w wektorach, ktdre tez nie dla kazdego z nich musi by¢
skuteczne. Najnowsza wersja platformy Solexa/Illumina,
oparta na sekwenatorze krotkich sekwencji SOLiD4,
generuje DNA skladajacy sie z 50-z fragmentéw o facz-
nej dtugosci przeszto 100 Gpz, w ciagu jednego cyklu.
Niemniej do analizy metagenomicznej najwygodniejsze
jest stosowanie 454-pirosekwencjonowania, zwlaszcza
nowszej platformy GS Titanium, ktéra zapewnia syn-

teze wiekszych fragmentéw DNA (400-700 pz) i ponad
pieciokrotnie wiekszg wydajnos¢ (400-600 Mpz), w sto-
sunku do pierwszej wersji GS20. Dluzsze sekwencje uta-
twiaja dalszg analize bioinformatyczna, poniewaz zapew-
niaja poprawne poszukiwanie homologii za pomoca
BLAST w bankach sekwencji DNA i skladanie dlugich
kontigéw. W konsekwencji ulatwia to filogenetyczne
powigzanie gendéw z ich macierzystymi organizmami
oraz poprawia identyfikowanie gatunkéw z dostepnych
fragmentéw pochodzacych z genu 16S rRNA [98].
Sekwencjonowanie metagenomu moze dotyczy¢ cat-
kowitego DNA wyizolowanego z gleby; i jest przeprowa-
dzane wedlug strategii typu ,,shotgun’, albo tez jest prze-
prowadzane na frakeji tego DNA wzbogaconej przez PCR
[7]. Pierwsza strategia prowadzi do uzyskania maksy-
malnej informacji o sekwencjach nukleotydowych czton-
koéw spotecznosci mikroorganizmdw i wszystkich funk-
cjonalnych genach obecnych w mikrobiomie. Poniewaz
mikrobom niesie olbrzymig ilos¢ informacji genetycznej,
dostep do niej wigze sie z koniecznoscig przeprowadze-
nia bardzo wielu sekwencjonowan, co jest kosztowne
i wymaga znacznego zaangazowania mocy obliczenio-
wych oraz zaawansowanych metod bioinformatycznych.
Jednakze nawet wtedy nalezy liczy¢ sie z mozliwoscia
przeoczenia populacji rzadko reprezentowanych w spo-
tecznosci mikroorganizméw. Wzbogacanie tylko czesci
DNA przez PCR, najczg$ciej w postaci gendw SSU
rRNA, ale takze innych konserwowanych ewolucyjnie
(np. recA), wymaga: uzycia mniejszych probek zrdéd-
fowych (wystarcza nawet ng DNA), mniejszej liczby
sekwencjonowan w celu wykrycia réwniez gatunkow
rzadkich oraz zastosowania prostszej analizy bioinfor-
matycznej. Chociaz 454-pirosekwencjonowanie gene-
ruje dlugie sekwencje DNA, to jednak s3 one wyraznie
krotsze, niz np. gen 16S rRNA (1542 pz), co mogloby
budzi¢ zastrzezenia w kwestii przydatnosci tej metody
do analizy filogenetycznej. Jednakze okazalo sie, ze
amplifikacja fragmentéw obejmujgcych region V6 oraz
V7 (V6 +V7) genu 16S rRNA przy uzyciu uniwersalnych
starterow pozwala na oszacowanie poréwnywalnego

Tabela IT

Poréwnanie wydajnosci sekwencjonowania techniky elektroforezy kapilarnej oraz trzech odmian sekwencjonowania

nowej generacji

System .V‘\’ydajnoécj , Wydajnos’c’ Wyda]:nos’c’. , Sekwefr}cje
(milion pz/dzien) (milion pz/cykl) (sekwencje/dzien) (dtugos¢, pz)
Dideoksy 3730xl 1-2 0,8 8000 >800
454 Titanium' 1000 450-700 1-2,5%10¢ 600-1000
SOLiD? 7000-20000 90000 -300000 >1,3x 108 50-75
Solexa/Illumina’ 55000 -106000 120000 - 600000 5,5-10x 108 2x100-2x150

! Podane wartosci dotycza systemu GS FLX XL+ oraz GS FLX XLR?70, ktdrych cykl pracy wynosi odpowiednio 23 lub 10 godz.;

? podane wartoéci dotycza systemu 5500 oraz 5500xl;

* dostepne s cztery gléwne odmiany sekwenatoréw. Podane wartosci dotycza typu HiSeq2500 pracujacego w wariancie szybkim

(cykl ok. 27 godz.) lub wysokiej wydajnosci (cykl ok. 11 dni)
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bogactwa gatunkéw drobnoustrojow, jak w przypadku
stosowania kompletnych sekwencji genu [100]. Réwniez
inne regiony zmienne genu 16S rRNA moga by¢ pomysl-
nie wykorzystywane do analizy metagenomicznej,
a generowane podczas pirosekwencjonowania fragmenty
genu okresla si¢ mianem pirotagéw [18, 75]. Ponadto,
pirotagi pochodzace z réznych probek (np. gleb) moga
by¢ réwnoczesnie syntetyzowane i nastepnie rozpozna-
wane dzieki specyficznej konstrukeji starteréw, ktére
miedzy odcinkami adaptoréw A i B, niezbednych dla
procesu pirosekwencjonowania, a wlasciwymi regionami
starterow, zawieraja unikalne 5-z lub dluzsze odcinki
kodowe charakterystyczne dla kazdej probki [7]. W ten
sposdb, nawet ponad 100 réznych probek DNA amplifi-
kowanych przez PCR moze by¢ sekwencjonowane pod-
czas jednego cyklu w sekwenatorze 454 Titanium [31].
W wiekszosci badan kolekcja okoto 25 000-50 000 piro-
tagow jest wystarczajaca dla adekwatnego zobrazowania
strukturalnej ré6znorodnosci mikrobiomu [76].
Pirosekwencjonowanie metagenomu glebowego
moze generowac setki tysiecy krotkich (300-800 z),
jesli poréwna¢ z metoda dideoksy, sekwencji DNA
lub pirotagdw podczas jednego cyklu, a ich koncowa
liczba zalezy od stopnia ztozonosci metagenomu. Taka
olbrzymia ilo$¢ sekwencji nukleotydowych daje mozli-
wos¢ wychwycic takze rzadkie populacje mikroorgani-
zmow, przy zalozeniu, ze kazdy fragment DNA (piro-
tag) identyfikuje odpowiedniego cztonka mikrobiomu.
Analiza zlozonego metagenomu glebowego, w oparciu
o tradycyjne sekwencjonowanie (kapilarna elektro-
foreza, CAE) ograniczonej liczby klonéw, nie daje tej
mozliwosci i skutkuje rozpoznaniem jedynie dominu-
jacych populacji, reprezentowanych przez odpowied-
nie filotypy wyrdéznione na bazie ponad 1000 peinych
sekwencji genu 16S rRNA [20, 76]. Jednakze ta prze-
waga pirosekwencjonowania moze by¢ okupiona nie-
bezpieczenstwem przeszacowania liczby OTU w postaci
stwierdzenia ich nadmiernej lub zbyt matej liczby. Jak
sie okazalo, pewne regiony zmienne (V1+V2, V6)
genu 16S rRNA daja podczas analizy przesadnie duzo
OTU, inne wysoce zmienne regiony (V3, V7, V7 +V8)
generujg zbyt malg liczbe OTU, natomiast regiony V4,
V5+ V6 oraz V6 + V7 sa zrodlem pirotagéw pozwalaja-
cych oszacowa¢ podobna liczbe OTU, jak w przypadku
sekwencjonowania prawie kompletnego genu [100].
Aby unikna¢ nadmiaru OTU, zwlaszcza wsrdd rzadkich
populacji, przyjmuje sie¢ tez 0,2% dla btedu pirosekwen-
cjonowania oraz 97% podobienstwo sekwencji DNA,
jako progowe wartosci dla definiowania wiarygodnych
OTU (filotypéw) do gatunkéw i wyznaczania ich bogac-
twa w danym mikrobiomie [47]. Liczba stwierdzanych
OTU rosnie wraz ze wzrostem zlozonosci metagenomu
iiloscig sekwencjonowanych fragmentéw DNA, a zalez-
nos¢ ta jest obrazowana w postaci krzywej rozgeszcze-
nia filotypow, ktérag mozna wyznaczaé przy poziomach

dystansu genetycznego 3%, 5% lub 20%, charaktery-
stycznych odpowiednio dla gatunku, rodzaju lub typu
mikroorganizmu. W bogatej w bakterie glebie stan nasy-
cenia krzywej daje si¢ zaobserwowac tylko na poziomie
typu, natomiast w przypadku nizszych taksondw, nawet
znaczna liczba sekwencji DNA otrzymanych przez piro-
sekwencjonowanie nie zapewnia pokrycia wszystkich
organizmow zasiedlajacych glebe [55].

Oznaczanie liczby filotypéw, wchodzacych w skiad
mikrobiomu, i ich identyfikowanie na podstawie analizy
sekwencji nukleotydowych sklonowanych w wektorach,
wymaga stosunkowo prostej procedury bioinformatycz-
nej. Bogate bazy sekwencji nukleotydowych genu 16S
rRNA mogg by¢ przeszukiwane za pomocg programu
BLAST pod katem najwickszego podobienstwa w sto-
sunku do badanych prébek. Olbrzymia ilo$¢ sekwencji
DNA generowanych podczas pirosekwencjonowania
wymaga o wiele wigkszej obrobki surowych danych,
wsérod ktorych sekwencje (pirotagi) o wilasciwej diu-
gosci, stosownej do analizy filogenetycznej, muszg by¢
wyselekcjonowane i pogrupowane przez tworzenie kon-
tigdw lub klastréw podobnych fragmentéw DNA, celem
redukgji liczby danych. Z reguly im dluzsze sa sekwencje
DNA, tym niosg bardziej przydatna informacje do filo-
genetycznego lub taksonomicznego dopasowania przez
pordéwnanie ze znanymi sekwencjami DNA, cho¢ plat-
forma MG-RAST zadowala si¢ nawet 75-z fragmentami
[81]. Nalezy pamieta¢, ze liczba pirotagéw powstajacych
podczas jednego cyklu pracy sekwenatora stanowi
powazne wyzwanie dla mocy obliczeniowych zwia-
zanych z dopasowaniem sekwencji DNA i dzialaniem
algorytmow konstrukeji drzew pokrewienstw. Znaczacy
procent sekwencji DNA z metagenomu glebowego nie
znajduje istotnych homologéw BLAST w dostepnych
bibliotekach [62]. O mozliwych rozmiarach tego pro-
centa niech §wiadczy fakt, ze nawet w przypadku kom-
pletnie poznanych genomoéw czystych kultur bakteryj-
nych od 35 do 45% przewidzianych otwartych ramek
odczytu (ORF) nie ma istotnych homologéw w bazie
sekwencji nukleotydowych GenBank [73]. Nie ma
programu, ktory bylby w stanie obliczy¢ dopasowanie
dla setek tysigcy pirotagéw, co wymagaloby stworze-
nia matrycy odleglosci o pojemnosci przekraczajacej
terabajt. Stosujac narzedzia relacyjnej bazy danych,
mozna probowac sobie poradzi¢ z tym problemem, ale
i wtedy mozna dla przykltadu dopasowa¢ maksymal-
nie 37 000 unikalnych sekwencji DNA sposrod catosci
wynoszacej 725 000 pirotagow [76].

5. Analiza funkcjonalna metagenomu
Podczas analizy metagenomicznej, nie tylko chodzi

o poznanie réznorodnosci mikroorganizméw tworza-
cych mikrobom glebowy, ale réwnie wazne jest poszu-
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kiwanie funkcjonalnych genéw, a wiec dowodéw na
wystepowanie okreslonych aktywnos$ci metabolicznych
wsrdd cztonkow mikrobiomu. Biblioteki klonow, zawie-
rajace na wektorach mate badz duze wstawki metageno-
mowego DNA, sa przeszukiwane pod katem ekspresji
genu okreslonej nowej cechy fenotypowej w bakteryjnym
gospodarzu (np. E. coli), ktéry nie ma tej cechy zako-
dowanej w swoim genomie. Wymaga to zastosowania
dokfadnego przeszukiwania wszystkich klonéw wyro-
stych na podtozu réznicujacym, i czgsto mozna wykry¢
obecno$¢ badanej cechy u zaledwie kilku klonéw na setki
tysiecy czy kilka milionéw analizowanych [42]. Sprawa
jest tatwiejsza, jesli poszukiwana cecha moze by¢ jed-
nocze$nie markerem selekcyjnym (np. oporno$¢ na
antybiotyk czy metal cigzki), co pozwala otrzymac na
podtozu selekcyjnym wzrost klonéw niosacych stosowne
geny warunkujgce metaloopornosé¢ [53, 61]. Inny sposob
polega na wykorzystaniu, jako gospodarzy, szczepéw lub
ich mutantow, ktore wymagaja heterologicznej komple-
mentacji ze strony genu pochodzgcego z metagenomu,
aby rosna¢ na podtozu selekcyjnym. W tym przypadku
obserwuje si¢ jedynie wzrost zrekombinowanych klonow,
ktdre posiadajg stosowny gen i wytwarzajg aktywny pro-
dukt tego genu, np. dioksygenaze naftalenowa czy race-
maze lizyny [9, 58]. Interesujacg metoda przeszukiwania
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biblioteki klonéw jest wzbudzanie ekspresji genu z meta-
genomu w klonach, ktére wyrastaja na podlozu wzbo-
gaconym w stosowny substrat dla enzymu kodowanego
przez badany gen (operon). W ten sposob sa wykrywane
przyktadowo geny: esterazy lub lipazy przez powstawanie
przezroczystego halo wokot kolonii na podiozu wskaz-
nikowym, dioksygenazy ekstradiolowej przez wytwarza-
nie zottego produktu oraz geny zwigzane z rozkladem
4-hydroksymaslanu na podfozu z dodatkiem chlorku
tetrazolowego [21, 32, 36, 37, 80].

Wspomniane metody przeszukiwania biblioteki
klonalnej metagenomu s3 poteznym narzedziem stu-
zacym identyfikowaniu genéw kodujacych naturalne
produkty lub odpowiedzialnych za okreslong aktywnos¢
metaboliczng wérdd wszystkich cztonkéw mikrobiomu,
a nie tylko tych, ktorzy poddaja si¢ hodowli (Tab. III).
Jednakze rowniez tutaj pojawia si¢ szereg ograniczen,
ktore sg trudne do pokonania. Wykrywanie rekombi-
nowanych klonéw, w ktérych wprowadzony gen (ope-
ron) ulega ekspresji, wybitnie zalezy od jego skutecznej
transkrypcji, translacji, sktadania biatka oraz efektyw-
nego wydzielania produktu przez komorke bakteryjnego
gospodarza. Dlatego coraz czesciej E. coli jest zaste-
powana przez bakterie, ktére wystepuja w glebie (np.
Pseudomonas, Streptomyces, Sinorhizobium, Rhizobium,

Tabela IIT
Przyktady analizy funkcjonalnej bibliotek klonalnych metagenoméw réznych gleb [14, 82, 89]
Wstawka | Metagenom
Gleba Wektor Klon Gen
’ (kz) (Gz) ’
Nieuprawna BAC 12000 37 0,42 substancji antybakteryjnych
(indyrubina i pokrewne)
Alkaliczna lessowa plazmid 100000 8-12 1,0 proteaz
Glina piaszczysto-ilasta fosmid 100000 30-40 3,5 syntazy poliketydowej
Le$na fosmid 33700 35 1,18 lipaz
Glina pylasta plazmid 200000 4,1 4,2 antybiotykoopornosci'
58000 2,7 (Kmy, Tc', Amy, Bs', Tm', Sm®)
250000 3,5
650000 3,5
Lakowa plazmid 1500000 5-8 7,8 rozktadu 4-hydroksymaslanu lipaz
Pole burakéw cukrowych antyporterowe Na*/H*
Pole uprawne plazmid 80000 5,2 0,42 amidaz
Laka plazmid 583000 4,4 4,05 produkgji karbonylu
Pole burakéw cukrowych 360000 3,8
Pole zb6z 324000 3,5
Przy strumieniu pokryta mchem | plazmid 30000 3,5 0,11 amylaz
Le$na fosmid 113700 >30 3,4 syntaz poliketydowych
Trawiasta fosmid 15000 35-45 1,0 biosyntezy leinamycyny, mupirocyny
i pimarycyny syntazy poliketydowej
Tlasta fagemid? 55000 6,5-7 3,5 antybiotykoopornosci®
Zwirowo-ilasta sucha 495000 (Ap", Gm", Cm, Tmp®)

' Nowe geny opornosci na kanamycyne, tetracykline, apramycyne, butyrozyne, tobramycyne oraz sisomycyne;

2 Konstrukt oparty na fagu lambda;

> Nowe geny opornos$ci na ampicyling, gentamycyne, chloramfenikol oraz trimetoprim
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Burkholderia, Bacillus, Sphingomonas), a wiec dysponuja
stosowng maszyneria regulacyjng dla ekspresji genow
wniesionych na wektorze [21]. Réwnocze$nie dobierane
s3 odpowiednie wektory o szerokim spektrum gospo-
darzy lub wektory wahadlowe (np. BAC), ktore zawie-
raja wiecej niz jedno miejsce startu replikacji lub moga
integrowac si¢ do chromosomu. Wektory wahadlowe
umozliwiajg na przyklad przejecie wstawki DNA meta-
genomowego z biblioteki wyj$ciowej skonstruowanej
na E. coli przy uzyciu stabilnego wektora fosmidowego
i wprowadzenie jej, w celu ekspresji, do nowego gospo-
darza, np. Pseudomonas [8].

Wykrywanie funkcjonalnych genéw, w tym takze
nowych, w metagenomie glebowym odbywa sie réw-
niez poprzez sekwencjonowanie zawartosci biblioteki
klonéw lub bezposrednio przez pirosekwencjonowanie
fragmentéw wyekstrahowanego DNA mikrobiomu.
Podczas sekwencjonowania typu ,shotgun” interesu-
jacych gendw, wystepujace w regionach flankujacych
markery filogenetyczne (np. gen 16S rRNA) pozwalaja
na identyfikacje taksonomiczng aktywnych metabo-
licznie mikroorganizméw [32]. Funkcjonalng analize
mozna takze przeprowadzi¢, wykorzystujgc mikro-
macierze zawierajace geny zaangazowane w kluczowe
procesy biogeochemiczne. Przykladem jest obszerna
mikromacierz GeoChip oparta na 28000 50-mero-
wych oligonukleotydach obejmujacych 57 000 sekwencji
DNA z 292 kategorii genow, ktore odpowiadaja za prze-
miany C, N, S, P, metaloopornos¢, redukcje metali lub
degradacje ksenobiotykow [34]. W ten sposéb mozna
monitorowa¢ obecno$¢ lub ekspresje tysiecy gendw,
uwzgledniajac zarowno aspekty jakosciowe, jak i ilos-
ciowe, w jednym eksperymencie. W dodatku ta tech-
nika pozwala dokonywac¢ analizy poréwnawczej wielu
réznych probek réwnoczesnie. Jednakze efektywnos¢ tej
techniki w duzej mierze zalezy od doboru i konstrukcji
stosownych sond genowych, jakosci i ilosci izolowanego
metagenomowego DNA oraz wlasciwego przeprowadze-
nia procesu PCR. Ponadto, nalezy pamietac, ze metoda
mikromacierzy DNA bazuje na sondach opracowanych
w oparciu o znane sekwencje nukleotydowe genéw i dla-
tego moze przeoczy¢ nowe geny obecne w metagenomie,
a ktorych brak w mikromacierzy. Stanowi to powazny
problem, poniewaz metoda ta nie wykrywa wielu funk-
cji obecnych wsréd populacji bakterii glebowych, ktore
nie zostaly opisane, a moga prawdopodobnie reprezen-
towac znaczacg frakcje mikrobiomu glebowego [13, 19].

6. Strukturalna roznorodno$¢ mikroorganizmow
w réznych srodowiskach glebowych

Podejscie metagenomowe znaczgco zmienilto nasze
wyobrazenie o strukturalnej réznorodnosci mikrobiomu
glebowego oraz aktywnos$ci metabolicznej, i w kon-
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sekwencji roli ekologicznej poszczegdlnych cztonkow
tej spotecznosci. Nasze mozliwosci poznawcze ulegly
poszerzeniu o $wiat mikroorganizméw stanowiacych
do niedawna milczacg wigkszos¢. Pierwszg publikacja,
przedstawiajaca klonalng biblioteke genu 16S rRNA
drobnoustrojow glebowych, byla praca Liesack
i Stackebrandt z 1992 roku [49]. Wkrétce potem
takie biblioteki zacze¢to otrzymywaé w odniesieniu do
szerokiego zakresu réznych gleb, a taki sposob identy-
fikacji mikroorganizmoéw, zwlaszcza wraz z rozwojem
metod ,fingerprintowych”, na trwale zadomowil si¢
w mikrobiologii srodowiskowej. Pierwszy metagenom
glebowy o wielkosci przekraczajacej 1 Gpz, w postaci
biblioteki klonalnej konstruowanej na bazie BAC, wyka-
zal obecno$¢ w glebie bakterii z taksonéw Acidobacte-
rium, Cytophagales oraz Proteobacteria [69]. Na podsta-
wie meta-analizy dostepnych informacji z klonalnych
bibliotek wynika, ze w glebie moze wystepowac 32 typy
bakterii, posrdd ktérych 9 dominuje [39]. Do tych ostat-
nich naleza: Proteobacteria (39%, zakres 10-77%), Aci-
dobacteria (20%, zakres 5-46%), Actinobacteria (13%,
zakres 0-34%), Verrucomicrobia (7%, zakres 0-21%),
Bacteroidetes (5%, zakres 0-18%), Chloroflexi (3%,
zakres 0-16%), Planctomycetes (2,5%, zakres 0-8%)
oraz Gemmatimonadetes (2%, zakres 0-4%). Zwraca-
jaca uwage jest mala reprezentacja bakterii z typu Fir-
micutes (2%, zakres 0-8%) zawierajacych takie typowe
bakterie glebowe, jak Bacillus oraz Clostridium, co moze
mie¢ jednak zwigzek z trudnoscig ekstrakcji DNA z tych
Gram-dodatnich i przetrwalnikujacych bakterii.
Przecietne biblioteki metagenomu glebowego sa
male i obejmujg miedzy 300 a 500 klondw, wyjatkiem
sa biblioteki sporzadzone w odniesieniu do gleb z Min-
nesoty oraz Alaski, ktére zawieraja odpowiednio 1700
oraz 1033 klonéw [71, 86]. Efektem tego jest niepelne
pokrycie mikrobiomu glebowego i ograniczenie struktu-
ralnej réznorodnosci do dominujacych populacji. Pozo-
stala reszta mikroorganizmoéw, wystepujaca w malych
liczebnie populacjach, skupia jednakze w sobie wigk-
sz0$¢ genetycznej réznorodnosci mikrobiomu i stanowi
»rozrzedzong biosfere” [75]. By mdc dotrze¢ do tych
drobnoustrojow, Elshahed i wsp. [22] opracowali
biblioteke zawierajaca 13 001 klonéw prawie komplet-
nej sekwencji genu 16S rRNA bakterii wystepujgcych
w glebie preriowej. Analiza filogenetyczna umozliwita
im wyrdznienie 34 typow bakterii, wsrod ktérych 15
ma znanych przedstawicieli hodowlanych, 14 jest okre-
$lanych jako typy o statusie kandydatéw, natomiast
5 (KFS1-KFS5) stanowi catkiem nowe typy. Wsrod
najliczniej reprezentowanych w bibliotece sg typy:
Actinobacteria (24%), Acidobacteria (20%), Alphapro-
teobacteria (10%), Deltaproteobacteria (8%), Chloroflexi
(7%), Verrucomicrobia (6%), Bacteroidetes (5%), Planc-
tomycetes (4%), Gemmatimonadetes (3%). Maly udzial,
ponizej 1%, ma az 24 typdéw bakterii (np. TM7, OP11,
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WS3, OD2, Cyanobacteria, Chlorobi), a 14 z nich jest
reprezentowanych tylko przez kilka klonéw (np. Fibro-
bacter, Chlamydia).

Gleba jest przyktadem srodowiska, w ktorym wyste-
puje znaczgca liczba rzadkich gatunkéw bakterii, ktore
mogg stanowic¢ od 18 do 37% wszystkich OTU . repre-
zentowanych w bibliotece klonéw [22]. Najwigcej rzad-
kich gatunkdéw nalezy do typu Planctomycetes (34-78%),
a najmniej do Acidobacteria (12-25%). Ponadto, wérod
tych rzadkich gatunkéw mozna wyrdzni¢ dwie grupy,
z ktoérych pierwsza, reprezentowana przez 84-92%
czlonkéw, wykazuje bliskie pokrewienstwo z przed-
stawicielami liczniej zasiedlajacych glebe typow bak-
terii, natomiast druga grupa, w ilosci 8-16%, obejmuje
gatunki wybitnie unikalne filogenetycznie, lub nalezace
do typéw znanych z innych $rodowisk (np. Chlorobi,
Caldithrix, BRC-1). O roli ekologicznej tych rzadkich
mikroorganizméw, zwlaszcza nalezacych do drugiej
grupy, prawie nic nie wiadomo. Mozna przypuszczaé,
ze przejmuja one okreslone funkcje biogeochemiczne
w sytuacji drastycznych zakiocen fizykochemicznych
zachodzacych w glebie (np. podczas suszy, zanieczysz-
czenia ksenobiotykami), kiedy ich populacje moga
stanowic istotny skladnik zmienionej struktury mikro-
biomu [22]. Mozna tez sadzi¢, ze szereg unikalnych
gatunkow wsrdd tej ,rozrzedzonej biosfery” spelnia
specyficzne, nieznane jeszcze funkcje w ekosystemie
glebowym, lub tez jest pozostatoscia ewolucji mikro-
organizmoéw - niemniej stanowigca istotny bank infor-
magcji genetycznej. Te swego rodzaju relikty ewolucji,
jakkolwiek wspolczesnie przytloczone konkurencja
taksondéw dominujgcych, moga charakteryzowad sie
wyjatkowa zdolnoscia przezycia oraz unikania procesu
wymierania, stanowigc jakby pamig¢ genetyczng eko-
systemu wykorzystywana do odtworzenia jego typowej
struktury i funkcji po katastrofie ekologicznej.

Zaleta analizy metagenomicznej jest mozliwo$¢
dokonania pordéwnania réznorodnosci bakterii, arche-
ondw, grzybow oraz wiruséw wystepujacych w skrajnie
réznych srodowiskach glebowych [25]. Okazuje sig, ze
niezaleznie od typu gleby liczba unikalnych OTU .
(gatunkow) archeondw i grzybéw moze by¢ réwna,
a nawet przewyzszac liczbe unikalnych OTU . bakterii,
co jest nowym spostrzezeniem, gdyz przyjelo si¢ uwa-
za¢ bakterie za najbardziej zréznicowang grupe mikro-
organizméw glebowych [6]. Bakterie jednakze moga
charakteryzowa¢ si¢ podobnym bogactwem gatun-
koéw (ok. 10*OTU ) w réznych glebach, podczas gdy
archeony liczniej sa reprezentowane w glebie pustynnej
(107 OTU, .), grzyby w glebie preriowej (10°OTU, ),

a wirusy xs’(glebie lasu deszczowego (10°OTU ). Bz;)ﬁ;—
nia Fierer iwsp. [25] dobitnie wykazaly, ze w przy-
padku kazdej z grup mikroorganizméw wystepuje mini-
malne taksonomiczne podobienstwo miedzy glebami
z réznych typow ekosystemow, co wyraznie sugeruje, ze

195

bakterie, archeony, grzyby oraz wirusy sg zréznicowane
zaréwno w skali globalnej, jak i lokalnej.

Na podstawie szacunkéw, ze w glebie mozna si¢ spo-
dziewa¢ od 2000 do 8,3 mIn gatunkéw drobnoustrojow,
Gans iwsp. [27] wskazali na niepraktycznos¢ stoso-
wania amplifikacji i sekwencjonowania genu 16S rRNA
w celu weryfikacji i identyfikacji liczby gatunkow bak-
terii w glebie. W przypadku tej procedury, liczba gatun-
kéw jest ograniczona tylko do kilku tysiecy w gramie
gleby. Pirosekwencjonowanie daje rzetelniejsze wyniki.
Roesch iwsp. [68], wykorzystujac tg metode w odnie-
sieniu do metagenomow czterech réznych gleb, otrzy-
mali ponad 25000 pirotagdw dla kazdej z gleb, co po-
zwolilo oszacowaé maksymalna liczbe OTU w glebie,
przy najwyzszym poziomie rozdzielczosci filogenetycz-
nej (0% roznic), na okoto 52 000. Przy tym poziomie
rozdzielczosci, bezposrednio obserwowana liczba OTU
wynosi od 3000 do 7000, a po ekstrapolacji do postaci
krzywej rozgeszczenia, odczytana liczba OTU osigga
wartosci miedzy 11000 a 21 000 w gramie gleby. Nie-
zaleznie wigc od sposobu okreslania liczby gatunkéw
w glebie, pirosekwencjonowanie pokazuje, Ze jest ich
ponad 100 razy mniej niz sugeruje Gans i wsp. [27].
Analiza poréwnawcza pozwala stwierdzi¢, ze gleby
uprawne mogg charakteryzowac si¢ bogactwem réznych
gatunkow bakterii oraz archeonéw z typu Crenarchaeota
(4-12%), ale sa ubogie na poziomie typow. Natomiast
gleba lesna moze obfitowa¢ w rézne typy bakterii przy
znikomym udziale (0,009%) archeonéw [68]. Najczes-
ciej reprezentowanymi spo$rod ogoétu 30 typow wyste-
pujacych w tego typu glebach sa Proteobacteria (40%),
nastepnie Bacteroidetes (15-25%), Acidobacteria (3-12%),
Actinobacteria (2-9%), Firmicutes (2-4%) oraz bakterie
niesklasyfikowane (6-12%). Wsrdd pozostatych typow
zwraca uwage wieksza obecno$¢ Gemmatimonadetes (ok.
4%) i Thermotogae (ok. 2,5%) w glebie borealnej, a Nitro-
spira (2-3%) oraz TM 7 (ok. 4%) w glebach uprawnych.

Fulthorpe iwsp.[26] stwierdzili, ze na poziomie
rozdzielczosci filogenetycznej przyjetym dla gatunku
(0 oraz 3% roznic) rézne gleby moga wykazywac nie-
znaczne podobienstwo (odpowiednio 1,5 oraz 4,1%),
czyli w drastycznie wysokim stopniu charakteryzuja
sie unikalnym skladem gatunkowym mikrobiomdw.
Wsréd 10 najliczniej reprezentowanych rodzajow,
ktére obejmujg od 31 do 37% wszystkich sekwencji
pirotagdw, tylko dwa, Chitinophaga (Bacteroidetes) oraz
Acidobacterium (Acidobacteria), wystepuja w glebach
uprawnych oraz borealnej w znaczniejszych ilosciach
(odpowiednio 7,5-13,8% oraz 2,4-9,3%). Inny czesto
obecny rodzaj, Acidovorax (1,8-7,5%), wystepuje tylko
w glebach uprawnych. Zwracajacy uwage jest fakt, ze
sposrdd 10 uznanych za najistotniejsze w glebie rodzaje
bakterii (Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacil-
lus, Flavobacterium, Micromonospira, Nocardia, Pseudo-
monas oraz Streptomyces) tylko trzy sa potwierdzone
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przez wyniki pirosekwencjonowania metagenomowego
DNA, a mianowicie Bacillus, Flavobacterium oraz Pseu-
domonas. Natomiast pojawiajg si¢ w réznych glebach
nieoczekiwanie takie rodzaje, jak Chitinophaga, Thio-
bacter, Gemmatimonas, Chondromyces, Nevskia, Aqua-
bacterium czy Dyadobacter [26].

Jeszcze bardziej holistyczny obraz mikrobiomu
glebowego mozna uzyska¢ dzieki bezposrednio izo-
lowanemu metagenomowemu RNA z duzych (LSU)
i maltych podjednostek (SSU) rybosoméw, ktéry pod-
dany odwrotnej transkrypcji generuje produkty cDNA
do procesu 454-pirosekwencjonowania [87]. Taka
procedura pozwala uzyska¢ ponad 250000 wysokiej
jakosci sekwencji RNA-tagow o wielkosci okoto 98 pz,
sposrod ktérych 74,8% jest rybotagami (rozpozna-
walne taksonomicznie), w réwnej proporcji SSU oraz
LSU. Prowadzi to do réwnoczesnego identyfikowania
taksondw nalezace do bakterii, archeondéw oraz euka-
riotow, a takze tych mikroorganizmdw, dla ktérych brak
jest zestawow starterow do amplifikacji PCR. W glebie
piaszczystej najliczniej reprezentowane oraz najbardziej
zroznicowane okazuja si¢ bakterie w liczbie 19 sposréd
24 znanych typdw, oraz 20 o statusie kandydatow stano-
wigcych jedynie 2% wszystkich rybotagéw. Najliczniej
spotykane sg Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes,
Planctomycetes oraz Acidobacteria. Grzyby reprezento-
wane sg glownie przez Ascomycota obejmujace dwie
trzecie rybotagéw, za$ najmniej liczng grupe zaréwno
wsrod SSU (1,5%), jak i LSU (1,4%) rybotagdw stanowia
archeony (Grupa I.1b nalezaca do typu Crenarchaeota)
zaangazowane w proces utleniania amoniaku w gle-
bie [48]. Takie podej$cie metatranskryptonomiczne,
zaprezentowane przez Urich i wsp. [87], daje takze
mozliwo$¢ réwnoczesnego okreslenia aktywnosci fizjo-
logicznej mikrobiomu. Wsréd otrzymanych RNA-tagéow
ponad 21 000 zostalo okreslone jako sekwencje mRNA
odpowiadajace transkryptonomu calej spotecznosci
mikroorganizméw glebowych.

Analiza metagenomiczna pozwala w nowym $wie-
tle spojrze¢ na: (a) efekty nawozenia mineralnego lub
organicznego na strukturalng réznorodnos¢ i aktywno$¢
tizjologiczng mikrobiomu glebowego [63], (b) wplyw
rodzaju gospodarowania rolniczego lub lesnego na sklad
spotecznosci mikroorganizméw w glebie [55], (¢) roz-
mieszczenie populacji mikroorganizméw w profilu
gleby [94] oraz roznych jej frakcjach [15], (d) strukture
mikrobiomu ryzosferowego [38, 88].

Nawozenie gleby prowadzi jedynie do nieznacznej
zmiany w strukturze mikrobiomu, reprezentowanego
w 90-94% przez pirotagi pochodzace z bakterii, wyni-
kajacej gtownie z wiekszej obecnosci Firmicutes oraz
archeondw (gléwnie Crenarchaeota) w glebie nawozonej
oraz Cyanobacteria w glebie nienawozonej. Natomiast
zmniejszenie liczebno$ci Rhizobiales daje si¢ zauwazy¢
w glebie nawozonej [63].
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Wisrod ponad 590 000 pirotagdw (255 pz) bakterii,
pochodzacych z gleb terenéw podlegajacych réznemu
rodzajowi gospodarowania rolniczego lub lesnego, skla-
syfikowano 79,3% do 17 typow, ktore w wiekszej ilosci
wystepuja w glebach trawiastych niz lesnych. Jako domi-
nujace grupy bakterii da sie¢ wyrézni¢ Acidobacteria,
Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria oraz Firmicutes. Wigcej pirotagow
nalezacych do Actinobacteria, Firmicutes, Verrucomicro-
bia, Cyanobacteria oraz Gemmatimonadetes wystepuje
w glebach pastwiskowych, natomiast Alphaproteobacte-
ria przewazaja w glebach lesnych [55]. Pirosekwencjono-
wanie pozwala takze dostrzec znaczace roznice w struk-
turze mikrobiomdéw na poziomie rodzajow. Jakkolwiek
Mycobacterium dominuje w obu typach gospodarowania
glebami, to w przypadku Phenylobacter, Polyangium,
Azospirillum i Dyella mozna stwierdzi¢ wieksza repre-
zentacje w glebach lesnych, natomiast Bacillus, Kri-
bella, Agromyces, Defluviicoccus, Rubrobacter, Streptomy-
ces i Bradyrhizobium przewazaja w glebach trawiastych.
Na poziomie przypuszczalnych gatunkéw (OTU )
$rednio 3219 OTU moze wystepowac w glebach lesnych,
natomiast 2611 OTU w glebach trawiastych [55].

Mikroorganizmy wystepuja nie tylko w powierzch-
niowej warstwie gleby, gdzie s3 najczgsciej badane, ale
takze glebiej, gdzie s3 mniej poznane. Jak si¢ okazuje,
wigksza roznorodno$¢ bakterii jest w warstwie proch-
nicznej (A), gdzie znaczaca liczba sposrod wykrytych
750000 pirotagdw reprezentuje Actinobacteria, Bac-
teroidetes, Cyanobacteria, Fibrobacteres, Firmicutes,
Spirochaetes, Verrucomicrobia oraz Proteobacteria. Dla
odmiany wigkszo$¢ sekwencji DNA nalezacych do
Acidobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Nitro-
spira, TM7 oraz WS3 mozna wyizolowa¢ z metagenomu
poziomu wzbogacania [94].

Gleba ma swoistag budowe strukturalng, co umoz-
liwia wyrdznienie trzech gtéwnych mikrosrodowisk:
makroagregatowe (powyzej 250 um), mikroagregatowe
(53-250 pm) oraz ilasto-pylaste (ponizej 53 um). W tych
mikro$rodowiskach spotecznosci mikroorganizmoéw
roznia sie sktadem oraz liczebnosciag w odpowiedzi na
odmienne warunki chemiczne i fizyczne. Poréwnujac
mikro$rodowiska, okazuje si¢ ze, makroagregaty zawie-
raja wiecej przedstawicieli Alphaproteobacteria, Gam-
maproteobacteria, Actinobacteria oraz Bacteroidetes,
natomiast we frakcji mikroagregatowej gleby wystepuje
wiecej Rubrobacteriales z typu Actinobacteria, oraz Chlo-
roflexi. W trzecim mikro$rodowisku, ilasto-pylastym,
liczniej reprezentowane sg Deltaproteobacteria, Beta-
proteobacteria, Gemmatimonadetes, WS3, Acidobacteria,
OP10 oraz Nitrospirae. Analiza pirotagéw wykazuje, ze
$rodowisko mikroagregatéw charakteryzuje si¢ mniej-
szg réznorodnoscig gatunkowg (ok. 2500 OTU ), ani-
zeli frakcje makroagregatowa oraz ilasto-pylasta, gdzie
stwierdza si¢ ponad 3000 OTU , [15].
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Istnienie efektu ryzosferowego pod postacia selek-
tywnego wplywu roéliny na sktad mikrobiomu w ryzos-
ferze wyraznie pokazuja wyniki pirosekwencjonowania
fragmentéw metagenomowego DNA. Na przyklad,
w ryzosferze debu przewazajacg liczbe otrzymywanych
pirotagdw stanowia przedstawiciele Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria oraz niesklasyfikowanych proteo-
bakterii. Bardziej dogtebna analiza pozwola zaobserwo-
wa¢, wigksza reprezentacje rodziny Burkholderiaceae
z rodzajami Burkholderia i Collimonas w ryzosferze, za$
w glebie przewazanie przedstawicieli rodziny Hyphomi-
crobiaceae z rodzajem Rhodoplanes oraz bakterie z rzedu
Acidimicrobiales [88]. W ryzosferze roslin zielnych,
np. ziemniaka, takze wyraznie daje si¢ dostrzec silny
wplyw roéliny na wystepujace w niej mikroorganizmy.
Wyréznic tu mozna 25 typéw bakterii znaczaco (8-50%)
reprezentowanych przez Actinobacteria oraz Alphapro-
teobacteria oraz w mniejszym stopniu (1-5%) przez
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Acidobacte-
ria, Gemmatimonadetes, Firmicutes, Verrucomicrobia,
Bacterioidetes oraz TM7. Nowodcia jest odkrycie, ze
najliczniej reprezentowanym rodzajem w ryzosferze
ziemniaka jest Rhodanobacter stanowiacy od 8 do 26%
wszystkich sklasyfikowanych sekwencji DNA. Na pozio-
mie gatunku (OTU .) mozna wykry¢ ponad 7300 roz-
nych OTU w gramie gleby ryzosferowej, co jest jednakze
liczba wyraznie mniejsza niz w przypadku gleby poza
ryzosferowej (ponad 9000 OTU) [38]. Analiza metage-
nomiczna uwidacznia wyraznie selekcjonujacy wplyw
rosliny na réznorodnosc¢ i strukture mikrobiomu ryzos-
ferowego, ktora zalezna jest od gatunku rosliny i jej sta-
dium rozwojowego.

7. Podsumowanie

Analiza metagenomiczna jawi si¢ jako poszukiwany
od dziesigcioleci Graal mikrobiologii srodowisk, ktéry
umozliwia dokonania holistycznego spojrzenia na struk-
turalng réznorodnos¢ mikrobiomu oraz jego funkcjo-
nowanie w czasie i przestrzeni. Zlozonos¢ problemu,
jesli chodzi o oddzialywania miedzy srodowiskiem
a mikrobiomem, jest tak wielka, zwlaszcza w przy-
padku gleby, ze nawet przy zastosowaniu najnowszej
generacji doglebnych technologii analizy metagenomu
mozemy dostrzec zaledwie czg$¢ (przecietnie od 30 do
60%) $wiata mikroorganizmoéw, a o aktywnosci fizjo-
logicznej i roli ekologicznej poszczegdlnych taksonow
(gatunkow) wiemy jeszcze mniej. Metagenomika roz-
budzita olbrzymie nadzieje na dotarcie do mikroorga-
nizméw niehodowanych, a wsréd nich takze do tych,
ktore wchodza w sklad ,,rozrzedzonej biosfery”. Jakie jest
wsrod nich bogactwo poszczegoélnych taksonow idac od
typow, przez klasy, rzedy, rodziny czy wreszcie rodzaje
i gatunki? Ktére z nich i w jakich warunkach sg liczniej
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reprezentowane, ktdre zawsze stanowia tlo, a ktére i pod
wplywem jakich czynnikéw abiotycznych i biotycznych
srodowiska podlegaja ograniczeniu lub eliminacji? Jak
rozmieszczone sg poszczegdlne populacje i jakim pod-
legaja zmianom w skali mikroagregatéw glebowych, jak
przeklada sie to na strukture mozaiki mikrobiotopow
w glebie? Ktore z tych mikroorganizmdéw s3 kosmopo-
lityczne, a ktére wykazujg charakter endemiczny, a wiec
czy jest mozliwe rzetelne poznawanie biogeografii drob-
noustrojéw i poréwnywanie mikrobioméw glebowych,
nie tylko w skali ekosystemu czy regionu, ale takze
kontynentu czy globalnie? Wielkie nadzieje wzbudza
metagenomika w obszarze poszukiwania genéw nowych
substancji (metabolitéw) o znanych funkcjach i prze-
znaczeniu, jak i metabolitéw calkiem nowych. Ktére
mikroorganizmy i w jakich warunkach sa producentami
tych substanc;ji? Kiedy i pod wplywem jakich czynnikéw
dochodzi do ekspresji poszukiwanych genéw w metage-
nomie glebowym? Czy ekspresja, np. genow katabolicz-
nych, zachodzi w sposob skoordynowany u wszystkich
wiascicieli a oni wspélpracuja w rozktadaniu substratow,
czy tez wystepuje konkurencja i formowanie sie swoistej
hierarchii pod wzgledem mozliwosci ich wykorzystania?

W kontekscie tych nadziei mozliwo$ci metageno-
miki nie s3 pozbawione ograniczen. Do badan przede
wszystkim wymagany jest DNA/RNA o odpowiednim
stopniu czystosci, mozliwie jak najwyzszym, o wielko$ci
efektywnej dla poprawnej analizy filogenetycznej i funk-
cjonalnej. Spelnienie tych warunkoéw jest olbrzymim
wyzwaniem podczas badania metagenomu glebowego.
Kazdy z nastepnych etapow jest zrédtem kolejnych moz-
liwych bleddéw, jak np. brak adekwatnych dla réznych
mikroorganizméw starteréw dla PCR czy oligonukle-
otydéw dla konstruowania sond hybrydyzacyjnych, pre-
ferencyjne amplifikowanie pewnych fragmentéw DNA
(czgsto rzadko reprezentowanych w ogolnej puli), pro-
blem z doborem wektora i gospodarza w procesie klono-
wania, zbyt malo liczebne biblioteki klonéw w sekwen-
cjonowaniu dideoksy, czy wystepowanie olbrzymiej
ilosci krotkich fragmentéw DNA podczas pirosekwen-
cjonowania wymagajacej rozbudowanej analizy bioin-
formatycznej dla uzyskania efektywnej informacji filo-
genetycznej. W konsekwencji otrzymywane wyniki,
jakkolwiek obejmujg mikroorganizmy niezaleznie od
ich podatno$ci na wyhodowanie, dotycza tych czlon-
kow mikrobiomu glebowego, z ktérych uzyskano DNA
lub RNA, zachowujace swoja reprezentatywnos¢ od eks-
trakcji przez kolejne etapy przetwarzania. W zwiazku
z tym mozna przyjaé, ze swoj wyraz najczesciej znaj-
dujg mikroorganizmy dominujgce i najtatwiej dostepne
w glebie. Réznica miedzy metodami polega na tym, jak
daleko sg w stanie poszerzy¢ t¢ grupe o kolejne popula-
cje ze zakresu ,,rozrzedzonej biosfery”.

Postep technologiczny i malejace koszty sekwencjono-
wania oraz rozbudowywane bazy mikromacierzy DNA
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dajg asumpt do coraz powszechniejszego stosowania ana-
lizy metagenomicznej. Budowane bazy metagenomow
gromadzg dane dostarczane przez zespoly badawcze,
ktore stuzg tez dla analiz poréwnawczych dla nowych
projektow. Baza IMG/M (Integrated Microbial Genomes
with Microbiome Samples - http://www.img.jgi.doe.gov./
cgi-bin/m/main.cgi) zgromadzila 385 metagenomoéw ze
$rodowiska, z czego 64 to metagenomy glebowe. Inna
baza, GOLD 4.0 (DOE Joint Genome Institute), zawiera
370 metagenomy, a wsréd nich 45 to metagenomy gle-
bowe, 11 pochodzi z ryzoplanu, a 1 z fylosfery.

Analiza metagenomiczna znaczaco poszerza obraz
mikrobiomu glebowego, ale w dalszym ciggu jest on
nieostry i wyglada tak, jakby$my chcieli dostrzec detale
przy niewielkim powiekszeniu. Miliardy drobnoustro-
jow, zawierajace 2,142 km DNA niosacy 4 x 10'* genow,
zamieszkuje kazdy gram gleby, aktywnie wptywajac na jej
wlasciwosci [85]. Wiele z nich przezywa, wiele wymiera,
niezliczone iloci podlegaty szybkiemu procesowi spe-
cjacji. Mikrobiom glebowy jest zatem dynamiczng jed-
nostka podlegajaca ustawicznej ewolucji i nalezy mie¢
nadzieje, ze choc¢ troche bardziej bedziemy go rozumie¢
dzieki badaniom na poziomie metagenomu.
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The occurrence and pathogenicity of potentially toxinogenic corynebacteria — Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium ulcerans and Corynebacterium pseudotuberculosis

Abstract: C. diphtheriae, C. ulcerans and C. pseudotuberculosis are closely related species possessing the ability to produce the lethal
diphtheria toxin. The toxin is considered as the main virulence factor, but these species express also other virulence factors so nontoxigenic
strains of the species are also able to cause serious infections. The interest in the virulence factors other then diphtheria toxin has been
increasing and new factors and virulence mechanisms have been investigated. This paper is an overview of C. diphtheriae, C. ulcerans and
C. pseudotuberculosis infections in humans, presenting the mechanism of action of diphtheria toxin adhesive factors, iron uptake systems
and other putative virulence factors.

1. Description of the genus. 2. Occurrence in the environment. 3. Human infections. 4. Virulence factors. 4.1. Diphtheria toxin.
4.2. Other virulence factors. 4.2.1. Adhesive factors. 4.2.2. Iron utilization. 4.2.3. Phospholipase D (Pld). 4.2.4. Serine proteases.

4.2.5. Neuraminidase H (NanH). 5. Summary
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1. Charakterystyka rodzaju

Do rodzaju Corynebacterium nalezg Gram-dodat-
nie bakterie, ktérych komorki s3 pleiomorficzne,
zwykle o ksztalcie prostych lub lekko zakrzywionych
pateczek o zwezonych koncach. W komoérce obecne sa
ziarna metachromatyczne. Bakterie nalezace do tego
rodzaju sg fakultatywnymi anaerobami lub aerobami.
Naleza do chemoorganotroféw. Sa katalazododatnie,
nie wytwarzaja przetrwalnikéw i nie wykazuja zdolnosci
ruchu [38].

Obecnie rodzaj Corynebacterium obejmuje ponad
80 gatunkow. Jak dotychczas tylko trzy z nich posiadaja
zdolno$¢ wytwarzania toksyny letalnej, zwanej toksyna
blonicza. Sa to C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudo-
tuberculosis. Gatunki te sg ze sobg blisko spokrewnione.
Maja podobng morfologie, sktad $ciany komodrkowej,
jak réwniez podobng sekwencje nukleotydowa genu
16S rRNA. Wszystkie te trzy gatunki réznig sie od
pozostalych przedstawicieli rodzaju Corynebacterium
obecnoscia w komorce duzej ilosci kwasow tlusz-

! Publikacja sfinansowana z darowizny BNP Paribas

czowych, wytwarzaniem cystynazy i nie wytwarzaniem
pyrazynamidazy [43].

C. ulcerans i C. pseudotuberculosis moga by¢ odroz-
nione od C. diphthariae na podstawie takich cech bio-
chemicznych jak wytwarzanie ureazy czy dodatni wynik
odwrotnego testu CAMP. C. ulcerans od C. pseudotuber-
culosis odréznia zdolnos¢ fermentacji glikogenu, skrobii
i trehalozy (Tabela I) [24].

Na podstawie morfologii kolonii oraz wlasciwosci
biochemicznych C. diphtheriae mozna podzieli¢ na
cztery biotypy: gravis, mitis, intermedius i belfanti. Na
podtozu tellurynowym Hoyle’a biotypy mitis i belfanti
tworzg szare lub czarne, nieprzezroczyste kolonie wiel-
kosci 1,5-2 mm, gladkich brzegach i gtadkiej, blyszcza-
cej powierzchni. Czesto obserwowana jest zmienno$¢
w wielkosci kolonii. Biotyp gravis tworzy matowe,
nieprzezroczyste szare lub czarne kolonie o wielkosci
1,5-2 mm, kruche, majace tendencje do rozpadania si¢
na mniejsze fragmenty po dotknieciu eza. Kolonie bio-
typu intermedius s matle, o wielkosci 0,5-1 mm, szare
lub czarne, pétprzezroczyste, o blyszczacej powierzchni.

* Autor korespondencyjny: Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaklad Higieny, Zaklad Bakteriologii, ul. Cho-

cimska 24, 00-791 Warszawa; e-mail: azasada@pzh.gov.pl
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Tabela I
Cechy roznicujgce potencjalnie toksynotworcze gatunki Corynebacterium [10, 24, 38]
Wytwarzanie Rozklad
Odwrotny

Gatunek caMp | Alkalicznej Ram- | Sacha- |Trecha-| Sali- . | Dex- | Gliko- | Azo-
) Ureazy Skrobiy .

fisfatazy nozy | rozy | lozy | cyny tranu | genu | tandw
C. diphtheriae var. gravis - - - + - - + + + + +
C. diphtheriae var. mitis - - - + - - + - + - +
C. diphtheriae var. intermedius - - - + - - + - - - +
C. diphtheriae var. belfanti - - - + - _ + _ + _ _
C. ulcerans + + + - + + + + -
C. pseudotuberculosis + - - + - - - - -

Na podlozu agarowym z krwig kolonie biotypow mitis,
intermedius i belfanti wytwarzaja malq strefe f-hemolizy,
natomiast biotyp gravis jest zazwyczaj niehemolizujacy.
Swoiste cechy biochemiczne wszystkich czterech bio-
typow przedstawiono w tabeli I.

2. Wystepowanie w srodowisku

Drobnoustroje nalezace do rodzaju Corynebacte-
rium wystepuja powszechnie w srodowisku — w gle-
bie, na roslinach, na skérze i bfonach sluzowych ludzi
i zwierzat. Moga rowniez przetrwac przez dtugi czas na
réznego rodzaju przedmiotach.

C. ulcerans jest mikroorganizmem komensalnym
zwierzat. Byt izolowany z dzikich i domowych zwierzat,
takich jak psy, koty, konie, kozy, krowy, $winie, wielblady,
malpy, wiewiorki i wydry [63, 67]. Zwierzeta moga stano-
wic rezerwuar dla zakazen cztowieka. Co wigcej, drobno-
ustrdj ten moze wywotywac zapalenie wymienia u bydta
ikoz. Znaczaca liczba zakazen cztowieka C. ulcerans jest
zwigzana ze spozyciem niepasteryzowanych produktow
mlecznych. Jest to zwigzane z faktem, ze w przypadkach
zapalenia wymienia u bydfa bakterie s obecne w mleku.
Do zakazenia moze dojs¢ takze podczas pracy przy zaka-
zonych zwierzetach i obrébcee ich produktéw. Ostatnio
réwniez kontakt ze zwierzetami domowymi, takimi jak
psy czy koty, zostal uznany za zrédlo zakazenia tym
drobnoustrojem [14, 17, 25, 30, 40, 46, 67].

C. pseudotuberculosis rzadko powoduje zoonozy.
Najczgsciej tym drobnoustrojem zakazone sg owce
i kozy, rzadziej konie, bydlo czy jelenie. Podobnie jak
w przypadku C. ulcerans, zrédtem infekcji dla ludzi
moga by¢ niepasteryzowane produkty mleczne. Ryzyko
zakazenia zwigzane jest rowniez z pracami przy zaka-
zonych zwierzetach oraz obroébce ich produktéw np.
w rzeznictwie [6].

Dotychczas uwazano, ze C. diphtheriae nie jest pato-
genem odzwierzecym. Jednakze ostatnie doniesienia
o koniach jako nosicielach C. diphtheriae wskazuja na
mozliwe pojawienie si¢ nowego zrodla zakazen czlowieka

[31, 47]. C.diphtheriae izolowano réwniez od kotow
i psow [29]. Takze w starszych publikacjach pojawialy
sie doniesienia o izolacji tego drobnoustroju od zwierzat
[42, 56]. Bakterie tego gatunku sporadycznie wywoluja
zapalenie wymienia u bydta oraz sg zwigzane z zapale-
niem skory i goraczka u tych zwierzat. Przypuszcza sie,
ze do zakazenia zwierzat dochodzi w wyniku kontaktu
z zakazonymi pracownikami gospodarstwa [31].

3. Zakazenia czlowieka

C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotuberculosis wy-
twarzajace toksyne blonicza powoduja chorobe zwana
blonica, w przebiegu ktorej bakterie kolonizuja ograni-
czony obszar — najczesciej blony sluzowe gardta i nosa,
rzadziej spojowki, blony sluzowe narzadéw plciowych
czy uszkodzong skdre — natomiast wytwarzana przez nie
toksyna dostaje si¢ do krwiobiegu i rozprzestrzenia sie
po calym organizmie powodujac uszkodzenia gléwnie
w miegéniu sercowym i ukladzie nerwowym [45].

Najczesciej blonica powodowana jest przez C. diph-
theriae. Najwicksza w ostatnim czasie w Europie epide-
mia miafa miejsce w krajach bylego ZSRR w latach 90.
ubiegtego wieku. W szczycie epidemii w 1995 roku odno-
towano tam 50425 przypadkéw [13]. Wedtug danych
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), w 2007 roku
na catym $wiecie odnotowano 4190 przypadkéow blonicy
wywolanej przez C. diphtheriae. Natomiast na terenie
Unii Europejskiej w 2008 roku zgloszonych zostato
47 przypadkéw blonicy wywolanej przez C. diphtheriae
i C. ulcerans, ktore odnotowano na Lotwie - 29 przypad-
kow, w Wielkiej Brytanii — 6, we Francji - 5, na Litwie
- 2 oraz w Szwecji — 1 przypadek [20]. W roku 2009
w krajach UE zgloszono 16 przepadkéow blonicy:
4 w Niemczech, 1 we Francji, 6 na Lotwie, 1 w Szwecji
oraz 4 przypadki w Wielkiej Brytanii [21].

Zwraca uwage obserwowany w ostatnim czasie
w wielu krajach znaczacy wzrost liczby zakazen inwa-
zyjnych powodowanych przez C. diphtheriae, przy czym
najczesciej przez szczepy nietoksynotworcze. Pomiedzy
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rokiem 1893 a 1995, a wiec w okresie ponad 100 lat,
odnotowano tylko 58 przypadkéw bakteriemii spowo-
dowanych przez ten drobnoustréj [57]. W latach 90.
sytuacja ta zaczela sie zmienia¢. W okresie 1999-2003
w Kanadzie odnotowano 13 przypadkéw zakazen in-
wazyjnych C. diphtheriae [15]. Czternadcie szczepow
C. diphtheriae wyizolowano z zakazen inwazyjnych
w Szwajcarii w latach 1990-1996 [28]. W Polsce pierw-
szy przypadek zakazenia inwazyjnego C.diphtheriae
odnotowano w 2004 roku, a w okresie 2005-2011 piet-
nascie kolejnych przypadkéw [23, 73]. Rowniez w Bra-
zylii zaobserwowano w ostatnim czasie wzrost liczby
izolatow C. diphtheriae pochodzacych z zakazen inwa-
zyjnych [33, 51]. Zakazenia inwazyjne powodowane sg
zardwno przez szczepy wytwarzajace toksyne blonicza,
jak tez nietoksynotworcze. Czynnikami predysponuja-
cymi takiego zakazenia s3: bezdomno$¢, przyjmowa-
nie narkotykéw droga dozylna, alkoholizm, cukrzyca,
homoseksualizm. Zakazeniom tym czgéciej ulegaja mez-
czyzni niz kobiety [73].

Dane epidemiologiczne pokazuja, ze w wielu krajach
rozwinietych nastapil réwniez wzrost liczby zakazen po-
wodowanych przez toksynotworcze szczepy C. ulcerans.
Wydaje si¢, ze zakazenia toksynotwoérczymi C. ulce-
rans zastepuja zakazenia toksynotwodrczymi C. diph-
theriae. W Wielkiej Brytanii w latach 2000-2009 wyizo-
lowano 43 szczepy toksynotwdrczych maczugowcow,
z ktorych 27 (63%) stanowily C. ulcerans [66]. We Fran-
cji w latach 2002-2008 wyizolowano 12 (63%) szcze-
pow C. ulcerans z 19 przypadkéw zakazen ludzi tok-
synotworczymi maczugowcami [5]. Z kolei w Stanach
Zjednoczonych w latach 1999-2005 w dwdch (29%)
z 7 zakazen wywolanych przez toksynotworcze gatunki
Corynebacterium wyizolowano C. ulcerans, natomiast
przed 1999 rokiem ostatni odnotowany przypadek zaka-
zenia toksynotworczym C. ulcerans mial tam miejsce
w 1996 roku. Réwniez w Japonii odnotowano dwa przy-
padki zakazen toksynotworczymi C. ulcerans u ludzi
w roku 2001 1 2002 [41].

Epidemiologia zakazen cztowieka powodowanych
przez C. ulcerans nie jest dobrze poznana. Jak wcze$niej
wspomniano, do zakazenia dochodzi zwykle przez kon-
takt ze zwierzetami lub poprzez spozycie niepasteryzo-
wanych produktéw mlecznych. Jednakze tego typu czyn-
niki ryzyka nie zostaly zidentyfikowane w niektérych
przypadkach klasycznej blonicy powodowanej przez
C. ulcerans, co sugeruje inne drogi zakazenia. Uwaza sig,
ze zakazenie czlowiek-cztowiek wystepuje rzadko [35].
Wydaje sie, ze grupe ryzyka zakazenia C. ulcerans sta-
nowig kobiety, szczegolnie powyzej 50 roku zycia. Praw-
dopodobnie jest to zwigzane z ich czestszym kontaktem
ze zwierzetami domowymi (np. koty), a takze z faktem,
ze - jak wykazaly przeprowadzone w Europie badania
- kobiety powyzej 40 roku zycia maja nizszy poziom
przeciwcial przeciwbtoniczych niz mezczyzni [19, 42].
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Natomiast niewiele informacji dotyczacych C. pseu-
dotuberculosis jest dostepnych w pismiennictwie. Jak
dotychczas zostalo opisanych mniej niz 30 przypadkow
zakazen ludzi tym drobnoustrojem. W opisanych przy-
padkach do zakazenia doszlo przez kontakt z kozami
i owcami [42, 58]. Szczepy toksynotworcze C. pseudo-
tuberculosis zwykle wywoluja zakazenia podobne do
blonicy. Wsérdd 25 krajow europejskich biorgcych udziat
w sieci monitorowania blonicy (Diphtheria Surveil-
lance Network) tylko trzy przypadki zakazen toksyno-
tworczymi C. pseudotuperculosis zostaly odnotowane
w latach 2000-2010 — dwa we Francji w 2004 i 2005 roku
ijeden w Wielkiej Brytanii w 2008 roku [18]. Wiekszos¢
opisanych zakazen ludzi nietosynotwdrczymi C. pseudo-
tuberculosis miata posta¢ zapalenia weztéw chtonnych
[37, 58], z wyjatkiem jednego przypadku eozynochton-
nego zapalenia ptuc [39] i jednego przypadku zakaze-
nia oka [48].

4. Czynniki zjadliwosci
4.1. Toksyna blonicza

Toksyna blonicza jest uznawana za gtéwny czynnik
wirulencji C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotubercu-
losis. Jest kodowana przez gen fox, obecny w materiale
genetycznym blisko ze soba spokrewnionych coryne-
bakteriofagow. Jak dotychczas najlepiej poznanym ich
przedstawicielem jest fag . Fagi nalezace do tej grupy
maja zdolno$¢ wbudowywania swojego DNA w chromo-
som Corynebacterium podczas fazy lizogenicznej cyklu
infekcyjnego. Integracja moze nastapi¢ w dwodch spe-
cyficznych miejscach: attBI i attB2. Ekspresja genu tox
w szczepach lizogennych jest regulowana przez biatko
DtxR w odpowiedzi na zmian¢ poziomu Fe?*. DtxR jest
globalnym regulatorem kodowanym przez chromo-
somalny gen dtxR. Bialko to reguluje ekspresje wielu
genéw zwigzanych z metabolizmem zelaza, ochrong
przed stresem oksydacyjnym, a takze patogeneza [27,
55]. Przy braku Fe?* apo-DtxR wystepuje w postaci nie-
aktywnego monomeru, ktéry w niewielkiej czesci two-
rzy niestabilne formy dimeryczne. Natomiast po akty-
wacji przez Fe?* DtxR tworzy stabilne dimery, ktérych
dwie pary przylaczaja si¢ po przeciwnych stronach do
sekwencji operatora genu fox. Bialko DtxR sktada sie
z dwdch gléwnych domen strukturalnych polaczonych
elastycznym regionem bogatym w proline. Domena
N-terminalna zawiera podstawowe i dodatkowe miejsca
wigzania jonéw metali, fragment rozpoznajacy struk-
ture helix-turn-helix DNA oraz znaczng powierzch-
nie hydrofobowa niezbedng do utworzenia stabilnego
dimeru [49]. Po przylaczeniu si¢ dimerdéw DtxR do pro-
motora tox transkrypcja genu tox jest hamowana. Kiedy
dostepnos¢ wolnych jondw zelaza jest ograniczona - jak
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Rys. 1. Regulacja ekspresji toksyny bfoniczej. Opis w tekscie

to ma miejsce w organizmie czlowieka i zwierzat gdzie
zelazo wystepuje gldwnie w postaci zwigzanej z bial-
kami - nie tworzace stabilnych kompleksow DtxR nie
jest w stanie przylaczy¢ sie do DNA, co prowadzi do
indukcji wytwarzania toksyny btoniczej (Rys. 1).
Toksyna btonicza skfada sie z trzech domen: domeny
katalitycznej, domeny transblonowej i domeny wiazacej
receptor. N-terminalna domena katalityczna o aktyw-
noéci ADP-rybozylotransferazy okreslana jest jako
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Rys. 2. Model dzialania toksyny bloniczej. Opis w tekscie

fragment A, natomiast domeny transblonowa i wia-
z3ca receptor sg razem okreSlane jako fragment B.
Fragment A z fragmentem B jest polaczony mostkiem
dwusiarczkowym. Domena transmembranowa umoz-
liwia przetransportowanie domeny katalitycznej przez
blong komorki eukariotycznej. Domena wigzaca recep-
tor przylacza sie do receptora na powierzchni komorki
eukariotycznej [9]. Intoksykacja pojedynczej komorki
eukariotycznej zostala schematycznie przedstawiona
na Rys.2. W pierwszym etapie toksyna wigze si¢ do
receptora na powierzchni komorki poprzez domeneg
wigzacy receptor (fragment B). Nastepnie utworzony
kompleks ulega internalizacji na drodze endocytozy za
posrednictwem receptora. W odpowiedzi na niskie pH
w powstatym endosomie nastgpuje zmiana konformacji
fragmentéw A i B toksyny, co prowadzi do ekspozycji
domeny hydrofobowej i zwigkszenia powinowactwa
do czasteczek lipidow blonowych. W nastepnym etapie
domena transmembranowa jest wbudowywana w biong
i fragment A toksyny ulega translokacji przez btone do
cytosolu. Mostek dwusiarczkowy laczacy fragment A
i B ulega redukcji. Koncowym etapem translokacji jest
uwolnienie fragmentu A do cytosolu, gdzie ulega on
ponownemu zwinieciu. Katalityczna domena toksyny
(fragment A) hamuje synteze bialek poprzez inaktywa-
cje czynnika elongacyjnego 2 (EF-2) przez jego ADP-
-rybozylacje. Wynikiem jest $mier¢ komorki [2, 22].

4.2. Inne czynniki zjadliwosci

Mechanizm wytwarzania toksyny bloniczej przez
toksynotworcze maczugowce zostal dobrze poznany,
ale niewiele wiadomo o innych czynnikach wirulencji
kluczowych dla kolonizacji gospodarza, wnikania i uni-
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kania dzialania systemu immunologicznego. Bakteryjne
czynniki, ktére umozliwiajg odréznienie szczepdw epi-
demicznych od endemicznych nie zostaly dotychczas
zidentyfikowane. Fakt, ze pewne epidemiczne klony s3
odpowiedzialne za epidemie blonicy z tysigcami zgonow
w krajach rozwinietych wskazuje, Ze bakteryjne czyn-
niki wirulencji, inne niz toksyna blonicza, s3 wazne
dla wywotania choroby u ludzi. Co wigcej, wzrastajaca
liczba przypadkéw choréb inwazyjnych, takich jak zapa-
lenie wsierdzia, bakteriemia, zapalenie pluc, zapalenie
szpiku, ropien $ledziony, septyczne zapalenie stawdw,
powodowanych przez nietoksynotworcze klony C. diph-
theriae rowniez wskazuje na wazna role innych czynni-
kéw wirulencji w przebiegu zakazenia [15, 28, 33, 74].
Publikowane w ostatnich dwoch latach wyniki analiz
calych genomoéw C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudo-
tuberculosis pokazuja obecno$¢ wielu gendw kodujgcych
przypuszczalne czynniki zjadliwosci [52, 60, 69, 70].
Jednak ich funkcja nie zostata jeszcze udowodniona.
Ponizej przedstawiono wybrane czynniki zjadliwosci,
ktorych funkcja zostala zbadana u tych trzech gatun-
kéw drobnoustrojow.

4.2.1. Czynniki adhezji

Przeprowadzone na liniach komérkowych badania
mechanizméw przylegania, wnikania i wewnatrzko-
morkowego przezywania przeprowadzone na szcze-
pach C. diphtheriae wykazaly, ze drobnoustroje te maja
zdolno$¢ przylegania nie tylko do komdrek nablonko-
wych krtani (Hep-2) czy gardla (Detroit 562), ale takze
wnikania do tych komoérek i przezywania w nich [3,
32]. Podczas gdy receptory komoérkowe gospodarza
i bialka zwigzane z wnikaniem patogenu wciaz nie s3
znane, bakteryjne czynniki adhezji zostaly ostatnio
przynajmniej czg$ciowo scharakteryzowane na pozio-
mie molekularnym. Dotychczas opisano trzy rézne typy
pili u C. diphtheriae okreslone jako pili typu SpaA, SpaD
i SpaH [26, 64, 68]. Geny zwigzane z wytwarzaniem pili
koduja dziewig¢ biatek pili, oznaczonych kolejnymi lite-
rami alfabetu od SpaA do Spal (Spa - sortase-media-
ted pilus assembly), oraz sze$¢ sortaz oznaczonych od
SrtA do SrtE. Pili kazdego typu zbudowane sg z trzech
bialek: gtéwnej podjednostki piliny tworzacej trzon pili
oraz dwoch pomniejszych podjednostek umiejscowio-
nych u podstawy i na koncu pili [59]. Trzon pili typu
SpaA zbudowany jest z polimerdw biatka SpaA, u pod-
stawy pili oraz na calej jej dlugosci znajduje sig¢ biatko
SpaB, a na koncu pili zlokalizowane jest bialko SpaC.
Podobnie, pili typu SpaD zbudowane sg z bialek SpaD,
SpaE i SpakF, a pili typu SpaH buduja biatka SpaH, Spal
i SpaG. Za polimeryzacje odpowiednich bialek w struk-
ture pilusa odpowiadajg sortazy. Geny pigciu z szesciu
opisanych u C. diphtheriae sortaz sa zgrupowane razem
z genami biatek pili, w ktorych sktadaniu uczestnicza
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- StrA z genami pili typu SpaA, SrtB/SrtC z genami pili
typu SpaD i SrtD/SrtE z genami pili typu SpaH. Nato-
miast sortaza SrtF zlokalizowana jest oddzielnie w geno-
mie [26, 64, 68].

Geny kodujace pili typu SpaA i SpaD zidentyfiko-
wano réwniez u C. pseudotuberculosis [70]. Natomiast
w genomie C. ulcerans wykryto obecnos¢ dwoch grup
genow odpowiedzialnych za wytwarzanie pili. Pierwsza
z nich jest podobna do grupy genéw kodujacych pili
typu SpaD u C. diphtheriae. Druga natomiast zawiera
geny spaB i spaC oraz gen sortazy strA. W odrdznieniu
od grupy genéw kodujacych pili typu SpaA u C. diph-
theriae, brak jest tu genu kodujacego biatko SpaA sta-
nowiace u C. diphtheriae trzon pili. Przypuszcza sig,
ze gléwna podjednostka budujaca te pili moze by¢
zastepowana przez biatko SpaD [69]. Z drugiej jednak
strony badania przeprowadzone dla szczepu NCTC
13129 C. diphtheriae pokazaly, ze pili sa sktadane nie-
zaleznie i morfologicznie roznig si¢ od siebie [26, 64,
68], co sugeruje ze zamiana gléwnej podjednostki pili
u C. ulcerans jest mato prawdopodobna. Bardziej praw-
dopodobne wydaje sig, ze bialka SpaB i SpaC tworza
dimery SpaB-SpaB i SpaC-SpaC zwigzane kowalen-
cyjnie z powierzchnig komorki C. ulcerans i, z powodu
braku trzonu pili, umozliwiajg blizszy kontakt z tkan-
kami gospodarza [8, 69].

Kontynuujac badania wtasciwosci pili Mandlik
i wsp. [50] wykorzystali mutanty C. diphtheriae defek-
tywne w wytwarzaniu poszczegdlnych typow pili w celu
poréwnania ich zdolnosci przylegania do komoérek
nablonkowych gardla, ptuc i krtani. Wykazali oni, ze spe-
cyficzne pili biorg udzial w adhezji do wszystkich bada-
nych typéw komoérek gospodarza, jednak z r6zng wydaj-
noscia przylegania do poszczegdlnych typéw komorek.
Co wiecej, oprocz podjednostek pili rdwniez obecno$é
innych bialek ma udzial w adhezji do nablonkowych
komorek krtani, gardta i pluc, poniewaz calkowita
utrata zdolnosci do przylegania na skutek mutagenezy
genow kodujacych pili i sortaze nie byla obserwowana.
Kolombo i wsp. [11] opisali udzial w przyleganiu
C. diphtheriae do erytrocytow bialek powierzchnio-
wych 67p i 72p nie tworzacych pili. Prawdopodobnie
znaczenie w adhezji C. diphtheriae do komoérek euka-
riotycznych majg takze hemaglutyniny, eksponowane na
powierzchni komorki bakteryjnej polisacharydy i reszty
cukrowe (mannoza, galaktoza, N-acetylogalaktozamina,
N-acetyloglukozamina), hydrofobiny i trans-sjalidazy
[52]. Mozna powiedzie¢, ze adhezja jest mechanizmem
wieloczynnikowym. Istnienie kilku réznych czynnikéw
adhezji i ré6znych receptoréw na powierzchni komorek
gospodarza potwierdzaja dodatkowo zaobserwowane
trzy rézne formy przylegania C. diphtheriae do komorek
nablonkowych krtani Hep-2: agregacyjny, zlokalizowany
(miejscowy) i dyfuzyjny [33, 34]. Oprocz obecnosci
adhezyn na przyleganie ma réwniez wpltyw dostepnos¢
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czynnikéw wzrostowych, na przyklad dodanie do pod-
toza zelaza wplywa na zdolno$¢ hemaglutynacji i wigza-
nia pektyny [12]. Zdolno$¢ hemaglutynacji jest uznawana
za wskaznik zdolnosci C. diphtheriae do przylegania
do blony komoérkowej komorek eukariotycznych [52].

4.2.2. Pobieranie zelaza

Zelazo jest jednym z kluczowych sktadnikéw nie-
zbednych do wzrostu wigkszosci bakterii. W organiz-
mach zwierzat i ludzi Zelazo wystepuje w postaci zwia-
zanej z biatkami, takimi jak transferyna, laktoferyna,
ferrytyna lub w postaci komplekséw jak hemina czy
hemoglobina. Dlatego tez wiekszo$¢ bakterii patogen-
nych rozwinelo systemy pozyskiwania zelaza z tkanek
gospodarza. Jeden z systemdw pozyskiwania zelaza jest
zwigzany z wytwarzaniem sideroforéw - drobnocza-
steczkowych zwigzkéw chemicznych chelatujacych jony
zelaza [72]. C. diphtheriae wytwarza siderofor okres-
lany jako corynebaktyna [61]. Jego dzialanie zwigzane
jest z grupa genoéw ciuABCDEFG, gdzie ciuA-D two-
rzg operon, ktorego produkt jest podobny do systemu
transportu typu ABC, ciuE jest wymagany do syntezy
sideroforu, produkt ciuF wykazuje podobienstwo do
biatek btonowych efflux bakterii Gram-dodatnich, nato-
miast produkt genu ciuG nie wykazuje podobienstwa
do zadnego znanego bialka [44]. Operon ciuABCDE
zostal rowniez wykryty u C. pseudotuberulosis [60, 70].
Ponadto u tego gatunku wykryto drugi zestaw genow
systemu transportu typu ABC - geny fagA, fagB, fagC
i fagD - réwniez zwigzany z pobieraniem zelaza w §ro-
dowisku o ograniczonym jego dostepie [4, 60].

C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotuberculosis wy-
tworzyly réwniez systemy pozyskiwania zelaza z hemu
i heminy, kodowane przez geny hmuT, hmuU, hmuV
i hmuO, z ktorych pierwsze trzy tworza operon. Operon
hmuTUV takze koduje system transportu typu ABC,
natomiast hmuO koduje oksygenaze¢ hemu, ktora kata-
lizuje degradacje wewnatrzkomérkowego hemu i tym
samym uwolnienie zelaza [62, 70]. Allen i Schmitt [1]
wykazali udzial w pozyskiwaniu zelaza z hemu i heminy
dodatkowych genéw htaA i htaB. Zaproponowani oni
model, zgodnie z ktérym hemina wiaze si¢ z HtaA,
a nastepnie za posrednictwem HtaB jest przenoszona na
HmuT. HmuT dostarcza hemine do permeazy HmuU,
bedacej sktadnikiem systemu transportu typu ABC, co
umozliwia pobranie heminy do cytosolu komorki bak-
teryjnej. W cytosolu na skutek degradacji heminy przez
enzym HmuO zostaja uwolnione jony zelaza [1].

4.2.3. Fosfolipaza D (Pld)
Fosfolipaza D kodowana przez gen pld jest enzymem

degradujacym sfingomieline. Uznawana jest za glowny
czynnik wirulencji C. ulcerans i C. pseudotuberculosis.
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Umozliwia przezywanie i rozprzestrzenianie si¢ bakterii
w tkankach gospodarza [53, 69]. Enzym Pld o podobnej
sekwencji aminokwasowej wsrod bakterii wytwarzaja
tylko wspomniane wyzej dwa gatunki oraz Arcanobac-
terium haemolyticum [54]. Co ciekawe, podobny enzym
jest wytwarzany jako egzotoksyna przez pajaki z rodzaju
Loxosceles [71]. Wykazano, ze zaréwno enzym bakte-
ryjny, jak tez wytwarzany przez pajaki, charakteryzuje
podobny efekt patofizjologiczny obejmujacy agregacje
plytek krwi, nadprzepuszczalnos¢ srodblonkows, hemo-
liz¢ zalezng od dopelniacza oraz neutrofilozalezng mar-
twice skory [17].

4.2.4. Proteazy serynowe

Proteazy serynowe sg sekrecyjnymi enzymami hy-
drolizujacymi wigzania peptydowe. Uczestniczg w pato-
genezie zakazen poprzez modulacje swoistych i nie-
swoistych mechanizméw obronnych gospodarza oraz
destrukcje tkanek gospodarza. W genomie C. ulcerans
stwierdzono obecnos¢ dwoch genow - tspA i vspl
- kodujacych te enzymy. Dodatkowo w szczepie wyizo-
lowanym od pacjenta stwierdzono obecno$¢ trzeciego
genu kodujacego proteze serynowa oznaczonego jako
vsp2. Obecnos¢ dodatkowego genu kodujacego tego
typu enzym moze sugerowacd, Ze szczep wytwarza wie-
cej proteaz serynowych nich szczepy nie posiadajace
dodatkowego genu, moze pomaga¢ w interakcji pato-
gen-gospodarz oraz w przezywaniu bakterii w nieko-
rzystnym $rodowisku [69]. Analiza genomu C. pseudo-
tuberculosis rowniez wykazala obecno$¢ genéw kodu-
jacych proteazy serynowe [70].

4.2.5. Neuraminidaza H (NanH)

Neuraminidazy stanowia grupe hydrolaz glikozy-
lowych, ktore katalizujg usuwanie koncowych kwasow
sjalowych z réznych glikokoniugatow i wykazujg duze
powinowactwo do reszt kwasu sjalowego zwigzanego
z resztami cukrowymi polisacharydéw eksponowanych
na powierzchni komorki gospodarza. Enzymy te biorg
udzial w modyfikowaniu zdolnosci komérek gospoda-
rza do odpowiedzi na zakazenie bakteryjne. Neurami-
nidaze wytwarzaja zaréwno C. ulcerans, C. diphtheriae,
jak i C. pseudotuberculosis [52, 69, 70].

5. Podsumowanie

Wprowadzenie w latach 40. obowigzkowych szcze-
pien przeciwbloniczych w wielu krajach Europy pozwo-
lifo na znaczace zmniejszenie liczby zachorowan na
blonice. Jednak ostatnie lata pokazujg, ze C. ulcerans
i C. diphtheriae sa powracajacymi patogenami czlowieka.
Obserwowana zmiennos$¢ genetyczna tych patogenéow
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prawdopodobnie umozliwia im zasiedlenie nowej niszy
ekologicznej. Obecnie izolowane w krajach o wysokim
odsetku zaszczepienia przeciw blonicy szczepy C. diph-
theriae nie wytwarzajg toksyny bloniczej, ale posiadaja
zdolnos$¢ wnikania do tkanek i wywolywania zakazen
systemowych. Niegdys sporadyczne, obecnie coraz czg-
$ciej odnotowywane sg takze zakazenia ludzi C. ulcerans.
Zmienno$¢ cech zjadliwosci jest zwigzana z obecno-
$cig licznych wysp patogennosci w genomach C. diph-
theriae, C.ulcerans i C. pseudotuberculosis. Poréwna-
nie genomoéw dwoch szczepdw C. diphtheriae: NCTC
13129 i C7(-) pokazalo, ze 11 z 13 wysp patogennosci
wykrytych w szczepie NCTC 13129 nie byto obecnych
w szczepie C7(-) [36]. Roznice w skladzie genow stwier-
dzono réwniez poréwnujac szczep C. ulcerans izolowany
z zapalenia pluc zakonczonego zgonem pacjenta ze
szczepem z wymazu z nosa psa nie wykazujacego obja-
wow chorobowych [69].

Wzrost zainteresowania badaczy czynnikami zja-
dliwosci innymi niz toksyna blonicza u potencjalnie
toksynotworczych gatunkéw maczugowcdw pojawil sie
dopiero w ostatnich latach, dlatego wciaz jeszcze nie-
wiele na ten temat wiadomo. Prowadzone analizy calych
genomow pokazuja istnienie wielu potencjalnych czyn-
nikow zjadliwosci, ale takze licznych genéw kodujacych
bialka o nieznanej funkcji. Pelne poznanie czynnikéw
zjadliwosci tych drobnoustrojéw pozwoli na zrozumie-
nie patogenezy wywotywanych przez nie zakazen.

Pismiennictwo

1. Allen C.E., Schmitt M.P.: HtaA is an iron-regulated hemin bind-
ing protein involved in the utilization of heme iron in Coryne-
bacterium diphtheriae. ]. Bacteriol. 191, 2638-2648 (2009)

2. Bennett M.]., Eisenberg D.: Refined structure of monomeric
diphtheria toxin at 2.3 A resolution. Protein Sci. 3, 1464-1475
(1994)

3. Bertuccini L., Baldassarri L., von Hunolstein C.: Internaliza-
tion of non-toxigenic Corynebacterium diphtheriae by cultured
human respiratory epithelial cells. Microbial. Path. 37,111-118
(2004)

4. Billington S.J., Esmay P.A., Songer J.G., Jost H.: Identification
and role in virulence of putative iron acquisition genes from
Corynebacterium pseudotuberculosis. FEMS Microbiol. Lett.
208, 41-45 (2002)

5. Bonmarin I., Guiso N., Le Fleche-Mateos A., Patey O., Gri-
mont P.A.D., Levy-Bruhl D.: Diphtheria: a zoonotic disease in
France? Vaccine, 27, 4196-4200 (2009)

6. Bregenzer T., Frei R., Ohnacker H., Zimmerli W.: Corynebac-
terium pseudotuberculosis infection in a butcher. Clin. Microb.
Infect. 3, 696-698 (1997)

7. Centers for Disease Control and Prevention. Travelers’ Health
- Yellow Book. http://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2010/
chapter-2/diphtheria.aspx (24 lipca 2012)

8. Chang C., Mandlik A., Das A., Ton-That H.: Cell surface display
of minor pilin adhesins in the form of a simple heterodimeric
assembly in Corynebacterium diphtheriae. Mol. Micorbiol. 79,
1236-1247 (2011)

207

9. Choe S., Bennett M.J,, Fujii G., Curmi PM., Kantardjieff K.A.,
Collier R.J., Eisenberg D.: The crystal structure of diphtheria
toxin. Nature, 357, 216-222 (1992)

10. Clarridge J.E., Spiegel C.A.: Corynebacterium and miscellane-
ous irregular Gram-positive rods, Erysipelothrix, and Gard-
nerella (w) Manual of Clinical Microbiology, red. Murray PR.,
Baron E.J., Pfaller M.A., Tenover E.C., Yolken R.H., ASM Press,
Washington, D.C., 1995, s. 357.

11. Colombo A.V,, Hirata R.Jr., Rocha de Souza C.M., Monteiro-
Leal L.H., Previato J.O., Formiga L.C.D., Andrade A.EB,
Mattos-Guaraldi A.L.: Corynebacterium diphtheriae surface
proteins as adhesins to human erythrocytes. FEMS Microbiol.
Lett. 197, 235-239 (2001)

12. de Oliveira Moreira L., Andrade A.EB., Vale M.D., Souza S.M.S.,
Hirata R.Jr, Asad L.O.B., Asad N.R., Monteiro-Leal L.H.,
Previato J.O., Mattos-Guaraldi A.L.: Effects of iron limitation on
adherence and cell surface carbohydrates of Corynebacterium
diphtheriae strains. Appl. Environ. Microbiol. 69, 5907-5913
(2003)

13. De Zoysa A, Efstratiou A.: Eight International Meeting of the
European Laboratory Working Group on Diphtheria and the
Diphtheria Surveillance Network — June 2004: Progress is
needed to sustain control of diphtheria in European Region.
Eurosurveill. 9, 489 (2004)

14. De Zoysa,A., Hawkey PM., Engler K., George R., Mann G.,
Reilly W, Taylor D., Efstratiou A.: Characterization of toxigenic
Corynebacterium ulcerans strains isolated from humans and
domestic cats in the United Kingdom. J. Clin. Microbiol. 43,
4377-4381 (2005)

15. DeWinter L., Bernard K.A., Romney M.C.: Human clinical
isolates of Corynebacterium diphtheriae and Corynebacterium
ulcerans collected in Canada from 1999 to 2003 but not fitting
reporting criteria for cases of diphtheria. J. Clin. Microbiol. 43,
3447-9 (2005)

16. Dias A.A.S.O., A.L. Mattos-Guaraldi i wsp.: Corynebacterium
ulcerans isolated from an asymptomatic dog kept in an animal
shelter in the metropolitan area of Rio de Janeiro, Brazil. Vector
Borne Zoonotic Dis. 10, 743-748 (2010)

17. Dias A.A.S.O., A.L. Mattos-Guaraldi i wsp.: Strain-dependent
arthritogenic potential of the zoonotic pathogen Corynebacte-
rium ulcerans. Vet. Microbiol. 153, 323-331 (2011)

18. DIPNET. Diphtheria Surveillance Network. Realtime Case
Summary Information From EU Partners. http://www.dipnet.
org/summary_analysis.secure.php (24 lipca 2012)

19. Edmunds WJ., E. Miller i wsp.: The sero-epidemiology of
diphtheria in Western Europe. Epidemiol. Infect. 125, 113-125
(2000)

20. European Centre for Disease Prevention and Control. Annual
Epidemiological Report on Communicable Diseases in Europe
2010. Stockholm: ECDC; 2010.

21. European Centre for Disease Prevention and Control. Annual
Epidemiological Report. Reporting on 2009 surveillance data
and 2010 epidemic intelligence data. Stockholm: ECDC; 2010.

22. Falnes P.O,, Sandvig K.: Penetration of protein toxins into cells.
Curr. Opin. Cell Biol. 12, 407-413 (2000)

23. Farfour E., Badell E., Zasada A., Hotzel H., Tomaso H.,
Guillot S., Guiso N.: Characterization and comparison of inva-
sive Corynebacterium diphtheriae isolates from France and
Poland. J. Clin. Microbiol. 50, 173-175 (2012)

24. Funke G., vonGraevenitz A., Clarridge III J.E., Bernard K.A.:
Clinical microbiology of coryneform bacteria. Clin. Microbiol.
Rev. 10, 125-159 (1997)

25. Galbraith N.S., Forbes P, Clifford C.: Communicable disease
associated with milk and dairy products in England and Wales
1951-80. Br. Med. J. (Clin. Res. Ed.), 284, 1761-1765 (1982)



208

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Gaspar A.H., Ton-That H.: Assembly of distinct pilus structures
on the surface of Corynebacterium diphtheriae. J. Bacteriol.
188, 1526-1533 (2006)

Groman N.B.: Conversion by corynephages and its role in the
natural history of diphtheria. J. Hyg. (Camb.), 93, 405-417
(1984)

Gubler J., Huber-Schneider C., Gruner E., Altwegg M.: An out-
break of nontoxigenic Corynebacterium diphtheriae infection:
single bacterial clone causing invasive infection among Swiss
drug users. Clin. Infect. Dis. 27, 1295-1298 (1998)

Hall A.J., M.L. Tondella i wsp.: Novel Corynebacterium diph-
theriae in domestic cats. Emerg. Infect. Dis. 16, 688-691 (2010)
Hart R.J.C.: Corynebacterium ulcerans in humans and cattle in
North Devon. J. Hyg. (Camb.), 92, 161-164 (1984)

Henricson B., Segarra M., Garvin J., Burns J., Jenkins S., Kim C.,
Popovic T., Golaz A., Akey B.: Toxigenic Corynebacterium
diphtheriae associated with an equine wound infection. J. Vet.
Diagn. Invest. 12, 253-257 (2000)

Hirata R. Jr., Napoleao E, Monteiro-Leal L.H., Andrade A.EB,,
Nagao PE., Formiga L.C.D, Fonseca L.S., Mattos-Guaraldi A.L.:
Intracellular viability of toxigenic Corynebacterium diphthe-
riae strains in HEp-2 cells. FEMS Microbiol. Lett. 215,115-119
(2002)

Hirata R.Jr, Pereira G.A., Filardy A.A., Gomes D.LR.,
Damasco P.V,, Rosa A.C.P, Nagao P.E., Pimenta EP.,, Mattos-
Guaraldi A.L.: Potential pathogenic role of aggregative-adher-
ing Corynebacterium diphtheriae of different clonal groups in
endocarditis. Braz. J. Med. Biol. Res. 41, 986-991 (2008)
Hirata R.Jr., Souza S.M.S., Rocha de Souza C.M., Andrade A.EB.,
Monteiro-Leal L.H., Formiga L.C.D., Mattos-Guaraldi A.L.:
Patterns of adherence to HEp-2 cells and actin polymerization
by toxigenic Corynebacterium diphtheriae strains. Microbial.
Path. 36, 125-130 (2004)

Hogg R.A., Wessels ., Hart J., Efstratiou A., De Zoysa A.,
Mann G., Allen T,, Pritchard G.C.: Possible zoonotic trans-
mission of toxigenic Corynebacterium ulcerans from compan-
ion animals in a human case of fatal diphtheria. Vet. Rec. 165,
691-692 (2009)

Iwaki M., Komiya T., Yamamoto A., Ishiwa A., Nagata N.,
Arakawa Y., Takahashi M.: Corynebacterium diphtheriae C7(-)
and PW8 strains: Genome organization and pathogenicity.
Infect. Immun. 78, 3791-800 (2010)

Join-Lambert O.F, Ouache M., Canioni D., Beretti J.L.,
Blanche S., Berche P, Kayal S.: Corynebacterium pseudotuber-
culosis necrotizing lymphadenitis in a twelve-year-old patient.
Pediatr. Infect. Dis. ]. 25, 848-851 (2006)

Jones D., Collins M.D.: Irregular, nonsporing Gram-positive
rods (w) Bergey’s manual of systemic bacteriology, volume 2,
red. Sneath PH.A., Mair N.S., Sharpe M.E., Holt J.G., Williams
& Wilkins, Baltimore, 1986, s. 1261.

Keslin M.H., McCoy E.L., McCusker J.J., Lutch J.S.: Corynebac-
terium pseudotuberculosis. A new cause of infectious and
eosinophilic pneumonia. Am. J. Med. 67, 228-231 (1979)
Kisely S.R., Proce S., Ward T.. Corynebacterium ulcerans:
a potential cause of diphtheria. Commun. Dis. Rep. CDR Rev.
4, R63-R64 (1994)

Komiya T., Seto Y., De Zoysa A., Iwaki M., Hatanaka A.,
Tsunoda A., Arakawa Y., Kozaki S., Takahashi M.: Two Japa-
nese Corynebacterium ulcerans isolates from the same hospital:
ribotype, toxigenicity and serum antitoxin titre. J. Med. Micro-
biol. 59, 1497-1504 (2010)

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

ALEKSANDRA ANNA ZASADA

Kwaszewska A., Anusz Z.: Appearance in domestic animals
of Corynebacterium diphtheriae and other Corynebacterium
strains pathogenic for man. Przegl. Epidem. 33, 269-276 (1979)
Kraszewska A.K., Szewczyk E.M.: Postepy w taksonomii i meto-
dach identyfikacji izolowanych od ludzi bakterii z rodzaju
Corynebacterium. Post. Mikrobiol. 50, 155-167 (2011)

Kunkle C.A., Schmitt M.P: Analysis of a DtxR-regulated
iron transport and siderophore biosynthesis gene cluster in
Corynebacterium diphtheriae. J. Bacteriol. 187, 422-433 (2005)
Kuszewski K.: Blonica (w) Choroby zakazne i pasozytnicze, red.
Magdzik W., Naruszewicz-Lesiuk D., Zielinski A., alfa-medica
Press, Bielsko-Biata, 2007, s. 40.

Lartigue M.-E, Monnet X,, Le Fleche A., Grimont PA.D.,,
Benet J.-J., Durrbach A., FabreM., Nordmann P.: Corynebacte-
rium ulcerans in an immunocompromised patient with diph-
theria and her dog. J. Clin. Microbiol. 43, 999-1001 (2005)
Leggett B.A., De Zoysa A., Abbott Y.E., Leonard N., Markey B.,
Efstratiou A.: Toxigenic Corynebacterium diphtheriae isolated
from a wound in a horse. Vet. Rec. 166, 656-658 (2010)

Liu D.T., Chan W.M., Fan D.S., Lam D.S.: An infected hydrogel
buckle with Corynebacterium pseudotuberculosis. Br. J. Ophthal-
mol. 89, 245-246 (2005)

Love J.E, vanderSpek J.C., Marin V., Guerrero L., Logan T.M,,
Murphy J.R.: Genetic and biophysical studies of diphtheria toxin
repressor (DtxR) and the hypeactive mutant DtxR(E175K) sup-
port a multistep model of activation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
101, 2506-2511 (2004)

Mandlik A., Swierczynski A., Das A., Ton-That H.: Corynebac-
terium diphtheriae employs specific minor pilins to target
human pharyngeal epithelial cells. Mol. Microbiol. 64, 111-124
(2007)

Mattos-Guaraldi A.L., Formiga L.C.D., Pereira G.A.: Cell sur-
face components and adhesion in Corynebacterium diphthe-
riae. Microb. Infect. 2, 1507-1512 (2000)

Mattos-Guaraldi A.L., Formiga L.C.D.: Bacteriological proper-
ties of a sucrose-fermenting Corynebacterium diphtheriae strain
isolated from case of endocarditis. Curr. Microbiol. 37, 156-158
(1998)

McKean S.C., Davies ].K., Moore R.J.: Expression of phospholi-
pase D, the major virulence factor of Corynebacterium pseudo-
tuberculosis, is regulated by multiple environmental factors and
plays a role in macrophage death. Microbiology, 153,2203-2211
(2007)

McNamara PJ., Cuevas W.A., Songer J.G.: Toxic phospholi-
pases D of Corynebacterium pseudotuberculosis, C.ulcerans
and Arcanobacterium haemolyticum: cloning and sequence
homology. Gene, 156, 113-118 (1995)

Oram M., Woolston J.E., Jacobson A.D., Holmes R.K.,
Oram D.M.: Bacteriophage-base vectors for site-specific inser-
tion of DNA in the chromosome of coryenbacteria. Gene, 391,
53-62 (2007)

Parish H.S., O’Kell C.C.: On the isolation of virulent diphtheria
bacilli from wounds of horses. Br. J. Exp. Pathol. 7, 173-174
(1926)

Patey O., C. Lafaix i wsp.: Clinical and molecular study of
Corynebacterium diphtheriae systemic infections in France.
J. Clin. Microbiol. 35, 441-445 (1997)

Peel M.M., Palmer G.G., Stacpoole A.M., Kerr T.G.: Human
lymphadenitis due to Corynebacterium pseudotuberculosis:
report of ten cases from Australia and review. Clin. Infect. Dis.
24, 185-191 (1997)



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

WYSTEPOWANIE I CHOROBOTWORCZOSC DLA CZEOWIEKA POTENCJALNIE TOKSYNOTWORCZYCH MACZUGOWCOW

Rogers E.A., Das A., Ton-That H.: Adhesion by pathogenic
corynebacteria. Adv. Exp. Med. Biol. 715, 91-103 (2011)

Ruiz J.C., V. Azevedo i wsp.: Evidence for reductive genome
evolution and lateral acquisition of virulence functions in
two Corynebacterium pseudotuberculosis strains. PlosONE, 6,
e18551 (2011)

Russell L.M., Holmes R.K.: Highly toxigenic but avirulent Park-
Williams 8 strain of Coryenabcterium diphtheriae does not pro-
duce siderophore. Infect. Immun. 47, 575-578 (1985)

Schmitt MP.: Utilization of host iron sources by Corynebac-
terium diphtheriae: identification of a gene whose product is
homologous to eukaryotic heme oxygenases and is required
for acquisition of iron from heme and hemoglobin. J. Bacteriol.
179, 838-845 (1997)

Schuhegger R., Schoetner C., Dlugaiczyk J., Lichtenfeld I.,
Trouillier A., Zeller-Peronnet V., Busch U., Berger A., Kugler R.,
Hormansdorfer S., Sing A.: Pigs as source for toxigenic Coryne-
bacterium ulcerans. Emerg. Infect. Dis. 15, 1314-1315 (2009)
Swierczynski A., Ton-That H.: Type III pilus of corynebacteria:
pilus length is determined by the level of its major pilin subunit.
J. Bacteriol. 188, 6318-6325 (2006)

Taylor D.J., Efstratiou A.: Diphtheria toxin production by
Corynebacterium ulcerans from cats. Vet. Rec. 150, 355 (2002)
Taylor J., Saveeda-Campos M., Harwood D., Pritchard G,
Raphaely N., Kapadia S., Efstratiou A., White J., Balasegaram
S.: Toxigenic Corynebacterium ulcerans infection in veterinary
student in London, United Kingdom, May 2010. Eurosurveill,
15, 19634 (2010)

Tiwari T.S.P,, Golaz A., Yu D.T., Ehresmann K.R., Jones T.F,
Hill H.E., Cassiday PK., Pawlowski L.C., Moran J.S., Popovic T.,
Wharton M.: Investigations of 2 cases of diphtheria-like illness

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

209

due to toxigenic Corynebacterium ulcerans. Clin. Infect. Dis. 46,
395-401 (2008)

Ton-That H., Schneewind O.: Assembly of pili on the surface
of Corynebacterium diphtheriae. Mol. Microbiol. 50, 1429-1438
(2003)

Trost E., A. Tauch i wsp.: Comparative analysis of two complete
Corynebacterium ulcerans genomes and detection of candidate
virulence factors. BMC Genomics, 12, 383 (2011)

Trost E., Tauch A.: The complete genome sequence of Coryne-
bacterium pseudotuberculosis FRC41 isolated from a 12-year-
old girl with necrotizing lymphadenitis reveals insights into
gene regulatory networks contributing to virulence. BMC
Genomics, 11, 728 (2010)

van Meeteren L.A., Frederiks E, Giepmans B.N., Pedrosa M.E,,
Billington S.J., Jost B.H., Tambourgi D.V., Moolenaar W.H.: Spi-
der and bacterial sphingomyelinases D target cellular lysophos-
phatidic acid receptors by hydrolyzing lysophosphatidylcholine.
J. Biol. Chem. 279, 10833-10836 (2004)

Zajdowicz S., Haller J.C., Krafft A.E., Hunsucker S.W,
Mant C.T., Duncan M.W.,, Hodges R.S., Jones D.N.M., Hol-
mes R.K.: Purification and structural characterization of sidero-
phore (corynebactin) from Corynebacterium diphtheriae. PLoS
ONE, 7, €34591 (2012)

Zasada A.A., Baczewska-Rej M., Wardak S.: An increase in non-
toxigenic Corynebacterium diphtheriae infections in Poland
- molecular epidemiology and antimicrobial susceptibility of
strains isolated from past outbreaks and those currently circu-
lating in Poland. Int. J. Infect. Dis. 14, €907-912 (2010)
Zasada A.A., Baczewska-Rej M.: Typy szczepow Corynebac-
terium diphtheriae izolowanych w Polsce w latach 2004-2008.
Med. Dosw. Mikrobiol. 60, 183-190 (2008)






POST. MIKROBIOL,,
2013,52,2,211-218
http://www.pm.microbiology.pl

MOLEKULARNE METODY IDENTYFIKAC]I BAKTERII
Z RODZAJU STAPHYLOCOCCUS

Ewa Szczuka'™, Nicoletta Makowska!, Adam Kaznowski!

! Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii Eksperymentalnej, Wydziat Biologii,
Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu, ul. Umultowska 89, 61-614 Poznan

Wplyneto w maju 2012 r.

1. Wprowadzenie. 2.1. Réznicowanie gatunkéw na postawie sekwencji 16S rDNA. 2.2. Wykorzystanie polimorfizmu miedzygenowego
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Molecular methods for the identification of bacteria from the genus Staphylococcus

Abstract: Staphylococci are increasingly recognized as etiological agent of many opportunistic human and animal infections, indicating
the need for rapid and accurate identification of these bacteria. In recent years, a significant progress in the identification and
phylogenetic studies of Staphylococcus species has been made. In this paper we describe several molecular methods used in taxonomy
and identification of staphylococci. The analysis of 16S rRNA gene, gap gene (coding for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase),
hsp60 gene (encoding heat shock protein Hsp60), dnaJ gene (encoding heat shock protein Hsp40), tuf gene (encoding elongation factor
Tu), sodA gene (encoding superoxide dismutase), ropB gene (encoding the beta subunit of RNA polymerase) has been used as tool
for the identification of Staphylococcus isolates. Besides the sequence analysis, the PCR-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) analysis of core genes (16S rRNA, gap, hsp60, dna], tuf) has been described. Attention is also paid to new molecular methods
such as real-time PCR and mass spectrometry.

1. Introduction. 2.1. Differentiation of staphylococcal species based on 16S rRNA gene sequence. 2.2. Use of the polymorphism of the
16S-23S rRNA spacer for staphylococci identification. 2.3. Identification of staphylococci using the sequence and restriction fragment
length polymorphism analysis of gap gene. 2.4. The sequence of the hsp60 gene as a marker for classification and identification of
staphylococci. 2.5. Use of polymorphism of dna] gene for the identification of Staphylococcus spp. 2.6. Differentiation of staphylococcal
species based on tuf gene sequence. 2.7. Use of the polymorphism of sodA gene in diagnostics of staphylococcal species. 2.8. Identification
based on ropB gene sequence. 3. Application of real-time PCR in diagnostics of staphylococci. 4. Application of mass spectrometry in the
identification of staphylococcal isolates. 5. Summary

Stowa kluczowe: Staphylococcus, identyfikacja, genetyczne zréznicowanie

Key words: Staphylococcus, identification, genetic diversity

1. Wstep

Bakterie z rodzaju Staphylococcus powszechnie wyste-
puja w srodowisku naturalnym. Wiele gatunkéw gron-
kowcéw stanowi naturalny sktadnik flory bakteryjnej
skory i blon sluzowych cztowieka. Szczepy gronkow-
cdw sg rowniez izolowane z produktéow pochodzenia
zwierzecego oraz gleby, wody, kurzu i powietrza [15,
22, 39]. Obecnie do rodzaju Staphylococcus zalicza si¢
47 gatunki, przy czym w obrebie 10 gatunkéw wyod-
rebniono podgatunki [1, 7, 15, 17, 30, 32, 36, 45, 47]
(Tab.I). Istniejacy historyczny podzial na gronkowce
koagulazo-dodatnie i koagulazo-ujemne oparty jest na
zdolnosci lub braku do wytwarzania zewnatrzkomorko-
wego biatka stymulujacego proces krzepnigcia plazmy.
Do gronkowcéw koagulazo-dodatnich nalezg nastepu-

jace gatunki: S. aureus, S. intermedius, S. schleiferi subsp.
coagulans, S. pseudintermedius, S. lutrae, S. delphini oraz
niektore szczepy zaliczane do gatunku S. hyicus [22, 34,
49]. Najwigksze znaczenie kliniczne ma gronkowiec
zlocisty (S. aureus), ktory odpowiedzialny jest za wiele
réznych zakazen czlowieka.

Gronkowce koagulazo-ujemnych wywoluja zakaze-
nia gléwnie u 0séb z obnizong odpornoscia oraz ludzi,
u ktérych w leczeniu zastosowano réznego rodzaju
cewniki, protezy oraz implanty ortopedyczne [28, 37].
Za gléwny czynnik wirulencji tej grupy bakterii uwaza
sie zdolno$¢ tworzenia ztozonych struktur biofilmo-
wych na powierzchniach abiotycznych jak réwniez na
powierzchni uszkodzonej tkanki [8, 15]. Wsrod gron-
kowcow koagulazo-ujemnych wywolujacych zakazenia
u ludzi gatunkiem dominujacym jest S.epidermidis.

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii Eksperymentalnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. A. Mickie-
wicza w Poznaniu, ul. Umultowska 89, 61-614 Poznan; tel. 61 829 59 36; e-mail: ewasz@amu.edu.pl
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Tabela I
Gatunki i podgatunki wyréznione w rodzaju Staphylococcus sp.
(1,7, 15, 17, 30, 32, 36, 45, 47]

S. agnetis

S. lentus

S. aureus subsp. anaerobius

S. lugdunensis

S. aureus subsp.aureus

S. lutrae

S. arlettae S. massiliensis
S. auricularis S. microti
S. capitis subsp. capitis S. muscae

S. capitis subsp. urealyticus

S. nepalensis

S. caprae

S. pasteuri

S. carnosus subsp. carnosus

S. pettenkoferi

S. carnosus subsp. utilis

S. petrasii

S. chromogenes

S. piscifermentans

S. cohnii subsp. cohnii

S. pseudintermedius

S. cohnii subsp. urealyticus

S. rostri

S. condimenti

S. saccharolyticus

S. delphini

S. saprophyticus subsp. bovis

S. devriesei

S. epidermidis

S. saprophyticus subsp.
saprophyticus

S. equorum subsp. equorum

S. schleiferi subsp. schleiferi

S. equorum subsp. linens

S. schleiferi subsp. coagulans

S. felis

S. sciuri subsp. carnaticus

S. fleurettii

S. sciuri subsp. rodentium

S. gallinarum

S. sciuri subsp. sciuri

S. haemolyticus

S. simiae

S. hominis subsp. hominis

S. simulans

S. hominis subsp.

S. stepanovicii

novobiosepticus S. succinus subsp. casei
S. hyicus S. succinus subsp. succinus
S. intermedius S. vitulinus
S. jettensis S. warneri
S. kloosii S. xylosus

Coraz czgsciej obserwuje si¢ infekcje wywotane przez
szczepy S. haemolyticus, S. hominis i S. saprophiticus.
Natomiast znacznie rzadziej czynnikiem etiologicznym
infekcji cztowieka sg S. warneri, S. simulans, S. capitis,
S. lugdunensis, S. caprae, S. xylosus, S. sciuri, S. chromo-
genes, S.auricularis, S. schleiferi, S.cohnii, S. quorum,
S. intermedius, S. pseudintermedius [5, 12, 21, 38, 42,
43, 48-50]. Z materialéw pobranych od zwierzat izolo-
wane sg glownie S. intermedius, S. sciuri i S. hyicus [15,
33, 34]. Rosnacy udziat gronkowcéw koagulazo-ujem-
nych w zakazeniach ludzi i zwierzat stwarza koniecznos¢
prawidlowej ich identyfikacji, co z kolei umozliwi pre-
cyzyjne okreslenie roli poszczegdlnych gatunkéw gron-
kowcodw w chorobotworczosci. Fenotypowa identyfika-
cja gronkowcow koagulazo-ujemnych jest dlugotrwata
i ucigzliwa. Powszechnie stosowane testy komercyjne
nie odznaczaja si¢ wysoka wiarygodnoscia [3, 39, 53].
Na przestrzeni kilkunastu ostatnich lat zaproponowano

kilkanascie metod opartych na analizie DNA bakteryj-
nego, ktore zdaniem autoréw umozliwiajg identyfikacje
gatunkow gronkowcow.

2.1. Réznicowanie gatunkow na postawie
sekwencji 16S rDNA

Ze wzgledu na wysoce konserwatywny charakter
16S rDNA gronkowcow nie jest mozliwe réznicowanie
wszystkich gatunkéw [46]. Kwok i wsp. [26] okres-
lili, ze podobienstwo sekwencji 16S rDNA szczepow
reprezentujacych 29 gatunkéow gronkowcow jest bar-
dzo wysokie i wynosi od 92 do 99%. Jednak Becker
i wsp. [3] wykazali mozliwo$¢ réznicowania 38 gatun-
kéw gronkowcéw na podstawie sekwencji koncowego
regionu genu 16S rRNA o dlugosci 464 pz, obejmuja-
cego nukleotydy od pozycji 54 do 510. Okreslono, ze
poszczegolne gatunki obejmuja szczepy bakteryjne
z przynajmniej 98,7% podobienstwem sekwencji nukle-
otydowej. Wszystkie szczepy referencyjne i typowe
poszczegolnych gatunkéw gronkowcdw mogly by¢ roz-
réznione z wyjatkiem S. intermedius i S. delphini. Taka
samg sekwencje nukleotydowq mialy szczepy S. pulvereri
iS. vitulinus, ktore obecnie uwazane s3 za jeden gatunek.
Wynik analizy sekwencji wyzej wymienionionego frag-
mentu 16S rDNA umozliwil réznicowanie podgatunkow
w obrebie S. carnosus, S. cohnii, S. hominis, S. schleiferi
i S. succinus. Natomiast niemozliwe bylo réznicowanie
podgatunkoéw S. aureus, S. capitis, S. equorum, S. sapro-
phyticus i S. sciuri.

W 2010 roku ukazata sie praca przedstawiajaca
wyniki badan majace na celu opracowanie metody
identyfikacji gronkowcdw w oparciu o analize restryk-
cyjng fragmentu sekwencji 16S rDNA. Onni i wsp.
[31] zaprojektowali startery umozliwiajace amplifikacje
zmiennego regionu genu 16S rRNA. W wyniku reak-
cji PCR otrzymano produkt o wielkosci 1403 pz, ktory
nastepnie byl podany trawieniu enzymami restrykcyj-
nymi: Rsal, Pstl i Alul. Uzyskane fragmenty DNA roz-
dzielano elektroforetycznie w denaturujacym zelu polia-
krylamidowym. Onni i wsp. [31] do swych badan
wlaczyli 9 szczepow referencyjnych oraz liczng grupe
szczepow wyizolowanych z mleka owiec (tabela II).

2.2. Wykorzystanie polimorfizmu miedzygenowego
16S rRNA i 23S rRNA do identyfikacji
gronkowcow

Couto i wsp. [6] zaproponowali wykorzystanie
polimorficznych regionéw pomiedzy genami koduja-
cymi 16S rRNA i 23S rRNA (ITS, internal transcri-
bed spacer) do identyfikacji gronkowcéw. Regiony
ITS odznaczajg si¢ rézng wielko$cig oraz wysokim
stopniem zréznicowania sekwencji u poszczegdlnych
gatunkow bakterii. Zalety i wady tej metody przedsta-
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Tabela II
Poréwnanie wybranych molekularnych metod identyfikacji bakterii z rodzaju Staphylococcus
Metoda Zalety Wady
RFLP sekwencji mozliwoé¢ réznicowania 9 szczepow referencyjnych: | — brak mozliwosci réznicowania izolatow
16S rDNA [31] S. epidermidis, S. chromogenes, S. caprae, S. xylosus, nalezacych do gatunkow S. epidermidis, S. caprae
S. sciuri, S. simulans, S. warneri, S. capitis, S. hominis iS. capitis
analiza polimorfizmu | - unikatowe profile dla 29 typowych i referencyjnych | — wysokie podobienstwo profili DNA w obrebie
miedzygenowego szczepOw gronkowcow gronkowcow nalezacych do grupy S. saprophyticus
16S rRNA i 23S rRNA | - mozliwos¢ réznicowania trzech podgatunkow obejmujacej nastepujace gatunki: S. cohnii,

(6]

. sciuri

S. gallinarum, S. xylosus, S. lentus, S. equorum,
S. chromogenes, S. saprophyticus

- wysokie podobienstwo wzoréw DNA szczepow
S. schleiferi i S. vitulus oraz S. piscifermentas
iS. carnosus

- brak mozliwosci odréznienia podgatunkéw
w obrebie S. cohnii i S. schleiferi

RFLP genu gap [27]

mozliwos¢ identyfikacji 28 gatunkéw gronkowcow

—18. capitis przeprowadzenie analizy RFLP wymaga
zastosowania trzech enzymoéw restrykcyjnych,
Ddel, BspHI i Tagl.

genu sodA [35]

RFLP genu hsp60 - mozliwos¢ identyfikacji 12 szczepdw typowych - zrdéznicowane profile DNA uzyskane dla
(2] reprezentujacych najczesciej izolowane gatunki szczepOw S. aureus i S. lugdunensis, mozliwe jest
gronkowcow: S. aureus subsp. aureus, jednak okreslenie przynaleznoéci gatunkowej
S. capitis subsp. capitis, S. cohnii subsp. cohnii, tych izolatéw
S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. hominis subsp. hominis, S. lugdunensis,
S. saprophyticus, S. schleiferi, S. simulans,
S. xylosus i S. warneri
RFLP genu dnaJ - pozwala na uwidocznienie réznic pomiedzy - metoda ta umozliwia réznicowanie podgatunkow
[16] profilami DNA 41 referencyjnych szczepow w obrebie: S. capitis, S. carnosus, S. cohnii
iS. hominis
RFLP genu tuf - mozliwoé¢ identyfikacji 11 najcze$ciej izolowanych | — przeprowadzenie tej analizy wymaga zastosowa-
[24] gatunkow gronkowcow: S. aureus, S. epidermidis, nia czterech enzymow restrykcyjnych: BstZ171,
S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. simulans, Msel, Bies i Hinfl
S. capitis, S. saprophyticus, S. cohnii, S. auricularis,
S. lugdunensis
Analiza sekwencyjna | - pozwala na réznicowanie 40 typowych szczepow - brak mozliwosci réznicowania wigkszosci pod-

gronkowcow

gatunkdéw gronkowcéw: S. capitis subsp. capitis

i S. capitis subsp. ureolyticus, S. carnosus subsp.
carnosus i S. carnosus subsp. utilis, S. hominis
subsp. hominis i S. hominis subsp. novobiosepticus,
S. saprophyticus subsp. bovis i S. saprophyticus
subsp. saprophyticus, S. schleiferi subsp. coagulans
i S. schleiferi subsp. schleiferi, S. sciuri subsp.
carnaticus i S. sciuri subsp. sciuri

Analiza sekwencyjna
genu rpoB [9]

umozliwia réznicowanie 29 gatunkow typowych
szczepow gronkowcow

polimorfizm sekwencji genu rpoB pozwala na
odrdznienie gatunku S. caprae od S. capitis

wiono w tabeli II. Przy zastosowaniu metody ITS-PCR
zbadano przynalezno$¢ 617 szczepéw wyizolowanych
od hospitalizowanych pacjentéow. Zidentyfikowano
11 gatunkéw gronkowcdw (S. epidermidis, S. haemoly-
ticus, S. aureus, S. hominis, S. saprophyticus, S. warneri,
S. simulans, S. lugdunensis, S. caprae, S. carnosus, S. coh-
nii), 25 izolatéw nie udalo si¢ zaklasyfikowaé do zad-
nego gatunku. Autorzy zaznaczaja, ze wzory DNA uzy-
skane dla szczepow nalezacych do gatunkéw S. aureus,
S. caprae, S. haemolyticus i S. lugdunensis cechowaly si¢

wysokim polimorfizmem, pomimo tego, wedtug wyzej
wymienionych autoréw mozliwa jest wiarygodna dia-
gnostyka gronkowcéow.

2.3. Identyfikacja gronkowcow na podstawie
sekwencji oraz analizy restrykcyjnej genu gap

Yugueros i wsp. [51, 52] zaproponowali iden-
tyfikacje gatunkéw i podgatunkéw gronkowcédw na
podstawie analizy restrykcyjnej genu gap. Koduje on
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biatko, dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego.
Gen gap jest konserwatywny, jednakze fragment o wiel-
kosci 933 pz (obejmujacy nukleotydy od pozycji 22 do
956) odznacza si¢ zmienno$cig, ktéra moze by¢ wyko-
rzystana do identyfikacji gronkowcow. W wyniku tra-
wienia enzymem Alul i rozdzialu w zelu agarozowym
uzyskano wzory skladajace si¢ od 5 do 9 fragmentéw
DNA [51]. Przeprowadzenie analizy RFLP genu gap
wymaga zastosowania aparatu do elektroforezy z diuga
droga rozdzialu elektroforetycznego oraz agaru Meta-
Phor, ktéry umozliwia rozdzielenie matych fragmen-
tow DNA. Zaobserwowano polimorfizm wzoréw DNA
w obrebie gatunkow S. epidermidis, S. hominis i S. simu-
lans. Natomiast dla 120 szczepdw S. aureus uzyskano
taki sam profil DNA. Yugueros iwsp. [52] stwier-
dzili mozliwos¢ identyfikacji 24 gatunkéw gronkowcow.
W 2007 roku Layer i wsp. wskazali na mozliwos¢
identyfikacji 28 gatunkéw gronkowcéw na podstawie
analizy polimorfizmu dtugosci fragmentdow restrykeyj-
nych terminalnego regionu genu gap, ktéry odznacza
sie wysokim stopniem zmiennosci sekwencji (tabela IT).

Analiza czesciowej sekwencji genu gap pozwolita na
utworzenie drzewa filogenetycznego i wylonienie czte-
rech grup S. hyicus/S. intermedius, S. haemolyticus/S. simu-
lans, S. sciuri oraz S. aureus/S. epidermidis [13]. Podo-
bienstwo sekwencji szczepow zaliczanych do jednego
gatunku byto bardzo wysokie, np. dla szczepéw gatunku
S. epidermidis wynosito powyzej 99%. Wykazano wigk-
szy polimorfizm sekwencji genu gap w pordéwnaniu
z sekwencjami genéw 16S rRNA, rpoB, hsp60 i sodA.
Sekwencja genu gap pozwolila na zréznicowanie gatun-
kow blisko spokrewnionych, S. caprae i S. capitis, co nie
byto mozliwe w oparciu o sekwencje 16S rDNA.

2.4. Sekwencja genu hsp60 jako marker genetyczny
stosowany w klasyfikacji i identyfikacji
gronkowcow

Pierwsze badania dotyczace mozliwosci identyfikacji
gronkowcow na podstawie analizy sekwencji genu hsp60
zostaly przeprowadzone przez Goha iwsp. [14]. Gen
hsp60 koduje 60 kDa biatko szoku cieplnego, okreslane
takze jako HSP60 lub GroEL. Biatko to towarzyszy przy
prawidlowym faldowaniu biatek i wystepuje w komor-
kach organizmoéw prokariotycznych jak i eukariotycz-
nych. Hsp60 reprezentuje gen metabolizmu podsta-
wowego (housekeeping gene) i ze wzgledu na wysoce
konserwatywny charakter jest uzytecznym markerem do
badan filogenetycznych [25]. Kwok iwsp. [26] stwier-
dzili, ze podobienstwo sekwencji fragmentu genu hsp60
o wielko$ci 600 pz 28 gatunkéw gronkowcow wynosi od
74 do 93%. Na podstawie analizy sekwencji fragmentu
genu hsp60 czterdziestu gatunkow i podgatunkéw gron-
kowcéw skonstruowano dendrogram. Wyodrebniono
6 grup reprezentowanych przez nastgpujace gatunki:
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S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyti-
cus, S. intermedius, S. sciuri. Otrzymane wyniki wyka-
zujg zgodnos¢ z rezultatami uzyskanymi na podstawie
sekwencji genu 16S rRNA [26]. Zaproponowano rdzni-
cowanie gatunkow gronkowcow na podstawie analizy
restrykcyjnej fragmentu genu hsp60. Produkt amplifi-
kacji o wielkosci 550 pz uzyskano dla 12 szczepow typo-
wych reprezentujgcych najczesciej izolowane gatunki
gronkowcow. W wyniku analizy restrykcyjnej wyzej
wymienionego amplikonu enzymem Alul otrzymano
profile DNA sktadajace si¢ z 1-4 fragmentdw, ktore byty
charakterystyczne dla 12 szczepéw typowych (tabela II).
Metodg tg wykorzystano do okreslenia przynaleznosci
gatunkowej 89 izolatéw gronkowcoéw wyosobnionych
z materialéw pobranych od ludzi leczonych w brazylij-
skich szpitalach. Zidentyfikowano 11 gatunkéw gron-
kowcoéw. Dla izolatéw nalezacych do gatunkéw S. capi-
tis, S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis,
S. saprophyticus, S. schleiferi, S.simulans, S.xylosus
i S.warneri jak i dla szczepdw referencyjnych odpo-
wiadajacego im gatunku otrzymano takie same pro-
file DNA [2]. W 2008 zastosowano analiz¢ RFLP genu
hsp60 do identyfikacji szczepow wyizolowanych z mleka
pobranego od kréw z zapaleniem gruczotu mlekowego
[40]. W wyniku przeprowadzonej analizy restrykcyjnej
enzymem Alul uzyskano dla szczepow S. chromogenes,
S. hyicus i S. capitis bardzo podobne wzory DNA. Brak
satysfakcjonujacych rezultatow, skfonil autoréw do
zastosowania dwdch dodatkowych enzymow restryk-
cyjnych, HindIII i Pvull, co umozliwito réznicowanie
wyzej wymienionych gatunkow.

2.5. Polimorfizm genu dnaJ wykorzystany
w identyfikacji Staphylococcus spp.

Shah iwsp. [41] zaproponowani identyfikacje gron-
kowcéw na podstawie zréznicowania sekwencji wew-
netrznego obszaru genu dnaj. Gen koduje biatko szoku
cieplnego DnaJ okreslane réwniez jako Hsp40. Podo-
bienstwo fragmentu sekwencji (883 pz) genu dnaj 45 ty-
powych szczepéw gronkowcéw wynosi 77,6%, co wska-
zuje na jego wyzszy potencjal réznicujacy niz gendw
16S rRNA, rpoB, hsp60 i sodA. Sekwencja wyzej wymie-
nionego fragmentu genu dnaj nie pozwala jednak na
zroznicowanie podgatunkéw w obrebie S. capitis, S. car-
nosus, S. hominis, S. saprophyticus, S. schleiferi i S. sciuri
ze wzgledu na bardzo wysokie podobienstwo (97,3%).
Mozliwe jest natomiast zréznicowanie S. aureus subsp.
aureus 1 S. aureus subsp. anaerobius oraz S. cohnii subsp.
cohnii i S. cohnii subsp. urealyticus. Dendrogram utwo-
rzony na podstawie podobienstwa sekwencji genu
dna] wykazal istnienie o§miu grup w obrebie rodzaju
Staphylococcus: S. sciuri, S. simulans, S. saprophyticus,
S. hyicus-S. intermedius, S. haemolyticus, S. epidermi-
dis, S. aureus, S. lugdunensis. W 2008r. Hauschild
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i Stepanovic [16] zaproponowali identyfika-
cje gronkowcow na podstawie analizy restrykcyjnej
wewnetrznego obszaru genu dnaJ. Zastosowanie enzy-
mow restrykeyjnych Xapl i Bsp1431 pozwala na uwi-
docznienie rdznic pomiedzy profilami DNA 41 referen-
cyjnych szczepéw (tabela II). Do badan zostaly réwniez
wiaczone 23 izolaty kliniczne. Zaproponowana metoda
umozliwila identyfikacje wszystkich szczepow. Analiza
wykazala, ze szczepy nalezace do gatunkow S. aureus,
S. cohnii subsp. urealyticus, S. epidermidis, S. haemolyti-
cus, S. sciuri, S. vitulinus majg takie same profile DNA
jak odpowiadajacy im szczep gatunku referencyjnego.
Poprawnos¢ identyfikacji potwierdzono stosujac analize
restrykcyjng genu gap oraz sekwencji genu 16S rRNA.

2.6. Roznicowanie gatunkow gronkowcow
na podstawie sekwencji genu fuf

Ze wzgledu na wysoce konserwatywny charakter
genu tuf, analiza jego sekwencji moze by¢ stosowana
do wykrywania filogenetycznych relacji miedzy gatun-
kami gronkowcow. Gen tuf, koduje czynnik Tu (EF-Tu)
uczestniczacy w procesie elongacji tanicucha peptydo-
wego. Martineau i wsp. [29] zsekwencjonowali
fragment genu tuf o wielko$ci 884 par zasad nastepuja-
cych gatunkow: S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. hominis, S.warneri, S.simulans, S. capitis, S. sapro-
phyticus, S. cohnii, S. auricularis, S. lugdunensis. Stwier-
dzono, ze podobienstwo sekwencji wynosi od 89 do
97%. Rezultaty tych badan pozwolity na zaprojektowanie
starterow i uzyskanie produktu amplifikacji o wielko$ci
370 pz dla 27 referencyjnych szczepéw gronkowcow
z kolekeji ATCC. Najwigksze podobienstwo sekwencji
fragmentéw genu tuf stwierdzono dla szczepow nalezace
do gatunkdéw S. haemolyticus i S. hominis oraz S. capitis
i S. epidermidis, natomiast najwigksze réznice odnoto-
wano miedzy szczepami S. auricularis i S. haemolyticus
oraz S. auricularis i S. lugdunensis. Heikens i wsp.
[18] wykazali, ze réznicowanie gatunkéw w oparciu
o sekwencje genu tuf odznacza si¢ wyzszym potencja-
fem roéznicujacym niz w oparciu o sekwencje genow
sodA i16S RNA. Wyniki uzyskane przez Martineau
i wsp. [29] pozwolity na opracowanie przez inng grupe
badaczy [24] metody RFLP umozliwiajacej identyfi-
kacje 11 najczgsciej izolowanych gatunkéw gronkow-
coOw (tabela II).

2.7. Diagnostyka gatunkéw gronkowcow
w oparciu o polimorfizm genu sodA

Poyart i wsp. [35] zaproponowali identyfika-
cje gronkowcow na podstawie analizy sekwencji genu
sodA, kodujacego dysmutaze ponadtlenkows. Fragment
tego genu o wielko$¢i 429 pz umozliwia réznicowanie
40 typowych szczepow gronkowcow (tabela II). Wyniki
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analizy sekwencji genu sodA pozwolily na skonstruo-
wanie drzewa filogenetycznego podobnego do uzyska-
nego na podstawie analizy sekwencji 16S rDNA oraz
hsp60. Sivadon i wsp. [43] wykorzystali analize
czesciowej sekwencji genu sodA do identyfikacji gron-
kowcéw koagulazo-ujemnych wyizolowanych z mate-
riatéw pobranych od ludzi z zakazeniem kosci i sta-
wow. Poréwnano uzyskane sekwencje nukleotydowe
z zamieszczonymi w bazie danych sekwencjami szcze-
pow referencyjnych i typowych, i na tej podstawie usta-
lono, ze izolaty nalezaty do S. epidermidis, S. warneri,
S. capitis, S. hominis, S.lugdunensis, S.haemolyticus,
S. caprae, S. pasteuri, S. simulans i S. cohnii.

2.8. Identyfikacja na postawie sekwencji genu rpoB

Gen metabolizmu podstawowego rpoB, koduje pod-
jednostke beta polimerazy RNA. Analiza pelnej sekwen-
cji genu rpoB kilku gatunkéow gronkowcow wykazala,
ze moze ona by¢ dogodnym markerem stuzagcym do
badan taksonomicznych i filogenetycznych [9]. Do
dalszych analiz zostal wybrany fragment o wielkosci
751 pz odznaczajacy si¢ polimorfizmem, poréwnaw-
nanie sekwencji 29 gatunkéw gronkowcow wykazato
podobienstwo wynoszace 71,6-93,6% (tabela II). Wyniki
przeprowadzonych badan pozwolily na utworzenie
drzewa filogenetycznego i wylonienie dziewieciu grup:
S. epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans, S. interme-
dius, S. hyicus, S. sciuri, S. auricularis, S. aureus i S. case-
oliticus. W 2009r. Sampimom i wsp. z powodze-
niem zidentyfikowali 172 szczepy wyizolowane z mleka
krowiego na podstawie sekwencji genu rpoB, zaliczono
je do 17 gatunkow gronkowcow. Najliczniej byty repre-
zentowane: S. chromogenes, S.epidermidis, S.xylosus,
S.warneri 1 S. equorum. Roéwnolegle, podjeto prdobe
identyfikacji izolatéw przy zastosowaniu testéw komer-
cyjnych API Staph ID 32 (bioMérieux, France) oraz
Staph-Zym (Rosco, Taastrup, Denmark). Wykazano,
ze przy uzyciu API Staph ID 32 poprawnie zidentyfi-
kowano 41% izolatéw, a przy Staph-Zym 31% izolatow.
Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaly koniecz-
nos$¢ stosowania metod molekularnych w identyfika-
cji gronkowcéw pochodzenia zwierzecego, poniewaz
réznicowanie w oparciu o testy komercyjne obarczone
jest wysokim odsetkiem nieprawidlowo sklasyfikowa-
nych szczepow.

3. Zastosowanie reakcji PCR w czasie rzeczywistym
w diagnostyce gronkowcow

Technika real-time PCR umozliwia identyfikacje
bakterii po 3-4 godzinach, liczonych od pobrania mate-
rialu. Zaletg tej metody jest rowniez czulos¢, zas wada
mozliwos¢ identyfikacji tylko wybranych gatunkow



216

gronkowcow. Kobayashi iwsp. [23] zaproponowali
identyfikacje izolatow S. aureus i S. epidermidis ze star-
terami zaprojektowanymi dla sekwencji tuf. Natomiast
Iwase iwsp. [20] zastosowali startery komplemen-
tarne do sekwencji sodA w celu identyfikacji szczepow
nalezacych do gatunku S. epidermidis. Ta sama grupa
japonskich badaczy wykazala mozliwo$¢ réznicowania
trzech gatunkow S. capitis, S. haemolyticus, S. warneri
na podstawie analizy krzywej topnienia [19]. Nato-
miast Skow i wsp. [44] stwierdzili mozliwo$¢ iden-
tyfikacji 9 najczesciej izolowanych gatunkéw gron-
kowcéw z materialow klinicznych (S. aureus, S. capitis,
S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunen-
sis, S.schleiferi, S.simulans, S. warneri) przy zastoso-
waniu reakeji real-time PCR ze starterami komple-
mentarnymi do nukleotydéw w pozycjach 28-44 oraz
309-290 sekwencji 16S rDNA. Metode real-time PCR
zweryfikowano testujac przynaleznos¢ gatunkowa 37 izo-
latéw gronkowcow koagulazo-ujemnych i 56 szcze-
pow S. aureus. Nalezy pokresli¢, ze wszystkie izolaty
S.aureus zostaly poprawnie zidentyfikowane. Jeden
szczep S. capitis zostal zidentyfikowany jako S. epidermi-
dis, natomiast pozostale gronkowce koagulazo-ujemne
zostaly poprawnie zidentyfikowane.

4. Wykorzystanie spektrometrii mas w identyfikacji
gronkowcow

W ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia 0 moz-
liwos$ci wykorzystania spektroskopii mas w diagnostyce
laboratoryjnej. Spektrometria mas typu MALDI-TOF
polega na analizie skladu bialek komérkowych, glow-
nie tych wystepujacych w duzych ilosciach w komérce
bakteryjnej jak biatka rybosomalne i umozliwia auto-
matyczng identyfikacje mikroorganizméw na podstawie
profilu biatkowego. Bergeron iwsp. [4] zastosowali
spektrometrie mas typu MALDI-TOF do réznicowania
gronkowcow, a uzyskane wyniki poréwnali z identyfika-
cja uzyskang na podstawie analizy sekwencji genow tuf
i gap. Stwierdzono, ze 138 szczepdw zostalo poprawnie
zidentyfikowanych, 4 nieprawidfowo, a pozycji takso-
nomicznej 39 izolatéw nie ustalono. Nalezy zaznaczy¢,
ze 5 gatunkow gronkowcow nie zostato wlgczonych do
bazy danych spektrometru mas. Procent poprawnie
zidentyfikowanych szczepow wynidst 81,5%. Autorzy
podkreslaja, ze spektrometria mass umozliwia szybka
oraz tansza identyfikacje bakterii, niz ma to miejsce
w przypadku analiz molekularnych opartych na bezpo-
$rednim sekwencjonowaniu genu. Jednakze, réznicowa-
nie gronkowcoéw na podstawie sekwencji genu fuf jest
znacznie bardziej wiarygodne i umozliwia identyfikacje
wszystkich izolatéw. Autorzy wskazujg na koniecznosé¢
poszerzenia bazy danych spektrometru mas o nowo
opisane oraz rzadko izolowane gatunki gronkowcow,
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co niewatpliwie przyczyniloby sie do wzrostu odsetka
prawidlowo zidentyfikowanych szczepow. Wyzsza efek-
tywno$¢ identyfikacji uzyskali Dupont i wsp. [11].
Badaniami objeli 230 szczepdw gronkowcow reprezen-
tujacych 20 gatunkow. Prawidtowo zidentyfikowano
93,2% szczepow, przy czym po wykluczeniu gatunkow,
ktore nie figurowaly w bazie danych spektrometru mas,
odsetek poprawnie zidentyfikowanych szczepow wzrost
do 97%. Dubois i wsp. [10] réwniez uzyskali bar-
dzo wysoki odsetek prawidlowo zidentyfikowanych
szczepow (99,3%), wérdd 152 izolatéw, jedynie jednego
pozycja taksonomiczna nie zostat ustalona. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze spektrome-
tria mas typu MALDI-TOF daje mozliwo$¢ wiarygodnej
identyfikacja gronkowcow.

5. Podsumowanie

W ciggu ostatnich kilkunastu lat zanotowano
olbrzymi postep w identyfikacji i filogenetycznej kla-
syfikacji gronkowcéw. Zastosowanie metody bezpo-
$redniego sekwencjonowania konserwatywnych genow
stato si¢ dogodnym sposobem wiarygodnej identyfika-
cji gronkowcdéw, okredlenia pozycji nowego gatunku
w obrebie rodzaju oraz rekonstrukeji filogenezy tej
grupy bakterii. Uwaza sig, ze techniki oparte na ana-
lizie sekwencji genéw metabolizmu podstawowego,
powinny by¢ uznane za zloty standard w identyfikacji
gronkowcow i stanowi¢ metody referencyjne. Liczne
zespoly badawcze podejmujg proby opracowania metod
identyfikacji gronkowcow w oparciu o technike RFLP,
ktéra umozliwialyby analize wigkszej liczby szczepow
w krotszym czasie niz to ma miejsce w przypadku
sekwencjonowania. Wydaje sie¢, ze najwiekszy poten-
cjal réznicujacy ma metoda oparta na analizie restryk-
cyjnej fragmentu genu dnaJ. Obecnie szczegdlnym zain-
teresowaniem cieszg si¢ metody identyfikacji gronkow-
cOdw prowadzane w oparciu o technike real-time PCR.
Niewatpliwg zaletg tej metody jest czulos¢, szybkosé
wykonania i tatwo$¢ interpretacji uzyskanych wyni-
kéw. Duze nadziej¢ wiaze si¢ rowniez z spektrometria
mas, ktéra moglaby mie¢ wigksze zastosowanie w diag-
nostyce laboratoryjne;.
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