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WSPOMNIENIE

Profesor dr habilitowany Marek Niemialtowski
1945-2014

15 czerwca 2014 r., zmarl profesor zwyczajny dr hab.
Marek Niemiattowski, zastuzony nauczyciel akademicki
i wybitny immunolog, wieloletni kierownik Katedry
Nauk Przedklinicznych, kierownik Zakladu Immuno-
logii i byly prodziekan ds. nauki Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej SGGW, byly przewodniczacy Komitetu
Mikrobiologii PAN.

Cate zycie zawodowe zwiazal ze Szkolg Gtéwna Go-
spodarstwa Wiejskiego, w ktorej przepracowal 42 lata.

Profesor Marek Niemialtowski urodzit sie 29 marca
1945 roku w Zielonej, powiat Otwock. W roku 1963
ukonczyl Liceum im. Jana Zamoyskiego w Warszawie.
W latach 1966-1972 studiowal na Wydziale Biologii
i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Warszawskiego. W 1972 r.
otrzymal tytul magistra biologii w zakresie mikrobio-
logii i podjat prace w Zespole Mikrobiologii Instytutu
Chordéb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weteryna-
ryjnego SGGW, kolejno na stanowisku asystenta stazy-
sty, asystenta i starszego asystenta.

Praca nauczyciela byla Jego powotaniem. Chetnie
i z satysfakcja dzielil si¢ swoja wiedzg i umiejetnos-
ciami. Prowadzit zajecia z mikrobiologii dla studentow
Wydzialu Weterynaryjnego, Wydzialu Zootechnicz-
nego, specjalistyczne zajecia na Studium Doktoranc-
kim oraz dla stuchaczy Studium Medycznego. Z pasja
realizowal swoje zainteresowania naukowe, ktdre
koncentrowaty sie wokdt wirusologii i immunologii.
Niezaleznie od gléwnego nurtu zainteresowan, uczest-
niczyt w badaniach nad cytotoksycznym oddziatywa-
niem enteropatogennych szczepéw E. coli, we wspot-
pracy z prof. dr hab. Zbigniewem Szynkiewiczem. Na
stale zwigzal si¢ z wirusologicznym zespotem badaw-
czym, a opiekunem naukowym i promotorem Jego
pracy doktorskiej zostal prof. dr hab. Konrad Malicki.
W 1981 roku uzyskat stopienn naukowy doktora nauk
przyrodniczych w Wojskowym Instytucie Higieny i Epi-
demiologii w Warszawie na podstawie pracy: Charak-
terystyka dzikich szczepow, temperaturowych linii oraz
klonéw wirusa choroby pecherzykowej swin (SVD) na
podstawie morfologii tysinek i patogennosci dla oseskow
myszy i w tym samym roku awansowal na stanowisko
adiunkta w Zespole Mikrobiologii Wydzialu Wetery-
naryjnego SGGW. W kolejnych latach Profesor Marek

Niemialtowski doskonalil swoj warsztat badawczy
odbywajac liczne staze naukowe, krajowe i zagraniczne.

W latach 1983-1985 przebywal w National Animal
Disease Center, Ames, USA, gdzie pracowal w zespole
profesora Stanistawa P. Targowskiego. To spotka-
nie i wspodlpraca zaowocowaly serdeczng przyjaznia.
Badania jakie prowadzili, dotyczyty roli komoérek
ukladu bialokrwinkowego w odpornosci miejscowej
gruczotu mlekowego u krowy. Po powrocie ze stazu,
Profesor Niemialtowski zajal si¢ badaniem roli gra-
nulocytéw obojetnochfonnych w przebiegu zakazen
wirusowych. W swojej pracy zastosowal oryginalng
metodyke z uzyciem komory migracyjnej. Wyniki pro-
wadzonych badan staly si¢ podstawa do przygotowania
pracy habilitacyjnej.

30 kwietnia 1988 r., Rada Wydzialu Weterynaryj-
nego SGGW-AR w Warszawie nadata dr Markowi
Niemialtowskiemu stopien doktora habilitowanego
nauk weterynaryjnych, na podstawie dorobku nauko-
wego i rozprawy habilitacyjnej: Wplyw wirusowego
zakazenia na receptory Fc i receptory immunologiczne
nieswoiste granulocytéw obojetnochtonnych krwi - bada-
nia modelowe in vitro.
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W styczniu 1989 r. zostal powotany na stanowisko
docenta w Katedrze Mikrobiologii Wydzialu Wete-
rynaryjnego SGGW-AR w Warszawie. Intensywnie
pracowal badawczo i dydaktycznie, nie utracil jed-
nak pasji poznawczej i w roku 1989 ponownie wyje-
chat do USA, tym razem do zespolu profesora Barry
T. Rouse’a w University of Tennessee, Knoxville, gdzie
pracowal do 1992 r. Zajmowal sie tam mechanizmami
immunopatologicznymi towarzyszacymi zapaleniu
rogowki w przebiegu zakazenia herpeswirusem typu 1
(HSV-1) u ludzi. Podczas pobytu w zespole profesora
Rousea poznal wybitnych immunologéw i wirusolo-
goéw amerykanskich. Bardzo cenil te osobiste kontakty.
Podczas pobytu w USA, zostal czlonkiem American
Association of Immunologists i American Association
of the Advancement of Science oraz Association for
Research in Vision and Ophthalmology. Z profesorem
B.T.Rouse'm pofaczyta Go serdeczna przyjazn, ktora
cementowaly pdzniejsze, wielokrotne wizyty w Polsce
i jego udzial w konferencjach naukowych.

Opublikowal wazne poznawczo prace i sformutowat
wlasny program badawczy, ktory konsekwentnie reali-
zowal po powrocie do kraju. W ramach Katedry Mikro-
biologii stworzyl zesp6l, zajmujacy si¢ immunobiologia
wirusa ektromelii, wybranego jako naturalny model
badawczy w wirusologii doswiadczalnej i w immuno-
logii zakazen pokswirusami. W roku 1997 zostal powo-
tany na stanowisko kierownika Katedry Mikrobiologii
i Immunologii na macierzystym wydziale. Wprowa-
dzit zwyczaj cotygodniowych seminariéw naukowych,
podczas ktorych wystepowali zaréwno doktoranci,
jak i znani profesorowie z krajowych i zagranicznych
o$rodkéw naukowych. Bylo to bardzo inspirujace
i przyczynilo si¢ do nawigzania i utrwalenia naukowych
i osobistych bliskich znajomosci z wybitnymi przedsta-
wicielami polskiej immunologii, medycyny i wiruso-
logii. Profesor Marek Niemiattowski aktywnie dziafal
w Polskim Towarzystwie Immunologii Doswiadczalnej
i Klinicznej (PTIDiK), w latach 1986-2014. Jako prze-
wodniczacy Sekcji Immunologii Zakazen zostal gtow-
nym organizatorem IX Zjazdu PTIDiK, ktéry odbyt
sie na SGGW w 1998 r. Wzigli w nim udziat wybitni
naukowcy, w tym profesorowie Peter C. Doherty i Rolf
Zinkernagel, laureaci Nagrody Nobla w dziedzinie fizjo-
logii i medycyny z 1996 r. Obaj, z inicjatywy Profesora
Niemialtowskiego, ktory zostal ich promotorem, otrzy-
mali doktoraty honorowe SGGW w 1998 r.

Organizacja sympozjow, konferencji i zjazdow, stata
sie pasja Profesora Niemialtowskiego, a konferencje
pod auspicjami Komitetu Mikrobiologii PAN i SGGW
weszly na stale do kalendarza spotkan naukowych
w Polsce. Drugg Jego pasja byla praca dydaktyczna nie
ograniczajaca si¢ do programowych zaje¢ z mikrobio-
logii, wirusologii i immunologii, ale skierowana takze
do absolwentéw, magistrow i lekarzy, uczestnikow
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Studium Doktoranckiego przy Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej SGGW, ktére zorganizowatl w 1999 r.
i ktorym kierowal do $mierci. W 1999 r. Profesor Marek
Niemialtowski uzyskal tytul profesora nauk wetery-
naryjnych. W 2002 r. zostal powolany na stanowisko
profesora zwyczajnego SGGW w Warszawie. Z gle-
bokim zaangazowaniem wypelnial swoje obowigzki
naukowe, dydaktyczne i organizacyjne. Dwukrotnie
petnit funkcje prodziekana ds. nauki Wydzialu Medy-
cyny Weterynaryjnej SGGW oraz bral udzial w pracach
Komisji Senackich SGGW. Wypromowal wielu magi-
strow, licencjatow i inzynieréw, absolwentéw Miedzy-
wydzialowego Studium Biotechnologii oraz Wydziatu
Rolnictwa i Biologii SGGW. Profesor Marek Niemiat-
towski byl autorem i wspotautorem ponad 70. prac
naukowych, w wiekszosci opublikowanych w czasopi-
smach o zasiegu §wiatowym. Byt tez stalym recenzen-
tem projektow badawczych sktadanych do konkursow
Komitetu Badann Naukowych, a obecnie Narodowego
Centrum Nauki. Do roku 2013 w ramach Studium
Doktoranckiego, ktérego pie¢ kolejnych edycji prowa-
dzit, wypromowat dwunastu doktoréw nauk weteryna-
ryjnych, a trzynasty doktorat ostatecznie zaaprobowat
do obrony w czasie choroby, w maju 2014 r. Pozostawil
dwa otwarte przewody doktorskie. Byl tez recenzentem
dorobku naukowego doktoréw habilitowanych i pro-
fesoréw. Pracowal w radzie naukowej Instytutu Wete-
rynarii w Pulawach

W latach 1999-2002 Profesor pelnil funkcje wice-
przewodniczacego Komitetu Mikrobiologii Wydziatu II
Polskiej Akademii Nauk i z pasja i gtebokim przeko-
naniem zaangazowal si¢ w prace Komitetu. Ta aktyw-
no$¢ przyczynila si¢ do wybrania w 2003 r., Profesora
Marka Niemialtowskiego na przewodniczacego Komi-
tetu Mikrobiologii PAN. Funkgcje te sprawowal przez
dwie kadencje, do 2011r. Juz w roku 2003 zglosit
propozycj¢ ustanowienia gtéwnej nagrody Komitetu
Mikrobiologii im. profesora Kazimierza Bassalika,
przeznaczonej dla najlepszej pracy eksperymental-
nej wykonanej w polskich laboratoriach naukowych.
Po raz pierwszy nagroda byla wreczona w grudniu
2004 r. Jednym z priorytetéw Profesor uczynit stwo-
rzenie stalej platformy spotkan naukowcow z kraju
i zagranicy i zrealizowal ten cel w postaci corocznych
konferencji, ktore odbywaty si¢ w Szkole Gléwnej
Gospodarstwa Wiejskiego. Uwazal tez za niezwykle
wazne zblizenie srodowisk naukowych Ukrainy i Polski.
Chcial, zeby Polska przyczynila sie do wprowadzenia
Ukrainy do Unii Europejskiej. W tym dzialaniu mogt
liczy¢ na profesora Andriya Sibirnego, z Ukrainskiej
Akademii Nauk we Lwowie. Profesor Niemialtowski
wielkg wage przywiazywal do integracji srodowisk
polonijnych. W latach 1998-1999, nawigzal wspol-
prace z senatorem RP Janem Stypulg i Stowarzyszeniem
~Wspolnota Polska”, brat udzial w licznych wyjazdach
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do polonijnych os$rodkéw na Litwie, w Lotwie, Estonii
i Rosji. Waznym wydarzeniem byl, wspétorganizowany
przez Profesora, Polonijny Kongres Nauk Weterynaryj-
nych na SGGW w 1999 .

Dzigki Jego zaangazowaniu i konsekwentnemu dzia-
taniu, na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej SGGW,
odbyto sie ponad 30 konferencji naukowych, w tym
czternadcie z cyklu ,,Biologia molekularna w diagno-
styce choréb zakaznych i biotechnologii”. Profesor
Niemialtowski zorganizowat takze trzy Polsko-Ukrain-
skie Konferencje Weiglowskie oraz Migedzynarodowsa
Konferencje ,,Szczepionki: postepy w biotechnologii
rodlin i mikroorganizméw, odpornosci antyzakaznej
i terapii antynowotworowej. Obchody 50. rocznicy
pierwszego szczepienia dziecka w Polsce przeciwko
polio przy uzyciu doustnej szczepionki profesora
Hilarego Koprowskiego”. Dzi¢ki profesorowi Markowi
Niemialtowskiemu udzial w tych naukowych spotka-
niach brali, od lat pracujacy w USA, nestorzy $wiato-
wej nauki profesorowie: Hilary Koprowski, Karl Mara-
morosch i Wactaw Szybalski, Profesor Niemiattowski
wraz z zespofem uczestniczyl takze w organizacji zjaz-
déw PTIDIK, facznie z ostatnim, ktory odbyt sie juz
po Jego $mierci, w czerwcu 2014 r., we Wroctawiu. Od
2001 r. byl czlonkiem Polskiej Akademii Medycyny.
Niewatpliwie bardzo przyczynit sie do integracji $ro-
dowiska medykéw, biologéw, biotechnologéw i lekarzy
weterynarii.

Trudnym zadaniem jest opisanie Zycie zawodowego
czlowieka, ktory odznaczal si¢ ogromna aktywnoscia,
nieustepliwoscia, ktdry byl inspiratorem licznych dzia-
tan naukowych i organizacyjnych, ktéry pierwszego dnia
po wakacjach zwolywal swoj zesp6t i komunikowat:

»Stuchajcie, wpadlem w nocy na $wietny pomyst
zorganizowania konferencji Weiglowskiej w Odessie.
Pojedziemy autokarem, najlepiej w maju. Jutro o 12
zrobimy zebranie, bo czasu jest malo”. Podobnie bylo
z ambitnymi pomystami projektéw naukowych badaw-
czych i promotorskich, ktére dawaty szanse rozwoju
doktorantom i ktérych wyniki zapoczatkowywaly

209

kolejne kierunki badan. Profesor Niemiattowski zawsze
dbal o rozwdj mtodych pracownikéw nauki i organizo-
wal im staze w renomowanych osrodkach

Za swoja prace byl wielokrotnie odznaczany, w tym
Srebrnym i Zlotym Krzyzem Zastugi, Medalem Komisji
Edukacji Narodowej, Ztotym Medalem za Dlugoletnia
Stuzbe, Odznaka Honorowy ,,Za Zastugi dla SGGW?,
Honorowg Odznakg ,,Zastuzony dla Rolnictwa’, odznaka
»Pro Scientia Veterinaria Polona” oraz wyrdzniany
nagrodami JM Rektora SGGW i Wydziatu V PAN.

Utrzymywat bardzo przyjazne kontakty z przedsta-
wicielami $wiatowej nauki. Znal osobiscie wybitnych
wirusologéw, immunologéw i mikrobiologéw i zapra-
szal ich do uczestnictwa w organizowanych regularnie
sympozjach i konferencjach naukowych. badawczych.
Zastugg Profesora Niemialtowskiego byly tez wyda-
rzenia artystyczne towarzyszace konferencjom i staly
udzial profesor Teresy Zaniewskiej, dzigki ktdrej spo-
tkania z honorowymi go$¢mi konferencji, zyskaty
wyjatkowy, niepowtarzalny charakter.

Byl bardzo dumny z wypromowania doktoréw
honoris causa SGGW - Petera C. Dohertyego i Rolfa
Zinkernagla w 1998 r., Hilarego Koprowskiego w 2008 r.
i Karla Maramoroscha, ktérego promocja odbedzie si¢
24 pazdziernika 2014 r.

Kiedy zachorowal, nie zajmowal innych swoimi
problemami. Pobyt w szpitalu mial si¢ przyczynié
do odzyskania zdrowia i sit, potrzebnych do wzigcia
udziatu w czerwcowym Zjezdzie PTIDiK we Wrocla-
wiu, ktérego gosciem mial by¢ Jego przyjaciel, profesor
Barry T. Rouse. Byl bardzo potrzebny. Czekala praca
nad organizacja kolejnej konferencji. Czekalo zycie.

Profesor Marek Niemialtowski umarl 15 czerwca
2014 r. Zostal pochowany na cmentarzu w Marysinie
Wawerskim. XV Konferencja DIAGMOL, ktora odbe-
dzie si¢ 25 pazdziernika 2014r., bedzie spotkaniem
naukowym, ofiarowanym pamieci Profesora Marka
Niemialtowskiego.

Dr Ada Schollenberger






POST. MIKROBIOL,,
2014, 53, 3,211-222
http://www.pm.microbiology.pl

EWOLUCJA ADAPTATYWNA GENOMOW DROZDZY
Z GRUPY SACCHAROMYCES CEREVISIAE SENSU STRICTO

Anna Misiewicz', Sylwia Wroblewska-Kabba*

!Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego, Zaklad Mikrobiologii,
Kolekcja Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych , 02-532 Warszawa, Rakowiecka 36
2Centrum Badan DNA sp. z 0.0., ul. Mickiewicza 31, 60-688 Poznan

Wplyneto w marcu 2014 r.

1. Wistep. 2. Historia badan. 3. Wystepowanie winorosli i drozdzy 4. Roznicowanie drozdzy Saccharomyces cerevisiae 5. Wyodrebnianie
gatunkéw w grupie Saccharomyces sensu stricto. 6. Budowa hybrydowa. 6.1. Drozdze piwowarskie lager. 6.2. Drozdze piwowarskie ale.
6.3. Drozdze winiarskie. 6.4. Drozdze do produkeji cydru. 7. Zmiany w budowie genomu. 7.1. Duze rearanzacje chromosomalne.
7.2. Zmienna liczby kopii gendw. 7.3. Polimorfizm sekwencji. 7.4. Transfer DNA. Introgresje. 7.5. Sekwencje powtérzone. 8. Pangenom
drozdzy Saccharomyces sensu stricto. Réznorodno$¢ szczepéw w obrebie grupy

Adaptive evolution of yeasts genomes from Saccharomyces cerevisiae sensu stricto group

Abstract: Saccharomyces sensu stricto yeasts includes important strains for many biotechnological procesess, specially in wine and brewery
fermentation. Their plasticity and adaptation to different industrial niches may be result of complex genomic construction, polyploidy,
chromosomal rearragements, DNA transfer, SNP occurrence. “Mixed” genetic lines known as hybrids, have more adaptation “abilities”
than “pure” lines. Genomic datas from the first strain yeast S288c, sequencing in 1996, and from many others sequencing strains from
different origins and applications was obtained. Adaptative evolution of industrial yeast using different molecular tools became as
important area to research in last few years.

1. Introduction. 2. History of investigation. 3. Biogeography of grape and yeasts. 4. Differentiation of Saccharomyces cerevisiae yeasts.
5. Identification of yeasts in Saccharomyces cerevisiae group. 6. Hybrids. 6.1. Lager brewers yeasts. 6.2. Ale brewers yeasts. 6.3. Wine
yeasts. 6.4. Cidr yeasts. 7. Changes in genome construction. 7.1. Gross chromosomal rearagements. 7.2. Variable number of gene copies
7.3. Sequence polymorphism. 7.4. DNA transfer. Introgressions. 7.5. Repeated sequences. 8. Pangenom of Saccharomyces sensu stricto

yeasts. Biodiversity of strains in this group

Slowa kluczowe: adaptacja molekularna, hybrydy, wpltyw czynnikéw technologicznych, Saccharomyces cerevisiae

Key words:

hybrids, influence of technological factors, molecular adaptation, Saccharomyces cerevisiae

1. Wstep

Drozdze sa jednokomoérkowymi mikroorganizmami,
nalezacymi do réznych grup taksonomicznych. Zna-
nych jest ponad 700 gatunkéw drozdzy, najszerzej
uzytkowane sg drozdze z rodzaju Saccharomyces, szcze-
golnie Saccharomyces cerevisiae. Drozdze z grupy Sac-
charomyces sensu stricto s3 wykorzystywane przez czlo-
wieka od dawna [87]. Wiele tysiecy lat temu w Egipcie
stosowano drozdze do wypieku chleba. Molekularne
dowody archeologiczne na wytwarzanie fermentowa-
nych napoi datuje si¢ na 7000 lat p.n.e. [63], cho¢ proces
fermentacji cukrow z udzialem drozdzy zostat naukowo
udowodniony dopiero w 1860r. [76]. Ich zdolnos¢ do
przeksztalcania cukru do etanolu z wytworzeniem
dwutlenku wegla podczas fermentacji uzywana jest
w procesach biotechnologicznych przy produkeji wina,
piwa i sake. Te zadziwiajace cechy przynoszace znaczne
korzysci ekonomiczne traktowane jako naturalne wtas-
ciwosci drozdzy, mimo réznych badan, wciaz nie sg do
konca wyjasnione. Niezwykla plastycznos¢, a takze

stabilno$¢ cech genotypowych i fenotypowych szcze-
pow winiarskich, piwowarskich i piekarskich jest wcigz
wyjasniania. Niewatpliwie zwigzana jest ze specyficzng
budowg tych drozdzy.

2. Historia badan

Badania nad rodzajem Saccharomyces rozpoczelty
sie w 18381. Saccharomyces cerevisiae byl pierwszym
opisanym gatunkiem drozdzy. W 1870 . Reess pierwszy
raz wymienil, wéréd grzybow zdolnych do fermentacji
alkoholowej dwie grupy drozdzy. Drozdze fermentu-
jace soki owocowe nazwal Saccharomyces ellipsoideus,
a drozdze piwowarskie — Saccharomyces pastorianus.
W 1912 r. Guilliermond podat pierwszy system klasy-
fikacji drozdzy, bazujacy na morfologii i kilku fizjo-
logicznych testach oceniajacych zdolnos¢ drozdzy do
fermentacji monosacharydéw. W swojej monografii
»Les Levures” opisal juz 20 gatunkow Saccharomyces
[76]. Prowadzono wiele badan dotyczacych taksonomii

* Autor korespondencyjny: Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego, Zaktad Mikrobio-
logii, Kolekcja Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych, ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa, tel. 22 6063691, e-mail: anna.misiewicz@ibprs.pl
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Tabela I
Zmiany taksonomiczne w rodzaju Saccharomyces w latach 1912-2011

S. heterogenicus |S. heterogenicus

S. chevalieri

S. fructuum S. chevalieri

S. italicus

S. steineri S. italicus

S. globosus S. globosus
S. aceti

S. prostoserdovi
S. oleaginosus
S. olaceus

S. capensis

S. diastaticus
S. hispaniensis
S. inusitatus
S. norbensis

S. abuliensis
S. cordubensis
S. gaditensis
S. hispalensis

Rok
1912 1952 1970 1984 1998 2000 2008 2011
S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
S. ellipsoideus
S. turbidans
S. ilicis
S. vordermanni
S. sake
S. cartilaginosus
S. batatae
S. tokyo
S. yeddo
S. arboricolus  |S. arboricolus
S. wilianus S.paradoxus | S. paradoxus  |S. paradoxus  |S. paradoxus
S. intermedius | S. wiliamus
S. validus
S. coreanus S. coreanus S. coreanus
S. carlsbergensis | S. carlsbergensis S. pastorianus | S. pastorianus | S. pastorianus | S. pastorianus
S. monacensis | S. uvarum S. uvarum
S. logos
S. uvarum S. bayanus S. bayanus S. bayanus S. bayanus S. bayanus
S. logos S. pastorianus |S. bayanus
S. bayanus S. oviformis
S. pastorianus | S. beticus

S. cariocanus S. cariocanus S. cariocanus

S. mikatae S. mikatae S. mikatae

S. kudriavzevii | S. kudriavzevii |S. kudriavzevii

S. eubayanus

drozdzy [6, 7, 50, 51, 60]. W tabeli I pokazano zréznico-
wanie i zmiany nazw drozdzy w grupie Saccharomyces
sensu stricto miedzy 1912 a 2011 r.

Rodzaj Saccharomyces zawieral dwie grupy gatunkow:
Saccharomyces sensu stricto i Saccharomyces sensu lato.
Grupa Saccharomyces sensu stricto zaproponowana przez
van der Walta [86] z21 gatunkéw zmniejszyla sig
w 1998 do czterech réznych taksonéw. Ta klasyfikacja
nie zostala ostatecznie zakonczona, przede wszystkim
w stosunku do drozdzy S. bayanus i S. pastorianus. Ostat-
nio, postulowano utworzenie gatunku S. eubayanus [56].

3. Wystepowanie winoroéli i drozdzy

Wystepowanie szczepow drozdzy bioracych udziat
procesach biotechnologicznych, w tym w fermentacji,
obserwowane jest tylko w miejscach, ktore s zwigzane
z obecnos$cig czlowieka. Potwierdzono tylko jeden
przypadek obecnosci drozdzy fermentujacych nektar
z palmy w dzikich lasach Malezji, co sugerowalo, ze
drozdze te wystepuja niezaleznie od bliskosci czlo-
wieka [93]. Wigkszo$¢ scharakteryzowanych szczepow
S. cerevisiae izolowano z napojoéw lub zywnosci, tylko
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nieliczne z ziemi lub drzew. Poréwnanie ,,naturalnych”
i udomowionych szczepdw ujawnito, ze naturalnie
wystepujace w sSrodowisku mikroorganizmy charakte-
ryzuja sie wieksza roznorodnoscia genomows, podczas
gdy u udomowionych drozdzy wystepuje mniejsze zrdz-
nicowanie genetyczne. Udomowienie drozdzy winiar-
skich wigzane jest z udomowieniem szczepéw winorosli
w latach 5400 a 5000 r. p.n.e., na obszarze polozonym
miedzy Morzem Czarnym a Iranem. Kolebka uprawy
winoro$li i produkcji wina byly tereny w gorach Zagros,
na Taurusie i na Kaukazie, stopniowo uprawy rozsze-
rzaly si¢ o nastepne regiony w kierunku Mezopotamii,
doliny Jordanu i dalej do Egiptu, Fenicji, na Krete i do
Gregcji [98]. Ok 500 lat p.n.e. wino produkowano we
Wrtoszech, na Sycylii, w poludniowej Frangji i na Pét-
wyspie Iberyjskim. Pélnocna granica uprawy wino-
roéli stanowila pdinocng granice imperium rzymskiego
(100 lat p.n.e.). Kolonizacja Ameryki w XVIw., potu-
dniowej Afryki w XVII w., w Australii i Nowej Zelandii
w XVIII i XIX w. [72] wplyneta na opanowanie przez
winoro§le i drozdze winiarskie nowych terenéw. Wiek-
szo$¢ drozdzy winiarskich pochodzi z Mezopotamii,
drozdze sake z Azji, a analiza markeréw mikrosateli-
tarnych w badaniu populacji drozdzy z Nowej Zelandii
[38] dowodzi, ze drozdze te tworza odrebna grupe i nie
pochodzg ani z Mezopotamii ani z Azji. Nie jest jasne,
kiedy zostaly tam przyniesione przez cztowieka, ptaki
lub owady. Z badan Legrasa, wktorych poréwnywat
ze sobg kilkaset szczepow drozdzy réznego pochodze-
nia wynika, ze ich historia ewolucyjna jest odbiciem
historii/dziatalnosci cztowieka [55].

4. Roznicowanie drozdzy Saccharomyces sensu stricto

W konwencjonalnej taksonomii do identyfikacji
drozdzy stosowano testy morfologiczne i fizjologiczne.
Fenotypowe charakterystyki mikroorganizmu zalezne
od warunkow hodowli i stosowanego substratu czgsto
prowadzily do niewlasciwych wynikéw [85]. Roznice
miedzy dwoma taksonami czesto okreslano na pod-
stawie jednej lub dwdch charakterystycznych cech,
a wiekszos¢ wlasciwosci typowych mogta by¢ zmie-
niona przez mutacj¢ w pojedynczym genie. Do wcze-
snych metod molekularnych, dzigki ktérym udosko-
nalono zréznicowanie gatunkéw i okreslono miedzy
nimi pokrewienstwo nalezaly ocena zawartosci GC,
hybrydyzacja DNA [87], kariotyping, RELP mitochon-
drialnego DNA [82], ITS PCR-RFLP, przypadkowo
amplifikowane polimorficzne DNA RAPD [33]; AFLP
[5], powtorzenia sekwencji [44], DGGE [62], SSCP
[15], analiza sekwencji regionéw ITS i domeny D1/D2,
analiza multigenowa sekwencji MLSA [52]. Prowa-
dzono tez analizy poréwnawcze sekwencji mikrosate-
litarnych [25, 36, 79], mini i mega satelitarnych [78, 80],
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zroznicowanie liczby kopii przy zastosowaniu sCGH
[16, 31, 46, 53, 70, 94] i polimorfizm wykryty podczas
analizy macierzy [81], a takze stosowanie wielogatun-
kowych mikromacierzy taksonomicznych [64] i typo-
wanie MLST [4, 90].

5. Wyodrebnianie gatunkow w grupie
Saccharomyces sensu stricto

Natura poliploidalna, zdolno$¢ do wymiany mate-
rialu genetycznego, wysoka zmienno$¢ genomowa
drozdzy Saccharomyces sensu stricto utrudnia standar-
dowg identyfikacje gatunku. Mozna przyjacé, ze grupa ta
reprezentuje ciagla genomowa strukture [24], w ktorej
gatunki nie s3 wyraznie rozréznialne przy zastosowanie
metod obecnie stosowanych do ustanowienia gatunkéow
biologicznych.

Podstawg definicji biologicznego gatunku jest zdol-
no$¢ do faczenia sie i wytwarzania ptodnego potom-
stwa. Drozdze S. cerevisiae sensu stricto sg zdolne do
procesu plciowego, ale w wielu przypadkach, drozdze
selekcjonowane z powodu swoich unikalnych cech
i stosowane przemystowo nie wytwarzaja zarodnikow
lub wykazujg anomalie ploidalnosci tzn. sa czgsto poli-
ploidami lub aneuploidami. Nastepuje wiec nieprawi-
dfowa lub bfedna mejoza. Mimo, iz definicja gatunkow
oparta na plodnosci jest obecnie jedynym wiarygod-
nym kryterium rozrdzniania gatunkow, na podstawie
ktorej ustanowiono gatunki w rodzaju Saccharomyces
nie moze by¢ zawsze bezwglednie stosowana. Identy-
fikacja moze by¢ spelniona takze przez poréwnanie
zgodnosci gatunkowej szczepow wyrazonej stopniem
hybrydyzacji, np. S. cerevisiae i S. bayanus byly dtugo
uznawane za najbardziej odlegle gatunki w grupie Sac-
charomyces sensu stricto, ich molekularne pokrewien-
stwo (wyrazone zwiazkiem DNA/DNA) wynosi 20%
[87].

Testy konwencjonalne i molekularne, takie jak kario-
typing, sekwencjonowanie domeny D1/D2 i PCR-RFLP
rejonu ITS rDNA, wyraznie oddzielajg grupe drozdzy
S. uvarum od S. bayanus, ale po badaniach hybrydy-
zacyjnych ustalono, ze S. uvarum moze by¢ zdefinio-
wany jako gatunek, zgodnie z pojeciem biologicznego
gatunku, poniewaz hybrydy miedzy S. bayanusi S. uva-
rum moga wytwarza¢ zywe i plodne komorki, chociaz
o bardzo niskim stopniu plodnosci (9-39%).

Drozdze Saccharomyces sensu stricto sa zwykle
diploidami, w dobrych warunkach rozmnazajacymi si¢
przez paczkowanie. Podczas mejozy generuja 4 asko-
spory w workach. Do sporulacji najczgsciej dochodzi
przy hodowli w ubogich podtozach w nieobecnosci
zrodel wegla wykorzystywanych podczas fermentacji
i przy niedostatku azotu. Ich cze¢sta aneuploidalnos¢
wplywa na rézny wynik procesu mejozy.
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Tabela II
Zmiany genomu drozdzy z grupy Saccharomyces sensu stricto pod wplywem réznych czynnikéw technologicznych

ZaStOSF)‘ATanle Crynnik Gen Zmiany P154m1en—
drozdzy nictwo
Biopaliwo SNO, SNZ Elementy [82]
subtelomerowe

Do produkcji win | Siarkowane moszcze |SSUI Rearanzacja [42,71]
Do produkcji win | Wysoka temperatura |FOT 11 [22]
Do produkcji win HXTS3, zdolno$¢ do fermentacji fruktozy [43]
Drozdze flor FLOI1 [34, 46]

Drozdze réznych gatunkéw biorg udzial w sponta-
nicznej fermentacji, lecz gatunki rodzaju Saccharomyces
wlaczajac w szczegdlnosci Saccharomyces cerevisiae,
graja gtéwna role w fermentowaniu zywnosci i napo-
jow. Jednak niektére winiarskie kultury starterowe
moga naleze¢ do innych gatunkoéw tej grupy takich jak
S. bayanus 1 S. paradoxus znaleziony w winach chor-
wackich. S. bayanus var. uvarum jest wykorzystywany
do produkcji wina i cydru w regionach Europy o chtod-
niejszym klimacie [25]. Szczepy S. pastorianus sa odpo-
wiedzialne za wytwarzanie piwa lager.

W trakcie proceséw technologicznych wystepuja
rozne czynniki, ktére moga mie¢ wplyw na strukture
genomu. Do czynnikdw tych nalezg czynniki stresujace
m.in.: siarka uzywana do siarkowania moszczy, wyso-
kie stezenie alkoholu, wysoka temperatura fermentacji,
wysokie ci$nienie osmotyczne [3] (tab. IT)

6. Budowa hybrydowa

Przemystowe szczepy drozdzy Saccharomyces sa
w wiekszo$ci hybrydami miedzygatunkowymi. Pow-
szechnie akceptowany jest poglad, ze budowa hybry-
dowa i wynikajace z niej cechy obojga rodzicow moga
miec¢ szersze zastosowanie technologiczne niz szczepu
niehybrydowego. Tworzenie wewnatrzgatunkowych
hybryd jest prawdopodobnie sposobem adaptacji
drozdzy do réznych srodowisk. Hybrydyzacja réznych
gatunkow Saccharomyces nastepuje przez koniugacje
spor haploidalnych lub komorek [74], przez taczenie
sie wegetatywnych komorek diploidalnych i haploidal-
nych zarodnikéw lub komoérek albo przez taczenie sig
wegetatywnych komorek diploidalnych [24]. Genom
hybrydowy zawiera rézne kopie genomu rodziciel-
skiego. Hybrydy diploidalne sg sterylne i moga by¢
utrzymywane tylko przez rozmnazanie bezplciowe.
Tylko allotetraploidalne lub amfiploidalne hybrydy
sa plodne, wytwarzajac diploidalne hybrydowe spory,
lecz winiarskie hybrydy S. cerevisiae x S. kudriavzevii
sa prawie zawsze diploidalne i sterylne. Segregacja

w wyniku mejozy diploidalnych hybryd jest nieefek-

tywna, a powstajgce spory nie sg zywe z powodu wyste-
powania czestej aneuploidalnosci.

6.1. Drozdze piwowarskie lager

Naturalna hybryda drozdzy piwowarskich lager
(fermentacja dolna) S. pastorianus (S. carlsbergen-
sis) byta najczedciej badanym typem drozdzy hybry-
dowych. Vaughan-Martini i Kurtzman
pierwsi okreslili, ze typowy szczep S.carlsbergensis
obecnie nazywany S. pastorianus, reprezentant droz-
dzy lager, cze$ciowy allotetraploid, byl wynikiem
miedzygatunkowej hybrydyzacji miedzy S. cerevi-
siae 1 S.bayanus [87]. W podziniejszych badaniach
wykazano, ze kolejnym rodzicielskim szczepem byt
S. monacensis (syn. S.pastorianus) [49]. Nastepnie
stwierdzono w wyniku analizy profili biatkowych,
ze S.monacensis jest wlasng hybryda. Potwierdzil
to Casaregola i wsp. [19] po analizie sekwencji
kilku specyficznych genéw i PCR-RFLP. Liczne bada-
nia chromosoméw i sktadu genetycznego drozdzy
lager ujawnily obecnos¢ w tych drozdzach materialu
genetycznego z S.cerevisiae i nie-S. cerevisiae [19].
Najnowsze badania Rainieri iwsp. [75] potwier-
dzily obecno$¢ w drozdzach piwowarskich materiatu
genetycznego pochodzacego z S. cerevisiae i S. bayanus,
a wlasciwie S. eubayanus [56]. De Barros Lopes
i wsp. [24] wykazali, ze przemystowe drozdze piwo-
warskie s3 wynikiem wielokrotnej interspecyficznej
hybrydyzacji i prawdziwa jest hipoteza, ze pierwsze
zdarzenie hybrydyzacyjne wystapilo przy tworzeniu
sie szczepu S. carlsbergensis i nastgpnie hybrydyzacji
ze szczepem ale S. cerevisiae wystepujacym w $rodo-
wisku piwowarskim.

Rainieri okredlifa badane drozdzy jako linie
czyste i mieszane w réznym stopniu zapozyczenia [75].

Genomy drozdzy piwowarskich sg aneupoliplo-
idalne, z duzymi rearanzacjami i ze zwigkszong lub
zmniejszona liczbg chromosomoéw lub ich czedci,
dlatego tez wykazuja zadziwiajaca intraspecyficzna
zmienno$¢. Analizy CGH (Chromosomal Gross Hybri-
dization) potwierdzily te obserwacje. W hybrydowym
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szczepie drozdzy piwowarskich Weihenstephan 34/70
po zsekwencjonowaniu [66] potwierdzono allopoliploi-
dalng budowe genomu S. pastorianus. Szczepy rodzi-
cielskie zblizone byly bardziej do S. bayanus var. bay-
anus niz do var. uvarum i S. cerevisiae.

Te wyniki pozwolity Pulvurentiemu i wsp.
[73] na utrzymanie epitetu S. bayanus dla szczepow
hybrydowych i odzyskanie taksonu S.uvarum dla
szczepOw nie-hybrydowych. Jednak Naumow [67]
sugerowal rozwazenie tych dwoch subgrup, jako odmian
(varietes) S. bayanus (var. bayanus i var. uvarum) zgod-
nie z ich czg$ciowa izolacja reprodukcyjng wskazang
przez partialng sterylnos¢ ich hybryd.

6.2. Drozdze piwowarskie ale

Wydawalo sig, ze szczepy ale (gérnej fermentacji)
nie sg tak zréznicowane jak drozdze fermentacji dol-
nej i nalezg do jednego gatunku S. cerevisiae. W miare
dos$wiadczen, niektore takze opisano jako hybrydy
S. cerevisiae/S. kudriavzevii. Analiza RFLP zamplifi-
kowanych markeréw jadrowych ujawnilta, ze wiele
tych szczepow bylo diploidami ze ztozong struktura.
Budowa taka moze prowadzi¢ do niestabilnosci geno-
mowej. Przyczyna tej niestabilnosci jest CGH (Chro-
mosomal Gross Hybridization) przypadku S. pastoria-
nus, u ktérego prawdopodobnie fermentacja wysoko
stezonej brzeczki w wysokich temperaturach induko-
watla zmiany chromosomalne [47].

6.3. Drozdze winiarskie

Niedawno odkryte hybrydy drozdzy S. cerevisiae
i S. kudriavzevii wystepuja w grupie technologicznej
drozdzy winiarskich [61] i piwowarskich [41], identyfi-
kowane sg nawet potrdjne hybrydy S. cerevisiae, S. baya-
nus i S. kudriavzevii [95]. Naturalne hybrydy S. cerevi-
siae x S. kudriavzevii zwigzane z procesem fermentacji
znaleziono do tej pory w regionach Europy klimatu
oceanicznego i klimatu kontynentalnego, takiego jak
wystepuje w Anglii [41].

Genetyczna charakterystyka drozdzy winiarskich,
hybryd S. cerevisiae i S. kudrivzevii w wyniku ana-
lizy restrykcyjnej 5 genéw jadrowych ulokowanych
na réznych chromosomach, regionu 5,8S ITS rDNA
i genu mitochondrialnego COX2, ujawnila obecnos¢
w winach szwajcarskich 3 typow hybryd [40]. W pdz-
niejszych badaniach [41] zidentyfikowano 6 nowych
typow hybryd S. cerevisiae i S. kudriavzevii wéréd droz-
dzy piwowarskich, bazujac na analizie RFLP 35 gendw
kodujacych biatka. Hybrydy te przypuszczalnie zawie-
raty chromosomy chimeryczne, prawdopodobnie gene-
rowane przez rekombinacje miedzy homologicznymi
chromosomami z réznych zrédet rodzicielskich [9].
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6.4. Drozdze do produkcji cydru

Szczepy zawierajace material genetyczny z réznych
zrodet znaleziono takze wérdd drozdzy stosowanych
do wytwarzania cydru. Stwierdzono, ze drozdze te byly
hybrydami zawierajacymi material genetyczny z gatun-
kow 8. cerevisiae i drozdzy zblizonych budowa do do
S. bayanus i do S. kudriavzevii. Dodatkowe zrdznico-
wanie genomowe bylo wynikiem miedzygatunkowe;
hybrydyzacji, ktéra wystepowala migdzy dwoma lub
wigcej gatunkami Saccharomyces [74].

Tak wiec hybrydyzacja, ktéra dtugo wydawata sig, ze
wystepuje tylko u drozdzy piwowarskich, ostatecznie,
okazalo sie, jest powszechna w rodzaju Saccharomyces,
wystepuje takze w drozdzach winiarskich i cydrowych
[24, 54].

Obecnos$¢ hybryd S. cerevisiae x S. bayanus jest fatwo
wytlumaczalna, poniewaz oba gatunki koegzystuja
w tych samych procesach i srodowiskach fermentacyj-
nych (warzenie piwa) [76], produkcja cydru [21, 84].
Jednak w przypadku hybryd S. cerevisiae x S. kudriav-
zevii nie jest fatwo zrozumie¢, kiedy nastapita hybry-
dyzacja i jak te hybrydy skolonizowaly produkcje wina
w centralnej Europie [41], poniewaz S. kudriavzevii jak
dotad, nie znaleziono w §rodowisku fermentacyjnym.
Szczepy S. kudriavzevii izolowano z opadnigtych lisci
i ziemi w Japonii [67].

7. Zmiany w budowie genomu

Stosowanie drozdzy przez czltowieka prowadzito do
selekcji wyspecjalizowanych szczepdéw w piekarstwie,
piwowarstwie i winiarstwie. Te wyspecjalizowane
szczepy drozdzy S.cerevisiae wykazuja specyficzne
cechy fenotypowo-technologiczne. Budowa genomowa
tych drozdzy zmienita sie pod wptywem réznych zda-
rzen. Byly to: duze rearanzacje chromosomalne (Gross
Chromosomal Rearregement GRC), zmienna liczba
kopii genéw i polimorfizm sekwencji oraz introgresje
(transfer DNA) [8, 10].

7.1. Duze rearanzacje chromosomalne

Od dawna wiadomo, Ze drozdze winiarskie wyka-
zujace wysoki poziom polimorfizmu dtugosci chromo-
somow powstaly w wyniku rearanzacji chromosomal-
nych. W wyniku tych rearanzacji nastapily translokacje,
delecje i amplifikacje regionéw chromosomalnych [17,
18]. Nastgpilo przemieszczenie migdzy sekwencjami
Ty lub zduplikowanymi genami [20]. Z wykorzysta-
niem analiz poréwnawczej hybrydyzacji genomo-
wej podkreslono role mobilnych retrotranspozonéw
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w generowaniu zmienno$ci w genomach szczepdéw
winiarskich [16]. I tak np. sekwencja genomu szczepu
winiarskiego EC1118, zawiera wiele blokdw chromo-
somalnych z translokacjami i insercjami nieobecnymi
w genomie referencyjnego szczepu S288c. Wiele z tych
translokalcji i insercji jest zlokalizowanych w telomero-
wych regionach chromosomoéw [91]. Rearanzacje geno-
mowe mogg modyfikowa¢ ekspresje genu i zmienia¢
fenotyp, zwlaszcza jesli sg zlokalizowane wewnatrz ORF
lub w regionie regulatorowym genu.

W wigkszosci przypadkow nie udowodniono bez-
posredniego zwigzku miedzy tymi rearanzacjami
a cechami fenotypowymi. W niektérych jednak przy-
padkach udalo si¢ te role zdefiniowaé. Wzajemne trans-
lokacje miedzy chromosomem VIII i XV, widoczne
w drozdzach winiarskich, zwigkszaja ekspresje genu
SSUI, ktory koduje biatko blony komoérkowej wia-
czone w transport anionéw siarkowych, podwyzszajac
oporno$¢ na zwigzki siarki [42, 71]. Prawdopodobnie
ta translokacja powstata przez cigglte stosowanie zwigz-
kéw siarki w winiarstwie i udowodnita zwigzek mie-
dzy rearanzacjami chromosomalnymi a adaptacja do
warunkow przemystowych.

Drozdze flor takze zawierajg wiele rearanzacji. Eks-
pozycja drozdzy na wysokie stezenia acetylaldehydu
i alkoholu, mogta wpltywa¢ na peknigcia podwojnej
nici, co faworyzowalo wystepowanie GCR (Gross Chro-
mosome Rearangement) [46].

7.2. Zmienna liczby kopii genow

Amplifikacja genéw jest znanym mechanizmem
adaptacji przez rézne organizmy, stuzagcym przetrwa-
niu w stresujacych srodowiskach lub zwigkszeniu opor-
nosci na wiele toksycznych czynnikéw. Po opartej na
mikromacierzach hybrydyzacji catego genomu ré6znych
szczepow S. cerevisiae [81, 83, 94] wykazano obecnos¢
powtorzen sekwencyjnych DNA i podkreslono ich role
w strukturalnej dywersyfikacji i adaptacji do specyficz-
nych warunkéw $rodowiska. Analizy zmienno$ci liczby
kopii wykazuja duplikacje i delecje gendéw subtelomero-
wych [16, 31]. Wiele roznic miedzy szczepami dotyczy
genow transporterowych i genéw wlaczonych w odpo-
wiedzi na leki/narkotyki [31]. Zmienno$¢ liczby kopii
sekwencji obserwowano takze w telomerowych lub
subtelomerowych regionach chromosomalnych szcze-
poOw S. cerevisiae stosowanych w wytwarzaniu etanolu,
stosowanego jako biopaliwo. Analiza zmiennosci liczby
kopii pigciu przemyslowo waznych szczepoéw drozdzy
S. cerevisiae bioracych udzial w procesie wytwarzania
biopaliwa potwierdzila amplifikacje w telomerowych
genach SNO i SNZ, ktére s3 wlaczone w biosynteze
witaminy B6 i B1 [83].

ANNA MISIEWICZ, SYLWIA WROBLEWSKA-KABBA

7.3. Polimorfizm sekwencji

Poréwnawcza identyfikacja polimorfizmu sekwencji
nukleotydowych jest podstawowa metoda w badaniu
genetycznych roznic szczepdw, takze w wyjasnieniu
historii ewolucyjnej gatunkéw [81]. W 63 szczepach
drozdzy S. cerevisiae izolowanych z réznych srodowisk
piwowarskich, winiarskich, szpitalnych i $rodowiska
naturalnego, po hybrydyzacji genomowego DNA kaz-
dego szczepu z calym genomem szczepu S288c wykryto
1,89 mIn polimorfizméw pojedynczych nukleotydow
(Single Nucleotide Polymorphism SNP). Zlokalizo-
wano 3985 delecji o dtugosci ponad 200 pz w geno-
mach badanych szczepow. Obserwowano zmniejsze-
nie gestosci SNP w odlegtosci 25 pz od centromerdw.
Kontrastowo, wyzsza zmiennos¢ sekwencji obserwo-
wano w regionach oddalonych o 15-45 pz od telome-
row, takze wiekszos¢ zdeletowanych genéw znajdowata
sie w regionach subtelomerowych. Potwierdzono w ten
sposob zmienno$¢ regiondéw subtelomerowych umoz-
liwiajacych adaptacje szczepoéw do asymilacji roznych
zrodet wegla [94].

W kilku przypadkach wykazano wptyw polimor-
fizmu sekwencji na cechy fenotypowe o znaczeniu prze-
mystowym. Np. szczepy drozdzy flor majg dwie muta-
cje we FLO11, genie kluczowym w formowaniu velum,
kodujacego mucyne w $cianie komorkowej. Te mutacje
w promotorze i regionie kodujagcym FLO11 wzmacniaja
ekspresje tego genu i zdolnos¢ komérek do przylegania
do siebie [34, 46]. Inny przyklad podaje Guillaume
[43], ktory zidentyfikowal allel HXT3, odpowiadajacy
za wzmozong zdolnos$¢ do fermentowania fruktozy
w kilku szczepach drozdzach winiarskich.

7.4. Transfer DNA. Introgresje

Pozyskiwanie gendw przez transfer DNA dlugo
byto spostrzegane jako rzadkie zjawisko u drozdzy.
Jednak niespodziewanie okazalo sie, ze genom droz-
dzy S. cerevisiae szczepu winiarskiego EC1118 zawiera
duze segmenty chromosomoéw uzyskane w wyniku
niezaleznego zdarzenia HGT z r6znych donoréw, wia-
czajac gatunki nie-Saccharomyces [69]. Te introgresje
zawieraly 34 nowe geny zwigzane przede wszystkim
z metabolizmem wegla i azotu, co sugerowalo ich
potencjalng role w adaptacji szczepéw do srodowiska
winiarskiego, gdzie istotne sg te szlaki metaboliczne.
Jeden z nowo badanych genéw, homologiczny do FSY1
u S. pastorianus koduje wysoka zdolno$¢ do symportu/
transportu fruktozy, wzbogacajac podobng funkcje nie
znaleziong w S. cerevisiae. Ten gen transporter ma zna-
czenie przy koncu fermentacji winiarskiej, gdy wiek-
sz0$¢ pozostalego cukru wystepuje w formie fruktozy
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[37]. Ostatnio wykazano obecno$¢ dwdch zduplikowa-
nych tandemowych genéw kodujacych transportery
oligopeptydéw. Te geny nalezaly do nowej rodziny
grzybowych transporteréw oligopeptydowych (FOT)
zidentyfikowanych w wyniku przeprowadzenia ana-
lizy metatranskryptomowych populacji eukariotycz-
nych mikroorganizméw glebowych [22]. Obecnos¢
tych nosnikéw u drozdzy czyni mozliwym transport
wigkszych oligopeptydéw niz zwykle transportowanych
przez nosniki Ptr2p i Dal5p [45]. Niskie stezania azotu
przy koncu fermentacji i stosowanie dipeptydéw moze
wystepowa¢ w drozdzach winiarskich zawierajacych
transportery FOT zlokalizowane we fragmencie 65-pz
DNA znalezionym w subtelomerowym fragmencie
regionu chromosomu XV u wielu szczepéw drozdzy
winiarskich. Ten fragment DNA takze jest zawarty
w genie XDHI (EC1118_1D0_6623g), ktéry koduje
przypuszczalnie dehydrogenaze ksylitolu, ostatnio
zidentyfikowang w przy badaniu ,,zuzywania” ksylozy
przez szczepy winiarskie [92]. Donor jednej z innych
introgresji znaleziony w genomach drozdzy winiar-
skich pochodzi z mikroorganizmu (Zygosaccharomy-
ces bailli), nalezacego do flory zakazajacej moszcze
winne, sugerujac, ze te zdarzenia moga by¢ ulatwiane
przez ekologicznag bliskos¢, sasiedztwo [69]. Wykazano
takze, ze ta introgresja znajdowala si¢ w wielu kopiach
w genomach drozdzy winiarskich, w réznych lokali-
zacjach chromosomalnych. Absorpcja, utrzymanie
i ekspansja tych obcych genéw w genomie szczepow
drozdzy winiarskich modeluje ewolucje adaptatywna
drozdzy winiarskich.

Introgresje genu DUP240 z chromosomu I S. para-
doxus obserwowang w drozdzach izolowanych z han-
dlowych preparatow i dzikich szczepach winiarskich,
opisano takze w klinicznym szczepie YJM789 [91] i izo-
lowanym z fig szczepie EM93, przodka szczepu $288c
[32]. Dodatkowo szczep EM93 wykazuje polimorfizm
korespondujacy z tym samym regionem, jak introgre-
sowany region z MAL chromosomu VII S. paradoxus.
To zjawisko obserwowano u szczepu BG2 stosowanego
do biopaliwa, wskazujac, ze ten region moze takze pod-
lega¢ introgresji w szczepie EM93 [32].

Znaleziono réwniez introgresje, definiowane jako
relatywnie mate regiony réznych gatunkéw wewnatrz
genomu innych gatunkéw, gléwnie wystepujace u blisko
spokrewnionych gatunkow grupy Saccharomyces sensu
stricto [26, 57, 64, 65]. Telomery niosg geny nieortolo-
giczne do S. cerevisiae, dodajac specyficznosci/oryginal-
nosci drozdzom piwowarskim, poniewaz telomery znane
s3 z obecnosci genow wlaczonych w proces wytwarzania
piwa. Geny transportery maltozy i maltotriozy wiaczone
w proces fermentacji byly takze obecne w wyzszej liczbie
kopii w genomie zsekwencjonowanego genomu drozdzy
piwowarskich, bylo to spojne z réznymi fizjologicznymi
zdolnosciami hybryd piwowarskich.
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Stosowanie sztucznych inter- i intraspecyficznej
hybrydyzacji wérdd drozdzy Saccharomyces sensu stricto
jest szeroko stosowane do udoskonalania szczepow
drozdzy w przemysle fermentacyjnym [76].

Wiele badan wskazuje, Ze teoretycznie nie ma granic
w wymianie materialu genetycznego w grupie drozdzy
Saccharomyces sensu stricto.

7.5. Sekwencje powtorzone

Tandemowo powtdrzone sekwencje DNA s3 wy-
soko dynamicznymi skladnikami genomoéw. Wigk-
szo$¢ z nich znajduje si¢ w regionach intergenowych,
lecz niektére w sekwencjach kodujacych lub pseudo-
genach [89]. U ludzi, ekspansja intragenowych pow-
torzen tripletowych jest zwigzana z réznymi chorobami,
wiaczajac plasawice Huntingtona i zespot tamliwego
chromosomu X [59]. W genomie Saccharomyces cere-
visiae wigkszo$¢ gendw zawiera intragenowe powtorze-
nia kodujace biatka $ciany komdrkowej. Te powtorze-
nia zapoczatkowuja czgste zdarzenia rekombinacyjne
w genie lub miedzy genem i pseudogenem, bedac
przyczyna ekspansji i powiekszaniu wielkosci genu.
Zmiana wielko$ci wplywa na zmiany w fenotypie tj.
adhezje, flokulacje lub tworzenie biofilmu. Zréznico-
wanie liczby powtdrzen intragenowych prowadzi do
funkcjonalnej réznorodnosci antygendéw $ciany komor-
kowej, ktory pozwala grzybom i innym patogenom,
na szybka adaptacje do srodowiska i zmiany systemu
immunologicznego [89].

8. Pangenom drozdzy Saccharomyces sensu stricto.
Roéznorodnos¢ szczepdw w obrebie grupy

W wiekszosci badan z ostatnich lat, sekwencje
nukleotydowe szczepow drozdzy poréwnywano jedy-
nie z sekwencjami pierwszego sekwencjonowanego
organizmu eukariotycznego, jakim jest referencyjny
szczep laboratoryjny S288c, przez wiele lat jedyny zse-
kwencjonowany przedstawiciel gatunku Saccharomyces
cerevisiae. Od catkowitego zsekwencjonowania genomu
drozdzy szczepu S288c w 1996 r. [39] nastgpit niedawno
gwaltowny wzrost sekwencjonowania innych szczepow
S. cerevisiae [11-13, 26, 58, 91], rozszerzajac wiedze
zaréwno na poziomie SNP i zmiennosci strukturalnej
i ujawniajac nieznane kilobazy dodatkowych sekwencji
nieobecnych w referencyjnym genomie S288c.

Rozwdj wiedzy o pangenomie S. cerevisiae mozliwy
jest po analizie duzej prébki np. powszechnie stosowa-
nych handlowych drozdzy winiarskich i poréwnanie
ich z innymi drozdzami przemystowymi, wiaczajac
naturalne, dzikie szczepy drozdzy winiarskich, piwo-
warskich, piekarskich i gorzelniczych.
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Tabela III
Niektore zsekwencjonowane genomy drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Rok
sekwencjo-|  Szczep Pochodzenie Charakterystyka
nowania
1996 S5288¢c Pochodzi od szczepu EM93 (88% genomu),
EM126, NRRL YB-210, Yeast Foam, FLD, LK
2005 RMIl1-l1a | Haploid Uzyskany ze szczepu Bb32(3)
2007 YM789 Haploid, patogen oportunistyczny od pacjenta | Zdolnosci flokulacyjne, toleruje wysoka temperature i wirusy
2008 M22 Wtoska winiarnia
YPS163 Gleba, dab Odporny na niska temperature, wysoka ekspresja na
akwaporyne
AWRI1631 | Australijski szczep winiarski, haploid Uzyskany z przemystowego szczepu winiarskiego N96
AWRI796 | Australijski, haploidalny uzyskany Szczep winiarski
z przemystowego szczepu N96
2009 JAY291 Nieflokulujacy haploid z ze szczepu PE-2 Toleruje stres tlenowy i temperaturowy
do produkgji bioetanolu
EC1118 Diploidalny, handlowy, powszechnie uzywany |Trzy unikalne regiony od 17 do 65 pz, obecnoé¢ genow
do produkcji wina wskazujacych metabolizm i transport cukru i azotu, brak
100 genéw w por. z S288¢
2010 VIN13 Z Afryki Potudniowej Toleruje niskie temperatury, wina aromatyczne
AWRI796 | Z Afryki Potudniowe, haploidalny uzyskany |Bardziej przydatny do win czerwonych, fermentacja
z przemystowego szczepu N96 w wyzszych temperaturach
CLIB215 | Z piekarni z Nowej Zelandii
2011 CBS7960 | Cukrownia w Brazylii
PW5 Palma, Nigeria
CLIB 324 | Piekarski szczep z Wietnamu
CLIB382 Z piwa, Irlandia
EC9-8 Haploid, z Kanionu Ewolucji, Izrael Odporny na kadm
T7 Dab, USA
T73 Niskie wymagania azotowe, wysoka tolerancja na alkohol,
niskie wytwarzanie lotnych kwasow
UC5 Sake, Japonia
VL3 aromatyczne biale wina, wysoka zawartosc tiolu
K7 Szczep do sake
QA23 Vinho Verde, Portugalia Toleruje niskie temperatury, niskie wymagania sktadnikéw
pokarmowych i tlenu, wysoka aktywno$¢ betaglukozydazy
Y10 Orzech kokosowy, Filipiny
YIM269 Winogrona z Austrii
Era NGS

Rozwijajaca si¢ dynamicznie genomika poréwnaw-
cza, dzieki zsekwencjonowaniu coraz wigkszej liczby
szczepOw drozdzy, pomaga w poszukiwaniu odpowiedzi
na pytanie, w jaki sposdb przez tysiace lat nastegpowata
adaptacja genoméw uprzednio dzikich gatunkow, w
wyniku ktdrej otrzymano zréznicowane, wyspecjali-
zowane szczepy, o roznych szlakach metabolicznych,
wykorzystywanych przemystowo przez cztowieka. Przy-
ktady takich szczepow podano w tab. III.

Wigkszos¢ genow szczepu S288c jest obecnych
w winiarskim szczepie T73. Gléwna réznica miedzy

szczepami S288c¢ i T73 polega na obecnosci w wigkszej
liczbie kopii elementéw Tyl i Ty2, obecnych w S288c.
Wei iwsp. [91] znalazt ok. 60 000 polimorfizmdw
pojedynczych nukleotydéw (SNP) i ok. 6000 insercji/
delecji w trakcie poréwnania szczepéw YJM789 i S288c.
Zmiany wystepowaly zardwno w roznej gestosci polimor-
tizmu miedzy chromosomami i mi¢dzy specyficznymi
genami. W szczepie JAU291, o dobrze scharakteryzo-
wanych allelach wielu genéw zwigzanych z fermentacja,
wykazano znaczne réznice migdzyszczepowe w porow-
naniu do sekwencji szczepéw S288c, RM-11 i YJM789.
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Wykazano, ze sekwencje nukleotydowe genomo-
wego DNA diploidalnego szczepu K7, uzywanego przy
wytwarzaniu sake, s3 prawie identyczne z sekwencjami
laboratoryjnego szczepu S288C oprdcz kilku subtelo-
merowych polimorfizméw i dwoch duzych inwersji
obecnych w szczepie K7. Analiza heterozygotycznych
nukleotydéw miedzy chromosomami homologicznymi
ujawnila obecno$¢ mozaikowej, nieréwnomiernie nie-
parzystej dystrybucji heterozygot w szczepie K7 [1].

Poréwnawcze badania nad réznorodnoscig geno-
mow szczepdw S. cerevisiae wskazuja na obecno$¢ uni-
katowych klastrow szczepdw stosowanych do produkcji
sake, réznych od winiarskich i laboratoryjnych [58, 81]
zgodnie z ich unikatowymi filogenetycznymi pozycjami
i wysokim wytwarzaniem etanolu.

Wystepujace roznice wielko$ci miedzy genami
w rdéznych szczepach S. cerevisiae sg istotne, jako ze
wielkos$¢ wiekszosci gendw jest konserwowana ponad
miliony lat w réznych gatunkach drozdzy. Poréwnanie
liczby genomowych kopii vs. pozioméw transkryp-
tow moze prowadzi¢ do charakterystyki konkretnego
szczepu drozdzy. Szczegdlnie informacja o elementach
Ty i duzych rodzinach gendw, takich jak rodziny sub-
telomerowe, moze by¢ stosowana jako czule narzedzie
molekularne stosowane do opisu szczepow przemysto-
wych, jak sugerowat uprzednio Pretorius [72].

Rearanzacje genomu, szczegdlnie amplifikacje i de-
lecje regularnie obserwowano w odpowiedzi na zasto-
sowang silng presje selekcyjna w populacji mikroor-
ganizméw w hodowli ciaglej. W warunkach chemo-
statu, ewolucja mikrobiologiczna wystepowala przez
sekwencyjne nagromadzenie mutacji. Haploidalne
i izogeniczne klony, propagowano aseksualnie przez
100-500 generacji w hodowli z ograniczonym doste-
pem glukozy. Diploidy ewoluowaly szybciej niz haplo-
idy Stosujac macierz CGH, po stresowaniu drozdzy
znaleziono dodatkowe charakterystyczne rearanzacje
genomowe w 6 z 8 szczepow. Te rearanzacje wiaczajac
poprzednio wskazane lokalne amplifikacje genowe,
zmienily liczbe kopii w chromosomie i translokacji
wewnatrz i miedzy chromosomami. Przyczyng wiek-
szosci rearanzacji byla ektopowa rekombinacja z wia-
czeniem sekwencji zwigzanych z transpozonem [29].

Rodziny genéw subtelomerowych ewoluujg szybciej
niz geny potozone blizej centromeru. Regiony subtelo-
merowe czgsciej sa miejscami duplikacji genu [2], co
potwierdza unikalng role subtelomeréw jako znacza-
cych miejsc w ewolucji genomu i zmianach innowa-
cyjnych budowy/funkcji genomu [14], np. przypusz-
czalna adaptatywna amplifikacja subtelomerowych
gendéw SNO/SNZ wystepuje w szczepach stosowanych
w wytwarzaniu etanolu paliwowego [83]. Lokalizacja
subtelomerowa gendéw utylizujacych cukier zapewne
takze podlega adaptacji [14]. Dodatkowo, wiele rodzin
elementéw transpozonowych wykazuje zréznicowa-
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nie liczby lub nie wystepuja w roznych szczepach [59].
Innym Zrédlem zréznicowania adaptatywnej ekspansji
jest zwielokrotnienie liczby genéw, takich jak loci CUPI
[35] i HXT6/7 [29, 48].

9. Modele ewolucji u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae

Badania genomiki poréwnawczej ostatnio graja
wieksza role w objasnianiu ewolucji drozdzy Saccharo-
myces. Waznym mechanizmem eukariotycznej chro-
mosomalnej ewolucji jest duplikacja segmentowa
chromosomu, ktéra prowadzi do krétkotrwatego,
przemijajacego czesciowego stanu diploidalnego, ktory
nastepnie jest zmieniany przez utrate lub duplikacje
genu albo zréznicowanie sekwencji. Wg jednych ewo-
lucyjny model S. cerevisiae jest zdegenerowanym tetra-
ploidem, wg innych zdegenerowanym poliploidem.

Interesujgce poréwnanie budowy genoméw dwdch
grup drozdzy lager prowadzi do wniosku [30], ze
pochodzg z dwoch niezaleznych zdarzen intergatun-
kowej hybrydyzacji miedzy dwoma zarodnikami S. cere-
visiae i S. bayanus var. bayanus i fuzji miedzy diploidem
S. cerevisiae i haploidalnym S. bayanus var. bayanus.
Prawdopodobnie, po prostym etapie hybrydyzacji,
genom hybrydy podlegal ekstensywnej chromosomal-
nej rearanzacji, wlaczajac ubytki chromosomoéw i chro-
mosomowg generacje chimerycznych chromosoméw
przez niewzajemng, nierownowazng rekombinacje mie-
dzy homologicznymi chromosomami [9].

Wolfe i Shields [97] poczatkowo proponowali
ewolucyjny model dla Saccharomyces cerevisiae. Ich
model wskazywal, ze te drozdze sg generowane przez
catkowita duplikacje genomu ich przodka prowadzac
serie chromosomalnych translokacji i delecji frakeji
genomowych. Badania nad rearanzacja chromosomalng
w S. cerevisiae i S. bayanus wskazuja, ze takie rearanzacje
s3 zdolne do przyspieszenia dywersyfikacji sekwencji
genomu w specjacji, poniewaz one indukuja niezywe
spory w kulturach hybrydowych. Perez-Ortin iwsp.
[71] wykazal, ze duze chromosomowe rearanzacje,
zwane zwrotnymi wzajemnymi translokacjami miedzy
chromosomem VIIT i XVI genu SSUI i genu ECM34 sa
wlaczone w adaptatywna ewolucje S. cerevisiae i wydaje
sie, ze znaleziono je tylko w szczepach winiarskich.

Wyjasnienie drogi, jaka ewoluujg drozdze Sac-
charomyces jest fundamentalne do zrozumienia jak
nastepowala specjacja Saccharomyces sensu stricto. Te
kontrowersyjne teorie, pokazujg droge ewolucyjna, pro-
wadzacg do obecnych drozdzy Saccharomyces.

Szczegolowa charakterystyka szczepu produkcyj-
nego, prognozowanie wlasciwosci biotechnologicznych
na podstawie budowy genomu staje si¢ jednym z kry-
tycznych czynnikéw determinujgcych wybor szczepu
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i strategi¢ jego stosowania w celu uzyskania powta-
rzalnych i unikalnych waloréw smakowych produktéow
fermentacji.
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Differentiation of staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) in methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci

Abstract: Staphylococcal chromosomal cassette mec (SCCmec) is a mobile genetic element that harbors the mec genes which encode
resistance to methicillin and almost all B-lactam antibiotics. Also resistance genes for aminoglycosides, macrolides, tetracyclines can
accrue on SCCmec elements. Coagulase-negative staphylococci are thought to be a reservoir of diverse SCCmec elements that can spread
to Staphylococcus aureus or other species of Staphylococcus. A diversity of SCCmec types, with many new combinations of the mec and ccr
gene complex as well as nontypeable types were recognized among the MR-CNS strains.

1. Introduction. 2. The structure of SCCmec elements. 3. Distribution of SCCmec types in coagulase-negative staphylococci. 3.1. Differentiation
of SCCmec types in Staphylococcus epidermidis. 3.2. Identification of SCCmec in Staphylococcus haemolyticus. 3.3. Characteristics of
SCCmec in Staphylococcus hominis. 3.4 Distribution of SCCmec types in sporadic staphylococcal isolates from patients. 3.5 Characteristics

of SCCmec types in bacterial strains isolated from animal sources. 4. Summary
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1. Wstep

Gronkowce koagulazo-ujemne stanowg naturalng
flore bakteryjna skory i blon sluzowych czlowieka, ale
moga by¢ czynnikiem etiologicznym wielu infekcji
gléwnie u oséb z obnizong odpornoscia. Za gtéwna
przyczyne wirulencji tej grupy bakterii uwaza si¢ zdol-
no$¢ wytwarzania biofilmu na powierzchni uszkodzo-
nej tkanki oraz abiotycznej. Uwaza sig, ze gronkowce
koagulazo-ujemne stanowig rezerwuar genéw warun-
kujacych opornosé¢ na antybiotyki [11, 12, 26, 36].

Kasety SCCmec (staphylococcal cassette chromo-
some mec) s3 mobilnymi elementami genetycznymi
(MGE, mobile genetic elements), ktére na drodze trans-
feru horyzontalnego moga by¢ przekazywane miedzy
szczepami tego samego lub réznych gatunkéw [12].
Kaseta SCCmec zawiera zwykle gen mecA, ktéry warun-
kuje opornos¢ gronkowcéw na metycyling, co oznacza
oporno$¢ na antybiotyki 3-laktamowe, czyli penicyliny,
cefalosporyny, karbapenemy i monobaktamy. Wyja-
tek stanowi cefalosporyna V generacji - ceftobiprol,
ktory jest pierwszym antybiotykiem p-laktamowym
aktywnym wobec MRSA (methicillin resistant Staphy-
lococcus aureus) [30]. Gen mecA odpowiedzialny jest
za wytwarzanie biatka wiagzacego penicyling - PBP2a
(penicillin binding protein 2a), ktére w odrdznieniu od

innych biatek PBP, wykazuje obnizone powinowactwo
do antybiotykéw p-laktamowych i przejmuje ich funk-
cje. Bialko PBP2a jest transpeptydaza odpowiedzialna
za tworzenie mostkow pentaglicynowych w peptydo-
glikanie, co warunkuje synteze $ciany komorkowej
[16, 22]. Pochodzenie kaset SCCmec oraz mechanizm
ich nabywania nie jest w pelni poznany. Kaseta jest
zintegrowana z chromosomem bakteryjnym w spe-
cyficznym miejscu na koncu 3’ genu orfX kodujacego
metylotrasferaze rybosomalng oraz jest oskrzydlona
przez proste i odwrdcone sekwencje repetytywne [20,
21, 24]. Kaseta SCCmec zawiera kompleks genow mec
oraz rekombinaze ccr, ktéra umozliwia wycinanie
i specyficzng integracje kasety z chromosomem bak-
teryjnym (Rys. 1). W strukture SCCmec bardzo czgsto
wbudowane s3 mobilne elementy genetyczne tj: plaz-
midy, transpozony, sekwencje inercyjne, w ktdrych
moga by¢ zlokalizowane geny warunkujace opornosé
na antybiotyki. W kasecie moga sie znajdowac réwniez
geny warunkujace wirulencje, czy tez kodujace biatka
biorgce udziat w syntezie polisacharydéw budujacych
sciang komodrkowa bakterii [12]. Kasety maja wielkos¢
od 21 do 68 tysiecy nukleotydow. Elementy SCCmec
odznaczajg sie zréznicowang struktura i sg klasyfiko-
wane na rézne typy na podstawie wystepujacego kom-
pleksu genoéw mec oraz rekombinazy ccr. Dotychczas

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii, Instytut Biologii Eksperymentalnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza
w Poznaniu, ul. Umultowska 89, 61-614 Poznan, tel. 61 829 59 36, e-mail: ewasz@amu.edu.pl
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Rys. 1. Schemat budowy kasety SCCmec. J1,J2, J3 - regiony towarzyszace. Gen mecA koduje oporno$¢ na metycyline,
mecR1, mecl - geny regulatorowe, ccrB2, ccrA2 - geny kodujace rekombinaze

opisano 11 typow kaset SCCmec, w niektorych z nich
wyrdzniono podtypy [22, 30, 37].

Warto podkresli¢, ze pojawito si¢ duzo niejasnosci
oraz niespojnosci w klasyfikacji kaset SCCmec jak
i nazewnictwie kompleksow gendéw mec i ccr. W celu
rozwigzania tych probleméw zostala powotana Mie-
dzynarodowa Grupa Ekspertow ds. Klasyfikacji Kaset
SCCmec (IWG-SCC). W wyniku jej prac zostalo ujed-
nolicone nazewnictwo kaset SCCmec, okreslone zostaty
wymagania, jakie muszg by¢ spelnione, aby zostal
zatwierdzony nowy typ kasety SCCmec oraz ustalono
jednolite kryteria stosowane przy definiowaniu kaset
SCCmec w badaniach epidemiologicznych. Poszcze-
golne klony MRSA sg charakteryzowane poprzez okre-
$lenie typu kasety SCCmec. Szpitalne szczepy MRSA
(HA-MRSA, hospital acquired methicillin resistant Sta-
phylococcus aureus) zawieraja zazwyczaj kasety SCCmec
typu I, ITi IIT [13, 20, 21, 41]. Kasety typu I1 i III oprécz
genu mecA maja geny kodujace oporno$¢ na amino-
glikozydy, makrolidy i tetracykliny, co skutkuje wielo-
lekoopornoscig. Szczepy metycylinooporne gronkowca
zlocistego wystepujace w srodowisku pozaszpitalnym
(CA-MRSA, community acquired methicillin resistant
Staphylococcus aureus) zawieraja kasety typu IV iV,
ktére majg jedynie gen warunkujacy opornos¢ na anty-
biotyki B-laktamowe [9, 28, 32]. Szczepy CA-MRSA
pojawily si¢ w latach 90-tych XX wieku i powstaly de
novo w wyniku przekazania elementu SCCrmec do wielu
metycylino-wrazliwych klonéw gronkowca zlocistego
(MSSA, methicillin-susceptible Staphylococcus aureus).
Nalezy podkresli¢, ze kasety SCCrmec cz¢sciej wystepuja
u gronkowcéw koagulazo-ujemnych niz u S. aureus.
Pomimo tego, znacznie mniej wiadomo o strukturze
tych elementow u tej grupy bakterii.

2. Budowa kaset SCCmec

Kompleks genéw mec sklada si¢ z genu struktural-
nego mecA, genéw regulatorowych: mecR1, mecl oraz
sekwencji insercyjnych. U gronkowcéw opisano 5 klas
regionu mec (A, B, C1, C2, D). Klasy roznig si¢ mie-
dzy sobg wystepowaniem sekwencji inercyjnych oraz
stopniem delecji genow regulatorowych. Klasa A kom-

pleksu mec zawiera sekwencj¢ insercyjng 1431, klasa B,
IS1272 1158431, klasa C, 1431, podczas gdy klasa D nie
zawiera zadnej sekwencji insercyjnej. W obrebie klasy A
wyodrebniono pie¢ wariantéw (A1, A2, A3, A4i A5),
w klasie B i C odpowiednio po cztery warianty (B, B1,
B,/B2, B(L), Cl, C2, Cl-like i C4) [22, 30, 37].

Kompleks ccr sktada si¢ z genu kodujacego rekom-
binaz¢ oraz otaczajacych go otwartych ramek odczytu
(ORFs). Dotychczas zostaty zidentyfikowane trzy filo-
genetycznie odmienne rekombinazy: ccrA, ccrB i ccrC.
Wykazuja one podobienstwo sekwencji nukleotydowej
ponizej 50%. W obrebie typu ccrA wyrdzniono allotypy:
ccrA1-A7, a w obrebie ccrB: allotypy ccrBI-B7. Zgod-
nie z wytycznymi ustalonymi przez IWG-SCC do tego
samego allotypu ccr zalicza si¢ sekwencje, ktére wyka-
zuja podobienstwo powyzej 85%, natomiast sekwencje
ccr wykazujace podobienstwo od 60% do 82% uzna-
wane s3 jako rézne allotypy [22]. Ostatnio zidentyfi-
kowano kolejne allotypy u S. haemolyticus — ccrABshp,
auS. sciuri - ccrA7 [22, 33, 45]

W kasecie SCCmec wystepuja trzy regiony towa-
rzyszace: J1, J2 i J3, ktére moga zawiera¢ sekwencje
niekodujace, pseudogeny oraz sekwencje insercyjne,
plazmidy, transpozony, w ktdrych czesto obecne sg geny
warunkujgce oporno$¢ na antybiotyki. Réznice w regio-
nach J stanowig podstawe do wyrdznienia podtypow
w obrebie tego samego kompleksu mec-ccr [22].

3. Wystepowanie kaset SCCmec u gronkowcow
koagulazo-ujemnych

Wsréd gronkowcow koagulazo-ujemnych najwigk-
sze zroznicowanie kaset SCCrmec obserwuje si¢ u S. epi-
dermidis, S. heamolyticus i S. hominis, czyli gatunkow
najczesciej powodujacych zakazenia u ludzi. Wiele
kaset SCCmec wystepujacych u gronkowcow koagu-
lazo-ujemnych nie mozna zaklasyfikowa¢ do juz ist-
niejacych typow, gdyz najprawdopodobniej zawieraja
do tej pory nieopisane allotypy genu rekombinazy
chromosomowej (ccr), kompleksy mec lub w kasetach
tych wystepuja nowe kombinacje kompleksow ccr i mec
[37]. Wskazuje to na koniecznos$¢ sekwencjonowania
catych struktur SCCmec w celu poznania ich budowy.
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Natomiast w wigkszosci przypadkéw badania doty-
czace identyfikacji kaset SCCmec sg przeprowadzane
w oparciu o reakcje PCR, z zastosowaniem starterow
zaprojektowanych do znanych sekwencji wystepujacych
w opisanych kasetach SCCmec [25, 49].

3.1. Zrdéznicowanie kaset SCCmec
u Staphylococcus epidermidis

Z danych literaturowych wynika, ze kaseta typu IV
jest najczesciej wystepujacg u bakterii nalezgcych do
gatunku S. epidermidis. Na podkreslenie zastuguje fakt,
ze dominujacg pozycje kaseta ta zajmuje w populacjach
bakterii pochodzacych z réznych obszardéw geograficz-
nych: z Francji, Portugalii, Kanady, Japonii i Meksyku
[1, 10, 11, 28, 34]. U S. epidermidis stwierdzono réw-
niez obecnosé¢ kaset SCCmec typu L, 1L, I11, V, VI i VIII
(27, 31, 34, 38, 48, 52]. Badania przeprowadzone przez
Ibrahem iwsp. [19] wykazaly bardzo wysoki odse-
tek szczepow MRSE (methicillin resistant S. epidermi-
dis), u ktérych nie mozna bylo zidentyfikowac kaset
SCCmec. Jedynie u trzech izolatéw MRSE stwierdzono
wystepowanie kasety SCCmec typu I, a u dwdch kasete
typu IV. Szczepy te zostaly wyizolowane z przedsionka
nosa mieszkancéw potnocnych regionéw Finlandii.
Réwniez wsérdd populacji szwedzkich szczepow zaob-
serwowano wysoki odsetek kaset SCCmec, ktorych przy-
naleznosci do znanych typéw nie mozna bylo okresli¢.
Ponadto stwierdzono wystepowanie nietypowych kom-
binacji kompleksu genu mec i rekombinazy ccr [40].
W innych badaniach wykazano, ze szczepy S. epidermi-
dis zawierajg w swoim genomie wiele kopii genu ccr jak
réwniez rozne jego allotypy [13, 19, 26, 35, 40].

Wystepowanie wielu kopii gendéw kodujacych re-
kombinaze¢ chromosomalng w genomie bakterii moze
wynika¢ z duzej tatwosci nabywania ruchomych ele-
mentéw genetycznych przez szczepy S.epidermidis.
Uwaza sie, ze zachodzace czeste zdarzenia rekombina-
cyjne oraz wysoka plastyczno$¢ genomu tych bakterii
zadecydowaly o sukcesie S. epidermidis jako patogena
zakazen szpitalnych [36]. Duze zrdznicowanie kaset
SCCmec u bakterii w $rodowisku szpitalnym upatruje
sie rowniez w ekspozycji ich na antybiotyki, ktdre w ste-
zeniach subinhibicyjnych mogg nie tylko modulowa¢
ekspresje genow, ale réowniez wplywac na horyzontalny
transfer kaset SCCmec [34]. Ponadto transfer kaset
jest utatwiony w biofilmie, ze wzgledu na bardzo duze
zageszczenie komorek bakteryjnych w tej strukturze.
Znacznie mniejsze zréznicowanie kaset zaobserwo-
wano wsrod szczepéw CA-MRSE (community-asso-
ciated methicillin resistant S. epidermidis), zidentyfi-
kowano jedynie kasety typu IV i V.

Liczni autorzy wskazuja, ze szczepy S. epidermidis
stanowig rezerwuar kaset SCCmec dla metycylino-
wrazliwych szczepoéw gronkowca zlocistego [17, 22].
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Nalezy podkresli¢, ze kasety typu IV, sa kasetami
najmniejszymi i tym samym najbardziej mobilnymi.
Nabycie kaset przez MSSA skutkuje opornosca na
antybiotyki B-laktamowe i powstaniem MRSA [22,
38]. W warunkach in vitro wykazano transfer kasety
SCCmec 1V ze szczepu S. epidermidis do S. aureus [47].
Réwniez wyniki badan Barbier iwsp. [1] wskazuja
na mozliwos¢ transferu kasety typu IV wystepujacej
u S. epidermidis do CA-MRSA, poniewaz wykazano
podobienstwo sekwencji SCCmec u tych gatunkéw.
Kolejny przyktad miedzygatunkowego transferu kasety
SCCmec zostal podany przez Bloemendaal iwsp.
[3]. Szczepy S. epidermidis i S. aureus wyizolowane od
hospitalizowanego noworodka mialy t3 samg kasete
SCCmec typu IVa, a ich sekwencje wykazaly >98%
podobienstwa.

3.2. Identyfikacja kaset wystepujacych
u szczepow Staphylococcus haemolyticus

U bakterii z gatunku S. haemolyticus zidentyfiko-
wano kasety typu IV, V i VII, jednakze wystepuja one
u niewielkiej liczby szczepow [5, 8, 35, 45]. U szczepu
JCSC1435, ktorego caly genom zostal zsekwencjono-
wany, stwierdzono obecnos¢ kasety SCCmec [42]. Ana-
lizujac wyniki badai mozna stwierdzi¢, ze w genomie
S. haemolyticus najczgsciej wystepuje klasa C kom-
pleksu mec, ktora jest charakterystyczna dla kasety
typu V. Kompleks ten jednak czgsto nie wystepuje
z rekombinazg typu ccrC jak to ma miejsce w kasecie
SCCmec typu V, ale z innymi typami rekombinaz ccr
[5, 45]. Ponadto wielu autoréw wskazuje, Ze w genomie
S. haemolyticus wystepuje wiele kopii genéw rekombi-
nazy cct, przy czym niektorych nie mozna przyporzad-
kowa¢ do okreslonego allotypu [13, 26, 35]. Ostatnio
u szczepow S. haemolyticus zostaly zidentyfikowane
nieznane przedtem allotypy gendéw rekombinazy ccr:
ccrA7, ccrA8, ccrAB, [33, 45]. Niemniej jednak nadal
wysoki odsetek szczepow S. haemolyticus ma kasety,
ktorych nie mozna zaklasyfikowaé do znanych typow
[12, 13, 26].

Uwaza sig, ze S.haemolyticus jest rezerwuarem
kaset SCCmec typu V dla innych gatunkéw gronkow-
cow. W literaturze opisano przypadek jej transferu ze
szczepu S. haemolyticus do S. aureus [2]. Powstaty klon
MRSA byl odpowiedzialny za epidemie na oddziale
noworodkowym w szpitalu uniwersyteckim w Ore-
bro w Szwecji. Hipoteza transferu kasety miedzy tymi
gatunkami zostala poparta wysokim stopniem podo-
bienstwa sekwencji (99%) fragmentu kompleksu mec
wystepujacego w kasetach SCCmec typu V u wyzej
wymienionych gatunkéw. Natomiast analiza PFGE
wykazala identyczne profile DNA dla tych szczepow.
Inne klony MRSA izolowane na terenie tego szpitala
nie zawieraly kasety SCCmec typu V.
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3.3. Charakterystyka kaset SCCmec
u Staphylococcus hominis

W genomie szczepow S. hominis wykryto kasety
SCCmec typu III, VI, VIII oraz o nieokreslonej przy-
naleznosci [4, 10, 12, 13, 19, 31]. Nalezy jednak zazna-
czy¢, ze badano pojedyncze izolaty. Bouchmani
i wsp. [4] opisali wystepowanie u S. hominis nowej
kasety SCCmec o unikatowej kompozycji kompleksu
mec i ccr. Zawiera ona klase A kompleksu mec i gen
rekombinazy typu ccrABI. Czesto w genomach szcze-
poéw S. hominis wystepuja dwa rdézne typy gendw
rekombinazy (ccrABI, ccrAB4) i jeden kompleks mec
(klasa A). Podobne rezultaty uzyskali Mendoga-
-Olazaran i wsp. [29]. Opisali oni szczepy, ktore
w genomie majg jeden kompleks mec oraz dwa typy
genow rekombinaz ccr: ccrAB1, ccrC lub ccrAB4, ccrC,
jak rowniez szczepy majace jeden kompleks mec oraz
trzy typy genéw rekombinaz: ccrABI, ccrAB4 i ccrC.
Zdaniem wyzej wymienionych autoréw uzyskane
dane wskazuja na mozliwos¢ wystepowania w jednej
kasecie SCCmec kilku genéw rekombinaz crr, czy tez
wystepowaniu genéw ccr w kilku kasetach ulozonych
tandemowo. Roéwniez wsrod szczepow S. hominis nie
majacych genu mecA stwierdzono wystepowanie genéw
rekombinaz: ccrC, ccrABI1, ccrAB4 i ccrAB2.

3.4. Wystepowanie kaset SCCmec u gronkowcow
sporadycznie izolowanych od chorych ludzi

Budowa kaset SCCmec u gatunkéw gronkowcow
rzadko wywolujacych zakazenia u ludzi jest stabo
poznana. U . capitis zidentyfikowano kasety typu I,
IL IOI, IV i V, u S. warneri typu III i IV, a u S. sciuri,
S. saprophyticus i S. cohnii typu I11. U pojedynczych izo-
latow S. pasteuri, S. pettenkoferii S. massiliensis wykryto
odpowiednio kasety typu I, IV iV [19, 31, 52]. Wéréd
gronkowcow koagulazo-ujemnych wystepuja réwniez
kasety, ktorych nie mozna zidentyfikowaé w opar-
ciu o przyjete kryteria. U szczepow S. saprophyticus
stwierdzono wystepowanie kasety SCCmec majacej
zidentyfikowany kompleks mec- klas¢ A i nieznany typ
rekombinazy ccr [39]. Higashide iwsp. [15] opi-
sali u tego gatunku kasety SCCmec z unikatowg kom-
pozycja kompleksu mec (klasa A) i ccr (ccrAl/ccrB3).
U S. sciuri zidentyfikowano allotyp - ccrA7, ktéry two-
rzy kompleks z genem rekombinazy ccrB, co wskazuje
na zachodzgce rekombinacje migdzy réznymi typami
genow ccr [45]. Nieznany wezesniej typ kasety SCCrmec
o wielkosci 35kpz, zostal opisany u S.cohnii [51].
Zawiera ona klas¢ A kompleksu mec i nowo odkryte
warianty genéw rekombinaz: ccrA5 i ccrB3 oraz dwa
geny w rejonie J . Geny ccrA i ccrB wykazujg 89,7%
podobieristwa z genami rekombinazy ccrA, , wyste-
pujacymi u S. heamolyticus oraz 90% podobienstwa
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z genami ccrB3 wystepujacymi u S. pseudintermedius.
Do kasety przylega dodatkowy element SCC, w ktérym
obecne s3 geny kodujace rekombinaze — ccrC. Kaseta
SCCmec i element SCC prawdopodobnie zostaty wbu-
dowane do genomu bakteryjnego niezaleznie od siebie,
a nie jako jeden kompleks SCCrmec-SCC.

3.5. Charakterystyka kaset SCCmec obecnych
u szczepow izolowanych od zwierzat

Najwigcej danych zgromadzono dotad o kasetach
SCCmec wystepujacych u szczepdw izolowanych z mate-
rialéw pobranych od chorych ludzi, natomiast znacznie
mniej wiadomo o kasetach wystepujgcych u gronkow-
c6w izolowanych od zwierzat. Przyjmuje sie, ze bakterie
pochodzace od zwierzat sg rezerwuarem kaset SCCrmec
dla gronkowcéw zasiedlajacych organizm czlowieka [6,
7,18]. Hipoteza ta zostala poparta analizg sekwencyjna,
ktora wykazata bardzo wysoki stopienn podobienstwa
genu mecA wystepujacego u S. fleurettii (komensalnej
bakterii bytujacej u zwierzat) i S. aureus [43].

Kaseta SCCmec typu III najczedciej wystepuje
u szczepow S. lentus, S. xylosus, S. pasteueri, S. rosti izo-
lowanych od réznych zwierzat. Na podkreslenie zastu-
guje fakt, ze kaseta ta zawiera geny warunkujace opor-
nosci na rézne klasy antybiotykow [46, 50]. U gatunkow
S. pasteuri, S. rosti, S. capitis, S. saprophyticus i S. cohnii
odnotowano réwniez wystepowanie kasety typu IV [44].
Natomiast szczepy zaliczane do gatunku S. sciuri, ktore
czesto izolowane sg od dziko zyjacych zwierzat, zawie-
raja w swoich genomach kasety typu I, II1 i V [14, 44].
U szczepdw tych réwniez stwierdzono wystepowanie
kaset SCCmec, ktérych nie sklasyfikowano w oparciu
o przedstawione kryteria [44]. Ponadto wykazano obec-
no$¢ kaset nietypowych, majgcych zidentyfikowany
kompleks mec, a nieokreslony typ rekombinazy chro-
mosomalnej, co moze sugerowac¢ istnienie nowych allo-
typow u tych gatunkow. Co ciekawe, zidentyfikowano
rowniez kasete typu III, w ktdrej stwierdzono wyste-
powanie gendéw regulatorowych kompleksu mec oraz
genow kodujgcych rekombinaze chromosomalng przy
réwnoczesnym braku genu mecA. Z kolei Ibrahen
i wsp. [19], stwierdzili wystgpowanie kaset SCCmec,
u ktorych wystepowal gen mecA, a nie bylo genéw
regulatorowych, co wskazuje, ze kompleks mec moze
podlegac czesciowej delecji.

4. Podsumowanie

Obserwuje si¢ ogromne zréznicowanie kaset SCC-
mec wystepujacych u gronkowcéw koagulazo-ujem-
nych. Pomimo intensywnie prowadzonych badan, nadal
struktura wielu kaset SCCmec nie zostala poznana,
a obecne w nich kompleksy mec i ccr nie zostaly ziden-
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tyfikowane. Wyniki wielu analiz §wiadcza o wystepowa-
niu nowych kompozycji kompleksu mec i genu rekom-
binazy chromosomalnej w tych kasetach. Nie ulega
watpliwosci, Ze ogromne zrdéznicowanie elementéow
SCCmec stwarza koniecznos$¢ ich sekwencjonowania.
Na podstawie przeprowadzonych analiz sekwencyjnych
stwierdzono, ze geny ccr s3 znacznie bardziej zréznico-
wane niz kompleks mec. Ponadto w genomie komorki
bakteryjnej moze wystepowa¢ wiele kopi genéw ccr
i réznych allotypow tych gendw, co z kolei wskazuje na
duze zdolnosci rekombinacyjne tych bakterii.

Uwaza sie, ze metycylinooporne gronkowce koagu-
lazo-ujemne stanowia rezerwuar kaset SCCmec dla
metycylinowrazliwich szczepow S. aureus. Skutkuje to
nabyciem przez te bakterie opornosci na antybiotyki
B-laktamowe, a niekiedy takze na inne klasy antybio-
tykow, co z kolei ogranicza opcje terapeutyczne, jakie
moga by¢ zastosowane w leczeniu infekcji powodowa-
nych przez te bakterie. Zatem poznanie kaset SCCmec
u gronkowcow koagulazo-ujemnych umozliwi wnios-
kowanie o rozprzestrzenianiu si¢ opornosci na antybio-
tyki nie tylko wérdd szczepow gronkowcow koagulazo-
-ujemnych, ale réwniez S. aureus.
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Pathogenesis and treatment of fungal infections by Candida spp.

Abstract. Candida albicans normally exists as harmless commensal inhabiting mucosal surfaces of healthy individuals. Yet, this opportunistic
pathogen in immunocompromised hosts causes superficial or invasive life treating infections with high mortality rate. The incidence of
candidiasis appeared to have several predisposing factors such as immunosuppressant or steroids treatments, long-term catheterization,
invasive medical procedures, treatment with broad-spectrum antibiotic, destruction of skin by deep skin burns, local disorders of the
gastrointestinal tract, diabetes mellitus, premature very low birth weight infants, immunologically compromised individuals, spread of
HIV infection. This serious problem causes a need for better understanding of C. albicans virulence and antifungal treatment. This review
features characterization of chosen virulence factors i.e.: adhesion, pleomorphism and enzymatic activity. Currently natural antifungal
substances as well as synthetic derivatives are used at broad scale in candidiasis treatment. Recently, an increase of resistance to antifungal
agents commonly used in fungal infection management has been observed. This world-scale problem generated a need for a search for
novel antifungals.

1. Introduction. 2. Epidemiology of candidiasis. 3. Virulence factors of Candida albicans. 3.1. Adhesion. 3.2. Secreted aspartyl proteases.

3.3. Pleomorphism. 4. Candidiasis management. 5. New trends in the search for novel antifungal agents. 6. Summary

Stowa kluczowe: antymikotyki, Candida spp., czynniki wirulencji, infekcje grzybicze

Key words:

antimycotics, Candida spp., fungal infections, virulence factors

1. Wprowadzenie

Candida albicans wchodzi w sklad mikroflory bion
§luzowych przewodu pokarmowego, oddechowego,
moczowo-plciowego oraz skory nie wywolujac obja-
wow chorobowych u okolo 50-70% populacji ludz-
kiej [54, 78]. U pacjentéw z zaburzeniami immuno-
logicznymi ten oportunistyczny patogen powoduje
infekcje o charakterze zaréwno powierzchniowym jak
i uktadowym [78]. Przyczyna rozwoju zakazen wywo-
tywanych przez C. albicans jest: uposledzenie funkeji
ukladu immunologicznego oraz zaklécenie réwno-
wagi w skladzie mikroflory organizmu ludzkiego [54,
59, 77, 78]. Wsréd wielu czynnikéw predysponujacych
do rozwoju kandydozy nalezy wymieni¢: immunosu-
presje, leczenie steroidami, dlugotrwala kaniulacje
naczyn, inwazyjne procedury medyczne, dlugotrwate
leczenie antybiotykami o szerokim spektrum przeciw-
bakteryjnym, uszkodzenie skory w wyniku oparzen,
zaburzenia funkcji przewodu pokarmowego, cukrzyce,
wage wczesniakow ponizej 2000 g, obnizong odpor-

no$¢ immunologiczng, zakazenie HIV [78]. Trudnosci
zwigzane z leczeniem pacjentéw z zakazeniami o etio-
logii C. albicans zmuszaja do dokladniejszego poznania
czynnikéw zjadliwosci tego mikroorganizmu, inter-
akeji patogen — gospodarz, oraz poszukiwania nowych
rozwigzan terapeutycznych [77]. Mechanizm rozwoju
kandydoz (patogeneza), oprdécz ukladu immunolo-
gicznego gospodarza zalezy od czynnikéw wirulencji
grzyba umozliwiajacych kolonizacj¢ i inwazje tkanek,
a takze unikanie reakcji immunologicznej gospoda-
rza. Do czynnikéw wirulencji C. albicans zalicza sie:
zlozonos¢ budowy $ciany komdrkowej, adhezje, pleo-
morfizm, aktywno$¢ enzymatyczng, mimikre mole-
kularna, zmienno$¢ fenotypowa (44, 54]. Wysoka cze-
sto$¢ wystepowania kandydoz i wysoka $miertelnos¢
u chorych z immunosupresja (30-70%) spowodowaty
dazenie do opracowania czulych i swoistych metod
diagnostycznych i odpowiednich strategii leczenia
kandydoz. Diagnostyka zakazen grzybiczych opiera
sie na badaniach mikroskopowych, posiewach mikro-
biologicznych i identyfikacji wyhodowanych gatunkéow
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grzybow, badaniach serologicznych (wykrywanie anty-
genow i przeciwcial) oraz molekularnych [31, 61].
U chorych z uposledzeniem odpowiedzi immunolo-
gicznej rozpoznanie zakazen grzybiczych przysparza
wiele trudno$ci [91]. Przebieg kliniczny jest skapo-
-objawowy, w fazie poczatkowej czgsto ograniczony do
goraczki, co powoduje trudno$ci w rozpoznaniu zaka-
zenia grzybiczego na podstawie obrazu klinicznego
[89]. Utrzymanie sie¢ stanu goraczkowego u chorych
z neutropenia, dlugotrwale leczonych antybiotykami,
powinno nasuwa¢ podejrzenie zakazenia grzybiczego
[8]. W okolo 10% przypadkéw zakazenia grzybicze
przebiegaja bez goraczki, a u okoto 10% chorych roz-
wija si¢ wstrzgs septyczny [8]. Material do badan miko-
logicznych nalezy uzyskiwa¢ w zaleznosci od objawow
klinicznych ilokalizacji zakazenia. W wiekszosci grzybic
inwazyjnych nalezy pobra¢ do badania krew, plwocine,
mocz, wymazy z odpowiednich okolic ciala, wycinki
tkanek, poptuczyny pecherzykowo-oskrzelikowe, ptyn
moézgowo-rdzeniowy lub inny material. Probki do
badan nalezy kolekcjonowaé w jatowych warunkach,
aby nie dopusci¢ do przypadkowej kontaminacji mate-
rialu, co daje falszywie dodatnie wyniki. U chorych ze
znacznego stopnia matoplytkowoscia pobranie wlasci-
wego materiatu do badania czesto nie jest mozliwe [8].
Interpretujac wyniki badan mikrobiologicznych, nalezy
skorelowac je z obecnoscig objawéw klinicznych. Jed-
noczesnie mimo istniejacego zakazenia grzybiczego
z posiewow czesto nie udaje si¢ uzyskaé hodowli grzy-
béw. Szacuje sig, ze dodatnie posiewy uzyskuje si¢ tylko
u 25-50% chorych z potwierdzong grzybica [24, 31].
Hodowle badanego materialu na obecno$¢ grzybow
prowadzi si¢ na specjalnych podtozach do kilku tygodni
(w przypadku szczepéw Candida do 2-4 dni). Identy-
tikacji grzybow dokonuje sie w preparatach mikrosko-
powych z hodowli oraz przez oceng ich wilasciwosci
biochemicznych. Kolejnym etapem badania jest ocena
lekowrazliwosci wyhodowanych patogenéw przy uzyciu
komercyjnych testow [8]. Interpretujac wyniki badan
mikrobiologicznych, nalezy pamigta¢ o wszechobec-
nosci grzyboéw w srodowisku i mozliwosci zanieczysz-
czenia badanego materialu (wyniki falszywie dodatnie).

Obecno$¢ grzyba mozna réwniez wykaza¢ w badaniu
histopatologicznym wycinka tkankowego czy bioptatu.
Pozytywny wynik preparatu bezposredniego z mate-
riatu klinicznego jest jedynym pewnym rozpoznaniem
grzybicy [91]. Miedzynarodowy konsensus doty-
czacy kryteriow diagnostycznych grzybic u pacjentow
z nowotworami i biorcow szpiku (opracowany przez
cztonkéw Invasive Fungal Infections Cooperative
Group of the European Organization for Research and
Treatment of Cancer - EORTC/IFCG i Mycoses Study
Group of the National Institute of Allergy and Infec-
tious Diseases - MSG/NIAID) uwzglednia takie poje-
cia jak: ,,potwierdzone’, ,,prawdopodobne” oraz ,,moz-
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liwe” inwazyjne zakazenie grzybami [100]. Terminy te
podkreslaja znaczenie pewnosci rozpoznania grzybic
narzadowych, ktore jest mozliwe do ustalenia jedynie
po uwzglednieniu czterech kryteriéw diagnostycznych,
a mianowicie: obecnosci czynnikéw ryzyka, manifesta-
cji klinicznej zakazenia, wynikéw badan mikologicz-
nych oraz wynikéw badan histopatologicznych i/lub
cytologicznych. Pacjentami duzego ryzyka sg osoby,
u ktorych:

« liczba granulocyt6éw jest mniejsza niz 500 neutro-
fili/mm?’ krwi, co najmniej od 10 dni niezaleznie
od czynnikéw ja wywolujacych;

o utrzymuje si¢ goraczka powyzej 38°C trwajaca
dluzej niz 96 godzin pomimo stosowania szeroko-
widmowej antybiotykoterapii;

« zastosowano leki immunosupresyjne obecnie lub
w ciagu 30 dni poprzedzajacych;

« wczesniej podejrzewano zakazenia grzybicze (przy
poprzednich epizodach neutropenii lub zakazeni
HIV);

« stosowano kortykosteroidy dluzej niz 3 tygodnie
w okresie poprzednich 60 dni;

 wystepuja objawy choroby ,,przeszczep przeciwko
gospodarzowi”

Kryteria kliniczne, mikologiczne i histopatologiczne
rozpoznania grzybic narzadowych obejmuja wszystkie
objawy i wyniki badan diagnostycznych [100], w tym:

o kliniczne objawy uogodlnionego zakazenia, roz-
siane zmiany skorne, nacieki zapalne w ukla-
dzie oddechowym, moczowym, w osrodkowym
ukladzie nerwowym lub w innych narzadach,
potwierdzone w badaniach obrazowych (badania
komputerowe, zdjecia radiologiczne lub ultraso-
nograficzne);
dodatnie wyniki posiewow z krwi lub wydzielin
(plwocina, mocz, kal i inne), wykrycie grzybni
w badaniu mikroskopowym pobranego mate-
rialu (plwocina, ptyn mézgowo-rdzeniowy, mocz
i inne), wykrycie antygendw powierzchniowych
grzybow metoda ELISA, lub identyfikacja geno-
typu znanych gatunkow;
diagnostyka histopatologiczna i cytologiczna
oparta potwierdzeniem obecnosci morfologicz-
nych cech grzybéw (komorki, spory lub strzepki)
w tkankach lub narzadach, pobranych droga bio-
psji aspiracyjnej lub biopsji otwartej.

Obecnie medycyna nie dysponuje idealnym anty-
mikotykiem, dlatego tez w wielu osrodkach na $wiecie
prowadzone s3 intensywne badania dazace do odkrycia
skutecznych zwigzkéw skierowanych przeciw réznorod-
nym determinantom zjadliwosci Candida. Celem niniej-
szej pracy byla charakterystyka gtéwnych czynnikow
wirulencji Candida spp. i mechanizméw dziatania lekdw
stosowanych w leczeniu grzybic, jak réwniez przedsta-
wiono nowe kierunki w poszukiwaniu antymikotykow.
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2. Epidemiologia kandydoz

Najczestszym czynnikiem etiologicznym kandydoz
jest C.albicans (50-70% przypadkow), w mniejszym
zakresie gatunki takie jak C. glabrata, C. krusei, C. para-
psilosis, C. dubliniensis i C. tropicalis. Kandydozy dziela
sie na powierzchniowe i ukladowe. Powierzchniowe
zakazenia dotyczg skory i paznokei oraz bion §luzowych
jamy ustnej i gardta (oropharyngeal candidiasis, OPC),
przelyku, jelit, pochwy (vulvovaginal candidiasis, VVC)
[4, 67]. Przewlekla powierzchniowa kandydoza skory
i blon $luzowych (chronic mucocutaneous candidiasis),
paznokci, gardta i przetyku nawraca czgsto bez tenden-
¢ji do rozwoju rozsianej kandydozy [64]. Przewlekta
kandydoza skory i blon Sluzowych (chronic mucocu-
taneous candidiasis) zwigzana jest z wystepowaniem
wielu wspolistniejgcych schorzen tj., zaburzen hormo-
nalnych, hematologicznych, ale takze innych infekeji
(grzybiczych, wirusowych i bakteryjnych), nowotworéw
oraz nieprawidtowosci funkcjonowania uktadu pokar-
mowego. Przewlekla grzybica skory dotyczy gtéwnie
kobiet z zaburzeniami endokrynologicznymi i zaburze-
niami odpornosci. Na konczynach dolnych i posladkach
stwierdza sie wowczas sinoczerwone ogniska z otrebia-
stym zluszczaniem. Dotychczas wiele kwestii pozostaje
niewyjasnionych w kontekscie tej choroby. Wiadomo,
ze na jej rozwo6j maja wpltyw zaburzenia odpowiedzi
komorkowej uktadu immunologicznego. Choroba jest
bardzo rzadka i niemal zawsze powodowana przez
C. albicans z tendencja do postaci rozsianej (wynikajacej
z zaburzonej odpowiedzi immunologicznej). Przewle-
kta kandydoza plytki paznokciowej najczesciej dotyczy
stop i moze przechodzi¢ w postac rozsiang z tendencja
do pojawienia si¢ na dloniach w wyniku przeniesienia
z pierwotnego miejsca zakazenia [62, 64].

Candida albicans jest w ponad 85% odpowiedzialna
za rozw6j kandydozy pochwy i sromu u kobiet [29,
36-37]. Zakazenia pochwy dotycza ok. 75% wszystkich
kobiet w okresie cigzy [75]. U okolo 5-10% kobiet
rozwija si¢ nawracajaca posta¢ kandydozy pochwy
(recurrent vulvovaginal candidiasis, RVVC). Obecnie
istnieja dwie teorie na wyjasnienie nawracajacego zapa-
lenia pochwy u kobiet. Jedna z nich jest czeste zasie-
dlanie pochwy przez C. albicans, wskutek ponownych
zakazen lub tez w wyniku niedoleczenia poprzedniej
kandydozy. Reinfekcja dotyczy sytuacji, gdy komorki
Candida, po calkowitym usunieciu z pochwy sa po-
nownie wprowadzane, na drodze aktu seksualnego
lub transmisji z przewodu pokarmowego. Inna teoria
glosi, ze ponowne wprowadzanie komoérek Candida
do pochwy wiaze si¢ z naturalnym mechanizmem
obronnym gospodarza. W rzeczywistosci, przewaza
poglad, ze Candida nigdy nie ulega calkowitemu eli-
minowaniu z pochwy. Powodem tego moze by¢ czestsze
uzywanie srodkow grzybostatycznych niz grzyboboj-
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czych w leczeniu kandydoz [28]. Choroba najczesciej
objawia si¢ biala, serowatg wydzieling oraz §wigdem
sromu i pochwy. Czynnikami predysponujacymi do
VVC sa: cukrzyca, stosowanie antybiotykow, przyjmo-
wanie doustnych srodkéw antykoncepcyjnych, cigza
i terapia hormonalna. Powierzchowne kandydozy cho¢
wystepuja z duza czgstotliwoscia, nie sa Smiertelne. Kli-
niczne symptomy VVC wystepuja, gdy liczba komorek
przekracza 10° jednostek tworzacych kolonie na mililitr
plynéw pochwowych (jtk/ml). VVC moga by¢ klasyfi-
kowane jako sporadyczne oraz nawracajgce (skompli-
kowane i nie-). Klasyfikacja ta opiera si¢ na odpowie-
dzi naleczenie przeciwgrzybiczne. Nieskomplikowane
VVC dotyczg infekcji sporadycznych podatnych na
wszelkie formy terapii przeciwgrzybicznej. W leczeniu
skomplikowanych VVC brane s3 pod uwage czynniki
wplywajace na gospodarza, mikroorganizmy i farma-
koterapie. Gléwnym czynnikiem etiologicznym zapalen
pochwy jest C. albicans (w ponad 90%). Inne gatunki
Candida wywotujace te infekcje to C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis i C. tropicalis 4, 64, 78].

Do rozwoju systemowej kandydozy dochodzi na
drodze inwazji grzyba do krwi i rozsiewu do narza-
dow i tkanek. Uktadowe kandydozy maja czesciej cha-
rakter endogenny, gdzie zrodlem zakazenia jest wiasna
flora Candida spp. [38]. Wedtug danych literaturowych
[38, 59], szczepy Candida spp. zajmuja czwarte miejsce
wéréd patogenéw wywolujacych zakazenia u pacjen-
tow przebywajacych na oddziatach intensywnej terapii.
Liczba przypadkéw kandydemii w Europie (0.5 epizodu
na 10.000 pacjento-dni - inaczej osobodni tj., liczba
infekeji na 10.000 pacjento-dni, czyli liczba hospita-
lizowanych chorych pomnozona przez liczbe dni spe-
dzonych w szpitalu) jest znacznie nizsza niz w Stanach
Zjednoczonych (2 epizody na 10.000 pacjento-dni),
ale proporcje te w ostatnich latach ulegaja zmianie
z powodu wzrostu przypadkéw kandydemii w Euro-
pie [38]. Candida albicans jest odpowiedzialna za 59%
wszystkich kandydemii wystepujacych u pacjentow
w czasie hospitalizacji (w tym za 79,4% kandydemii
na oddziatach intensywnej terapii i 37,5% kandyde-
mii u pacjentéw hematologicznych) oraz 55% infekcji
krwiopochodnych [23, 69]. Candida albicans w okoto
49-55% przypadkow jest przyczyng kandydozy inwa-
zyjnej oraz rozsianej zaréwno w Stanach Zjednoczo-
nych jak i w Europie [38]. Do czynnikdw sprzyjaja-
cych rozwojowi rozsianej kandydozy nalezy zaliczy¢:
nowotwory (26%), zabiegi chirurgiczne w obrebie jamy
brzusznej (14%), cukrzyce (13%) oraz HIV (10%) [38].
Ponadto, przyczyna kandydozy uogdlnionej moze by¢
rozsiew Candida z ukladu moczowo-plciowego [35].

Pomimo, ze C.albicans pozostaje nadal gléwna
przyczyna kandydoz, to na przestrzeni ostatnich lat
liczba infekcji powodowanych przez inne gatunki
znaczaco wzrosta. Wérdéd nich szczegélne znaczenie
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epidemiologiczne maja C. dubliniensis, C. glabrata,
C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei, C. parapsilosis oraz
C. tropicalis. Sg one czesto izolowane z bion §luzowych
jamy ustnej, przewodu pokarmowego i moczowo-plcio-
wego wraz z C. albicans i mogg wywotywac réznorodne
zakazenia — od powierzchniowych schorzen po ciezkie
i zagrazajace Zyciu grzybice uktadowe [4]. Mimo braku
zdolnoéci do produkgji strzepek oraz niskiej produkcji
proteinaz C. glabrata jest zaraz po C. albicans najczestsza
przyczyna kandydoz [4, 59]. Z kolei C. tropicalis wyste-
puje najczesciej u chorych na bialaczke. W odrdznie-
niu od dwéch powyzszych gatunkéw C. parapsilosis jest
uwazana za mniej zjadliwy patogen ze wzgledu na stab-
szg adhezje i penetracje¢ endotelium [14, 25, 93]. Stosun-
kowo mniejsza zjadliwos¢ C. parapsilosis nie wplywa na
czestotliwos$¢ wystepowania zakazen i objawia si¢ 1zej-
szym przebiegiem choroby [16]. Wedlug badan prze-
prowadzonych przez Clerihew’a i wsp. [16] rozwdj
ukladowej kandydozy nastepuje u 9% chorych noworod-
kéw z zakazeniem o etiologii C. parapsilosis, a w przy-
padku zakazen o etiologii C. albicans infekcje ukladowe
rozwijajg sie u 36% chorych w tej grupie wiekowe;j.
Mimo tego wykazano, ze niektore szczepy C. para-
psilosis s3 zdolne do rozwijania strzepek, produkuja
biofilmy o zwiekszonej masie. Biofilm C. parapsilosis
wykazuje wyrazne nagromadzenie blastospor zorga-
nizowanych w nieregularne skupiska oraz otoczony
jest mniejsza iloscia macierzy zewnatrzkomoérkowej
(fatwiejszy do eradykacji za pomocag konwencjonala-
nej terapii przeciwgrzybiczej), w poréwnaniu do bio-
filmu C. albicans, stanowigcego bariere dla przenikania
zwigzkow przeciwgrzybiczych [51]. Candida parapsilosis
wywoluje kandydozy towarzyszace dtugotrwalemu cew-
nikowaniu lub stosowaniu urzadzen protetycznych [12].

3. Czynniki zjadliwosci Candida albicans
3.1. Adhezja

Adhezja Candida spp. do komorek gospodarza sta-
nowi etap poprzedzajacy kolonizacje, penetracje tka-
nek oraz tworzenie biofilmu. Zjawisko adhezji polega
na interakgcji ligand-receptor [44, 57]. Przypuszcza sig,
ze napiecie powierzchniowe, oddzialywanie elektro-
statyczne, sily van der Waalsa oraz wigzania kowalen-
cyjne i wodorowe moga odgrywac role w poczatkowym
etapie adhezji [44]. Adhezja C. albicans pod wzgledem
chemicznym ma charakter oddziatywan biatko-biatko
lub biatko-cukier, chociaz dopuszcza si¢ mozliwo$¢ ist-
nienia réwniez innych rodzajoéw wigzan [57].

Czynnikami biorgcymi udzial w adhezji sg biocza-
steczki nazywane adhezynami, ktére stymulujg przy-
leganie Candida spp. do komoérek gospodarza. Cho¢
adhezyny klasyfikuje si¢ jako polisacharydy, glikopro-

MONIKA STANISZEWSKA I WSP.

teiny i lipidy [44, 50], to wszystkie posiadaja wspolne
cechy, takie jak: wystepowanie bialkowego peptydu
sygnatowego na N-koncu oraz C-terminalnego miejsca,
wigzacego w blonie modul GPI (glikozylofosfatydylo-
inozytolowy) [50]. Wigzanie ligandu odbywa si¢ przez
koniec aminowy-adhezyjny, poniewaz u wiekszosci
adhezyn w odcinku C-koncowym zachodzi proces gli-
kozylacji, ktory poszerza strukture czasteczki biatka [12,
50]. Nie podlegajacy glikozylacji odcinek N-koncowy
biatka wystaje do srodowiska zewnatrzkomdrkowego
(kontaktuje sie z powierzchnig komorki gospodarza)
[12, 50]. Dotad zidentyfikowano kilka genéw koduja-
cych adhezyny, wérdd ktorych najlepiej opisano HWP1
oraz rodzine genow ALS [44]. Hwplp stuzy jako substrat
dla transglutaminazy w trakcie zakotwiczania komorek
C. albicans do nablonka gospodarza. Mutanty pozba-
wione HWPI charakteryzujg si¢ obnizong zjadliwo$cia,
gdyz nie s zdolne trwale przylega¢ do komoérek nabton-
kowych [34, 74]. Do rodziny ALS nalezy osiem gendw
(ALSI1-ALS7 oraz ALS9), wérod ktorych do najlepiej
opisanych nalezy ALS3 [47]. Ekspresja ALS3 zachodzi
podczas morfogenezy i jest regulowana na poziomie
transkrypcyjnym, a mutanty charakteryzuja sie zmniej-
szong adhezyjnoscia [2, 47]. Badania [34, 57] wykazaly,
ze na zjawisko adhezji majg wplyw liczne czynniki $ro-
dowiskowe takie jak temperatura, pH, stezenie cukrow,
rodzaj komorek gospodarza. Wymienione elementy
oddzialywaja na przebieg reakcji adhezyna - receptor,
indukuja morfogeneze, a takze ekspresje biatek fazo-
wo-specyficznych [57]. Najnowsze doniesienia wska-
zuj3, ze fadunek powierzchniowy oraz hydrofobowos¢
komorek grzyba zwieksza adhezyjnos¢ [22]. Niektdre
gatunki Candida spp. wchodza w interakcje z bakteriami
bytujacymi w jamie ustnej takimi jak: Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Actinomyces spp., oraz Fusobac-
terium spp., tworzac wielogatunkowy biofilm. Miedzy-
gatunkowe interakcje utatwiaja Candida spp. bytowanie
w zréznicowanej mikroflorze jamy ustnej [53]. Ostatnie
badania przeprowadzone przez Lin iwsp. [45] dowo-
dza, ze dwugatunkowy biofilm C. albicans i S. aureus
tworzacy sie na powierzchni wyrobéw medycznych
moze by¢ zrédlem zakazenia i prowadzi¢ do rozwoju
rozsianej kandydozy. Nieszkodliwa kolonizacja jamy
ustnej przez Candida dotyka wigkszej czesci populacji,
jednak istnieja czynniki, ktére sprzyjaja chorobowemu
namnazaniu sie grzybow. Naleza do nich cukrzyca (jak
we wszystkich odmianach kandydozy), a takze palenie
papierosdw czy noszenie protez zebowych jako czynniki
oddzialujace w miejscu zakazenia [21, 27, 75].

3.2. Proteazy aspartylowe
Candida albicans wytwarza szerokg game enzymow

hydrolitycznych, wéréd ktérych lipazy, fosfolipazy oraz
proteazy aspartylowe (Sap) odgrywaja role w patogene-
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zie [4, 54, 79 82, 83, 84]. Enzymy te ulatwiaja adhezje¢
i kolonizacje bton §luzowych, a takze umozliwiajg pene-
tracje tkanek oraz trawienie komoérek odpornosciowych
i przeciwcial [54, 82]. Wsrdd nich, na szczegolng uwage
zastuguja proteazy aspartylowe, gdyz ekspresja Sap
wigze si¢ z tworzeniem strzepek prawdziwych, adhezja
oraz zmiennoscia fenotypowa [82]. Izoenzymy Sap sa
kodowane przez rodzing dziesi¢ciu gendéw (SAPI-10)
[54]. Poszczegdlne izoenzymy rdznig sie budowa
i tadunkiem elektrostatycznym, optimum pH oraz pre-
ferencjami substratowymi [54, 79, 82, 83]. Podobnie
jak inne proteazy, Sap katalizuja hydrolize wigzan pep-
tydowych pomiedzy aminokwasami hydrofobowymi,
jednak moga réwniez hydrolizowa¢ wigzania z resz-
tami polarnymi, takimi jak histydyna czy lizyna [54].
Do substratow izoenzymow Sap nalezg miedzy innymi:
kolagen, kreatyna, mucyna, fibronektyna, hemoglobina,
albumina, immunoglobulina A, laktoferyna i lakto-
preoksydaza czy a-makroglobulina. Ze wzgledu na spe-
cyficzno$¢ substratowy izoenzymy Sap zostaly po-
dzielone na trzy grupy: (I) Sap7 i Sap10; (II) Sap4-6;
(IIT) Sapl-3, Sap8, Sap9. Przy czym, w odrdznieniu
od pozostalych izoenzymoéw Sap7 i Sapl0 wykazuja
wysoka specyficznos¢ substratowy [5].

W literaturze jest wiele doniesien $wiadczacych
o hydrolitycznej roli Sap w patogenezie zakazen o etio-
logii C. albicans, co wyjasniono ponizej [54-55, 68, 79,
84]. Przy czym, funkcja poszczegélnych enzymow
zalezy od etapu i rodzaju infekcji. Ekspresja gendw
SAPI-3 zachodzi gtéwnie w blastokonidiach, a kodo-
wane przez nie izoenzymy Sap1-3 biora udzial w zaka-
zeniach powierzchniowych (kandydoza jamy ustnej
oraz pochwy) [54, 79]. Natomiast ekspresja SAP4-6 jest
$cidle zwigzana z wytwarzaniem strzepek prawdziwych.
Izoenzymy Sap4-6 odgrywajg role w rozwoju infekcji
systemowych oraz biorg udzial w unikaniu odpowiedzi
immunologicznej [79, 82, 83]. Jak dotad w literaturze
wcigz brakuje wystarczajacych danych dotyczacych
roli Sap7 oraz Sap8 w patogenezie C. albicans. Wedlug
doniesien Taylora iwsp. [90] indukcj¢ Sap7 obser-
wowano podczas kandydemii w modelu mysim. Nato-
miast nie obserwowano indukeji Sap7 podczas kandy-
dozy pochwy stosujac ten sam model badawczy [90].
Z kolei, Sap8 odgrywa role w tworzeniu biofilmoéw [63].
Ponadto, nasze badania wlasne [88] wskazuja na role
SAP7 i SAP8 w zakazeniach krwi. Dowiedlismy réwniez
zalezno$ci pomiedzy procesem morfogenezy (tworze-
niem strzgpek prawdziwych) i eksprymowaniem genu
SAP9 w surowicy ludzkiej [88].

W odréznieniu od pozostalych izoenzymoéw, Sap9
i Sap10 sg zakotwiczone w blonie lub $cianie komor-
kowej grzyba za pomoca glikozylofosfatydyloinozytolo-
wego (GPI) ogonka [3]. Izoenzymy Sap9-10 sa zwigzane
z zachowaniem integralnosci blony i $ciany komorko-
wej, adhezja i podziatami komérkowymi [3, 82].
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Geny kodujace Sap zidentyfikowano u innych gatun-
kéw z rodzaju Candida. Jedynie w przypadku C. para-
psilosis produkcja Sap wigzala si¢ z wirulencja tego
mikroorganizmu. W komorkach C. tropicalis wykazano
obecnos¢ czterech izoenzymdw Sap (Sapl-4), sposrod
nich najwyzszy poziom eksprymowania w warunkach
in vitro wykazywal gen SAPI (nie odgrywa znaczacej
roli w wirulencji C. tropicalis). Dowiedziono [95-97],
ze poziom transkrypcji trzech pozostalych genow
(SAP2-4) jest wykrywalny tylko za pomocg czulej reak-
¢ji RT-PCR. Candida dubliniensis uwazana za gatunek
najbardziej podobny do C.albicans pod wzgledem
adhezji oraz aktywnosci enzymatycznej, posiada sie-
dem proteaz aspartylowych Sap1-7 [32], ktore umozli-
wiajg hydrolize i penetracje tkanek gospodarza.

3.3. Pleomorfizm

Kolejng cechg zjadliwosci C. albicans jest zdolnosé¢
do tworzenia czterech form morfologicznych: blasto-
konidiow, form germ tube, pseudostrzepek oraz strze-
pek prawdziwych. Zjawisko to okreslane jest jako ple-
omorfizm [76, 78, 81, 87]. Wsrdd Candida spp. jedynie
C. albicans oraz C. dubliniensis s3 zdolne do wytworze-
nia strzepek prawdziwych [44]. Pleomorfizm jest uwa-
zany za kluczowy czynnik zjadliwosci C. albicans od
kiedy wykazano, ze mutanty pozbawione regulatoréw
morfogenezy zdolne do wzrostu jedynie w formie bla-
stokonidialnej (Acphl/Aefgl) lub wylacznie w formie
micelialnej (Atup1) tracg wlasciwosci chorobotworcze
[48]. Kazdy z czterech morfotypdw pelni inng role
w procesie patogenezy. Blastokonidia pozwalaja na
kolonizacje tkanek gospodarza i sg zwigzane z wcze-
sng fazg zakazenia. Wczesnemu obrzekowi towarzy-
szy wzrost ekspresji genow SAPI i SAP2 [68, 72, 81].
Natomiast wydluzajace sie strzepki prawdziwe wywie-
rajg ci$nienie na tkanki gospodarza, co w polgczeniu
z sekrecja enzymow hydrolitycznych (Sap4-6), umozli-
wia aktywna penetracje w glab tkanek gospodarza [68,
92]. Przejscie z jednej formy morfologicznej do drugiej
jest regulowane przez kompleksowy program trans-
krypcyjny. Moduluje on morfologie i ekspresje wielu
gendw, zwigzanych ze wzrostem w formie strzgpek,
kodujacych biatka powierzchniowe (ALS3, HWPI), pro-
teazy (SAP4-6) lub enzymy detoksykacji takie jak dys-
mutaza ponadtlenkowa [34, 44, 54, 80]. Poszczegdlne
morfotypy réznig sie strukturg sciany komorkowe;.
Najnowsze badania wykazaly, ze zawarto$¢ weglowo-
danéw w $cianie komorkowej grzyba zalezy od mor-
fogenezy, czynnikow $rodowiskowych oraz specyficz-
nosci szczepowej. W komorkach strzepek stwierdzono
kilkakrotnie wyzszg zawarto$§¢ mannozy niz w komor-
kach drozdzakowych [85-86]. Liczni autorzy [48,
79, 87] wykazali wplyw czynnikéw $rodowiskowych
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na indukgcje strzepek, takich jak: temperatura powyzej
35°C, pH powyzej 6.5, niskie stezenie tlenu oraz stan-
dardowe podloza wzrostowe dla drozdzy (YEPD, Sabo-
uraud [71]) z dodatkiem proliny, alkoholu oraz suro-
wicy. W ostatnich latach przedmiotem intensywnych
badan staly sie czynniki transkrypcyjne, regulujace
morfogeneze, Efgl, Cphl, Tupl [11, 46, 48]. Pozytywna
regulacje morfogenezy zapewniajg m.in. Efgl i Cphl,
ktére promuja morfologie strzepkows. Za negatywna
regulacje odpowiada ekspresja genéw kodujacych
regulatory ttumiace filamentacje, tj. Tup1, Hsl1 i Hsl7.
Wyciszenie genéw kodujacych regulatory morfogenezy
w réznym stopniu zaburza zdolnos¢ C. albicans do fila-
mentacji. Mutanty C. albicans pozbawione genu CPH1
sa zdolne do tworzenia strzgpek prawdziwych w odpo-
wiedzi na surowice (jeden z czynnikéw indukujacych
morfogeneze). Jednak strzepki mutanta Acphl sg krot-
sze w poroéwnaniu do strzepek szczepu dzikiego, a sam
proces zachodzi z mniejszg efektywnoscia [87]. Efgl
jest kluczowym regulatorem morfogenezy w surowicy
ludzkiej. Wykazano, ze mutanty C. albicans pozbawione
genu EFGI s3 silnie uposledzone pod katem morfo-
genezy [48, 87]. Natomiast delecja zaréwno EFGI jak
i CPHI uniemozliwia tworzenie strzepek prawdziwych
pod wplywem surowicy, a mutanty s3 zdolne jedynie do
tworzenia pseudostrzepek [48, 87]. Z kolei utrata Tup1
powoduje uwigzienie komorek w formie strzepek [11,
99]. Wykazano réwniez, ze utrata innych negatywnych
regulatoréw morfogenezy (biatek Hsl1 i Hsl7) prowadzi
do hiperfilamentacji [30].

4. Leczenie zakazen o etiologii Candida spp.

Grzyby z rodzaju Candida s3 wiodacymi czynni-
kami etiologicznymi oportunistycznych infekeji u cho-
rych z zaburzeniami odpornosci. Mimo to liczba sku-
tecznych antymikotykéw dostepnych w lecznictwie
jest wcigz ograniczona [13, 54]. Wsréd powszechnie
stosowanych antymikotykéw mozna wyrdzni¢ naste-
pujace klasy: polieny, alliloaminy, fluorowe pochodne
pirymidyny, echinokandyny oraz azole [13, 15]. Mecha-
nizmy dzialania antymikotykéw, wskazania oraz prze-
ciwwskazania przedstawiono w Tabeli I. Polieny naleza
do najstarszej grupy lekéw przeciwgrzybiczych, s3 to
naturalne zwiazki produkowane przez Streptomyces spp.
na drodze fermentacji. Nalezace do polienéw nystatyna,
natamycyna oraz amfoterycyna B (AMB) s3 powszech-
nie stosowane w leczeniu grzybic [9]. Polieny wykazuja
toksyczne dzialanie wzgledem komoérek gospodarza,
poniewaz wiaza si¢ ze sterolami blon komoérkowych
ssakow [13]. Amfoterycyna B (dezoksycholan) jest
najczesciej stosowanym polienem w leczeniu kandy-
doz [4, 13]. Czynnikiem ograniczajacym uzycie AMB
jest oporno$¢ wsrdd szczepow z gatunku C. lusitaniae
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i C. guilliermondi. Oporno$¢ tych gatunkow zalezy od
zmian w skladzie lipidéw btony komoérkowej (zmniej-
szonej lub zwigkszonej zawartosci ergosterolu) [9, 15,
17]. Pomimo znacznego postgpu w poszukiwaniu coraz
to nowych lekdw przeciwgrzybiczych, AMB pozostaje
lekiem z wyboru w kandydozach uktadowych i innych
zakazen grzybiczych, ze wzgledu na szerokie spektrum
przeciwgrzybicze (obejmujace Candida spp., Aspergil-
lus, Cryptococcus neoformans, Mucor spp., Sporothrix
schenckii, Blastomyces dermatidis, Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides braziliensie,
Penicillium marneffei [49]. Mimo szerokiego spektrum
dziatania, AMB charakteryzuje sie¢ wysokim stopniem
rozprzestrzeniania w tkankach, dlugim okresem pot-
trwania oaz znaczaca toksycznoscig [9]. Mechanizm
toksycznego dzialania amfoterycyny B nie zostal
doktadnie poznany, uwaza si¢ ze polega on na akty-
wagcji cytokin wraz z sekrecjonowaniem TNFa przez
pobudzone makrofagi [6]. Pojawiajace si¢ nowe alterna-
tywne formy AMB maja na celu polepszenie jej wlasci-
wosci farmakologicznych i obnizenie cytotoksycznosci.
Obecnie prowadzone sg badania nad zastosowaniem
nano-czastek jako nosnikéw AMB, rozpoznawanych
przez ukfad immunologiczny jako obce, fagocytowane
przez makrofagi i uwalniane stopniowo, co zmniejsza
niepozadane dzialanie toksyczne [52].

Azole (mniej toksyczne od AMB), szybko staly sie
lekami powszechnie uzywanymi w zwalczaniu grzy-
bic powierzchniowych i ukladowych. Azole wykazuja
dziatanie grzybobdjcze w stosunku do Aspergillus spp.
oraz grzybostatyczne w stosunku do Candida spp. [66].
Do najskuteczniejszych azoli, stosowanych w leczeniu
inwazyjnych grzybic naleza: flukonazol (FLC), itra-
konazol (ITR), posakonazol (POS) oraz worikonazol
(VTR) [24]. Azole s3 zwykle lekami pierwszego wyboru
w profilaktyce i leczeniu grzybic. Jednak ich grzybo-
statyczne dzialanie przeciw Candida spp. przyczynito
sie do selekcji w kierunku szczepdéw opornych na azole
[66]. Oporno$¢ Candida spp. na azole moze wynikaé
z mutacji punktowych w genie kodujacym demetylaze
lanosterolu (ERGII), nadmierng ekspresje ERGII,
zmniejszone pobieranie azoli ze $rodowiska, wyrzut
azoli z komorki grzyba za pomocg pomp biatkowych,
mutacje w genie ERG3 (kodujacego dysmutaze) umoz-
liwiajace tolerancje zmetylowanych steroli, tworzenie
biofilmu, pobieranie cholesterolu gospodarza w warun-
kach niedoboru lub braku ergosterolu [9].

Kolejng grupe antymikotykéw stanowig alliloaminy.
Nalezaca do tej grupy lekow terbinafina jest uzywana
gtownie w przypadku grzybic powierzchniowych [4].
Do efektéw ubocznych stosowania alliloamin nalezy
swedzenie, pieczenie oraz zaczerwienienia, wystepu-
jace zaledwie u 2-3% pacjentéw [9]. Z kolei do echi-
nokandyn zalicza si¢ syntetyczne pochodne natural-
nych lipopeptydéw produkowanych przez Aspergillus
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Leczenie zakazen o etiologii Candida spp. Mechanizmy dzialania lekéw, wskazania oraz przeciwwskazania*

grzyba, zaburzenie syntezy biatek
i $mier¢ komorki

skojarzonej z AMB)

Antymikotyk Mechanizm dziatania Wskazania Przeciwwskazania**
Polieny
Amfoterycyna B | Wigzanie ergosterolu zawartego 1) goraczka neutropeniczna 1) niewydolnos¢ nerek
(AMB) w blonie komoérkowej Candida spp. | 2) inwazyjna kandydoza 2) ciezkie uszkodzenia watroby
Zaburzenie integralnosci blony 3) inne grzybice ukladowe 3) hypokalcemia
komorkowej, zwiekszenia jej prze- 4) nerkowa kwasica cewkowa (RTA)
puszczalnosci dla jonow potasu 5) zaburzenie funkcji nerek
i aminocukréw, co prowadzi w pol aczeniu z hipokalemia
do $mierci komorki grzyba
Nystatyna 1) leczenie miejscowe grzybic skory | Brak przeciwwskazan
2) grzybice pochwy
3) grzybice blony sluzowej przewodu
pokarmowego
Natamycyna 1) miejscowe leczenie kandydoz Brak przeciwwskazan
pochwy
2) miejscowe leczenie grzybic wywo-
fanych przez grzyby filamentujace
Alliloaminy
Terbinafina Zaburzenie syntezy ergosterolu przez | 1) grzybice skory, paznokei i wloséw | 1) podawanie ryfampicyny oraz
hamowanie epoksydazy skwalenowej. | 2) w terapii skojarzonej z flukona- cyklosporyny
Kumulacja skwalenu w komorce zolem w leczeniu grzybic jamy
grzyba zwigksza przepuszczalnoéé ustnej i gardta
blony komérkowej i prowadzi 3) infekcje o etiologii C. parapsilosis
do $mierci grzyba oraz C. albicans
Azole
Flukonazol Wiaza si¢ z ukladem cytochromu 1) kandydoza bton sluzowych 1) podawanie ryfampicyny, cyklo-
(FLC) P-450 hamujac hydroksylace i deme- | 2) kandydoza ukladu moczowego sporyny lub antykoagulantéw
tylacje prekursoréw ergosterolu. 3) kandydoza ukladowa 2) zaburzenie czynnosci watroby
W wyniku zahamowania demetylazy | 4) profilaktyka zakazen grzybiczych
lanosterolu w miejscu ergosterolu u 0s6b z immunosupresja
powstaja zmetylowane sterole, co 5) kandydoza o etiologii
w efekcie prowadzi do destabilizacji C. parapsilosis
blony komoérkowej Candida spp.
Itrakonazol 1) oporno$¢ na FLC dysfunkcja komor serca
(ITR) 2) goraczka neutropeniczna
Posakonazol 1) kandydoza jamy ustnej i gardla podawanie fenytoiny, ryfabutyny,
(POS) 2) profilaktyka chorych poddawa- cymetydyny, takrolimusu,
nych intensywnej terapii astemizolu, pimozydu, chinidyny
immunosupresyjnej oraz lowastatyny
Worikonazol 1) inwazyjne kandydozy podawanie cyklosporyny, metadonu,
(VRQC) 2) oporno$¢ na FLC takrolimusu i warfaryny
3) kandydoza o etiologii C. krusei
Echinokandyny
Kaspofungina | Zaburzenie biosyntezy $ciany komor- | 1) kandydozy jamy ustnej i gardta podawanie cyklosporyny, takroli-
(CAS) kowej grzyba przez blokade aktyw- | 2) opornoé¢ na azole musu, ryfampicyny, newirapiny
nosci syntetazy 1,3-beta-D-glukanu, | 3) goraczka neutropeniczna i karbamazepiny
enzymu odpowiedzialnego za synteze
mikafungina glukanu 1) inwazyjna kandydoza Brak przeciwwskazan
(MFG) 2) oporno$¢ na azole
3) kandydoza o etiologii
C. parapsilosis
4) kandydoza przetyku
5) profilaktyka chorych po prze-
szczepie szpiku
Anidulafungina inwazyjna kandydoza neutropenia
(ANI)
Fluorowane pochodne pirymidyny 5-FC
Flucytozyna Inhibicja kwaséw nukleinowych 1) grzybice uktadowe (w terapii 1) okres cigzy i karmienia piersig

2) niewydolnos¢ nerek

* Opracowano na podstawie [4, 8, 9, 13, 15, 20, 24], ** Inne niz nadwrazliwo$¢ na dany antymikotyk
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rugulovalvus, Zalerion arboricola, Papularia sphaero-
sperma [9]. W lecznictwie stosowana jest anidulafun-
gina (ANI), kaspofungina (CAS) i mikafungina (MFG)
[4, 13]. Echinokandyny s3 grzybobdjcze w stosunku do
C. albicans, grzybostatyczne w stosunku do Aspergillus
spp. oraz wykazuja wysoka aktywnos¢ przeciw Pneu-
mocystis carinii [9]. Skutki uboczne przyjmowania
echinokandyn wystepuja niezwykle rzadko. Nalezy do
nich bol glowy, wysypka, goraczka, toksyczny wpltyw na
watrobe, zapalenie zyt, wyrzut histaminy oraz hemo-
liza [4, 19]. W zwalczaniu grzybic stosuje si¢ rowniez
fluorowane pochodne pirymidyny. Flucytozyna (5-fluo-
rocytozyna, 5-FC) jest fluorowang pochodng cytozyny
powszechnie stosowang w leczeniu kandydoz. Ten inhi-
bitor kwaséw nukleinowych charakteryzuje si¢ waskim
spektrum przeciwgrzybicznym [9]. W warunkach in
vitro oporno$¢ na flucytozyne zaobserwowano u 3-10%
izolatow C. albicans. Natomiast w trakcie terapii flu-
cytozyng okoto 30% izolatéw nabywa opornosci na
ten antymikotyk [9, 24]. Ze wzgledu na tatwa selek-
cje szczepow opornych flucytozyna nie jest stosowana
w profilaktyce kandydoz. Terapia skojarzona z AMB ma
na celu zapobieganie temu zjawisku. W terapii skojarzo-
nej z AMB, flucytozyna znajduje zastosowanie przede
wszystkim w zakazeniach ukladowych z fungemia
i zajeciem osrodkowego uktadu nerwowego [4, 9, 20].

5. Nowe trendy w poszukiwaniu antymikotykow

Wozrastajgca oporno$¢ wsrdd Candida spp. na do-
stepne antymikotyki, stanowi powazne wyzwanie dla
wspolczesnej medycyny. Z najnowszych badan wynika,
ze sposrdd szczepow C. albicans opornych na FLC,
jedynie 28% pozostaje wrazliwych na VRC [60].
Z kolei, cho¢ CAS oraz AMB pozostajg skuteczne in
vitro wobec wszystkich gatunkéw z rodzaju Candida,
to prowadzone w ostatnich latach badania wskazujg na
gatunkowo-specyficzny wzrost opornosci na te anty-
mikotyki [43, 58]. Ponadto, ekspozycja C. albicans na
antymikotyki stymuluje zjadliwo$¢ grzyba. W odpowie-
dzi na stymulant patogen zwigksza swoja zdolno$¢ do
przezycia poprzez nadprodukcje enzymoéw hydrolitycz-
nych oraz podwyzszong adhezje, dodatkowo uszkadza-
jac tkanki gospodarza [56]. Zwigkszona ekspresja SAP
u C. albicans pod wplywem lekow zostala opisana dla
gltéwnych grup antymikotykéw stosowanych w lecze-
niu grzybic uktadowych: azoli (FLC) [18, 94], polienow
(AMB) [39] oraz echinokandyn (CAS) [65]. Stwarza to
potrzebe poszukiwania nowych zwiazkéw o dzialaniu
antymikotycznym.

Wedtug najnowszych doniesien [73] nowo synte-
tyzowane zwiazki przeciwgrzybiczne ukierunkowane
sa gltéwnie na czynniki wirulencji Candida. Wéréd
nich na uwage zastuguja oksymy, obejmujace tzw.
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aldoksymy lub ketoksymy w zaleznosci od podstaw-
nika R. Pomimo, ze wykazujg one wyzsze minimalne
stezenie hamujace w poréwnaniu do azoli, to skuteczne
hamuja produkeje proteazy aspartylowej i fosfolipazy
(w ponad 50%). Z kolei estry oksymowe wykazuja
znacznie nizsze warto$ci w poréwnaniu do flukona-
zolu, jednak ich wplyw na czynniki wirulencji C. albi-
cans nie zostal jeszcze poznany [7]. Zatem, oksymy
moga stanowi¢, dobra podstawe do rozwoju nowej
grupy zwigzkow, skutecznych wobec czynnikow wiru-
lencji Candida spp.

Wykazano réwniez, Ze naturalne bogate w trypto-
fan peptydy wykazuja aktywnos¢ przeciw Candida spp.
[41]. Peptydy liniowe bogate w tryptofan, sg to zwigzki
chemiczne polaczone wigzaniem peptydowym zawie-
rajgce co najmniej 2 reszty aminokwasowe, sktadajace
sie z pojedynczego tancucha peptydowego z podstaw-
nikami zawierajace 20-50% tryptofanu. Wsrdd nich,
na szczego6lng uwage zastuguje indolicydyna, ktdra jest
najmniejszym znanym liniowym bogatym w tryptofan
peptydem o dzialaniu antybakteryjnym oraz antymi-
kotycznym. Ten naturalny 13-amionokwasowy peptyd
w 39% skfada si¢ z tryptofanu i wystepuje w neutrofi-
lach bydlecych. Indolicydyna charakteryzuje si¢ szero-
kim spektrum dzialania, wykazuje aktywnos¢ przeciw
grzybom, pierwotniakom, Gram-pozytywnym oraz
Gram-negatywnym bakteriom. Ponadto, wykazuje
cytotoksyczno$¢ wobec limfocytéw T oraz lizuje czer-
wone krwinki. Grzybobojcze wlasciwosci indolicydyny
wynikaja z bezposrednich oddzialywan tego peptydu
z warstwami lipidowymi blony komodrkowej grzyba,
ktdre zaburzajg integralnos¢ blony komdrkowe;j. Inter-
akcje te sg zalezne od obecno$ci jonéw Na* oraz Mg**
w $rodowisku [26, 42].

Nowych substancji o dzialaniu antymikotycznym
poszukuje si¢ rowniez posrod alkaloidow, ekstraktow
z kory, olejkow oraz terpenoidéw [1]. Kumar iwsp.
[40] wykazali znaczace aktywnosci olejku kokosowego,
olejku z trawy cytrynowej, olejku migdatowego oraz
olejku z gozdzikow przeciw szczepom Candida wyizo-
lowanych z krwi. Niskie warto$ci przeciw C. albicans
wykazuje rowniez olejek z macierzanki tymianek [1,
33]. Z kolei, naturalny alkaloid tetradryna (TET),
wytwarzany przez Stephania tetrandra (Menisperma-
ceae), hamuje morfogeneze, ekspresje adhezyn Als3
i Hwpl oraz dziala synergicznie z ketokonazolem
wzmacniajgc jego aktywnos¢ [97, 98].

Nasze dotychczasowe badania dowiodly, ze pochod-
ne sulfonowe wykazuja znaczacg aktywno$¢ przeciw-
-Candida (dane niepublikowane). Zwigzki te wykazuja
aktywnos¢ wobec wielu kluczowych czynnikéw wiru-
lencji C. albicans. Wéréd podstawnikéw halogenowych
pierscienia fenylowego znalazly si¢: fluor, chlor oraz
brom, ktdre jak uprzednio wykazano zwigkszajg aktyw-
nos¢ przeciwgrzybiczng pochodnych sulfonowych [10].
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Rys. 1. Wplyw pochodnych sulfonowych na morfogeneze Candida albicans.

Mikroskop kontrastowo-fazowy (Carl Zeiss Jena, Niemcy). (A) blastokonidia C. albicans (strzatka) po 18 godzinnym traktowaniu pochodna sulfonowa
w stezeniu 16 pug/ml. Zahamowanie procesu morfogenezy w podtozu hodowlanym RPMLI. (B) nie traktowane blastokonidia C. albicans, po 18 godzinnej
inkubacji w podtozu RPMI z dodatkiem rozcienczalnika DMSO (0,09%), tworza obfite strzgpki prawdziwe (strzatka otwarta). Bar 100 um.

Dowiedli$my, ze sposrod przetestowanych podstawni-
kéw chlor najefektywniej zwigkszal aktywnos¢ prze-
ciwgrzybiczng sulfonéw. Ustaliliémy, ze mechanizm
dziatania sulfonéw polega min. na hamowaniu aktyw-
nosci czynnikéw transkrypcyjnych EFGI oraz CPHI,
a co za tym idzie, tworzenia inwazyjnych form strzepek
prawdziwych - hyphae (Rys. 1). Istota dzialania tych
zwigzkow zalezy od aromatycznego szescioczlonowego
pierscienia polaczonego z grupa sulfonows, ponadto
dodatkowe modyfikacje pierscienia wptywaja na zwiek-
szenie aktywnosci sulfonéw. Niektdre z badanych przez
nas zwigzkow z grupy sulfonéw trihalogenometylofe-
nylowych wykazujg znaczacy aktywno$¢ przeciwgrzy-
biczng (MIC<4 ug/ml) w poréwnaniu do opisanych
w literaturze [70] nowo syntetyzowanych zwigzkow
posiadajacych aktywnos¢ przeciw C. albicans.

6. Podsumowanie

Mimo postepéw w medycynie, kandydozy wcigz
stanowig powazny problem kliniczny o wymiarze
$wiatowym. Grzyby z rodzaju Candida posiadaja szereg
czynnikéw zjadliwosdci pozwalajacych na kolonizacje,
penetracje tkanek i rozprzestrzenianie si¢ w organi-
zmie gospodarza. Do gléwnych czynnikéw wirulen-
c¢ji Candida spp. nalezy adhezja, tworzenie biofilmu,
pleomorfizm oraz aktywno$¢ enzymatyczna. Konse-
kwencja naduzywania antymikotykow jest pojawienie
sie selekcji w kierunku szczepéw opornych C. albicans
oraz zwigkszenie czestotliwo$ci wystepowania kandy-
doz, ktérych czynnikiem etiologicznym sg inne gatunki
nalezace do Candida spp. wykazujace wysoka lub cal-
kowita opornos¢ na stosowane antymikotyki. Stwarza
to potrzebe poszukiwania nowych skutecznych, zwigz-
kéw chemicznych o szerokim dziataniu przeciwgrzy-
bicznym. Wtasnie dlatego tak wazne jest dokladne
poznanie budowy, chorobotwdrczosci oraz czynnikow

zjadliwosci Candida spp., co pozwoli w przysziosci na
znalezienie skutecznych antymikotykéw ukierunkowa-
nych na czynniki wirulencji.
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Mycobacterium kansasii: pathogen biology and clinical and epidemiological features of infections

Abstract: Nontuberculous mycobacteria (NTM) are opportunistic pathogens widely spread in the environment that may produce life-
threatening infections in humans. With the increased number of patients suffering from different forms of immunosuppression, there has
been a resurgence in interest in NTM and increase in the prevalence of NTM diseases. Although the incidence of Mycobacterium kansasii
infections shows significant geographical variability, in most places, M. kansasii ranks first as a cause of pulmonary NTM syndromes in
the HIV-negative population and second as a cause of disseminated infection in HIV-positive patients. In Poland, among cases of NTM
disease, the number of which has been remarkably on the rise in recent years, those attributable to M. kansasii are in majority. Many
epidemiological aspects of M. kansasii infection, concerning the pathogen’s reservoirs, contagiousness, transmission routes and distribution
in different geographic regions and among different human populations, are unknown or only poorly understood. As with other NTM,
M. kansasii infections are believed to be acquired from environmental exposures rather than by person-to-person transmission. Rarely
M. kansasii has been isolated from soil, natural water systems or animals. Instead it has almost exclusively been recovered from municipal
tap water, which is considered to be its major environmental reservoir. Culturing of M. kansasii from human tissues may not necessarily
represent true infection but a non-pathogenic colonization or contamination. Thus, a reliable diagnosis of M. kansasii disease relies upon
an in-depth clinical and laboratory investigation, requiring integration of symptomatological, radiological, and microbiological data. In
thoracic imaging, M. kansasii infections may manifest as cavitations, opacities, small nodules and bronchiectasis, most frequently situated
in the upper lobes, but lesions may also be present in other sites of the lungs. Treatment of M. kansasii infections is based on a combined
and long lasting (at least 15 months) regimen consisting of ethambutol, isoniazid and rifampicin.

1. Introduction. 2. Non-tuberculous mycobacteria. 3. Characteristics of Mycobacterium kansasii. 4. Epidemiology. 5. Laboratory
diagnostics. 6. Pathogenesis and clinical features. 6.1. Host-pathogen interactions. 6.2. Sources of infections. 6.4. Risk factors. 6.4. Diagnosis.
6.5. Clinical picture. 7. Treatment. 8. Summary

Stowa kluczowe: Mycobacterium kansasii, mykobakterioza, pratki niegruzlicze

Key words:

Mycobacterium kansasii, mycobacteriosis, non-tuberculous mycobacteria, NTM

1. Wprowadzenie

Pratki (Mycobacterium) to grupa bakterii kwaso-
opornych, charakteryzujacych si¢ malg wrazliwo$cig na
dzialanie niekorzystnych czynnikéw srodowiskowych.
Bakterie te majg wydluzony, paleczkowaty ksztalt,
a ich wielko$¢ waha si¢ od 0,2 do 0,4 pm $rednicy i od
2 do 10 um dlugosci. Drobnoustroje nalezace do tego
rodzaju sg tlenowe, pozbawione zdolnosci ruchu, bez-
otoczkowe i nieprzetrwalnikujace. Charakterystyczna
cechg pratkow jest specyficzna budowa $ciany komor-
kowej, ktora zawiera znaczne iloéci substancji lipido-
wych, takich jak kwasy mykolowe, lipoarabinomannan

(LAM), czy woski, przy czym réznice dotyczace sktadu
chemicznego $ciany obserwowane sg zaréwno miedzy
réznymi gatunkami pratkow, jak tez miedzy szczepami
tego samego gatunku.

Do rodzaju Mycobacterium nalezy obecnie okolo
165 gatunkéw bakterii [57]. Przyporzadkowano je do
trzech grup: [i] Mycobacterium tuberculosis complex
(MTC) - grupa pratkéw wywolujgcych gruzlice u ludzi
i zwierzat (do tej grupy naleza m.in.: M. tuberculosis,
M. bovis, M. microti, M. africanum, M. canetti, M. orygis,
M. pinnipedii, M. caprae, M. mungi), [ii] pratki wywo-
tujace trad (M. leprae) [iii] pratki niegruzlicze (NTM,
non-tuberculous mycobacteria) [61, 105].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiego,
ul. I. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa, e-mail: t.jagielski@biol.uw.edu.pl
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2. Pratki niegruzlicze

Pratki niegruzlicze zostaly wyodrebnione jako
osobna grupa przez Pinnera [71]. Poza termi-
nem ,pratki niegruzlicze - NTM” zatwierdzonym
przez American Thoracic Society (ATS) w literaturze
funkcjonuja obecnie takze inne okreslenia opisujace te
grupe: ,,pratki inne niz gruzlicze” (MOTT, mycobacteria
other than tuberculosis), pratki atypowe, srodowiskowe,
oportunistyczne [1, 87]. Do grupy NTM nalezy obecnie
okoto 140 gatunkdéw bakterii [106].

W obrebie NTM wyroznia si¢ pratki wolnorosnace
(SGM, slow growing mycobacteria), ktérych kolonie
pojawiajg si¢ w hodowlach zwykle po uptywie od 1 do
8 tygodni, oraz szybkorosnace (RGM, rapid growing
mycobacteria), ktore na wytworzenie kolonii potrze-
bujg mniej niz 7 dni [29, 36]. Inny podzial, zapropo-
nowany przez Runyon’a dzieli pratki na 4 grupy,
w zaleznosci od zdolnosci wytwarzania barwnika
i szybkosci wzrostu [83]. Wyrdznia on: [i] pratki foto-
chromogenne - wolnorosnace, wytwarzajace barwnik
po ekspozycji na $wiatlo, [ii] skotochromogenne - wol-
norosngce, produkujace barwniki takze w ciemnosci,
[iii] niechromogenne - wolnorosnace, nieprodukujace
barwnikéw, oraz [iv] pratki szybkorosnace. Kolejny
podzial rozréznia pratki niepatogenne od patogenéw
oportunistycznych [114].

Pratki niegruzlicze sa wolno zyjacymi saprofitami
wystepujacymi powszechnie w $rodowisku, m.in.
w zbiornikach wodnych i glebie, i to wlasnie te srodowi-
ska uwazane s3 za ich naturalny rezerwuar. Izolowane
sg takze z wody pitnej, biofilmdéw, kurzu, ziemi donicz-
kowej, tkanek zwierzecych i produktéw spozywczych
[27, 30, 117].

Pratki NTM zaobserwowano wkrétce po odkryciu
przez Roberta Kocha pratka gruzlicy (Mycobacterium
tuberculosis). Poczatkowo nie byly one uwazane za
chorobotworcze, az do lat 50. ubiegltego wieku [54].
Obecnie znanych jest 25 gatunkow pratkéow atypo-
wych uznawanych za czynniki etiologiczne chordb, tzw.
mykobakterioz [106]. Szacuje si¢ jednak, ze okolo 60%
wszystkich gatunkéw pratkéw moze powodowac cho-
roby cztowieka o zmiennym obrazie klinicznym, prze-
biegu i rokowaniach [70]. Pratki atypowe moga powo-
dowac¢ zakazenia klinicznie jawne jak i bezobjawowe
zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat. Wérdd najczestszych
manifestacji klinicznych mykobakterioz sg choroby
pluc (okoto 90% wszystkich przypadkéw), zapalenia
weztéw chlonnych, zakazenia skory i tkanek migkkich
oraz zakazenia uogdlnione (szczegolnie u pacjentéw
chorych na AIDS). Diagnostyka zakazen pratkami
NTM jest trudna i czesto niejednoznaczna. Podobnie,
trudne i nieustalone jest leczenie wymagajace diugo-
trwalego przyjmowania kombinacji lekow, czesto zle
tolerowanych przez pacjentéw [36, 40].
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Zwykle schorzenia wywolane pratkami niegruz-
liczymi rozwijaja si¢ u 0sob z uposledzeniem ukfadu
odpornosciowego, np. w wyniku leczenia nowotwordw,
terapii preparatami anty-TNF-a (TNE, tumor necrosis
factor), terapii immunosupresyjnych (po przeszczepach
narzadow, u osob z chorobami autoagresywnymi), czy
tez u chorych z HIV/AIDS. Do rozwoju choréb wywo-
fanych przez NTM mogg przyczyniaé si¢ zaburzenia
genetyczne dotyczace receptora interferonu y (IFN-y)
lub mutacje w genie kodujacym interleuking 12 (IL-12)
lub w receptorze dla IL-12 [21, 92]. Do innych czynni-
kéw ryzyka zalicza si¢ m.in. deformacje ptuc [44, 50]
i przebyte lub wspolistniejace choroby pluc, np. prze-
byta gruzlice ptuc, pylice krzemows, mukowiscydoze
[21]. Podatne na zakazenie NTM wydaja si¢ tez osoby
cierpigce na refluks zoladkowo-przelykowy [51]. Inng
grupa narazong na rozwoj zakazenia stanowig osoby
uzaleznione od alkoholu [92] oraz dzieci po zabiegach
dentystycznych [96, 113]. Opisywane sg takze przy-
padki zakazen NTM u osdb nienalezgcych do Zadnej
z powyzszych grup ryzyka (tj. u 0séb bez choréb prze-
bytych lub wspétistniejacych). Zwykle sa to osoby star-
sze, cze$ciej mezczyzni niz kobiety [48].

Wedtug ATS zapadalnos¢ na mykobakteriozy wynosi
1-1,8 na 100 000 os6b [36]. Szacunki te bazuja jednak
na niepetnych danych, poniewaz zakazenia pratkami
niegruzliczymi nie podlegaja obowiazkowi rejestra-
cji. Obserwuje si¢ duze zrdznicowanie geograficzne
zakazen NTM, przy czym uwage zwraca czestsze ich
wystepowanie w krajach wysoko rozwinietych. W nie-
ktorych badaniach czestos¢ zakazen pratkami NTM jest
kilkakrotnie wyzsza w stosunku do danych ATS [60],
cho¢ réznice te moga wynika¢ z odmiennych kryte-
riéw diagnostycznych doboru grup w poszczegdlnych
badaniach.

W latach 70. w Polsce przeprowadzono badanie
grupy 700 tysiecy chorych zarejestrowanych w porad-
niach przeciwgruzliczych w wojewddztwie katowickim,
warszawskim i w Lodzi. Wskaznik zakazen pratkami
atypowymi ustalono na poziomie 1,4 na 100 000 cho-
rych (1970r.), a cztery lata pdzniej wskaznik ten wy-
nidst juz 4,3 na 100 000 chorych [122].

3. Charakterystyka Mycobacterium kansasii

Pratki Mycobacterium kansasii po raz pierwszy
opisali Buhler i Polloc w 1953 roku. Komorki
M. kansasii charakteryzuja sie umiarkowang dlugoscia
wsrod pateczek kwasoopornych (okoto 0,2 um srednicy
i 5um dlugosci) (Rys. 1B-C). W warunkach laborato-
ryjnych wzrastaja w temperaturze od 32°C do 42°C (nie
obserwuje sie wzrostu w temperaturze powyzej 45°C).
Hodowane na podiozu Lowenstein'a-Jensena lub Mid-
dlebrooka w temperaturze 37°C wzrastaja po okolo
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Rys. 1. Pratki M. kansasii na pozywce Lowensteina-Jensena (A.); szczegély morfologii w obrazie mikroskopii $wietlnej (pow. 40x) (B.)
i skaningowej (SEM; pow. 5000x) (C.)

10 dniach. Kolonie mogg przybiera¢ ksztalt od ptaskich
do wypukdych, o nieregularnych brzegach i gladkiej lub
szorstkiej morfologii (Rys. 1A).

Pod wplywem swiatla widzialnego zazwyczaj zmie-
niajg kolor na pomaranczowy, dzieki produkc;ji karo-
tenoidow, gléwnie 3-karotenu (ok. 85% wytwarzanych
karotenoidow) i likopenu (15%) [23]. Przedluzajaca
sie ekspozycja na $wiatto moze indukowa¢ wytwa-
rzanie ciemnoczerwonych krysztatéw B-karotenu na
powierzchni i wewnatrz kolonii. Szczepy M. kansasii
produkuja katalaze i reduktaze azotanowa, hydrolizuja
Tween-80 i mocznik. W tabeli I przedstawiono wybrane
cechy biochemiczne i fizjologiczne pratkow M. kansa-
sii. Tak jak inne pratki niegruzlicze, pratki M. kansasii

wykazujg fenotypowe zréznicowanie wewnatrzgatun-
kowe, jednak genetyczne podstawy tego zjawiska nie
sg znane [46].

Poniewaz pratki M. kansasii oraz niechromogenne,
wolnorosngce pratki M. gastrii majg identyczna sekwen-
cje 16S rDNA, dyskutowano czy pratek M. gastrii nie
jest podgatunkiem M. kansasii [111]. Ostatecznie,
analiza sekwencyjna regionu ITS (internal transcribed
spacer) oraz genu hsp65 rozdzielita te dwa gatunki [81].

Badania przeprowadzone przez Ross i wsp. [80]
oraz poézniejsze, poswigcone analizie regionu ITS
[3], wykrywaniu sekwencji insercyjnej IS1652 [118],
a takze analizie PCR-RFLP (PCR-restriction fragment
length polymorphism) genu hsp65 [25, 101], wykazaly

Tabela I
Wybrane cechy fenotypowe pratkéw M. kansasii

Badana cecha

Fenotyp

Kolonie

dostepu do swiatla w kolorze kosci stoniowej

Gtladkie lub szorstkie, inkubowane bez

Optymalna temperatura inkubacji

37°C

Czas wzrostu w optymalnej temperaturze

7-20 dni (wolnorosnacy)

Klasyfikacja Runyona Fotochromogenny, po inkubacji na $wietle
kolonie z6lto-pomaranczowe
Redukgja azotanow +
Aktywno$¢ katalazy +
Hydroliza mocznika +
Hydroliza Tween-80 +
Test redukgji tellurytu -
Akumulacja niacyny -
Produkgja arylosulfatazy -
Aktywno$¢ pyrazynamidazy +
Pobieranie zelaza -
Wzrost na podtozu | T,H 1 ug/ml +
5% NaCl 28°C -

Agar McConkey’a
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zroznicowanie genetyczne w obrebie M. kansasii.
Polimorfizm genetyczny tego gatunku potwierdzono
w dwoéch kompleksowych badaniach, w ktorych
wykryto pie¢ réznych typdéw genetycznych (I-V).
Picardeau iwsp. badali zaréwno szczepy kliniczne
jak 1 $rodowiskowe stosujac analize¢ reaktywnosci
DNA z sondami wykrywajacymi sekwencje 1S1652
oraz powtorzone sekwencje typu MPTR (major poly-
morphic tandem repeat; rodzaj powtorzonego DNA,
stanowigcy serie krotkich powtdrzen o dlugosci 10 pz,
wystepujacy w szczepach M. kansasii, ale tez M. tuber-
culosis i M. gordonae), a takze przy pomocy techniki
PFGE (elektroforeza pulsacyjna w zmiennym polu
elektrycznym; pulsed-field gel electrophoresis), AFLP
(polimorfizm dlugosci amplifikowanych fragmentow;
amplified fragment length polymorphism) oraz hsp65
PCR-RFLP. Wszystkie metody, poza IS1652-RFLP,
ujawnily wérdd szczepdw M. kansasii istnienie 5 roz-
nych grup (klasteréw), definiowanych jako typy gene-
tyczne [69]. Dalsze badania wykazaly istnienie dwdch
dodatkowych typéw genetycznych M. kansasii (typ VI
i VII) [77, 97].

4. Epidemiologia

Szacowana czestos¢ zachorowan wywolanych przez
pratki M. kansasii waha si¢ od 2-3,1 na 1000000 [3]
do 11,8 na 100 000 oséb [52] i wzrasta do nawet 532 na
100 000 oséb w populacji chorych na AIDS [61]. Pratki
M. kansasii naleza, obok pratkéw kompleksu M. avium,
do najczesciej izolowanych pratkéw niegruzliczych
z probek klinicznych na catym $wiecie.

Pratek M. kansasii jest drugim najczestszym czyn-
nikiem etiologicznym choréb ptuc wywolanych przez
NTM w Stanach Zjednoczonych i wystepuje najczes-
ciej w poludniowej i centralnej czesci tego kraju.
W latach 1971-1999 pratki M. kansasii byly najcze-
$ciej izolowanymi pratkami w Veterans Affair Hospital
w Omaha. Zaobserwowano, Ze o ile liczba zakazen prat-
kiem gruzliczym w 20-letnim okresie spadata, to liczba
zakazen wywolanych pratkiem M. kansasii byla sta-
bilna, wreszcie przewyzszajac liczbe zakazen M. tuber-
culosis [10]. W badaniach przeprowadzonych w Wir-
ginii wykazano, ze sposrdd zakazen pratkami NTM,
zakazenia wywolane pratkami M. kansasii, M. xenopi
i M. fortuitum byly czestsze niz te wywolane pratkami
kompleksu M. avium [89].

Analiza przypadkow zakazen NTM z lat 1992-2002
na podstawie danych Koreanskiego Instytutu Gruz-
licy pokazala, ze liczba zakazen pratkami M. kansasii
wzrosla, z jednego przypadku w 1992 roku do 62
w 2002 roku [121]. W Izraelu w latach 2004-2010 zare-
jestrowano 215 przypadkéw zakazen pratkami NTM.
Gatunkiem najczgsciej izolowanym byl M. xenopi
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(39.1%), kolejnym M. simiae (24.2%). Jednak wsrod
przypadkow istotnych klinicznie najczesciej izolowa-
nymi gatunkami byty M. kansasii i M. avium [12].

Analiza 5 497 przypadkéw z centréw pneumono-
logii w Portugalii wykazala, Ze u 510 chorych izolo-
wano pratki, w tym pratki niegruzlicze u 58 pacjen-
tow. Izolowano szczepy M. intracellulare (15,5%),
M. fortuitum (13,8%), M. gordonae (12,1%) i M. kan-
sasii (10,3%) [8]. W latach 1984-1992 zaobserwowano
w Anglii niemal 10-krotny wzrost liczby zakazen prat-
kami MAC w poréwnaniu z zakazeniami pratkami
M. kansasii [120]. Badania przeprowadzone w Anglii,
Walii i Irlandii Pélnocnej pokazaly, ze zapadalnosé
na mykobakteriozy wywotane pratkami NTM wzro-
sta z 0,9 na 100000 os6b w 1995 do 2,9 na 100000
w 2006 roku. Najczesciej izolowanymi gatunkami byty
Mpycobacterium avium-intracellulare (43%), M. malmo-
ense i M. kansasii [63]. W badaniach retrospektywnych,
obejmujacych lata 2000-2007, przeprowadzonych
w jednym z londynskich szpitali analizowano przypadki
zakazen wolnorosnacymi pratkami u pacjentéw powy-
zej 18. roku zycia, HIV-seronegatywnych i spelniaja-
cych kryteria diagnostyczne wg ATS. Pratki M. kansasii
reprezentowaly najczesciej izolowany gatunek pratkéw
NTM. Przy tym izolacja powiazana byla zwykle z cho-
robg, a nie kolonizacja [24].

W badaniu przeprowadzonym w 29 krajach z pie-
ciu kontynentéw przeanalizowano 14 537 przypadkow
zakazen NTM. Pratki M. kansasii znalazly sie na szos-
tym miejscu wérdd najczesciej izolowanych gatunkow
pratkow z 561 przypadkami (4%). W Ameryce Potu-
dniowej i Francji pratki M. kansasii byly po pratkach
MAC, najczeséciej izolowanymi pratkami niegruzli-
czymi. Pratki M. kansasii najczesciej izolowano w Pol-
sce, na Slowacji i w Wielkiej Brytanii (odpowiednio
35%, 36% i 11% sposrod wszystkich wyizolowanych
NTM w danym kraju; $rednia dla Europy wynosita 5%).
W Japonii pratki M. kansasii znalazly si¢ na trzecim
miejscu po pratkach M. gordonae i M. abscessus [42].

W Polsce obserwuje si¢ wzrost liczby przypadkéw
chorob wywotywanych pratkami NTM. Grubek-
-Jaworska iwsp. szacujg zapadalnos¢ na poziomie
2,4 na 100000 osob [37]. Co trzeci wyizolowany od
pacjenta z mykobakteriozg pluc pratek niegruzliczy
w Polsce to M. kansasii [42, 109]. W badaniu Nowackiej-
-Mazurek pratki M. kansasii byly czynnikiem etiologicz-
nym mykobakteriozy ptuc u 68% chorych (74 z grupy
108 chorych) [65].

Podsumowujac, chociaz obserwuje si¢ duze zrézni-
cowanie geograficzne w wystepowaniu zakazen prat-
kami M. kansasii, w wielu regionach zajmujg pierwsze
miejsce jako przyczyna choréb ptuc z powodu pratkow
niegruzliczych w populacji HIV-seronegatywnej oraz
drugie miejsce jako przyczyna zakazenia uogdlnionego
wsrod pacjentéw HIV-seropozytywnych [11].
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5. Diagnostyka laboratoryjna

Identyfikacja pratkéw niegruzliczych, w tym prat-
koéw M. kansasii przez dlugi czas opierala si¢ jedynie
na ocenie cech fenotypowych oraz charakterystyce
wlasciwosci biochemicznych. Testy tego typu sa cza-
sochtonne (zajmuja do 2 miesiecy), a ich wyniki nie
zawsze s3 jednoznaczne.

Do niedawna metodg referencyjna w identyfikacji
gatunkowej pratkow byla analiza kwaséw mykolowych
technikg wysokoci$nieniowej chromatografii cieczo-
wej (HPLC, high-pressure liquid chromatography) [15].
Pratki M. kansasii charakteryzuja sie wzorem elucyjnym
z jedng grupa szczytow chromatograficznych (Rys. 2.)
[85]. Technika HPLC obcigzona jest jednak wysokimi
kosztami aparaturowymi oraz konieczno$cig stosowa-
nia toksycznych rozpuszczalnikéw organicznych.

W ciagu ostatnich dwoch dekad, opracowanych
zostalo kilka metod identyfikacji opartych na analizie
DNA, ktdre z powodzeniem stosowane sg w roznicowa-
niu pratkéw M. kansasii od innych gatunkow pratkow.
W 1991 roku, Huang i wsp. opracowali sonde DNA
pMK1-9 specyficzng dla M. kansasii, zaréwno szczepodw
klinicznych, jak i srodowiskowych [43]. Jednak w bada-
niu przeprowadzonym przez Ross i wsp. wykazano, ze
sposréd 105 szczepow M. kansasii, 20 (19%) nie dawato
sygnalu dla sondy pMK1-9 [80]. Kolejna sonda DNA,
opisana przez Yang i wsp., obecna na plazmidzie
p6123, zdolna byla do specyficznej hybrydyzacji z DNA
wszystkich badanych szczepéw M. kansasii, takze tych,
ktore byly negatywne w reakeji z sonda pMK1-9 [119].

Obecnie na rynku dostepne sg cztery certyfikowane
testy diagnostyczne wykorzystywane do identyfikacji
pratkow M. kansasii (a takze innych gatunkéw naleza-
cych do grupy NTM). Sa to: [i] test AccuProbe (Gen-
-Probe, San Diego, USA), wykrywajacy 16S rRNA,
[ii] INNO LiPA MYCOBACTERIA v.2 (Innogenetics,
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Rys. 2. Wzor elucyjny kwaséw mykolowych M. kansasii otrzymany
technika wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej (HPLC)

245

Ghent, Belgia), [iii] Speed-oligo® Mycobacteria (Vircell,
Santa Fé Granada, Hiszpania), ktérych celem jest region
ITS, migdzy genami kodujgcymi 16S i 23S rRNA, a takze
[iv] GenoType Mycobacterium CM/AS (common myco-
bacteria/additional species) (Hain Lifescience, Nehren,
Niemcy). Umozliwiajacy detekcje swoistych gatunkowo
regionéw w obrebie 23S rDNA. Poza testem AccuProbe,
wszystkie pozostate opieraja sie na amplifikacji DNA
technikg PCR, a nastgpnie hybrydyzacji produktow
amplifikacji z odpowiednio zaprojektowanymi oligo-
nukleotydami, zwigzanymi na pasku nitrocelulozo-
wym. Wszystkie te testy okazaly sie skuteczne w iden-
tyfikacji najczesciej wystepujacych gatunkow pratkow,
w tym M. kansasii [53, 78, 84, 86, 102, 104]. System
Accuprobe identyfikuje 5 taksonéw Mycobacterium,
a $cidlej pratki kompleksu M. tuberculosis oraz 4 gatunki
pratkow NTM: M. avium, M. intracellulare, M. kansasii
i M. gordonae. Z kolei testy INNO LiPA MYCOBACTE-
RIA i Speed-oligo® Mycobacteria wykrywaja odpowied-
nio 17 i 14 réznych taksondéw w oparciu o kombinacje
sygnalow pochodzacych z hybrydyzacji z 14 lub 6 son-
dami. Test GenoType Mycobacterium CM (common
mycobacteria) pozwala na jednoczesng identyfikacje
M. tuberculosis complex oraz 13 gatunkow pratkow
niegruzliczych, w tym M. kansasii, M. avium complex
(MAC), M. xenopi, M. fortuitum, czy M. gordonae.

Alternatywng wobec technik opartych o hybrydy-
zacje DNA metode identyfikacji kilkunastu gatunkow
pratkéw NTM zaproponowali Plikaytis i wsp.
W metodzie tej, amplifikuje si¢ technikg PCR fragment
genu kodujacego biatko szoku cieplnego (hsp65) o dlu-
gosci ok. 1380 pz, a nastepnie otrzymany produkt pod-
daje si¢ analizie restrykcyjnej (PCR-RFLP) [72]. Metode
te zmodyfikowali Telenti iwsp. [101],a w oparciu o
nig kolejni badacze zaproponowali algorytm identyfi-
kacji umozliwiajacy réznicowanie 34, a pézniej nawet
54 gatunkow pratkow [14, 25]. Udang probe zastoso-
wania tej metody w diagnostyce podjeto takze w Polsce
[31]. W identyfikacji gatunkowej pratkéw NTM, w tym
M. kansasii zastosowanie znalazty takze inne niz hsp65
geny metabolizmu podstawowego, m.in. dnaJ [99],
rpoB [49] oraz tuf [93] kodujace odpowiednio: stre-
sowe biatko opiekuncze, podjednostke B polimerazy
RNA oraz czynnik elongacji Tu (EF-Tu).

Na rysunku 3 przedstawiono schemat postepowa-
nia w identyfikacji gatunkowej oraz genotypowaniu
M. kansasii.

6. Patogeneza i obraz kliniczny
6.1. Interakcje patogen-gospodarz
Pratki M. kansasii nalezg do patogendéw oportuni-

stycznych ludzi, chociaz odnotowuje si¢ takze przy-
padki zakazen wérod réznych gatunkow zwierzat, np.
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Objasnienia:

* — testy fenotypowe wystarczajgce do intensyfikacji M. kansasii [76]

' — PFGE elektroforeza pulsacyjna w zmiennym polu elektrycznym;
pulsed-field gel electrophoresis

2 — AFLP - polimorfizm dtugo$ci amplikowanych fragmentow;
amplified fragment lenght polymorphism

3 — MPTR - rodzaj powtérzonego DNA;
major polymorphic tandem repeat
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psOw i ostronoséw [64, 79]. Patogeneza mykobakterioz,
w tym tych wywotlanych przez pratki M. kansasii jest
malo poznana, a wiedza dotyczaca czynnikéw wirulen-
cji M. kansasii jest szczatkowa. Niewiele wiadomo takze
na temat mechanizméw odpowiedzi immunologicznej
gospodarza na zakazenie pratkiem M. kansasii. Mozna
jedynie przypuszczaé, ze mechanizmy te zblizone sg do
tych jakie poznano dla innych pratkéw, w tym przede
wszystkim dla pratka gruzlicy.

Wazng role w odpowiedzi immunologicznej odgrywa
z pewnoscig tzw. I linia obrony, oparta o mechanizmy
niespecyficzne, gtéwnie mechanizmy oczyszczania
ukltadu oddechowego. Gdy mykobakterie pokonaja te
bariere, pobudzone zostaja mechanizmy odpowiedzi
komorkowej, a w dalszym etapie, odpowiedzi humoral-
nej gospodarza. Przy tym najwigksze znaczenie w infek-
cji pratkowej ma odpowiedz komoérkowa [82, 98].

W poczatkowej fazie zakazenia, pratki wychwyty-
wane sg przez makrofagi. Pochlanianie mykobakterii
przez makrofagi mozliwe jest dzigki zlokalizowanym
na ich powierzchni receptorom, rozpoznajacym spe-
cyficzne ligandy pratkowe — receptorom dopetniacza
(CR1, CR3, CR4), receptorom mannozowo-fukozylo-
wym, Toll-podobnym (TLR - Toll like receptors), inte-
grynowym, fibronektyny oraz receptorom zmiataczom
[91, 98, 108]. Pratki znajdujace si¢ w makrofagach moga
by¢ zabite i strawione badz utrzymywac si¢ w fagoso-
mach, indukowa¢ apoptoze makrofagow, czy wreszcie
namnaza¢ si¢ doprowadzajac do niszczenia makrofa-
gow irozsiewu w organizmie [82]. Zdolno$¢ do hamo-

wania tworzenia fagolizosomu zaobserowano dla prat-
koéw M. tuberculosis, M. avium i M. marinum, ale nie dla
M. lepraemurium [19]. W aktywowanych makrofagach
dochodzi do produkeji reaktywnych form tlenu i azotu,
toksycznych dla pratkéw. Aktywne makrofagi produ-
kujg takze cytokiny (migdzy innymi TNF-a) sprzyjajace
rozwojowi stanu zapalnego, a takze wydzielaja IL-12,
ktora indukuje réznicowanie limfocytéw T w kierunku
komorek typu Thl, wspierajacych odpowiedz komor-
kowg. Makrofagi aktywuja tez komoérki NK (natural
killers) wykazujace aktywnos¢ cytotoksyczna wobec
makrofagdw zawierajacych pratki [74]. Poza makrofa-
gami, w fagocytoze pratkow zaangazowane sg rowniez
komorki dendrytyczne [98], komdrki M [73, 100] oraz
neutrofile [66]. Zaréwno dla pratkéw M. tuberculosis,
jak i M. marinum, wykazano, ze makrofagi zaangazo-
wane sg w migracje bakterii do glebszych tkanek [19].

W przypadku infekcji M. tuberculosis, okoto 2 tygo-
dnie po zakazeniu nastepuje rozwdj swoistej odpowie-
dzi komoérkowej. Limfocyty T rozpoznaja antygeny
pratkow i réznicujg w efektorowe limfocyty T CD4+
i CD8+ z receptorami a/f. Limfocyty Thl CD4+,
rozpoznajg antygeny prezentowane przez komorki
prezentujace antygen (APC, antigen presenting cells),
w polaczeniu z czgsteczkami gltéwnego ukladu zgod-
noéci tkankowej (MHC, major histocompatibility com-
plex) klasy II, a takze wydzielajg m.in. IFN-y, ktory
stymuluje ekspresje antygendéw zgodnosci tkankowej
na powierzchni makrofagéw oraz indukuje synteze
enzymow lizosomalnych, sprzyjajac eliminacji zaka-
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zonych komorek [67]. Limfocyty cytotoksyczne CD8+
indukuja apoptoze zakazonych komorek po rozpozna-
niu antygenu w kontekscie czasteczek MHC klasy I
[115] uwalniajac ziarna cytolityczne zawierajace perfo-
ryny i granzymy. Ponadto, limfocyty CD8+ wydzielaja
szereg cytokin, w tym tak wazny w odpowiedzi prze-
ciwpratkowej INF-y [92]. W odpowiedz przeciwprat-
kowg zaangazowane sg takze limfocyty T y/d noszace
cechy zaréwno limfocytéow T, jak i komoérek NK. Sg one
zdolne do rozpoznawania antygenow, nie prezentowa-
nych w czasteczce MHC [116].

Podsumowujac, przebieg zakazenia pratkowego
zalezy gléwnie od réwnowagi pomiedzy rozwojem
pratkéw w makrofagach a odpowiedziag immunolo-
giczng gospodarza, w szczego6lnosci niszczeniem prat-
kéw przez komorki fagocytarne. Chociaz molekularne
aspekty zakazen M. kansasii nie sa prawie w ogdle
poznane, wydaje sie, Ze moga one, przynajmniej w pew-
nym stopniu, by¢ zbiezne z obserwacjami dla innych
pratkow atypowych i pratkow gruzlicy.

Wykazano, ze znajdujace si¢ wewnatrz komorki
eukariotycznej pratki M. kansasii aktywuja kaspaze 1
anastepnie sekrecje interleukiny IL-1f na drodze akty-
wagcji kompleksu bialek cytoplazmatycznych NLRP-3/
ASC, bioracych udzial w procesie zapalnym. W aktywa-
cji tego kompleksu istotng role odgrywaja takze pompy
potasowe, katepsyna B i produkcja reaktywnych form
tlenu [17].

Niewiele wiadomo na temat indukcji apoptozy
makrofagow przez pratki M. kansasii. Wykazano, ze
szczep kliniczny M. kansasii SM-1 indukowal $mier¢
wiekszej liczby komdrek makrofagowej linii komorko-
wej RAW 264.7 anizeli szczep referencyjny ATCC12478.
Wykazano takze, ze apoptoza indukowana pratkami
M. kansasii jest zwigzana ze stresem retikulum endo-
plazmatycznego, a kliniczny szczep SM-1 indukuje
silniejsza odpowiedz stresowa w linii RAW 264.7
w poréwnaniu ze szczepem referencyjnym. Stezenie
reaktywnych form tlenu wzrosto tylko w komoérkach
zakazonych szczepem klinicznym [55]. W innych bada-
niach wykazano, ze za indukcje apoptozy makrofagow
moze by¢ odpowiedzialny sktadnik §ciany komoérkowe;j
Kan-LM, lipomannan M. kansasii [38].

Istotne jest, ze apoptoza makrofagéw prowadzi
do eliminowania sfagocytowanych drobnoustrojéw,
podczas gdy nekroza jest zwigzana z uwalnianiem
wewnatrzkomorkowych patogendw i enzymow lizoso-
malnych, co w konsekwencji prowadzi do rozprzestrze-
nienia zakazenia i uszkodzenia tkanek. Wyniki badan
wskazuja, ze ludzkie makrofagi zakazone pratkami
mogga prezentowac oba typy smierci komoérki. Im wyz-
sza wirulencja szczepu, tym bardziej przewaza mecha-
nizm nekrotyczny makrofagéw nad apoptoza [33].

Pratki wyksztalcily wiele mechanizméw, ktére chro-
nig je przed dzialaniem bakteriobdjczych czynnikow
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ludzkiego organizmu. Na pewno istotng role u prat-
kow M. kansasii odgrywa budowa §ciany komorkowe;j.
Kwasy mykolowe, ktére tworza silnie hydrofobowa
powierzchnie komorki, chronig pratki przed dzialaniem
lizozymu, proteaz, wolnych rodnikéw i sktadowych
ukladu dopelniacza. Lipoarabinomannan ogranicza
wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych i ekspresje
czgsteczek MHC klasy II oraz powierzchniowych sul-
fatydow. Wykazano takze, ze niektore gatunki pratkow
dzieki posiadaniu takich enzymoéw, jak katalaza oraz
dysmutaza ponadtlenkowa mogg przezy¢ w makrofa-
gach takze po wyksztalceniu fagolizosomu [108]. Moze
to thumaczy¢ wyzsza wirulencje szczepéw M. kansasii
z wysoka aktywnoscig katalazy [95].

Stosunkowo czeste wspolwystepowanie pratkow
M. kansasii w habitacie czlowieka w zderzeniu z nie-
wielkg liczba infekcji wywolywanych przez ten pato-
gen wskazuje na jego niska wirulencje i inwazyjno$¢.
Wyniki przeprowadzonych dotychczas badan sugeruja,
ze typ I M. kansasii jest najbardziej rozpowszechniony
wérdd szczepow klinicznych na calym $wiecie, w tym
takze w Polsce [9] i rzadko izolowany jest ze $rodo-
wiska. W badaniach przeprowadzonych do tej pory
wykazano, ze szczepy M. kansasii odpowiedzialne za
zakazenia u ludzi naleza niemal wylgcznie do typu I
i II. Co ciekawe, pacjenci HIV-seropozytywni sg szcze-
golnie podatni na zakazenie typem II M. kansasii [69,
97, 103]. Zwiazek miedzy typem II M. kansasii a HIV-
-seropozytywno$cig mozna ttumaczy¢ niskim potencja-
fem chorobotwoérczym tego genotypu [97]. Genetyczne
podstawy zréznicowanej wirulencji réznych typow
genetycznych M. kansasii nie s3 znane.

6.2. Zréodla zakazen

Uwaza sig, ze gléownym zrédlem zakazen pratkami
M. kansasii, podobnie jak w przypadku innych NTM,
jest srodowisko. Drobnoustrdj ten jest czesto izolowany
z probek wody, szczegdlnie wody wodociagowej, ktora
uwaza sie za gléwny rezerwuar patogenu. Rzadziej izolo-
wany jest z probek gleby i naturalnych zbiornikéw wod-
nych. Odnotowano takze kilka doniesient dotyczacych
izolacji pratkéw M. kansasii z innych typoéw probek,
jak np. tkanek zwierzecych. Wykazano takze, ze pratki
M. kansasii nie sa izolowane z probek $rodowisko-
wych na niektorych obszarach np. z wody pochodzacej
z New Hampshire, Bostonu, Finlandii, Kenii, Zairu, czy
probek gleby z Ugandy [107]. Dlugoterminowe bada-
nia dotyczace izolacji pratkow M. kansasii z probek
srodowiskowych pokazujg, Ze obecnos¢ tego patogenu
w probkach jest niestata i zmienia si¢ w czasie. Badania
pokazuja takze, ze pratki M. kansasii czgsciej izolowane
sg z obszaréw miejskich niz wiejskich [4, 114].

Zwigzek miedzy naturalnym rezerwuarem pratkow
M. kansasii a chorobg u ludzi pozostaje wciaz w duzej
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mierze niejasny. Wykazano, ze bakterie te izolowane
sg z probek wody wodociggowej w rejonach, z ktérych
pochodza pacjenci z rozpoznang mykobakteriozg
[29]. Do zakazenia pratkiem M. kansasii dochodzi
najprawdopodobniej w wyniku bezposredniego kon-
taktu ze zrédlem patogenu. Wrota infekeji nie sg znane,
chociaz niektorzy badacze wskazujg jako gléwna droge
wnikania - droge wziewna [34]. Transmisja zakazen
miedzy ludzmi nie zostala potwierdzona.

6.3. Czynniki ryzyka

W 1996 roku, Falkinham iwsp. wskazali jako
czynniki ryzyka zakazen pratkami M. kansasii prze-
wlekle choroby pluc, takie jak przewlekta obturacyjna
choroba ptuc (POChP, COPD, chronic obstructive pul-
monary disease), pylica pluc, a takze uzaleznienie od
nikotyny i alkoholu. Zwiekszone ryzyko zachorowania
na mykobakterioze powodowang przez M. kansasii
zaobserwowano takze u chorych na nowotwory oraz
narazonych na pyl w miejscu pracy (kopalnie, zaktady
metalowe, huty szkta) [29]. W 2004 roku przeprowa-
dzono analize 302 przypadkéw plucnej infekeji prat-
kami M. kansasii. Wykazano, ze 73% pacjentéw bylo
palaczami, 65% cierpiato na POChP, a 56% naduzywalo
alkoholu. W4réd 24 $miertelnych przypadkow, 96%
pacjentéw cierpiato na POChP [58].

Poza miejscowymi zmianami struktury i funkcji
pluc w przebiegu przebytych lub wspdtistniejacych
choréb kolejna grupa czynnikéw ryzyka zachorowa-
nia na mykobakterioz¢ powodowang przez M. kan-
sasii zwigzana jest z ogdlnoustrojowymi zaburze-
niami odporno$ci. Zazwyczaj uogélnione zakazenie
wywolane pratkami M. kansasii rozwija si¢ u chorych
z uposledzeniem odpornosci powstaltym na przykltad
w wyniku leczenia nowotworéw zlosliwych, terapii
lekami anty-TNF-a, czy tez u zakazonych HIV, szcze-
golnie u chorych na AIDS. W tej ostatniej grupie cho-
rych ryzyko wzrasta wraz z obnizaniem liczby komérek
typu CD4+ [13, 111]. Mykobakteriozy wystepuja row-
niez czesciej u 0s6b z uwarunkowanymi genetycznie
nieprawidlowo$ciami receptora IFN-y, nieprawidlo-
wosciami IL-12 oraz podczas dlugotrwalego leczenia
kortykosteroidami. Pratki M. kansasii zajmuja pierwsze
miejsce pod wzgledem najczesciej izolowanych pratkow
niegruzliczych u 0séb po transplantacji serca, a drugie
miejsce — u 0sOb po transplantacji nerek, i odpowiadaja
za blisko czwartg czes¢ wszystkich przypadkéw zaka-
zen NTM u tych pacjentéw [26]. Z przeprowadzonej
w 2010 roku analizy pi$miennictwa kazuistycznego,
sposréd 67 pacjentow HIV-seronegatywnych z uogél-
niona postacig mykobakteriozy, u 36% wspolistniata
ona z chorobg ukladu krwiotwdrczego (biataczki,
zespoly mielodysplastyczne, nowotwory mieloprolife-
racyjne), 23% pacjentéw w terapii innych choréb sto-
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sowalo kortykosterydy, a blisko 10% przyjmowalo inne
leki immunosupresyjne [39].

Zakazenie pratkami M. kansasii stwierdza sig takze
z innymi przewleklymi chorobami, takimi jak: przewle-
kle zapalenie watroby, czy anoreksja [20].

Nalezy zaznaczy¢, ze mykobakterioza ptuc wywo-
tana przez pratki M. kansasii nawet w okoto 40% przy-
padkow moze przebiega¢ bez wczesniejszych chordb
ukladu oddechowego [94]

6.4. Rozpoznanie

Wrtasciwe rozpoznanie choroby wywolanej prat-
kami M. kansasii oparte jest o wnikliwe badanie kli-
niczne i laboratoryjne, wymagajace syntetycznej oceny
danych klinicznych, radiologicznych i mikrobiologicz-
nych. Rozpoznanie mykobakteriozy wywotanej prat-
kami M. kansasii jest trudne. Zdarzaja si¢ rozpoznania
falszywie dodatnie z powodu zanieczyszczenia bada-
nych materiatéw biologicznych, np. woda wodocia-
gowy, jednak kontaminacja srodowiskowa wystepuje
rzadziej niz w przypadku innych pratkéw NTM. Cze-
sto zakazenia M. kansasii diagnozowane sg takze jako
gruzlica, ze wzgledu na bardzo podobng ptucng mani-
festacje choroby.

Wedlug wytycznych ATS z 2007 roku mykobakte-
rioz¢ pluc rozpozna¢ mozna wylacznie, gdy chory spet-
nia odpowiednie kryteria mikrobiologiczne i kliniczne
[36]. Musi by¢ to réwnoczesne spelnienie co najmniej
jednego z kryteriéw mikrobiologicznych oraz petnego
kryterium Kklinicznego. Kryteria mikrobiologiczne:
(i) pozytywne wyniki posiewéw dwoch niezaleznych
probek plwociny, (ii) pozytywne wyniki co najmniej
jednej hodowli poptuczyn oskrzelowych lub poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych (BALE, bronchoalveolar
lavage fluid), (iii) wynik badania histopatologicznego
wskazujgcy na obecnos¢ zakazenia mykobakteryjnego
i réownocze$nie dodatni wynik hodowli materialu
z biopsji pluca, (iv) odpowiedni wynik badania histo-
patologicznego materiatu z biopsji ptuca oraz dodatni
wynik hodowli co najmniej jednej probki plwociny,
poptuczyn oskrzelowych lub BALF; kryteria kliniczne
(i) objawy choroby ukladu oddechowego (takie jak
kaszel, krwioplucie, dusznos¢, stany gorgczkowe, utrata
masy ciala, poty nocne), z towarzyszacymi zmianami
stwierdzanymi w badaniach obrazowych (zmiany guz-
kowe lub jamy lub rozstrzenia oskrzeli z drobnymi
guzkami), (ii) wykluczenie innych choréb. Wytyczne te
budza jednak pewne kontrowersje. U chorych na AIDS,
infekcja pratkiem M. kansasii moze do$¢ szybko dopro-
wadzi¢ do zgonu, dlatego istotne jest natychmiastowe
rozpoczecie leczenia. Niektorzy badacze sugeruja, ze
juz pojedynczy wynik posiewu powinien by¢ wystar-
czajacym wskaznikiem do rozpoczecia leczenia [18].
W rozpoznaniu uogdlnionej postaci zakazenia prat-
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kiem M. kansasii wykorzystuje sie¢ czesto probki krwi
i tkanki limfatycznej. Problem stanowig takze myko-
bakteriozy ptuc przebiegajace w postaci guzkéw badz
guzdw, bez towarzyszacych objawdw klinicznych. Dia-
gnoza réznicowa zakazen pratkami M. kansasii obej-
muje gruzlice oraz pozostale mykobakteriozy (w tym
przede wszystkim zakazenia pratkami Mycobacterium
avium), aktynomykoze, aspergiloze, histoplazmoze oraz
sporotrychoze.

6.5. Obraz kliniczny

Najczestsza postacig kliniczng jaka przybiera zaka-
zenie pratkami M. kansasii jest przewlekla choroba ptuc
przypominajaca gruzlice (rys. 4).

Znacznie rzadziej dochodzi do zakazen tkanek
innych niz pluca, np. wezléw chlonnych (gléwnie
u dzieci; przypadki bardzo rzadkie), ukladu mig$niowo-
-szkieletowego, czy skory (infekcja zajmuje skore oraz
tkanke podskorna, najczesciej towarzyszy chorobie
uogolnionej). Pratki M. kansasii moga by¢ réwniez
przyczyna zakazen sztucznych zastawek serca, zapalenia
wsierdzia, a takze innych zakazen zwigzanych z prze-
rwaniem ciaglosci tkanek podczas operacji lub innych
zabiegéw medycznych. Zakazenia pratkami M. kansasii
moga mie¢ takze posta¢ choroby uogolnionej (systemo-
wej), zazwyczaj u chorych z uposledzong odpornoscia.

W plucnej postaci choroby wywolanej zakazeniem
pratkami M. kansasii wirod objawow wystepuja: kaszel
(stwierdzany jest u 91% pacjentéw), odkrztuszanie
plwociny (85%), spadek wagi (53%), duszno$¢ (51%),
bole w klatce piersiowej (34%), krwioplucie (32%) oraz

SP: —5M

ST: 1,3 mm

C-498

W1465

Not for diagnostic use [Pl

e ——————

Rys. 4. Mykobakterioza pluc wywolana zakazeniem M. kansasii.
Na zdjeciu z tomografii komputerowej widoczne zmiany jamiste
i guzkowate zaggszczenia w prawym plucu
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goraczka i pocenie si¢ (17%) [28]. Wyniki badan radio-
logicznych sa podobne do tych uzyskiwanych od oséb
chorych na gruzlice. W najczgstszej postaci radiologicz-
nej dominujg zmiany jamiste, naciekowo-jamiste lub
wldknisto-jamiste, zlokalizowane najczesciej w ptatach
gornych. Ta posta¢ przypomina zmiany obserwowane
u chorych na gruzlice i okreslana jest jako typ 1 lub
gruzliczopodobny. Wéréd chorych z tg postacig myko-
bakteriozy dominuja mezczyzni, prawdopodobnie
z powodu wiekszego rozpowszechnienia natogu pale-
nia tytoniu i czestszego wystepowania POChP [22].
Druga posta¢ mykobakteriozy pluc stanowig zmiany
guzkowo-rozstrzeniowe  zlokalizowane najczesciej
w $rodkowych i dolnych platach. W tym wypadku
zalecane jest wykonanie wysokorozdzielczej tomogra-
tii komputerowej ptuc (HRCT, high resolution computer
tomography), w ktérym to badaniu mozna uwidoczni¢:
drobne guzki, zacienienia o typie paczkujacego drzewa
(tree-in-bud) oraz walcowate rozstrzenia oskrzeli [36].
Opisano réwniez przypadki o zupelnie nietypowym
przebiegu (zakazenie sekwestru pluca, owrzodzenia
w blonie sluzowej oskrzeli, pojedynczy guzek ptuca)
[2, 56, 59].

U oséb z AIDS, u ktérych doszto do zakazenia
pratkami M. kansasii ptucna posta¢ kliniczna stanowi
potowe przypadkow [16, 112].

Zakazenie pratkami M. kansasii moze zaja¢ skore
oraz tkanke podskorng. Zwykle do zakazenia docho-
dzi w wyniku urazu badz po operacjach. Rozpoznanie
opiera si¢ na analizie wyniku badania histopatologicz-
nego. Choroba przyjmuje posta¢ zmian guzkowych
i nieréwnosci na skorze, z poczatku malych, wraz
z postepem choroby - z tendencja do progresji. W p6z-
niejszym obrazie choroby obserwuje si¢ martwice
tkanki. Zakazenia skdrne rozwijajg si¢ zwykle powoli
i nie wykazuja sklonnoéci do samorzutnego gojenia
sie. Zakazenia obejmujace tylko skore sa dos¢ rzadkie
[45]. Infekcja moze dalej rozprzestrzenia¢ si¢ powodu-
jac zapalenie weztéw chlonnych, oddalonych narzadéw,
a takze prowadzi¢ do choroby uogélnione;.

Zapalenie weztow chlonnych, gtéwnie szyjnych,
wywolane przez pratki M. kansasii diagnozowane jest
zwykle u dzieci oraz u 0séb chorych na AIDS [32, 75].
Wezly chonne powiekszajg si¢ szybko i jednostronnie.
Rozpoznanie opiera si¢ na badaniu histopatologicznym
oraz uzyskaniu wzrostu pratkéw M. kansasii w hodowli.

Zakazenie uogdlnione pratkami M. kansasii wyste-
puje gltéwnie u oséb z uposledzeniem odpornosci.
U chorych obserwuje si¢ obnizong liczba komoérek
CD4+ [11, 16]. U chorych zakazonych HIV (w tej gru-
pie rozsiana infekcja wystepuje u okolo czwartej czesci
zakazonych pratkami M. kansasii) objawy zakazenia
rozsianego sg niespecyficzne. Zwykle jest to goraczka,
poty, utrata masy ciala, bol brzucha, biegunka. U os6b
HIV-seronegatywnych zakazenie rozsiane pratkiem
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M. kansasii objawia si¢ czesto podskérnymi guzkami
lub ropniami [39]. Analiza retrospektywna 63 przypad-
kow rozsianej infekcji wywotanej pratkami M. kansasii
(lata: 1953-2007) wykazala, ze czesciej dotyczy mez-
czyzn (czterokrotnie czesciej niz kobiet) w wieku od
45,0+£22,3lat. Zakazeniem objete s3 gldwnie pluca,
ale takze wezly chlonne, sledziona, watroba, szpik
kostny, skora oraz uktad kostny, przewdd pokarmowy
i moczowy [39].

7. Leczenie

Skuteczne schematy leczenia schorzen wywolywa-
nych przez pratki M. kansasii sg ciagle na etapie opra-
cowywania. Najczesciej stosowana jest antybiotykotera-
pia, przy czym monoterapia nie przynosi oczekiwanych
efektow. W wypadku zakazen pratkami M. kansasii spo-
radycznie korzysta sie¢ z leczenia chirurgicznego. Wigk-
sz0$¢ szczepOw M. kansasii w badaniach in vitro jest
oporna na izoniazyd (INH) i pyrazynamid (PZA) oraz
niskie stezenia streptomycyny (SM) oraz kwasu p-ami-
nosalicylowego (PAS) [110]. Opornos¢ na INH i SM,
stwierdzana czesto w badaniach in vitro, nie znajduje
potwierdzenia w obserwacji klinicznej, gdzie surowi-
cze stezenia tych lekow sg wyzsze niz w testach lekow-
razliwosci. Stad zalecane jest, aby w zakazeniach prat-
kami M. kansasii oznacza¢ wstepnie tylko wrazliwos¢
na ryfampicyne (RMP) - podstawowy lek w leczeniu
mykobakteriozy wywolanej przez ten patogen. Dodat-
kowo wykazano, ze opornos$¢ szczepdw M. kansasii
na INH lub etambutol (EMB) zwykle powigzana jest
z opornosciag na RMP [7].

Zgodnie z wytycznymi ATS w leczeniu zakazen
pratkami M. kansasii zaleca si¢ terapie kombinowang,
skladajaca si¢ z RMP (10 mg/kg/dobe), INH (5 mg/kg/
dobe) i EMB (15 mg/kg/dobe). U chorych z ciezka lub
rozlegla postacig choroby mozna rozwazy¢ dolgczenie
aminoglikozydu (amikacyny (Am) lub SM w dawce
15mg/kg, 3 razy w tygodniu) przez okres 2-3 mie-
siecy. Terapia powinna trwa¢ minimum 18 miesiecy,
i co najmniej 12 miesiecy od momentu odpratkowania,
(tj. negatywizacji wynikéw posiewu) [36]. Kliniczng
poprawe uzyskuje sie zwykle po 3-6 miesigcach lecze-
nia. Badania wykazaly takze skutecznos$¢ 3-lekowej
terapii RMP+EMB+Am [41]. W sytuacji gdy stwier-
dzono obecnos¢ szczepdéw opornych na RMP, stosuje
sie schematy tréjlekowe zawierajace EMB, SM, klary-
tromycyne lub azytromycyne, lewofloksacyne, moksi-
floksacyne lub sulfametoksazol. Stosowanie ryfabutyny,
jako leku wykazujacego mniejszg interakcje z lekami
antyretrowirusowymi, jest preferowane u chorych
zakazonych HIV. U 0s6b poddanych terapii antyretro-
wirusowej zalecana moze by¢ takze zamiana RMP na
mobksifloksacyne.

ZOFIA BAKULA, ALEKSANDRA SAFIANOWSKA, MAGDALENA NOWACKA-MAZUREK, JACEK BIELECKI, TOMASZ JAGIELSKI

Przeprowadzono liczne analizy dotyczace przesziych
i aktualnych schematéw leczenia zakazen pratkami
M. kansasii. Badania dotyczace terapii sprzed okresu
stosowania RMP, po 6 miesigcach leczenia wykazywaly
konwersje plwociny na poziomie od 52 do 81%, a odse-
tek nawrotow na poziomie 10% [68]. Dzieki zastosowa-
niu RMP, wyniki leczenia farmakologicznego zakazen
pratkami M. kansasii ulegly znaczacej poprawie. Kon-
wersja plwociny po 4 miesigcach leczenia w schemacie
zawierajagcym RMP wynosita 100% u 180 pacjentow
z trzech niezaleznych badan [5, 6, 68]. Nawroty zaob-
serwowano jedynie u 0,8% pacjentow.

Poniewaz trwajace ok. 18 miesiecy leczenie jest
kosztowne i wymaga duzej dyscypliny od pacjenta
(regularne, systematyczne przyjmowanie lekow), trwaja
badania nad opracowaniem bardziej przyjaznych sche-
matéw terapeutycznych. Wykazano np., ze dodawanie
do klasycznego schematu leczenia SM dwa razy w tygo-
dniu skutkowalo wyleczeniem 39 (z 40) pacjentow juz
po 12 miesigcach trwania terapii [6]. W badaniach
przeprowadzonych przez British Medical Research
Council, podawano RMP oraz niska dawke EMB przez
9 miesigcy 155 pacjentom. Konwersje plwociny obser-
wowano u 99,4% pacjentow, jednak liczba nawrotow
po 5 latach od zakonczenia leczenia wynosita 10% [47].
Przeprowadzono takze badania nad wylgczeniem EMB
ze schematu trdjlekowego po 6 miesigcach od rozpocze-
cia leczenia. Pacjentéw w liczbie 28 podzielono na dwie
grupy: przyjmujacych leki przez 12 i 18 miesiecy. Zaob-
serwowano konwersje plwociny u wszystkich pacjentéw
w obu grupach. Nawrét zaobserwowano tylko u jednej
osoby z grupy krdcej przyjmujacej leki [90]. Griffith
i wsp., badali skutecznos¢ terapii opartej na podawaniu
klarytromycyny, RMP i EMB 14 pacjentom z plucna
postacig mykobakteriozy 3 razy w tygodniu. Wszyscy
pacjenci zostali wyleczeni i u zadnego nie zaobserwo-
wano nawrotow [35].

Powodem dlugiej terapii jest zapobieganie nawro-
tom. W badaniu w skréconym okresie 12-miesiecznego
schematu leczenia po 4-letniej obserwacji stwierdzono
6,6% nawrotow mykobakteriozy [88].

8. Podsumowanie

Wiedza na temat zakazen wywolanych przez pratki
niegruzlicze, w tym pratki M. kansasii, jest bardzo ogra-
niczona. Jeszcze do niedawna zagadnienie epidemio-
logii i patogenezy choréb wywolanych zakazeniami
M. kansasii rzadko bylo przedmiotem powazniej-
szych opracowan w literaturze §wiatowej, za$ krajowe
pi$miennictwo w tym zakresie bylo niemal nieobecne.
W ostatnich latach jednak, wraz z rosngcg prewalencjg
zakazenn NTM w $wiecie oraz coraz bogatszym zasobem
metod badawczych, w tym przede wszystkim metod
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analizy genetycznej, obserwuje si¢ coraz wieksze zain-
teresowanie pratkami niegruzliczymi.

Pomimo wzrastajacej wiedzy na temat zakazen prat-
kami M. kansasii, nadal stanowig one powazne wyzwa-
nie diagnostyczne i terapeutyczne. Szczegdlnie trudne
bywa czesto odréznienie zakazenia od kontaminacji.
Identyfikacja gatunkowa i wlasciwa diagnoza sg kosz-
towne i dlugotrwale. Brakuje tez wystandaryzowanych
metod oznaczania lekowrazliwosci. Niedostateczne s3
dane dotyczace lekoopornosci w szczepach M. kansasii
czy mechanizméw wirulencji tego patogenu. Nie usta-
lone sa takze zwigzki miedzy wlasciwo$ciami genotypo-
wymi a prezentowanym profilem fenotypowym. Istotne
luki w wiedzy na temat pratkdéw M. kansasii powoduja,
ze epidemiologiczne aspekty zakazen tymi bakteriami,
w tym rezerwuar patogenu, zakaznos¢, drogi transmisji,
rozpowszechnienie w réznych regionach geograficz-
nych pozostaja niejasne.

Artykul powstal w ramach projektu badawczego «LIDER»
realizowanego ze $srodkoéw przyznanych przez Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju (Nr: LIDER/044/457/L-4/12/NCBR/2013).
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1. Wstep. 2. Peptydowe kwasy nukleinowe (PNA) 3. Zalety i wady PNA. 4. Sposoby transportu PNA do komoérek bakteryjnych. 5. Inhibicja
wzrostu bakterii poprzez wigzanie sie z bakteryjnym mRNA. 6. Inhibicja wzrostu bakterii poprzez wigzanie si¢ z bakteryjnym rRNA.
7. Zastosowanie PNA w biotechnologii. 8. Podsumowanie

Inhibition of bacterial translation and growth by antisense peptide nucleic acids and their potential applications in biotechnology

Abstract: The broad use of antibiotics has resulted in the survival and spread of resistant bacterial strains. Bacteria can effectively acquire
resistance when exposed to antibiotics. Therefore, it is crucial to find new antimicrobial drugs to combat antibiotic-resistant pathogens.
Antisense technology involving targeting or modifying gene expression in a sequence-dependent manner has been applied to distinguish
bacterial species, design antibacterials or in diagnostic applications. Typically, the bacterial target is either DNA or mRNA but there
exist examples of bacterial ribosomal RNA targets. Natural oligonucleotides are unstable so in the antisense applications most often
their modified versions are used. Synthetic nucleic acid analogues include locked nucleic acids, peptide nucleic acids (PNAs), and
phosphorodiamidate morpholino oligomers. We will focus on the applications of PNAs, which are neutral DNA analogues containing
a pseudo-peptide backbone instead of a charged phosphate one. PNA oligomers are not degraded by proteases and nucleases. Furthermore,
PNAs are not recognized by RNases. PNA oligomers can efficiently hybridize with DNA or RNA strands, and form stable duplexes or
triplexes. Here, we review the studies on the development of antisense PNA sequences targeting bacterial mRNAs and rRNAs. In addition,
the future prospects on the use of PNA in biotechnology are discussed.

1. Introduction. 2. Peptide nucleic acids (PNAs). 3. Advantages and disadvantages of PNA. 4. Transport of PNA into bacterial cells.
5. Inhibition of bacterial growth by targeting bacterial mRNA. 6. Inhibition of bacterial growth by targeting bacterial rRNA. 7. The use of

PNA in biotechnology. 8. Summary

Slowa klucze: mRNA, peptydowe kwasy nukleinowe, rRNA, rybosom, technologia antysensowna

Key words:

antisense technology, mRNA, peptide nucleic acids, ribosome, rRNA

1. Wstep

Stosowanie antybiotykéw na szeroka skale w lecze-
niu ludzi i hodowli zwierzat, przyczynito si¢ do rozwi-
niecia opornosci u bakterii na konwencjonalne anty-
biotyki [1]. Dlatego wazne jest znalezienie nowych
narzedzi, za pomocg ktérych mozna bedzie zwalczacé
te drobnoustroje. Technologia antysensowna oparta
o kontrole ekspresji gendéw obecnie stosowana jest
w bioinzynierii, w terapiach antynowotworowych oraz
do projektowania nowych klas antybiotykdw [24]. Tra-
dycyjne metody antysensowne wykorzystuja krotkie
oligodeoksynukleotydy, ktore facza sie do specyficz-
nego mRNA na zasadzie parowania zasad Watsona-
-Cricka [35]. Oligodeoksynukleotydy sa jednak
szybko degradowane przez nukleazy, wiec mozliwosci
uzycia ich w technologii antysensownej sg ograniczone.
Poniewaz naturalne oligodeoksynukleotydy sa niesta-
bilne, dopiero wynalezienie ich zmodyfikowanych
strukturalnie i chemicznie wersji przyczynilto sie do

rozwoju technologii antysensownej. Obecnie uzywa sie
syntetycznych analogdéw kwasow nukleinowych takich
jak: (i) RNA zmetylowany w pozycji 2’0 - 2’0OMeRNA
(2°0O-methyl RNA), (ii) kwasy nukleinowe o usztyw-
nionej konformacji — LNA (Locked Nucleic Acids),
(iii) morfolino - PMO (Phosphorodiamidate Morpho-
lino Oligomers), czy (iv) peptydowe kwasy nukleinowe
- PNA (Peptide Nucleic Acids). Przyktadowe zmodyfi-
kowane oligonukleotydy wraz z poréwnaniem do natu-
ralnego DNA s3 przedstawione na Rysunku 1.
Komplementarne oddzialywanie krotkich oligonu-
kleotydéw z sekwencjami transkryptu mRNA moze
zaburza¢ prawidiowa funkcje mRNA na dwa sposoby
[50]. Pierwszy sposob to indukowanie degradacji
utworzonego dupleksu oligonukleotyd-mRNA przez
RNaze¢ H. Enzym ten aktywuja na przyklad RNA, oli-
gonukleotydy zawierajace w tancuchu fosforanowym
siarke oraz, czesciowo, LNA. Drugi sposob to steryczne
blokowanie mRNA, ktére po utworzeniu kompleksu
z oligonukleotydem nie moze poprawnie oddzialywa¢

* Autor korespondencyjny: Centrum Nowych Technologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Banacha 2c, 02-097 Warszawa; tel. +48 (22) 5543-600;
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Rys. 1. Poréwnanie struktur wybranych, syntetycznych analogéw kwaséw nukleinowych do DNA. Szczegoly w tekscie.

z rybosomem. Ten mechanizm sterycznego blokowa-
nia jest charakterystyczny dla PNA, 220OMeRNA oraz
PMO [50].

PNA nie jest degradowane przez enzymy takie jak
proteazy i nukleazy [7]. Oligomery PNA moga faczy¢
sie z dwu- lub jednoniciowymi DNA lub RNA, two-
rzgc stabilne dupleksy lub tripleksy [50]. Ze wzgledu na
biostabilnos¢ i wysokie powinowactwo do DNA, PNA
znalazlo zastosowanie w badaniach, diagnostyce i jako
narzedzie terapeutyczne [60]. Antysensowne sekwen-
cje PNA wycelowane w mRNA kluczowych dla bakterii
genow prowadza do zahamowania wzrostu komorek
bakteryjnych [20, 33]. Okazalo si¢, ze oprécz mRNA,
réwniez rybosomowe RNA (rRNA) moze by¢ celem
dla antysensownych oligonukleotydéw [19, 25, 58, 68],
ktore dzigki temu moga skutecznie blokowacé wzrost
komorek bakteryjnych.

Klasyczng i najprostsza metoda w poszukiwaniu
nowych substancji antybakteryjnych jest sprawdze-
nie ich zdolnosci do hamowania wzrostu komorek
bakteryjnych poprzez wyznaczenie tzw. minimalnego
stezenia hamujacego (Minimal Inhibitory Concentra-
tion, MIC). W poszukiwaniu oligomeréw oddziatu-
jacych z mRNA stosuje si¢ metody takie jak reakcja
tanicuchowa polimerazy z analizg ilo$ci produktu w cza-
sie rzeczywistym (Real-Time Polymerase Chain Reac-
tion, RT-PCR). Wyciszanie mRNA poprzez antysen-
sowne oligonukleotydy powoduje zaburzenia translacji
oraz degradacje mRNA. Mozna wiec mierzy¢ poziom
mRNA, aby oceni¢ skutecznos$¢ dziatania antysensow-
nych oligonukleotydéw [16].

W celu sprawdzenia skuteczno$ci dziatania sekwen-
cji antysensownej w konkretnym szczepie bakterii
mozna najpierw zastosowac test oparty o ekspresje
gendw reporterowych [16]. W testowaniu aktywnosci
inhibitoréw hamujacych syntez¢ bialek waznym kro-

kiem jest sprawdzenie potencjatu oligomeru w ekstrak-
cie komdrkowym (tzw. cell-free transcription/translation
system). Ekstrakt komorkowy zawiera cala maszyne-
rie niezbedng do syntezy bialek, jednak pozbawiony
jest $ciany komorkowej. Jako wskaznika efektywnosci
uzywa si¢ wartosci stezenia oligomeru, ktére hamuje
produkgje biatka reporterowego w 50% (wartos¢ IC, ).
Zaletg stosowania tej metody jest mozliwo$¢ spraw-
dzenia, czy inhibitor, ktérego chcemy uzy¢, celuje spe-
cyficznie w proces translacji. Poniewaz metoda ta jest
bardziej czufa niz MIC (ze wzgledu na wspomniany
brak $ciany komorkowej) stosuje si¢ mniejsze stezenia
inhibitora. Ostatecznie jednak nalezy przetestowac
inhibitor na komodrkach bakteryjnych i wyznaczy¢
warto$¢ MIC, aby upewnic sie, ze badany zwiazek jest
w stanie wnikng¢ do komorek [58]. Kilka inhibito-
réw translacji zostato zidentyfikowanych przy uzyciu
tej metody [3].

Przedmiotem ponizszej pracy przegladowej jest
przedstawienie zagadnien dotyczacych inhibicji wzro-
stu bakterii poprzez wigzanie si¢ antysensownych
sekwencji PNA z mRNA i rRNA bakterii.

2. Peptydowe kwasu nukleinowe

Peptydowe kwasy nukleinowe zostaty po raz pierw-
szy zsyntetyzowane w 1991 roku przezP.E. Nielsena
w laboratorium O. Buchardta [41]. PNA jest syn-
tetycznym analogiem DNA, w ktérym zasady nukle-
inowe polagczone zostaly lancuchem polipeptydo-
wym zbudowanym z podjednostek N-(2-aminoetylo)
glicyny za pomocg wigzan peptydowych (Rys. 1) [26,
42, 53]. Zastgpienie tancucha fosforanowo-cukro-
wego szkieletem podobnym do peptydowego spowo-
dowato caltkowita odporno$¢ PNA na nukleazy, czyli
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Rys. 2. Sposoby tworzenia duplekséw PNA z DNA lub RNA

enzymy degradujace naturalne kwasy nukleinowe
[41, 53, 60]. Ponadto, dzieki usunieciu ujemnie nata-
dowanych reszt kwasu fosforowego i zastgpieniu ich
grupami amidowymi, czasteczki PNA, w odréznieniu
od naturalnych kwaséw nukleinowych, majg tadunek
obojetny [51]. Dzieki temu PNA moze tworzy¢ wysoce
stabilne kompleksy z DNA, RNA oraz PNA [2, 25, 58],
np. temperatura topnienia dupleksu PNA-PNA o dlu-
gosci 15 meréw wynosi 69,5°C, natomiast analogiczny
kompleks DNA-DNA posiada temperature topnienia
56,1°C [12].

Tworzenie duplekséw z PNA moze zachodzi¢
w dwojaki sposéb: (i) rownolegle, kiedy koniec N czg-
steczki PNA skierowany jest w kierunku konica 5 DNA
lub RNA oraz (ii) antyréwnolegle, gdy konicowa grupa
-NH, skierowana jest do korca 3’ nici DNA lub RNA
(Rys. 2).Uprzywilejowana jest orientacja antyréwno-
legta, poniewaz wigzanie antyréwnoleglej czasteczki
PNA do DNA lub RNA zachodzi zdecydowanie szyb-
ciej i z wiekszym powinowactwem niz w przypadku
orientacji rownoleglej [62]. PNA moze tworzy¢ takze
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trojniciowe kompleksy przylaczajac sie¢ do podwojnej
helisy DNA. Przykladowe struktury z udzialem PNA
przedstawiono na Rysunku 3. Mechanizm tworzenia
kompleksu typu (PNA) -DNA opiera si¢ na lokalnej
dysocjacji wigzan miedzy komplementarnymi ni¢mi
dupleksu DNA, a nastepnie przylaczeniu komplemen-
tarnego odcinka PNA do jednej lub dwoch nici DNA
[10, 26, 40, 42]. Tworzenie takich struktur obywa sie
dzieki wigzaniom wodorowym typu Watsona-Cricka
oraz Hoogstena [10]. Takie tripleksy tworzone
sg przede wszystkim przez oligomery homopirymi-
dynowe lub zawierajace znaczng przewage pirymi-
dyn nad purynami. W przypadku kompleksu typu
(PNA),-DNA oligomer PNA charakteryzuje si¢ wysoka
zawartoscig cytozyny w swojej strukturze [47, 66]. Sta-
bilnos¢ tych komplekséw rosnie proporcjonalnie do
dlugosci tanicucha oligomeru [51]. Z kolei oligomery
PNA zawierajace w wiekszosci zasady purynowe two-
rz3 z dwuniciowym DNA dupleksy polaczone wigza-
niami wodorowymi typu Watsona-Cricka. Mozliwe jest
réwniez utworzenie struktury kwadrupleksu (PNA),
-(DNA),, z zastosowaniem modyfikowanego dwuni-
ciowego PNA komplementarnego do DNA. Zmiana
w PNA dotyczy adeniny i tyminy, na miejsce ktorych
wprowadzane s3, odpowiednio, diaminopuryna oraz
tiouracyl. Taki zmieniony dwuniciowy PNA ulega
sterycznej destabilizacji i dzieki temu moze utwo-
rzy¢ z dwuniciowym DNA omawiang strukture [36].
Ponadto, oligomery PNA mozna polgczy¢ gietkim neu-
tralnym Iacznikiem; produkt takiego potaczenia nazy-
wany jest bis-PNA. Oligomery bis-PNA moga faczy¢
sie z kwasami nukleinowymi i tworzy¢ z nimi formy
tripleksowe [10].

—A---T— —A T—
—C---G—| —C--G—
—T---A—] —T--A—!
= C i —G---C— — C i [— G---C— —G
— T |—A--- T— — T |—A--T—  |[—A
=T | —A---T— — T [—A--T— | —A
A |— T A —] —Cuun | —G--C— |—G
——=Crmmmt —G---C— —Cuum —G---C— | —G
G |—C---G— — T |—A--T=— | —A
T —A---T— e T vt F—A---T=—t —A
—Cun L —G---C— —Cumm [ —G—-C— }—G
—C---G— —C-G—
—A---T— —A---T—
—T---A— —T--A—]
PNA-(DNA), (PNA),-DNA

Rys. 3. Mozliwe sposoby wigzania PNA do dupleksu DNA. Linia pogrubiona — PNA; linia cienka — DNA, linia przerywana — wigzania
Watsona-Cricka, |||||]| - wiazania Hoogstena, DAP - diaminopuryna, T” - tiouracyl
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3. Zalety i wady oligomeréw PNA

Zaleta PNA jest jego odporno$¢ na dziatanie nukleaz,
proteaz i peptydaz, oraz stabilno$¢ w szerokim zakresie
pH i temperatury, dzigki czemu moze si¢ on znacznie
dluzej utrzymywac w srodowisku wewnatrzkomorko-
wym niz naturalne kwasy nukleinowe [10, 30]. Brak
ujemnie naladowanych reszt kwasu fosforowego w czg-
steczce PNA powoduje brak odpychania elektrostatycz-
nego podczas tworzenia kompleksow z DNA, RNA czy
PNA. Monomery PNA syntetyzuje si¢ przy uzyciu nie-
drogich substratéw [13]. Oligomery PNA mozna uzy-
ska¢ poprzez synteze na nos$niku staltym [67]. PNA nie
jest czasteczky ,idealng” i istniejg pewne ograniczenia
w jej stosowaniu. Ze wzgledu na hydrofobowy cha-
rakter PNA charakteryzuje mniejsza rozpuszczalnosé
w roztworach niz DNA czy RNA [9]. Cze¢sto do jednego
z koncédw oligomeru PNA przylacza si¢ dodatnio nafa-
dowany aminokwas, na przyklad lizyne, co poprawia
rozpuszczalnos¢ PNA [41]. Istotne trudno$ci sprawia
takze transport PNA do komorek, zwlaszcza bakteryj-
nych, w ktérych barierg jest ich $ciana komorkowa.
Ponadto, PNA nie rozréznia oligomeréw DNA od RNA,
a takze moze wigza¢ sie z nimi w dwoch kierunkach
[12, 31] (Rys. 2) co ogranicza jego zdolnos¢ do specy-
ficznego rozpoznawania sekwencji.

4. Sposoby transportu PNA do komorek bakteryjnych

Ostony komorkowe bakterii stanowig skuteczng
bariere dla obcych molekul, w tym PNA [20]. W przy-
padku bakterii Gram-ujemnych gltéwna przeszkode
stanowi lipopolisacharyd (LPS) - skladnik zewnetrzne;j
blony komoérkowej. Aby ulatwi¢ wprowadzanie PNA
do wnetrza komorek bakteryjnych, stosuje si¢ krot-
kie peptydy transportujace np. (KFF),K, do ktérych
przylaczony jest oligomer PNA [17]. Peptyd ten zostat
odkryty przez Vaara i Porro [61], ktérzy udowod-
nili skuteczno$¢ jego dziatania, pomimo iz zapropono-
wany przez nich mechanizm molekularny zwiekszenia
przepuszczalnosci $ciany komérkowej i poprawy pobie-
rania PNA dzigki zastosowaniu (KFF), K budzi kontro-
wersje [17]. Peptyd ten byl oryginalnie przeznaczony do
poprawy wprowadzania PNA do komdrek Escherichia
coli, a wydajnos¢ transfekeji przy jego uzyciu rézni sie
w zalezno$ci od badanego gatunku bakterii [48, 57].
Jednakze najnowsze badania pokazuja, ze réwniez
Gram-dodatnie bakterie Bacillus subtilis i Corynebacte-
rium efficiens wykazuja zwiekszong podatnos¢ na PNA-
-(KFF),K [23]. Peptydy penetrujace $ciang komorkows
powinny by¢ dodatnio natadowanymi, amfipatycznymi
czasteczkami, poniewaz wowczas charakteryzujg sie
najwyzsza wydajnoscig [37, 39]. Innymi zwigzkami,
ktére moga pomdc rozwigza¢ problem dostarczania
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oligonukleotydéw do komodrek moga by¢ na przykiad
liposomy, polimery kationowe lub dendrymery [6, 14],
ale skutecznos¢ tych metod nie zostata dobrze zweryfi-
kowana w przypadku komorek bakteryjnych.

5. Inhibicja wzrostu bakterii poprzez wiazanie si¢
z bakteryjnym mRNA

Liczne publikacje donoszg, ze antysensowne sekwen-
cje PNA wycelowane w mRNA powstajace w wyniku
transkrypcji gendw niezbednych do zycia komorki
(essential genes) prowadza do zahamowania wzrostu
komorek bakteryjnych. Sekwencje PNA, ktorych uzy-
wano w opisanych ponizej badaniach, mialy dlugos¢
10-16 nukleotydéw.

Jednym z takich gendw jest gen kodujgcy enzym
B-laktamazg. Przetestowano 90 antysensownych sekwen-
cji celujacych w caly transkrypt mRNA genu [-lak-
tamazy [8]. Jest to gen E. coli, warunkujacy opornosé
na antybiotyki p-laktamowe. Najbardziej wrazliwym
na dzialania PNA byl region startowy w mRNA tego
genu, zawierajacy sekwencje Shine-Dalgarno. Sekwen-
cja Shine-Dalgarno wystepuje w mRNA komoérek
prokariotycznych i jest miejscem wigzania mRNA
do rybosomu. Jest komplementarna do sekwencji na
koncu 3’ 16S rybosomowego RNA w matlej podjed-
nostce rybosomu [52]. Sekwencje, ktore celowaly
poza region startowy byly w duzej mierze nieskuteczne
[8]. Antysensowne sekwencje PNA wycelowane poza
kodon startowy w mRNA kodujacym biatko nie wply-
nety na zmiany poziomu ekspresji gendéw lub wzrost
komorek [8, 29].

W innych badaniach zaobserwowano zahamowanie
wzrostu wieloopornej bakterii Klebsiella pneumoniae
przy uzyciu antysensownej sekwencji PNA wycelowa-
nej w dwa geny: gyrA (kodujacy podjednostke A gyrazy
DNA) i ompA (kodujacy biatko A blony zewnetrznej)
[32]. Bakteryjne bialko gyraza jest dobrze poznanym
celem dla antybiotykéw. Brak syntezy podjednostki A
gyrazy DNA, potrzebnej w procesie replikacji DNA,
powoduje zahamowanie wzrostu komoérek bakteryj-
nych. Zarejestrowano kompletne zahamowanie wzrostu
bakterii i ekspresji transkryptu genu gyrA w przypadku,
gdy PNA bylo polaczone z peptydem transportujagcym
(KFF),K. Gdy PNA celujgce w transkrypt genu gyrA
nie bylo polfaczone z peptydem transportujacym, nie
obserwowano zmiany poziomu ekspresji tego genu
ani wplywu PNA na wzrost komérek. PNA nieod-
powiadajgce doktadnie komplementarnej sekwencji
w mRNA (réznigce si¢ w dwoch pozycjach nukleoty-
dowych) nie hamowalo wzrostu komorek bakteryj-
nych. PNA wycelowane w mRNA genu gyrA doprowa-
dzito do degradacji mRNA, a nastepnie zablokowania
procesu translacji.



HAMOWANIE WZROSTU BAKTERII PRZEZ PEPTYDOWE KWASY NUKLEINOWE

PNA wycelowane w transkrypt genu ompA réwniez
zahamowato wzrost bakterii K. pneumoniae oraz eks-
presje genu ompA. Takze w tym wypadku niezbedne
byto przylaczenie do antysensownej sekwencji PNA
peptydu transportujgcego, a peptyd kontrolny (z nie-
komplementarnymi zasadami) okazat si¢ by¢ niesku-
teczny [32].

W badaniach nad Staphylococcus aureus przy uzy-
ciu antysensownych PNA obnizono poziom ekspresji
genu gyrA i genu fmhB, zaangazowanego w biosynteze
$ciany komdrkowej [39]. PNA bylo wycelowane réw-
niez w mRNA genu hmrB, ortologa genu acpP (46%
identycznych aminokwaséw) u E. coli, ktéry bierze
udzial w procesie syntezy kwasow tluszczowych [39].
Wzrost komorek E. coli zostal wczesniej z powodze-
niem zablokowany przez PNA wycelowane w mRNA
genu acpP [17]. Kontrolne sekwencje PNA z dwoma
podmienionymi nukleotydami nie miaty wptywu na
wzrost bakterii, ani zmiany w ekspresji genéw. Obser-
wacja ta wskazuje, ze PNA wycelowane w mRNA klu-
czowych dla bakterii genéw hamuje ekspresje tych
genow i wzrost komorek bakteryjnych w sposéb spe-
cyficzny dla danej sekwencji [23, 39].

Antysensowne sekwencje PNA znalazly réwniez
swoje zastosowanie w zahamowaniu aktywnosci trans-
portera CmeA, komponentu btonowego transportera
CmeABC, ktéry pelni istotng funkcje w determinowa-
niu opornosci na antybiotyki u Campylobacter jejuni.
PNA wigzato sie z mRNA genu cmeA, blokujac proces
translacji, a tym samym synteze biatka CmeA. Skutkiem
tego bylo zmniejszenie opornosci C.jejuni na anty-
biotyki takie jak erytromycyna i cyprofloksacyna [28].

Inne badania [49] wykazaly, ze PNA wycelowane
w geny kodujace enzymy zaangazowane w biosynteze
kwasow nukleinowych, kwasow ttuszczowych, sktadni-
kéw $ciany komoérkowej oraz w przebieg procesu trans-
lacji moga hamowa¢ wzrost komorek bakterii Brucella
suis. PNA, ktore zahamowaly wzrost B. suis byly wyce-
lowane w nastepujace geny: kdtA (kodujacy transfe-
raze zaangazowana w synteze lipidu A), tsf (kodujacy
czynnik elongacji translacji EF-Ts), polA (kodujacy
polimeraz¢ DNA I) oraz rpoB (kodujacy podjednostke
B polimerazy RNA). Poniewaz B. suis infekuje wnetrza
komoérek fagocytarnych, w tym makrofagéw, wazne
byto sprawdzenie, czy PNA bedzie hamowac takze
wzrost B.suis zlokalizowanej wewnatrzkomdrkowo.
Okreslono zdolnos¢ do hamowania wzrostu B. suis
w mysich makrofagach przez PNA i nie odnotowano
cytotoksycznego wplywu PNA na eukariotyczng lini¢
komorkowa. To badanie wskazuje na potencjalng uzy-
tecznos¢ antysensownych sekwencji PNA jako nowych
$rodkow terapeutycznych przeciwko wewnatrzkomor-
kowej bakterii patogennej B. suis.

Przy uzyciu PNA udalo si¢ réwniez znacznie obni-
zy¢ poziom ekspresji genu gyrA Streptococcus pyoge-
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nes, co pociagneto za soba zablokowanie wzrostu
komorek [44]. Antysensowna sekwencja wycelowana
w mRNA genu gyrA byla polaczona ze standardowo
stosowanym peptydem transportujagcym (KKF) K lub,
zastosowanym po raz pierwszy w tej roli, peptydem
Tat z wirusa HIV-1 (trans-activating transcriptional
activator). Wykazano, ze sekwencja polaczona z pep-
tydem HIV-1 Tat znacznie efektywniej blokuje wzrost
komorek bakteryjnych. Sprawdzono réwniez czy anty-
sensowna sekwencja PNA wycelowana w mRNA genu
gyrA, w uzyciu razem z konwencjonalnymi antybioty-
kami, doprowadzi do wzmocnienia dzialania obu kom-
ponentéw. Zaobserwowano zjawisko synergii pomie-
dzy antysensowng sekwencja PNA a lewofloksacyna
i nowobiocyna (antybiotykami ktore taczg sie z gyraza
DNA), oraz spektynomycyng (antybiotyk, ktdry laczy
sie z podjednostka 30S rybosomu) [44]. Takie kombi-
nowane terapie moga si¢ przyczyni¢ do wzmocnienia
efektu dziatania komponentdw antybakteryjnych. Moga
by¢ rowniez przydatne w wypadku, gdy dana bakteria
jest oporna na jeden z czynnikow.

Wozrost bakterii patogennej Pseudomonas aeru-
ginosa réwniez zostal zahamowany z uzyciem PNA.
Celem w tym przypadku byt mRNA genu ftsZ, zaan-
gazowanego w podzialy komoérkowe, oraz genu acpP.
PNA byt polgczony z peptydem o sekwencji H-(R-Ahx-
R),-Ahx-Bala lub H-(R-Ahx) -Bala (Ahx, kwas 6-ami-
noheksanowy, 6-aminohexanoic acid; Pala, p-alanina),
gdyz okazalo sie, ze peptyd (KFF),K nie jest wydajny
w wypadku tej Gram-ujemnej bakterii. Antysensowne
sekwencje PNA polaczone z peptydem zahamowaly
wzrost trzech szczepow bakterii P aeruginosa (w tym
dwoch wysoce wirulentnych izolatéw klinicznych) [15].

PNA okazalo si¢ by¢ rowniez skuteczne w badaniach
in vivo. PNA wycelowane we wspomniany wcze$niej
gen acpP bakterii E. coli zahamowalo wzrost komorek
bakteryjnych. Zaobserwowano wzrost przezywalnosci
myszy zakazonych bakteriami, a nastgpnie potraktowa-
nych koniugatem PNA i peptydu (KFF) K, w stosunku
do zwierzat nieleczonych [55].

Przedstawione prace wskazujg, ze celowanie anty-
sensownymi sekwencjami PNA w mRNA bakterii moze
sie okaza¢ w przysztosci skutecznym narzedziem do
walki z bakteriami, jednak pod warunkiem znalezienia
bardziej efektywnych transporteréw oligomeréw PNA
do komorek bakterii.

6. Inhibicja wzrostu bakterii poprzez wiazanie si¢
zrRNA

Oprocz mRNA, réwniez rRNA moze by¢ atrak-
cyjnym celem dla antysensownych oligonukleotyddw,
skutecznie hamujacych proces bakteryjnej translacji.
Rybosomowe RNA stanowi 2/3 masy rybosomoéw
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- komplekséw makromolekularnych, w ktérych zacho-
dzi synteza bialek w oparciu o informacje¢ zapisana
na nici mRNA [34]. Rybosom bakteryjny sklada
sie z dwoch podjednostek: duzej (50S) i malej (30S)
[59]. Podjednostka 30S u E. coli sklada si¢ z 21 bia-
lek i jednego tancucha RNA (16S RNA, okolo
1500 nukleotydéw). Podjednostka 50S zbudowana
jest z ponad 30 bialek i dwoch lancuchéw RNA
(5S RNA - okoto 120 nukleotydéw i 23S RNA - okoto
2900 nukleotydéw) [59]. Wiele klasycznych antybio-
tykow hamuje wzrost bakterii poprzez przylaczenie sie
do rybosomu, a tym samym zatrzymuje proces syntezy
biatek, niezbednych do zycia bakterii [46]. ROwniez nie-
ktdre kluczowe sekwencje rRNA zostaly przetestowane
jako cele dziatania oligomeréw PNA.

Badania wykazuja, ze oligomery PNA wycelowane
w funkcjonalne miejsce w 23S rRNA duzej podjed-
nostki rybosomu bakteryjnego hamuja proces translacji
zaréwno w systemie pozakomorkowym, jak i w ukla-
dzie in vivo [18]. W do$wiadczeniu tym uzyto sekwencji
PNA wycelowanych w miejsce funkcyjne peptydylo-
transferazowe rybosomu (peptidyl transferase center)
oraz w petle a-sarcyny (a-sarcin loop) znajdujacych
sie w 23S rRNA. Sekwencje PNA tworzyty z 23S rRNA
zaréwno dupleksy jak i kompleksy trojniciowe. Bis-
-PNA tworzgcy formy tripleksowe z rRNA zahamowat
wzrost komorek bakteryjnych szczepu AS19 E. coli,
w 10% pozywce LB (Lysogeny Broth), tzn. 10% zawar-
tosci skladnikéow odzywczych w stosunku do stosowa-
nej standardowej pozywki. Bis-PNA tworzy tripleksy na
zasadzie pokazanej na Rysunku 3 (PNA_/DNA). W sys-
temie cell-free proces translacji zablokowano przy uzy-
ciu bis-PNA na podobnym poziomie jak w przypadku
zastosowania tetracykliny — antybiotyku hamujgcego
wzrost bakterii poprzez przylaczanie si¢ do rybosomu.
Natomiast oligomer PNA tworzacy dupleks z rRNA
nie hamowal wzrostu bakterii. Nastepnie potgczono
sekwencje PNA wycelowang w petle a-sarcynowa 23S
rRNA z peptydem transportujagcym (KFF),K i zaob-
serwowano zahamowanie wzrostu komoérek szczepu
E. coli K12 w pozywce o pelnej zawartosci sktadnikow
odzywczych [17].

Zaprojektowano rowniez PNA wycelowane w region
Shine-Dalgarno 16S RNA (fragment 1532-1541, nume-
racja 16S RNA jak u E. coli) polaczony z peptydem
(KFF),K, ktéry skutecznie zablokowat proces transla-
¢ji w ekstrakcie komoérkowym z wyznaczong wartoscia
IC,,=0,6 uM. Zahamowal on takze wzrost komoérek
E. coli K12 z wartoscig MIC =10 uM [23].

Inna grupa badawcza zaprojektowata sekwencje bis-
-PNA polgczong z peptydem transportujacym (KFF), K,
wycelowana w centrum GTPazowe rybosomu (GTPase-
-associated centre) 23S rRNA. Testowano zaréwno PNA
tworzace formy tripleksowe, jak i dupleksowe. Bis-PNA
wycelowany w region nukleotydu G1138 zablokowat
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proces translacji na poziomie podobnym do tetracy-
kliny. PNA zahamowalo réwniez wzrost komoérek E. coli
DH5a w 10% pozywce LB [68]. Warto$¢ MIC dla PNA
wyniosta 10 pM, a dla tetracykliny 4 uM.

Ze wzgledu na skomplikowang architekture rRNA,
aby zaprojektowa¢ oligonukleotyd, ktéry bedzie sku-
tecznie celowal w rRNA bakterii, pozadana jest zna-
jomos$¢ drugorzedowej i trzeciorzedowej struktury
rybosomu. Pozwala to okresli¢ dostepnos¢ i mozliwos¢
»rozerwania” fragmentu rRNA, w ktory ma by¢ wyce-
lowany oligonukleotyd. Struktura drugorzedowa rRNA
jest dobrze poznana u bakterii E. coli [43], ktora z tego
powodu jest $wietnym modelem do tego typu badan.
Ponadto rRNA jest konserwowane ewolucyjnie [5, 65],
co oznacza, ze niektére sekwencje rRNA sg niezmienne
u niemal wszystkich gatunkéw bakterii [4, 21]. Rybo-
somowe RNA jest wiec obiecujacym celem dla nowych
antybiotykéw, jednak poszukiwanie nowych miejsc
w rRNA nie jest prostym zadaniem, gdyz wymaga
zastosowania syntetycznej wiedzy z dziedzin takich
jak biologia, bioinformatyka i mikrobiologia. Stawia
jednak przed badaczami nowe wyzwania, poniewaz
do tej pory zostalo zbadanych niewiele miejsc w bak-
teryjnym rybosomie mozliwych do inhibicji poprzez
oligonukleotydy [58].

7. Zastosowanie PNA w biologii molekularnej

Badania z uzyciem technologii antysensownej
z wykorzystaniem PNA skupione s3 gtéwnie na jego
potencjalnym zastosowaniu klinicznym. Oprécz sto-
sowania PNA jako inhibitora translacji poprzez jego
komplementarne przylaczanie si¢ do mRNA i rRNA,
mozliwe jest rowniez jego wykorzystanie do hamo-
wania replikacji przez wiazanie si¢ z DNA. Ponadto,
PNA moze by¢ wykorzystywane w diagnostyce labora-
toryjnej np. do wykrywania obecno$ci Mycobacterium
tuberculosis za pomoca hybrydyzacji mRNA ze znako-
wanym fluorescencyjnie PNA, a takze jako narzedzie
w biologii molekularnej [24, 54]. Ponizej przedstawiono
najwazniejsze przyklady zastosowann PNA w biologii
molekularne;j.

Hybrydyzacja PNA jako alternatywa dla metody
Southerna. Hybrydyzacja typu Southern to metoda
uzywana do identyfikacji poszukiwanych sekwencji
DNA, sposrod mieszaniny fragmentdéw po trawieniu
enzymami restrykcyjnymi lub po reakeji PCR z uzy-
ciem malo specyficznych starteréw. DNA po trawieniu
frakcjonuje si¢ w zelu agarozowym, fragmenty zostaja
rozdzielone proporcjonalnie do ich dlugosci i usze-
regowane wedlug wielkosci. Hybrydyzacja oligome-
réw PNA do komplementarnych sekwencji DNA jest
niezalezna od sily jonowej, ze wzgledu na neutralny
tadunek PNA. Zatem oligomery PNA hybrydyzuja
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z komplementarnymi oligomerami DNA w warunkach,
w ktérych hybrydyzacja DNA-DNA jest niemozliwa, to
znaczy przy niskiej sile jonowej [45]. Ponadto, ponie-
waz rdzen PNA jest obojetny, ruchliwos¢ elektrofore-
tyczna oligomerdéw PNA bedzie zaleze¢ od ich wielko-
$ci. Na ogot beda migrowa¢ znacznie wolniej niz DNA
w polu elektrycznym. Aby mozliwa byla identyfikacja
zhybrydyzowanych PNA stosuje si¢ oligomery PNA
znakowane fluoroscencyjnie [12]. Wykrywanie zwig-
zanej sondy PNA jest mozliwe bezposrednio przez
detekcje fluorescencyjng w elektroforezie kapilarnej
lub przeniesienie duplekséw DNA/PNA na membrane
i detekcje za pomocg chemiluminescencji. Technika ta
eliminuje Zmudne i czasochlonne etapy hybrydyzacji
Southern, w tym konieczno$¢ kilkukrotnego przeptuka-
nia membrany w celu usuniecia niespecyficznie zwia-
zanej sondy DNA [45].

Okreslanie wielkosci telomeréw. Standardowa metoda
okreslania dlugosci telomeréw wymaga analizy typu
Southern blot genomowego DNA i okreéla zakres dlu-
gosci telomerdw wszystkich obecnych chromosoméw.
Nowoczesne podejscie wykorzystuje oligonukleotydy
znakowane fluorescencyjnie i monitorowanie hybry-
dyzacji in situ dla powtoérzen telomerowych. Jednak
znacznie lepsze wyniki ilosciowe mozna uzyskac sto-
sujac znakowane fluorescencyjnie PNA, o czym po raz
pierwszy doniedli Lansdorp iwsp. [33]. Dzigki tej
metodzie mozliwe jest dokladne oszacowanie diugo-
$ci telomerow, gdyz hybrydyzacja in situ znakowanym
PNA jest szybsza i wymaga nizszych stezen sondy PNA
w poréwnaniu do sondy DNA. Niski poziom fotowy-
bielania oraz bardzo dobry stosunek sygnatu do szumu
pozwalaja na ilo§ciowe oznaczenie powtdrzen sekwen-
cji telomerowych na pojedynczym chromosomie.

PNA jako sonda do czujnika biologicznego kwasu
nukleinowego. PNA moze by¢ wykorzystywany w bada-
niach diagnostycznych dyskryminacji polimorfizméw
pojedynczych nukleotydow (Single-Nucleotide Poly-
morphism, SNP) w ludzkim DNA dzieki wykorzystaniu
spektroskopii mas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization - Time Of Flight). Za pomoca
MALDI-TOF mozna szybko i dokladnie wykrywa¢
sondy PNA zhybrydyzowane do analizowanego DNA.
Zapewnia to proste, szybkie, dokladne i specyficzne
wykrywanie SNP w amplifikowanym DNA [11].
Wykrywanie wielu mutacji punktowych za pomoca
specyficznych dla alleli masowo znakowanych sond
PNA jest takze mozliwe za pomoca bezposredniej ana-
lizy MALDI-TOEF-MS [22]. PNA jako sonda kwaséw
nukleinowych znajduje réwniez zastosowanie w tech-
nice BIAcore oraz w badaniu zmian masy za pomoca
mikrowagi kwarcowej [27, 64].

Ponadto PNA znalazlo zastosowanie w biologii
molekularnej i biotechnologii m.in. do wzmacniania
sygnalu w reakcjach PCR, do wykonywania (w pola-
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czeniu z endonukleazami) niespecyficznych ci¢¢ geno-
mowych (PNA-assisted Rare Cleavage, PARC), a takze
w wyszukiwaniu mutacji genetycznych za pomocg elek-
troforezy kapilarnej [5, 38, 63].

8. Podsumowanie

Mimo obiecujacych wynikéw badan, zastosowanie
peptydowego kwasu nukleinowego jako leku przeciw-
nowotworowego, przeciwbakteryjnego czy przeciw-
wirusowego musi poczeka¢ na rozwdj efektywnych
i bezpiecznych metod jego dostarczania do komorek.
Z drugiej strony zastosowanie PNA jako czasteczki
detekcyjnej znalazto juz zastosowanie w chemii i bio-
technologii [19, 56]. Aby uzyskac lepsze wlasnosci fizy-
kochemiczne tego analogu kwasu nukleinowego szuka
sie nowych modyfikacji szkieletu i zasad [60].

Oligomery PNA ze wzgledu na ich specyficzne
oddzialywanie z DNA oraz RNA, a takze wysokg sta-
bilnos¢ chemiczng i biologiczng znajduja zastosowanie
w wielu dziedzinach biologii. Jednym z nich jest opisana
w tym artykule technologia antysensowna w oddziaty-
waniu oligomeréw PNA z mRNA i rRNA bakterii.
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Biofilm, MDR efflux pumps and other mechanisms of Stenotrophomonas maltophilia resistance to antibacterial substances

Abstract: Stenotrophomonas maltophilia is a non-fermentative Gram-negative rod, which can cause many infections, including pneumonia
and bacteremia, especially in immunocompromised or long-term hospitalized patients. The infections are difficult in therapy, because
clinical isolates are usually highly resistant to many classes of antimicrobial agents, moreover, they are able to colonize medical devices and
epithelial cells and form biofilm. The several resistance mechanisms of S. maltophilia to antibacterial agents have been described, among
them: B-lactamases production, production of other enzymes modifying antibiotics structure and activity of multidrug efflux pumps
(MDR). Up to date, eight MDR efflux pumps have been identified in S. maltophilia strains. These pumps belong to three different families
of MDR pumps and RND family plays the most important role in multidrug resistance.

1. Introduction. 2. Treatment of S.maltophilia infections. 3. Resistance to antibacterial substances. 3.1. Resistance to antibiotics and
chemotherapeutics. 3.2. Resistance to disinfectants. 3.3. Resistance to metals. 4. Efflux systems. 4.1. RND family. 4.2. MFS family. 4.3. ABC

family. 4.4. The FuaABC efflux pump. 5. Biofilm and quorum sensing system. 6. Summary

Stowa kluczowe: biofilm, pompy MDR, opornos¢ na antybiotyki, QS, Stenotrophomonas maltophilia
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1. Wstep

Pateczki Stenotrophomonas maltophilia zostaly po
raz pierwszy wyizolowane w 1943 roku jako Bacterium
bookeri. W roku 1961 nazwe zmieniono na Pseudo-
monas maltophilia, a nastepnie w 1983 r. gatunek ten
sklasyfikowano jako Xanthomonas maltophilia [45, 89].
Po doktadnych analizach sekwencji genu kodujacego
16S rRNA i debatach nad nomenklaturg w 1993 roku
zdecydowano si¢ utworzy¢ nowy rodzaj — Stenotropho-
monas oraz gatunek Stenotrophomonas maltophilia [70].

Wedtug Bergey’s Manual of Systematic Bacterio-
logy rodzaj Stenotrophomonas obejmuje aktualnie
3 gatunki: S. maltophilia, S. africana i S. nitrireducens
[30]. W ostatnich latach w $§wiatowym pismiennictwie
pojawily sie informacje o wyizolowaniu kolejnych
gatunkow, wérdd ktérych mozemy wyrdznic: S. acida-
miniphila [7], S. daejeonensis [54], S. dokdonensis [101],
S. ginsengisoli (48], S. rhizophila [98], S. pavanii [77],
S. koreensis [100], S. chelatiphaga [47), S. terre i S. humi
[38]. Tylko jeden gatunek - S. maltophilia jest chorobo-
tworczy dla cztowieka [79].

Rodzaj Stenotrophomonas charakteryzowano w sze-
regu publikacji przegladowych [14, 35, 62, 65]. Niniej-

sza praca natomiast koncentruje si¢ na zebraniu i ana-
lizie najbardziej aktualnych informacji dotyczacych
rozmaitych mechanizméw opornosci S. maltophilia
na zwigzki przeciwbakteryjne, co moze ulatwi¢ walke
z tym drobnoustrojem, ktérego rola w patogenezie
zakazen bakteryjnych ostatnio ulegta zwigkszeniu.

Stenotrophomonas maltophilia to niefermentujace
pateczki Gram-ujemne nalezace do grupy bezwzgled-
nych tlenowcéw. Wystepuja w srodowisku naturalnym
- w glebie, ryzosferze, u zwierzat, w naturalnych zbior-
nikach wodnych [14]. Byly takze izolowane z produktéw
spozywczych np. mrozonych ryb, mleka, wody butelko-
wanej [35]. W $rodowisku szpitalnym moga stanowi¢
zanieczyszczenie sprzetu medycznego, natryskow szpi-
talnych, srodkéw dezynfekcyjnych zawierajacych chlor-
heksydyne i cetrimid oraz moga by¢ obecne na dloniach
personelu medycznego [35, 62, 97]. Izolowano je takze
z ptynoéw do soczewek kontaktowych [14].

S. maltophilia jest patogenem oportunistycznym;
najbardziej podatne na zakazenia sg osoby z obnizong
odpornoscia, chorzy na mukowiscydoze, dlugotrwale
hospitalizowani oraz przebywajagcy na oddzialach
intensywnej opieki medycznej [14, 62, 73, 82]. Paleczki
S. maltophilia wywoluja zakazenia uktadu oddechowego

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Oczki 3, 02-007 War-
szawa; tel.: 22 628-08-22; tel./fax: 22 621-13-51; e-mail: olga.m.zajac@gmail.com
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(zapalenia pluc) [67], jak réwniez zakazenia oka
(gtownie zapalenia twardowki, rogowki, wnetrza gatki
ocznej) [17, 59], zapalenia wsierdzia [11] i tkanki facz-
nej [81], infekcje drog moczowych [92], zapalenia opon
mozgowych [42], a takze posocznice [71].

Duzg trudno$ciag w diagnostyce i terapii zakazen
jest roznorodno$¢ fenotypowa i genotypowa klinicz-
nych szczepow S. maltophilia. W celu analizy czy podo-
bienistwo genetyczne szczepdw w obrebie danej grupy
wplywa na ich podobienstwo fenotypowe utworzono
grupy filogenetyczne. Za punkt odniesienia obrano
poréwnanie sekwencji nukleotydowych genéw kodu-
jacych B-laktamazy L1iL2 oraz 16S rRNA i w ten spo-
sob utworzono 3 grupy S. maltophilia. Grupa filoge-
netyczna A, ktérg charakteryzuje szczep K279a, grupa
B - reprezentowana przez szczep N531 oraz grupa C,
ktérej przykladem jest szczep J675a [9, 31]. W pdz-
niejszym czasie, po dokladniejszej analizie sekwencji
nukleotydowych powstala 4 grupa — D [34]. Najbardziej
powszechna jest grupa A zawierajaca izolaty o najwiek-
szej homologii. Najwigksza heterogenno$¢ wystepuje
w grupie B [33].

Zakazenia S. maltophilia stanowig bardzo powazny
problem terapeutyczny. Gléwnie z uwagi na szeroko
wystepujacg oporno$¢ tych szczepoéw na rézne rodzaje
antybiotykow i chemioterapeutykéw, naleza one do
grupy wielolekoopornych drobnoustrojow MDRO
(multi-drug resistant organisms) [14, 35, 65].

2. Leczenie zakazen S. maltophilia

Lekiem z wyboru stosowanym w zakazeniach S. mal-
tophilia jest trimetoprim-sulfametoksazol. Mimo, iz
liczba szczepow opornych na ten zwigzek z kazdym
rokiem rosnie, obecnie nie przekracza jednak 25% izola-
tow [13, 20]. W poprzednich latach 1997-1999 w Kana-
dzie, Ameryce Srodkowej i Potudniowej zaobserwo-
wano opornos$¢ u 2% szczepéw, w krajach z rejonu
Azji u 8%, a w Europie u 10% [29]. Trimetoprim-sul-
fametoksazol ma dzialanie bakteriostatyczne wobec
bakterii, w tym S. maltophilia i w zwiazku z tym zaleca
sie stosowanie wysokich dawek tego leku w terapii
ciezkich zakazen [62]. W przypadku nietolerancji lub
nadwrazliwoéci pacjenta na trimetoprim-sulfametoksa-
zol lekiem drugiego rzutu jest zestawienie tykarcylina/
kwas klawulanowy. Wiadomo, iz B-laktamy wykazujg
niewielkg aktywno$¢ wobec szczepéw S. maltophilia
ze wzgledu na szeroko rozwinietg naturalng opornos¢
tego gatunku w stosunku do tej grupy lekow [18, 62].
Dopiero dodatek inhibitora B-laktamaz, jakim jest kwas
klawulanowy moze przywraca¢ wrazliwos$¢ na antybio-
tyki B-laktamowe [62]. W latach 90-tych wykazano, ze
ponad 80% szczepow bylo wrazliwych na pofaczenie
tykarcylina/kwas klawulanowy [52], w pdzniej pro-
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wadzonych badaniach zaobserwowano juz opornosé
u 55% szczepdw [80]. Ponadto w badaniach in vitro
wykazano duzg skutecznos¢ zestawienia aztreonamu
z kwasem klawulanowym, jednak rézna farmakokine-
tyka tych zwigzkéw ogranicza mozliwos¢ zastosowa-
nia powyzszego zestawienia w terapii [62]. Cefalospo-
ryny wykazuja mala aktywnos$¢ wobec S. maltophilia
zard6wno w monoterapii, jak i w zestawieniu z inhibi-
torami P-laktamaz [65].

Nowsze chemioterapeutyki z grupy fluorochinolo-
now, takie jak: moksifloksacyna, gatifloksacyna oraz
lewofloksacyna wykazujg wigksza skutecznos¢ przeciw
szczepom S. maltophilia niz starsze zwigzki z tej rodziny
[96]. Niestety, zaobserwowano wsrod szczepow klinicz-
nych S. maltophilia bardzo szybkie rozprzestrzenianie
sie opornosci na chinolony, co znacznie ogranicza ich
zastosowanie w monoterapii [62].

Pochodne tetracykliny t.j. doksycyklina, minocy-
klina i tygecyklina wykazujg dobra skuteczno$¢ prze-
ciwbakteryjng w odniesieniu do S. maltophilia [20, 62].
Ponadto tygecyklina jest aktywna takze wobec szcze-
pow opornych na trimetoprim-sulfametoksazol i moze
by¢ brana pod uwage jako alternatywa w lecznictwie,
mimo iz doswiadczenie kliniczne zwigzane z terapia
pochodnymi tetracykliny jest niewielkie [62].

Duze znaczenie w terapii zyskaly ostatnio polimy-
ksyny, t.j. polimyksyna B oraz kolistyna. Badania pro-
wadzone przez Nicodemo i wsp. na kolekcji 66 izolatow
S. maltophilia wykazaly wrazliwo$¢ 75,7% szczepow
na kolistyne i 77,3% szczepdw na polimyksyne B [64].
Niestety ograniczeniem do stosowania polimyksyn
jest niewielka liczba badan klinicznych oraz znaczna
toksycznos¢ lekow zawierajacych te zwigzki [65].

Chloramfenikol moze by¢ stosowany w terapii cigz-
kich zakazen S. maltophilia jedynie w postaci masci na
skore. Wymagane jest jednak wczesniejsze potwierdze-
nie braku opornosci danego szczepu in vitro [62].

Strategia terapeutyczng jest rowniez stosowanie
terapii kombinowanej, ktéra zaklada uzycie wybranych
antybiotykow dzialajacych synergicznie. Wprowadzenie
jej byto spowodowane m.in. duzym poziom opornosci
szczepOw oraz szybkim nabywaniem opornosci. Bada-
nia in vitro wykazaly zwiekszong aktywno$¢ przeciw-
bakteryjng lekdéw dzialajacych synergicznie niz stoso-
wanych w monoterapii, nawet w przypadku gdy izolat
jest oporny na jeden lub oba badane zwiazki. Terapia
kombinowana jest wskazana szczegdlnie w przypad-
kach neutropenii, zapalenia wsierdzia, u pacjentow
z immunosupresjg i bakteriemia. Wsrod lekow wykazu-
jacych najwigksze dzialanie synergiczne wobec S. mal-
tophilia mozemy wyrézni¢ nastepujace zestawienia:
trimetoprim-sulfametoksazol i tykarcylina z kwasem
klawulanowym, trimetoprim-sulfametoksazol i karbe-
nicylina, tykarcylina z kwasem klawulanowym i cypro-
floksacyna, ceftazydym i amikacyna, gatyfloksacyna
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i cefepim oraz tykarcylina z kwasem klawulanowym
i amikacyna [14, 19, 62, 65].

3. Opornos¢ na zwigzki przeciwbakteryjne

Stenotrophomonas maltophilia charakteryzuje sie
duzym poziomem opornoéci na szerokie spektrum
zwigzkéw przeciwbakteryjnych znacznie réznigcych
sie pod wzgledem strukturalnym m.in. antybiotyki
B-laktamowe, aminoglikozydy, chinolony, tetracy-
kline, chloramfenikol, srodki dezynfekcyjne (w tym
czwartorzedowe sole amoniowe oraz zwigzki feno-
lowe) czy jony metali. Badania prowadzone w latach
1994-2006 w wielu osrodkach na $wiecie wykazaly, ze
odsetek szczepéw opornych na karbepenemy wynosit
88-100%, na cefalosporyny - 34-100%, aminogliko-
zydy - 58-100%, tetracykling — 70-86%, a na chloram-
fenikol - 35-39% [62]. W ciggu ostatnich lat obserwo-
wany jest takze wzrost liczby szczepéw opornych na
lek pierwszego wyboru trimpetoprim-sulfametoksazol
[13]. Do gléwnych mechanizméw opornosci S. malto-
philia nalezg: wytwarzanie réznych p-laktamaz, a takze
innych enzymoéw modytikujacych czasteczki antybioty-
kéw oraz obecno$¢ pomp MDR (multi-drug resistance),
usuwajgcych antybiotyki na zewnatrz komorki bakterii.
Co jest szczegoélnie istotne, niektdre z systeméw pomp
MDR maja zdolno$¢ nie tylko aktywnego usuwania
z komorek antybiotykow nalezacych do réznych grup
chemicznych, ale takze srodkéw dezynfekcyjnych.
Dodatkowo S. maltophilia, jak wszystkie paleczki
Gram-ujemne, posiada blone zewnetrzng, ktéra sta-
nowi bariere fizyczng i m.in. chroni komdrke przed
wnikaniem antybiotykéw do jej wnetrza. Ponadto
zdolno$¢ wzrostu szczepdw S. maltophilia w postaci
biofilmu determinuje ich zwigkszong tolerancje na
zwiazki przeciwbakteryjne.

3.1. Opornosc¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki

W ostatnich latach zaobserwowano coraz wieksza
liczbe szczepow S. maltophilia opornych na trimeto-
prim-sulfametoksazol, lek pierwszego rzutu stosowany
w leczeniu zakazen tymi drobnoustrojami. W bada-
niach prowadzonych w latach 2001-2012 w Wielkiej
Brytanii stwierdzono opornos¢ na trimetoprim-sulfa-
metoksazol az u 24% szczepow S. maltophilia izolowa-
nych od pacjentéw z mukowiscydoza [13]. Opornos¢ na
trimetoprim-sulfametoksazol jest zwigzana z wystepo-
waniem gendéw sul. Obecno$¢ genu sull, stanowigcego
cze$¢ integronow klasy I, wykazano u szczepdw izolo-
wanych m.in. na Tajwanie, w Hiszpanii, we Wloszech
oraz Pélnocnej i Poludniowej Ameryce [62]. Gen sul2
zwigzany jest z sekwencjami insercyjnymi ISCR2 i moze
wystepowac zaréwno w plazmidzie, jak i w chromoso-
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malnym DNA. Gen sul2, podobnie jak sull, wykryto
u szczepow pochodzacych z rdznych czesci $wiata [62,
90]. Opornos¢ S. maltophilia tylko na trimpetoprim
jest warunkowana obecnoscia genu dfrA kodujacego
reduktaze kwasu foliowego [40].

Bardzo istotng duzg grupa antybiotykéw stosowang
w leczeniu zakazen paleczkami Gram-ujemnymi sa
[-laktamy, zaburzajace synteze peptydoglikanu, gtow-
nego skladnika $ciany komorkowej bakterii. Za jego
ostateczna synteze i prawidtowa strukture odpowia-
dajg biatka PBP (penicillin-binding protein), ktére sa
charakterystyczne dla danego drobnoustroju. Antybio-
tyk B-laktamowy wiazac sie z PBP powoduje zmiany
w strukturze peptydoglikanu, co czesto prowadzi do
wycieku cytoplazmy i $mierci komoérki bakteryjne;.
Ponadto antybiotyki -laktamowe mogg zaburza¢ réw-
nowage produktéw obrotu metabolicznego peptydogli-
kanu w cytoplazmie, co prowadzi to do indukcji genow
kodujacych B-laktamazy.

S. maltophilia posiada dwie chromosomalnie kodo-
wane B-laktamazy: L1 i L2. Enzym L1 to metalo-p-
laktamaza, ktéra zawiera w swoim centrum aktywnym
jony cynku. Ma ona strukture tetrameru, w ktérym
kazdy monomer jest zdolny do przylaczenia dwoch
jonow Zn*. B-laktamaza L1 jest kodowana przez chro-
mosomalny gen bla, ,, ma zdolno$¢ hydrolizy wszystkich
klas B-laktamoéw (penicylin, cefalosporyn, karbapene-
mow), z wyjatkiem monobaktamoéw. Nie jest wrazliwa
na dziatanie inhibitoréw p-laktamaz serynowych [22,
50]. Wykazano, Ze nawet tazobaktam stanowi substrat
metalo-p-laktamazy obecnej u szczepu S. maltophilia
ULA-511 [27].

Enzym L2 nalezy do grupy p-laktamaz serynowych
i jest zbudowany z dwdch podjednostek tworzacych
dimer. Koduje go chromosomalny gen bla ,. 3-laktamaza
L2 ma zdolnos¢ rozkladania penicylin i cefalosporyn,
jak réwniez hydrolizy aztreonamu, a jej aktywnos¢ jest
hamowana przez kwas klawulanowy [50, 61, 93].

Sekwencja nukleotydowa genéw kodujacych enzymy
L1iL2 u poszczegdlnych szczepow S. maltophilia cha-
rakteryzuje si¢ duza zmiennoscig. Przeprowadzono
badania, ktére wykazaly réznice w sekwencji nukleo-
tydowej od 8% do 20% dla genéw bla , oraz 4-25%
dla gen6w bla, ,, co przektada si¢ na réznice sekwencji
aminokwasowych, odpowiednio, 8-19% i 5-32% [9].
Ekspresja genow kodujacych B-laktamazy L1 i L2 jest
zwykle indukowana ekspozycjg komorek na antybiotyki
B-laktamowe [8]. U szczepdw nalezacych do grupy filo-
genetycznej A produkcja zaréwno enzymu L1, jak i L2
jest indukowana, w grupie B indukowane jest wytwa-
rzanie enzymu L1, natomiast L2 wydzielany jest kon-
stytutywnie na niskim poziomie. W grupie filogene-
tycznej C oba enzymy sg produkowane konstytutywnie
w niewielkich ilo$ciach. Izolaty nalezace do tej grupy
charakteryzuja si¢ wigksza wrazliwoscig na wszystkie
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zwiazki B-laktamowe z wyjatkiem imipenemu niz izo-
laty pochodzgce z grup A i B [33].

U S. maltophilia indukcja gendéw bla, i bla, jest
zalezna od zespotu genéw ampR-ampN-ampG-ampD.,.
Biatka AmpG i AmpN tworza system permeazy. Odpo-
wiadajg za transport z peryplazmy do cytoplazmy pro-
duktow degradacji $ciany komodrkowej, ktore stanowia
ligand dla czasteczki AmpR bedacej regulatorem trans-
krypcji. Bialko AmpD, odpowiada za degradacje czaste-
czek ligandow [58]. Czasteczki AmpR sg niezbedne do
konstytutywnej ekspresji genu bla, ,, lecz nie bla, , oraz
do indukowanej ekspresji obu genéw [57].

W 2012 roku w Chinach wyizolowano szczep S. mal-
tophilia DCPS-01, ktéry oprécz genéw bla, i bla,,
posiadal takze gen kodujacy metalo-f-laktamaze
New Delhi (NDM-1). Szczep ten charakteryzowal si¢
opornoscig na wszystkie antybiotyki p-laktamowe, byt
wrazliwy jedynie na kolistyne i fluorochinolony [60].
Wsrdd szczepéw klinicznych S. maltophilia wykryto
dodatkowo takie P-laktamazy jak: TEM-2 kodowana
przez gen zlokalizowany w transpozonie Tn1 [10] oraz
enzym CTX-M-1 nalezacy do grupy ESPL (extended
spectrum B-lactamase) [2].

W opornosci S. maltophilia na chinolony gtéwna
role odgrywaja pompy efflux (szczegélnie system Sme-
DEF) oraz niska przepuszczalno$¢ blony zewnetrznej
komorek bakterii. W 2008 roku w Japonii w obrebie
chromosomu bakteryjnego szczepu . maltophilia
CCUG 5866 wykryto gen Smgnr odpowiadajacy za
niski poziom opornosci na powyzsze zwiazki [87]. Gen
ten byl takze obecny u 24 niespokrewnionych ze sobg
izolatow Kklinicznych S. maltophilia. Koduje on biatko
uniemozliwiajace przylaczenie chinolonéw do miejsc
ich oddzialywania — gyrazy DNA i topoizomerazy IV.
Jak dotad, nie wykryto obecnosci genéw Smgnr w plaz-
midach szczepdw S. maltophilia. Za oporno$¢ na chi-
nolony moga odpowiada¢ réwniez mutacje w genach
kodujacych gyraze i topoizomeraze IV, lecz prawdo-
podobnie ten mechanizm opornosci nie ma wiekszego
znaczenia dla szczepow S. maltophilia [62, 103].

Opornos¢ S. maltophilia na aminoglikozydy moze
by¢ wynikiem dziatania kilku mechanizméw, wsréd
ktérych mozna wyrdznié: wystepowanie enzymow
modyfikujacych czasteczki aminoglikozydow, opornosé
temperaturo-zalezng oraz mechanizm eftlux.

Modyfikacja enzymatyczna aminoglikozydéw za-
chodzi przy udziale enzymdéw kodowanych przez
geny chromosomalne. Gen aac(6’)-Iz kodujacy enzym
acetylotransferaze odpowiada za spadek wrazliwosci
szczepOw gldwnie na tobramycyne. Geny aph(3’)-Ila
i aph(3’)-Iic koduja fosfotransferazy. Enzym APH(3’)-
-ITa przyczynia si¢ do opornosci na wszystkie amino-
glikozydy z wyjatkiem gentamycyny, natomiast enzym
APH(3’)-IIc odpowiada za opornos¢ szczepéw na kana-
mycyne i neomycyne [65, 66].
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Oporno$¢ na aminoglikozydy zwigzana jest takze
z modyfikacjg struktury blony zewnetrznej komorek.
Stanowi ona miejsce wigzania m.in. dla antybiotykow
kationowych, jakimi s3 aminoglikozydy. W zalez-
nosci od temperatury szczepy S. maltophilia sa zdolne
do zmiany rozmiardéw czasteczek O-polisacharydow
poprzez zmiane diugosci jego bocznych tancuchow
oraz zawartosci fosforanéw w lipopolisacharydzie (LPS)
blony zewnetrznej. Obserwowano wigksza zawarto$¢
uyjemnie naladowanych grup fosforanowych w LPS,
stanowigcych miejsce przyfaczania aminoglikozyddow,
w temp. 37°C w poréwnaniu do temp. 30°C. W zwigzku
z tym, szczepy S. maltophilia charakteryzuja si¢ zwigk-
szong opornoscig na powyzsze antybiotyki w temp.
30°C niz w 37°C [62, 65, 76].

3.2. Opornos¢ na §rodki dezynfekcyjne

Szczepy S. maltophilia sa trudno eliminowane przy
uzyciu powszechnie stosowanych $rodkéw dezynfek-
cyjnych. Podchloryn sodu o stezeniu 0,1%, uzywany
m.in. do dezynfekcji ssakow medycznych, redukuje
liczbe komérek bakterii jedynie o 1-2 log, . Procedura
dezynfekcji obejmuje wstepne mycie z uzyciem bierza-
cej wody, a nastepnie zanurzenie ssakow na okres 2 h
w 0,1% roztworze podchlorynu sodu [102].

S. maltophilia wykazuja tolerancj¢ wobec triklosanu
- przedstawiciela zwiazkéw fenolowych. Triklosan
posiada zdolnos¢ indukcji gendw kodujacych pompe
SmeDEE ktéra usuwa jego czasteczki na zewnatrz ko-
morek bakteryjnych [37, 85]. W zwigzku z tym, po
powtarzajacej sie ekspozycji drobnoustrojéw na triklo-
san obserwowany jest spadek wrazliwosci izolatow [53].

Inny powszechnie stosowany $rodek dezynfekcyjny,
jakim jest chlorheksydyna wykazuje zdolno$¢ reduk-
cji liczby komorek szczepu klinicznego S. maltophilia
G478 o 5 log,, jedynie w stezeniu powyzej 500 mg/l.
Warto$¢ MIC tego zwigzku wobec S. maltophilia G478
wynosi 175mg/l, podczas gdy wartosci MIC chlor-
heksydyny dla szczepéw klinicznych z innych rodza-
jow paleczek Gram-ujemnych mieszczg si¢ w przedziale
10-250 mg/1 [39].

Wang iwsp. [94] wykryli u 10,5% przebadanych
szczepow S. maltophilia gen gacEA1 kodujacy opornosé
na szeroka grupe $rodkéw dezynfekcyjnych jaka sta-
nowig czwartorzedowe sole amoniowe (m.in. chlorek
benzalkoniowy, cetrimid). Gen gacEAI jest zwigzany
z integronami klasy 1.

3.3. Opornos¢ na jony metali

Szczep S. maltophilia Sm777 jest zdolny do wzrostu
w obecnosci wysokich stezen toksycznych jondéw metali,
w szczegdlnosci Cd*, jak rowniez Cu*, Pb**, Co*, Zn**,
Hg*" i Ag’. Gestos¢ hodowli bakteryjnych wyrostych na
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Tabela I
Pompy MDR zidentyfikowane u pateczek S. maltophilia
Rodzina Pompa Substraty Regulator Pi$miennictwo
RND SmeDEF erytromycyna, chloramfenikol, tetracykliny, SmeT 36, 37, 51, 65, 83, 84
fluorochinolony, triklosan
SmeABC aminoglikozydy, B-laktamy, fluorochinolony SmeR SmeS | 14, 15, 55
SmeU1VWU2X | chloramfenikol, chinolony, tetracykliny SmeRv 16, 21
SmelJK aminoglikozydy, tetracykliny, cyprofloksacyna Nieznany 21,32
SmeYZ aminoglikozydy Nieznany 21,32
ABC SmrA cyprofloksacyna, norfloksacyna, tetracyklina Nieznany 3
MFS EmrCABsm kwas nalidyksowy, erytromycyna, karbonylocyjanek | EmrRsm 44
3-chlorofenylohydrazonu, tetrachlorosalicylanilid
? FuaABC kwas fusydowy FuaR 41

podiozach zawierajacych sole powyzszych metali jest
wysoka, moze osigga¢ wartos¢ 10° cfu/ml [68].

Tolerancja S.maltophilia na zwigzki kadmu jest
zwigzana m.in. z obecnoscia genéw cadA i cadC odpo-
wiedzialnych za jego usuwanie z komorek [6]. Gen
cadA koduje biatko systemu eftlux, natomiast produkt
biatkowy genu cadC pelni funkcje¢ regulatora trans-
krypcji. Struktura tych gendw oraz zawartos¢ par G-C
wskazujg na to, ze wywodzg si¢ one od bakterii Gram-
-dodatnich. Ich homologi wykryto m.in. u szczepéw
Staphylococcus aureus, od ktérych prawdopodobnie
zostaly nabyte przez szczepy S. maltophilia. Transfer
genéw pomiedzy komodrkami bakterii jest mozliwy,
gdy bytuja one w tym samym $rodowisku, a zaréwno
S. aureus jak i S. maltophilia s3 czgsto izolowane z drég
oddechowych pacjentéw z mukowiscydoza [6].

Innym mechanizmem pozwalajagcym komoérkom
bakterii na detoksykacje zwigzkow kadmu jest ich prze-
ksztalcanie do siarczkéw kadmu. Szczepy S. maltophi-
lia w warunkach tlenowych, na podiozu staltym zawie-
rajacym 0,5mM CdCl, wyrastaja w postaci zottych
kolonii, co wskazuje na wytracanie zwigzkéw kadmu
w postaci CdS. Dokladny mechanizm tego zjawiska
jednak nie jest do konica wyjasniony [68]. Dodatkowo,
u drobnoustrojéw rosngcych w obecnosci CdCl, zaob-
serwowano wzrost puli cysteiny wewnatrzkomorkowe;.
Wolna cysteina jest zZrodtem stresu oksydacyjnego dla
komorki, ale posiada ona takze zdolno$¢ chelatowania
jondéw kadmu, co chroni komoérke przed toksycznym
wplywem tego metalu. Powstanie chelatéw powoduje
zmniejszenie ilosci zardwno wolnej cysteiny, jak i wol-
nego kadmu w komorce [68].

Szczep S. maltophilia Sm777 charakteryzuje sie
mozliwoscig wzrostu w obecnosci toksycznych sele-
nianéw i tellurynéw. Mechanizm opornosci zwigzany
jest ze zdolno$cia drobnoustrojéw do redukeji powyz-
szych oksyanionéw do wolnego telluru (Te°) i selenu
(Se”). Akumulacja Te"i Se° nastepuje wewnatrz komarki
bakteryjnej [68].

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa jonéw srebra
zwigzana jest z ich przytaczaniem do biatek obecnych
w §cianach komodrkowych bakterii. Nastepuje zachwia-
nie potencjalu elektrycznego, co skutkuje zahamowa-
niem proceséw metabolicznych i $miercig komorek.
Ponadto srebro ma zdolnos$¢ przylaczania sie do DNA
[88]. Huang i wsp. [43] badali aktywno$¢ in vitro
jonow srebra i miedzi, a takze polaczenia srebro-miedz
w eradykacji szczepdw S. maltophilia rosnacych w for-
mie planktonowej. Uzyskano redukcje ponad 99,999%
bakterii w ciagu 6 h stosujac jony miedzi w zakresie ste-
zen od 200 do 800 pg/1 lub uzywajac jony srebra w ste-
zeniach 40 i 80 pg/l. Polaczenie jon6éw srebra i miedzi
w stezeniach 200/20 pg/l i 400/40 pg/l charakteryzo-
walo sie antagonistycznym dzialaniem wobec szczepdw
S. maltophilia [43].

4. Systemy pomp

Jednym z gltéwnych mechanizméw lekoopornosci
bakterii S. maltophilia jest obecnos¢ pomp MDR aktyw-
nie usuwajacych antybiotyki i inne zwigzki przeciw-
bakteryjne na zewnatrz komdrek bakterii. Do tej pory
u S. maltophilia wykryto pompy MDR (multi-drug
resistance) nalezgce do 3 rodzin: RND, ABC i MFS.
Aktywno$¢ wiekszosci opisanych pomp jest induko-
wana obecnoscig antybiotykow. W tabeli I zestawiono
pompy odpowiedzialne za zjawisko efflux zidentyfiko-
wane u pateczek S. maltophilia.

4.1. Rodzina RND
(resistance-nodulation-division family)

Najwazniejszg z punktu widzenia lekoopornosci
jest rodzina pomp RND. Pompy te charakteryzujg si¢
szerokim spektrum substratowym, usuwaja z komorek
bakterii antybiotyki nalezace do réznych Klas, jak row-
niez $rodki dezynfekcyjne i antyseptyczne. Sg to pompy
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protonowe - ich dziatanie jest oparte na antyporcie pro-
ton-substrat [46]. Pompy RND zbudowane sg z trzech
czedci: bialek RND tworzacych kanat w blonie cytopla-
zmatycznej, bialek OMF odpowiedzialnych za trans-
port substancji poprzez blone zewnetrzna i bialek MFP
taczacych biatka obecne w blonie cytoplazmatycznej
i w blonie zewnetrznej [21, 51]. Biatka MFP zwykle sa
specyficzne dla konkretnych bialek RND i obie grupy
bialek sa kodowane w obrebie tego samego operonu.
Biatka blony zewnetrznej (OMF) moga by¢ kodowane
przez geny zlokalizowane w obrebie tego samego ope-
ronu co para RND/MFP, ale moga réwniez podlega¢
niezaleznej regulacji [21].

Pierwsza pompa nalezaca do rodziny RND wykryta
u S. maltophilia byt system SmeDEF. Zostal on scha-
rakteryzowany po raz pierwszy przez Alonzo i Marti-
nez w 2000 roku; badali oni sekwencje chromosomal-
nego DNA S. maltophilia pod katem mechanizmoéw
odpowiedzialnych za wielolekoopornos¢ szczepu [5].
Przestanka do poszukiwania pomp MDR u S. mal-
tophilia byto wykrycie zjawiska efflux u spokrewnio-
nej bakterii Gram-ujemnej Pseudomonas aeruginosa.
W obrebie badanego odcinka chromosomalnego
DNA S. maltophilia zidentyfikowano 3 geny: smeD,
smeE i smeF. Sekwencje aminokwasowe produktéw
tych gendéw wykazaly podobienstwo do kilku kom-
ponentéw pomp efflux obecnych u réznych bakterii
Gram-ujemnych. Bialko SmeD wykazalo homologie
do biatek z grupy MFP, w tym najwi¢cksze podobien-
stwo (48%) do AcrA i AcrE wystepujacych u E. coli.
Wykazalo natomiast stosunkowo mate podobienstwo
(41%) do biatka SmeA z grupy RND, pochodzacego ze
szczepu S. maltophilia. Biatko SmeE wykazato homo-
logie do biatek RND, w tym do AcrB i AcrF z E. coli
(odpowiednio w 61% i 58%). Produkt bialkowy trzeciej
ramki odczytu — SmeF wykazat podobienistwo do bialek
blony zewnetrznej (OMF), najwigksze do biatka SmeC
szczepu S. maltophilia [5].

Pompa SmeDEF usuwa z komorek takie antybio-
tyki jak: erytromycyna, chloramfenikol, tetracykliny,
fluorochinolony, a takze triklosan [46, 65, 85]. Ekspre-
sja genow smeDEF jest regulowana przez bialko SmeT
petniace role represora. Gen kodujacy SmeT znajduje
sie powyzej operonu kodujacego pompe. Biatko SmeT
nalezace do rodziny regulatoréw TetR ma strukture
homodimeru, gdzie kazda podjednostka sklada si¢
z 9 helis tworzacych 2 domeny. Biatko SmeT wigze sie
do obszaru operatora o dtugosci 28 pz zlokalizowanego
pomiedzy genami smeT i smeD, ktory naklada si¢ na
sekwencje promotoréow smeT i smeDEF. W wyniku
tego represor SmeT hamuje transkrypcje nie tylko
genéw pompy SmeDEF, ale takze genéw wtlasnych.
SmeT wigze si¢ z operatorem w dwoch miejscach two-
rzac dwa kompleksy (dwa homodimery SmeT przy-
padaja na jeden operator). Kluczowe znaczenie dla
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wiazania represora ma sekwencja TGTATGT obecna
w nici kodujacej pompe. Drugi homodimer rozpoznaje
podobna sekwencje komplementarnej nici. Wykazano,
ze mutacje w genach kodujacych bialko SmeT oraz
mutacje w sekwencji TGTATGT moga przyczyniac sie
do nadekspresji genéw operonu smeDEF [36, 83, 84].
Co wiecej, skfadnik past do zgbow, domowych $rodkow
czyszczacych, czy modnych jeszcze niedawno mydet
antyseptycznych - triklosan indukuje nadekspresje sys-
temu SmeDEF poprzez przyfaczanie si¢ do czasteczki
represora SmeT, co stymuluje lekoopornos¢ szczepow
(37, 85].

Kolejng wykryta pompa RND obecna u S. malto-
philia byl system SmeABC [55]. Geny smeA, smeB
i smeC koduja odpowiednio biatka MFP, RND i OME.
Sekwencje aminokwasowe komponentéw systemu
SmeABC charakteryzuja si¢ duzym podobienstwem
m.in. do sekwencji sktadnikéw systemu MexAB-OprM
obecnego u P. aeruginosa oraz SmeDEF u S. maltophilia
[55]. Wykazano, ze na lekooporno$¢ ma wplyw jedynie
bialko SmeC, ktére posiada zdolnos¢ do wspdtpracy
takze z innymi systemami efflux. Delecja genu smeC
powoduje utrate opornosci zwigzang z obecnoscig sys-
temu SmeABC [14, 55]. Nadekspresja gendéw smeABC
wigze sie z wystepowaniem u szczepdw opornosci na
aminoglikozydy, B-laktamy oraz fluorochinolony [15].
Po wprowadzeniu genu smeC do zmutowanego szczepu
P aeruginosa niewytwarzajacego wlasnego biatka
OprM, gen ten ulegal ekspresji. Biatko SmeC przejeto
funkcje biatka OprM i bylo zdolne do wspoétpracy jako
czg$¢ systemu MexAB-SmeC [55]. Gen smeC posiada
swoj wlasny staby promotor, co powoduje, Ze moze on
ulega¢ ekspresji samodzielnie lub z calym operonem
smeABC. Transkrypcja operonu smeABC jest regu-
lowana przez dwuskladnikowy system regulacyjny,
kodowany przez geny smeR i smeS . Geny te prawdopo-
dobnie tworza osobny operon i ulegajg wspolnej trans-
krypcji niezaleznie od gendéw kodujacych pompe. SmeS
jest biatkiem sensorowym, natomiast SmeR pelni role
regulatora odpowiedzi. W przypadku braku genu smeR
ekspresja smeC zachodzi jedynie przy udziale wlasnego
promotora [55].

System efflux SmeU1VWU2X obecny u S. maltophi-
lia nalezy do grupy pomp RND [16]. Operon kodujacy
ten system sklada si¢ az z pigciu genow: smeV (koduje
biatka MFP), smeW (bialka RND), smeX (biatka OMF),
smeUl i smeU2. Geny smeUl i smeU2 koduja krotko
tancuchowq dehydrogenaze/reduktaze (SDR) i zloka-
lizowane s3 odpowiednio: smeUl powyzej genu smeV,
a smeU2 miedzy genami smeW i smeX . Sekwencja ami-
nokwasowa bialek SmeU1 i SmeU?2 jest zgodna tylko
w 21%. Poréwnanie SmeU1VWU2X z innymi pom-
pami RND wykazalo duze podobienstwo do systemdow
obecnych u Xanthomonas campestris (DauE-MexE-
MexF-Xcc1441-OprN) i P. aeruginosa (MexEF-OprN).
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Zgodnos¢ sekwencji aminokwasowej poszczegdlnych
bialek, w pierwszym przypadku wynosita 51-81%,
a w drugim wahata si¢ w granicach 48-58%. Substra-
tami systemu SmeU1VWU2X sg tetracykliny, chloram-
fenikol i chinolony [16].

Ekspresja operonu smeUlVWU2X jest regulowana
przez biatko SmeRv nalezace do rodziny LysR. Gen
smeRy zlokalizowany jest w sgsiedztwie operonu smeU-
1VWU2X, powyzej genu smeUl. SmeRv prawdopodob-
nie pelni role pozytywnego regulatora, czego potwier-
dzeniem jest 78-krotny wzrost ekspresji kodujgcego go
genu w szczepie wykazujacym nadekspresje operonu
smeUIVWU2X w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Ist-
nieje réwniez hipoteza, ktéra méwi, ze biatko SmeRv
moze funkcjonowac jako pozytywny badz negatywny
regulator w zaleznosci od obecnosci liganda [16, 21].

Natomiast geny kodujgce pozostale dwie pompy
- SmelJK i SmeYZ, obecne u S. maltophilia, ulegaja
ekspresji na staltym poziomie przyczyniajac sie do leko-
opornosci tych szczepéw. Pompa SmelJK odpowiada
za oporno$¢ na aminoglikozydy, tetracykliny i cypro-
floksacyne, natomiast pompa SmeYZ usuwa z komorek
bakterii aminoglikozydy [32, 75]. Wykazano, ze geny
smeZ, sme] i smeK moga ulega¢ skoordynowanej nade-
kspresji, co skutkuje zwiekszeniem opornosci szczepow
na antybiotyki. Nadprodukecja biatka SmeZ powoduje
wzrost najmniejszego stezenia hamujacego (MIC)
aminoglikozydéw. Zwiekszona produkcja bialek Sme]J
i SmeK przejawia si¢ wzrostem MIC tetracyklin i cypro-
floksacyny oraz warunkuje opornos¢ na lewofloksacyne
[32]. Wykazano, ze mutacje w genach smeJ i/lub smeK
szczepOw wykazujacych nadekspresje powodujg obni-
zenie warto$ci MIC tetracyklin i cyprofloksacyny oraz
przywracaja wrazliwo$¢ szczepéw na lewofloksacyne.
Mutacje w genie smeZ przyczyniaja sie do spadku war-
to$ci MIC aminoglikozydoéw, ale nie przywracajg wraz-
liwosci bakterii na ten antybiotyk.

Geny sme] i smeK zlokalizowane s3 w obrebie
jednego operonu, nie wykryto do tej pory zadnych
genow regulatorowych pofozonych w jego sasiedztwie.
W poblizu genu smeZ zlokalizowane s3 natomiast geny
kodujace system dwusktadnikowy, lecz nieznana jest
jak dotad jego rola w regulacji ekspresji genéw kodu-
jacych pompy SmelJK i SmeYZ [21, 32].

4.2. Rodzina MFS (major facilitator superfamily)

Wisréd szczepow S. maltophilia wykryto do tej pory
tylko jedng pompe z rodziny MSF - EmrCABsm [44].
Jest ona homologiem pompy EmrAB oraz EmrKY
obecnych u E. coli, VceAB u Vibrio cholerae oraz FarAB
obecnej u Neisseria gonorrhoeae [44]. Energia do pracy
tej grupy pomp pochodzi z gradientu elektrochemicz-
nego — czasteczka antybiotyku transportowana jest na
zewnatrz komorki, a do wnetrza wprowadzany jest pro-
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ton. Pompy MSF zbudowane sg zwykle z pojedynczego
transportera biatkowego znajdujacego si¢ w blonie
cytoplazmatycznej, ktory usuwa substancje do prze-
strzeni peryplazmatycznej [51]. Niektore pompy, w tym
EmrCABsm obecna u S. maltophilia, prawdopodobnie
zbudowane sg z trzech czesci [44].

Transkrypcja gendw kodujacych pompe jest regu-
lowana przez bialko EmrRsm, nalezgce do regulatoréw
typu MarR [44]. Pelni ono role represora — wiaze si¢ do
sekwencji w obrebie promotora i uniemozliwia zajscie
transkrypcji. Zjawisko derepresji transkrypcji zachodzi
w obecnosci induktora, ktory wiaze sie do czasteczki
represora i ostabia tym samym powinowactwo repre-
sora do promotora umozliwiajac transkrypcje gendw.
W przypadku nieobecnosci induktora regulator wydzie-
lany jest na stalym poziomie. Substratami dla pompy
EmrCABsm sg zwigzki hydrofobowe, do ktorych naleza
m.in.: kwas nalidyksowy, erytromycyna, karbonylocyja-
nek 3-chlorofenylohydrazonu i tetrachlorosalicylanilid
[44]. Ekspresja operonu emrCABsm nie jest induko-
wana obecno$cig tych zwigzkéw. Przypuszcza sie, ze
pompa EmrCABsm pelni fizjologiczna role w usuwaniu
z komorki naturalnych substancji szkodliwych pocho-
dzacych ze srodowiska lub bedacych produktami jej
wlasnego metabolizmu, a nie jest $cisle ukierunkowana
na transportowanie na zewnatrz komorki antybiotykéow
i wyzej wymienionych zwigzkow [44].

4.3. Rodzina ABC (ATP-binding cassette family)

U S. maltophilia wykryto jedng pompe z rodziny
ABC - SmrA [3]. Pompy nalezgce do tej grupy energie
do pracy czerpia z rozpadu czasteczek ATP, sg trans-
porterami biatkowymi tworzacymi kanaty w blonie
cytoplazmatycznej. Kanal pompy SmrA ma struk-
ture homodimeru, a kazdy monomer zbudowany jest
z czg$ci hydrofobowej i hydrofilowej. Domeng hydrofo-
bowg tworzy 6 transbtonowych helis, ktorych zadaniem
jest wigzanie substratu oraz jego transport przez blone
komoérkowa. Domena hydrofilowa NBD (nucleotyde
binding domein) obecna jest po wewnetrznej stronie
blony cytoplazmatycznej i bierze ona udziat w hydro-
lizie ATP. W obrebie genéw kodujacych pompy ABC
wystepuja liczne sekwencje konserwowane m.in.
motywy Walker A i Walker B obecne w domenie wia-
zacej nukleotydy [51, 95]. Pompa SmrA wykazuje
duze podobienstwo do transporteréw ABC obecnych
u Lactococcus lactis (LmrA) i Vibrio cholerae (VcaM)
oraz do ludzkiej glikoproteiny P, kodowanej przez gen
MDRI. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej SmrA
z danymi zawartymi w bazie NCBI (National Center for
Biotechnology Information) wskazalo na duze podo-
bienstwo tej sekwencji do bialek obecnych u wielu
gatunkow bakterii Gram-ujemnych, w tym P, aerugi-
nosa i Acinetobacter spp. [3].
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Przeprowadzono badania, w ktérych poréwnywano
wartosci MIC duzej grupy antybiotykéw dla szczepu
E. coli posiadajacego wprowadzony gen smrA oraz dla
szczepu E. coli nieposiadajacego tego genu. Szczepy
z obecng pompa SmrA wykazaly 8-krotny wzrost war-
toéci MIC cyprofloksacyny, norfloksacyny i tetracykliny.
Badano réwniez wewnatrzkomorkowe stezenie norflok-
sacyny w przypadku obu powyzszych szczepow. Wyka-
zano, ze ma ono duzo nizszg warto$¢ u bakterii E. coli
z genem smrA, co $wiadczy o aktywnosci pompy [3].

4.4. Pompa FuaABC

Tajwanscy naukowcy zidentyfikowali u S. maltophi-
lia jeszcze jedna pompe odpowiedzialng za zjawisko
efflux - FuaABC, usuwajaca z komdrek bakterii kwas
fusydowy [41]. Zwiazek ten jest mykotoksyna wytwa-
rzang przez grzyby z rodzaju Fusarium bytujace wraz ze
S. maltophilia w tej samej niszy ekologicznej w obrebie
ryzosfery. Najprawdopodobniej system efflux FuaABC
powstal jako mechanizm obrony przed szkodliwym
wplywem kwasu fusydowego na komorki drobno-
ustrojow. Analizy filogenetyczne wykazaly, ze system
FuaABC powinien zosta¢ sklasyfikowany jako podro-
dzina pomp ABC lub zupelnie nowa rodzina. Energia
do pracy pompy jest pozyskiwana z gradientu protono-
wego. Geny kodujace system FuaABC tworza operon
fuaABC, ktérego transkrypcja jest regulowana przez
gen fuaR zlokalizowany powyzej genéw wchodzacych
w sktad operonu. Biatko FuaR nalezy do rodziny AraC,
moze pelni¢ zaréwno role aktywatora, jak i represora
— w obecnosci kwasu fusydowego pracuje jako akty-
wator, przy jego braku jako represor. W przypadku
nieobecnosci biatka FuaR np. w wyniku uszkodzenia
genu fuaR, obecnos¢ kwasu fusydowego nie powoduje
aktywacji transkrypcji. System FuaABC jest odpowie-
dzialny za usuwanie wylacznie kwasu fusydowego,
zaden z przebadanych do tej pory zwigzkow przeciw-
drobnoustrojowych nie stanowit substratu tego systemu
pomp [41].

5. Biofilm bakteryjny i system quorum sensing

Zdolnos¢ adhezji szczepéw S. maltophilia do wil-
gotnych powierzchni tworzyw sztucznych - cewnikow,
nebulizatoréw, endoskopdw, jak i powierzchni biotycz-
nych oraz do tworzenia biofilmu nie jest klasycznym
mechanizmem opornosci, jednak znaczaco przyczynia
sie do spadku wrazliwo$ci bakterii na zwigzki przeciw-
drobnoustrojowe [23].

Powstawanie biofilmu jest silnie zwiazane ze zjawi-
skiem quorum sensing (QS), ktore polega na wzajemnej
komunikacji populacji komodrek bakteryjnych prze-
biegajacej za posrednictwem specjalnych czgsteczek
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sygnalowych tzw. autoinduktoréw (AI) wytwarzanych
przez bakterie, a nastepnie wydzielanych na zewnatrz
ich komorek. Im wigksza liczebnos¢ populacji bakterii,
tym wigksze jest stezenie autoinduktoréw w srodowi-
sku. Po osiagnieciu odpowiedniego stezenia Al taczg sie
z wlasciwymi receptorami obecnymi wewnatrz komorek
bakterii lub w blonie cytoplazmatycznej i prowadza do
réwnoczesnej aktywacji lub represji genow we wszyst-
kich komoérkach danej populacji. QS odgrywa wazna
role w takich procesach jak: wirulencja, koniugacja,
bioluminescencja czy tworzenie biofilmu [1, 49, 63, 91].

Zjawisko quorum sensing wystepuje zardwno u bak-
terii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. W obu
tych grupach przebiega jednak inaczej ze wzgledu na
rézng budowe $ciany komodrkowej. U bakterii Gram-
-ujemnych role autoinduktoréw pelnia zwykle N-acy-
lowane laktony homoseryny (AHL). Substratami do ich
syntezy sa S-adenozylometionina (SAM) i biatko Acyl-
-ACP [1, 63, 78]. Gatunek S. maltophilia charaktery-
zuje sie obecnoscia autoinduktordw, ktore nie nalezg do
pochodnych laktonéw homoseryny. Bakterie te posia-
daja system komunikacji miedzykomorkowej oparty
na syntezie czasteczek DSF (diffusible signal factor).
Czasteczki DSF stanowig grupe kwasow ttuszczowych,
w ktorych skfad wchodzi kwas cis-11-metylo-2-dode-
kenowy (Rys. 1) oraz jego 7 pochodnych. Dwie z nich
stanowig nasycone kwasy tluszczowe, a pozostale to
kwasy nienasycone z podwojnym wigzaniem w pozy-
cji 2 [1, 78]. System DSF jest regulowany przez zespét
gendw rpf (regulation of pathogenicity factors). Najistot-
niejszym elementem systemu jest gen rpfF kodujacy
syntaze DSE Jego transkrypcja jest pozytywnie regulo-
wana przez bialko CRP (aktywator transkrypgji), ktore
posiada dwa miejsca wigzania powyzej promotora rpfF
[1]. Biatka RpfC i RpfG tworzg dwuskladnikowy system
regulacyjny odpowiedzialny za odbidr sygnatu, gdzie
RpfC pelni role bialka sensorowego, natomiast RpfG
jest regulatorem odpowiedzi. Geny rpfC i rpfG zloka-
lizowane s w obrebie operonu rpfBFCG i podlegaja
wspolnej regulacji [28].
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Rys. 1. Wzdr czasteczki DSF [12]

System DSF jest odpowiedzialny za regulacje wiru-
lencji drobnoustrojow poprzez wplyw na syntezg poza-
komorkowych enzymoéw i polisacharydéw oraz two-
rzenie biofilmu [4]. Prowadzono badania, w ktérych
poréwnywano wirulencje ,,dzikiego” szczepu S. malto-
philia 279a oraz tego samego szczepu z mutacja w ge-
nie rpfF. Mutant w poréwnaniu do dzikiego szczepu
charakteryzowal si¢ obnizona mobilnoscig, spad-
kiem produkcji proteazy, zmianami w LPS, zwi¢kszong



272

wrazliwoscig na antybiotyki i metale cigzkie, niezdol-
noscig do tworzenia mikrokolonii oraz obnizong zja-
dliwoécia. Egzogenny dodatek czasteczek DSF lub
wklonowanie genu rpfF spowodowalo przywrdcenie
zdolnosci do tworzenia mikrokolonii, mobilno$¢ i pro-
dukcje proteazy [1, 4, 28].

W zwigzku z duza opornoscia na antybiotyki szcze-
pow S. maltophilia poszukiwane sg zwigzki bedace inhi-
bitorami QS. Zahamowanie tego zjawiska prowadzitoby
do ostabienia chorobotworczosci bakterii. Badania
wykazaly, ze emodyna, bedaca skladnikiem lekéw
tradycyjnej medycyny chinskiej, jest w stanie zahamo-
waé QS, a co z tym zwigzane, powstawanie biofilmu
u S. maltophilia [1, 26].

Zjawisko wzajemnej komunikacji bakterii jest nie-
zbedne do prawidtowego funkcjonowania biofilmu
bakteryjnego. Biofilm jest to wielokomérkowe skupisko
drobnoustrojow, jednego badz wielu gatunkéw, przyle-
gajace do powierzchni abiotycznych lub powierzchni
komoérek organizméw zywych [49]. Zdolno$¢ do
tworzenia przez komorki bakterii biofilmu stanowi
wazny czynnik ich wirulencji. Biofilm chroni komérki
bakteryjne przed dzialaniem mechanizméw obron-
nych gospodarza, jak réwniez zwigksza ich opornos¢
na antybiotyki i inne $rodki przeciwbakteryjne [73].
Szczepy S. maltophilia posiadaja zdolnos¢ adhezji
zaréwno do powierzchni biotycznych np. komorek
nabtonka drog oddechowych, jak i abiotycznych - szkta
i réznego rodzaju materiatéw stosowanych do produk-
cji wyrobéw medycznych (endoskopéw, cewnikéw,
protez naczyniowych, soczewek kontaktowych) [23,
73]. Biofilm bakteryjny powstaje w kilku etapach, na
ktére maja wplyw zaréwno wlasciwosci zasiedlanego
materialu lub kolonizowanej powierzchni komorek,
jak i cechy komorek zasiedlajacych [14, 49]. Do naj-
wazniejszych cech bakterii S. maltophilia wptywajacych
na tworzenie biofilmu nalezg: zdolno$¢ ruchu, obec-
no$¢ flagelli i fimbrii, hydrofobowos¢, wydzielanie EPS
(extracellular polymeric substances) [74]. Pompilio
iwsp. [73] prowadzili badania, w ktérych analizowano
tworzenie przez szczepy S. maltophilia biofilmu na linii
komorek pochodzacych z nablonka oskrzeli pacjenta
z mukowiscydoza (CF - cystic fibrosis). Badane szczepy
zostaly wyizolowane od chorych cierpigcych na muko-
wiscydoze. Mierzono zdolnos¢ szczepéw do adhezji
do komorek nablonka oraz tworzenia biofilmu po 2h
i 24h od inokulacji. Wszystkie szczepy uformowaty
biofilm, jednak nie wykazano korelacji miedzy zdol-
noscig do adhezji, a ilosciag wytworzonego biofilmu
[73]. Badano rowniez udzial flagelli w adhezji S. mal-
tophilia do komorek nablonka. W tym celu skonstru-
owano mutanty szczepow S. maltophilia posiadajace
zablokowany gen kodujacy enzym ATP-aze niezbedna
do prawidlowej pracy flagelli. Brak enzymu znacznie
obnizyl zdolnos¢ komdrek bakteryjnych do adhezji, ale
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nie zostala ona catkowicie zablokowana, co $wiadczy
o udziale w tym procesie, oprdcz flagelli, takze innych
czynnikéw. Zdolno$¢ ruchu typu ,swimming” i ,twit-
ching” szczepow S. maltophilia nie wplywa ani na adhe-
zje, ani na proces tworzenia biofilmu na powierzchni
komorek nabtonka oskrzeli [73].

Analizowano réwniez powstawanie biofilmu S. mal-
tophilia na powierzchniach abiotycznych hydrofobo-
wych t.j. polistyren, polipropylen oraz hydrofilowych
- borokrzemian [23]. Wykazano brak zaleznosci
pomiedzy adhezjg wybranych szczepéw do polistyrenu
i komoérek nabtonka oskrzeli [73]. Najsilniejszy biofilm
zostal utworzony na powierzchni polistyrenowej, na
pozostalych dwdch tworzywach wystepowaly réznice
w biofilmie w zaleznosci od badanego szczepu. Wyka-
zano zwigzek pomiedzy wystepowaniem ruchu ,,twit-
ching” u szczepdw a tworzeniem biofilmu na trzech
powyzszych powierzchniach, natomiast zdolnos$¢ do
ruchu typu ,swimming” nie byla zwigzana z tworze-
niem biofilmu na polipropylenie, polistyrenie i boro-
krzemianie. Zaden z badanych szczepéw nie wykazywat
ruchu typu ,,swarming” [23]. Sprzeczne w stosunku do
powyzszych wyniki uzyskali Pompilio iwsp. [74],
ktorzy wykazali brak zalezno$ci miedzy ruchami typu
~twitching”, a zdolnoscig do adhezji i wytwarzania na
polistyrenie biofilmu przez szczepy S. maltophilia.

W zwigzku z zasiedlaniem przez S.maltophilia
wyrobéw medycznych czesto stosowanych u pacjen-
tow hospitalizowanych zbadano zdolno$¢ adhezji tych
drobnoustrojéw do powierzchni trzech cewnikéw
wykonanych odpowiednio z: PVC, silikonu i gumy.
We wszystkich przypadkach otrzymano wysoki wspot-
czynnik adhezji [23].

Dobér antybiotykéw do terapii zakazen S.mal-
tophilia jest oparty na testach oceny lekowrazliwosci
przeprowadzanych na bakteriach rosnacych w for-
mie planktonowej. U chorych bakterie te przewaznie
tworzg biofilm, znacznie mniej wrazliwy na dzialanie
antybiotykow i innych zwigzkow przeciwbakteryjnych
[99]. Przebadano wrazliwos¢ na szeroka grupe antybio-
tykow 125 izolatow rosnacych w postaci planktonowej,
jak i biofilmu. Nastepujace zwiazki przeciwbakteryjne:
B-laktamy, fluorochinolony, kolistyna, tobramycyna,
doksycyklina i trimetoprim-sulfametoksazol wyka-
zaly o ok. 20-80% slabsze dzialanie na szczepy rosnace
w postaci biofilmu niz w formie planktonowej. Naj-
bardziej skutecznymi antybiotykami wobec szczepdw
S. maltophilia rosnacych w obydwu badanych formach
byly lewofloksacyna i kolistyna [99]. Zwiazki powszech-
nie stosowane jako lek z wyboru w leczeniu zakazen
S. maltophilia — trimetoprim-sulfametoksazol sg sku-
teczne tylko u mniej niz 10% szczepoéw tworzacych
biofilm [24, 56, 99].

Niektore antybiotyki w stezeniach nizszych niz
wartos$ci MIC s3 zdolne do zmniejszenia zdolnosci do
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adhezji i tworzenia biofilmu przez dany szczep, mimo,
iz nie powoduja $mierci drobnoustrojéw. Najwigksza
skutecznos¢ wykazala moksyfloksacyna, antybiotyk
z grupy fluorochinolonéw stosowany w zakazeniach
ukladu oddechowego wywotanych bakteriami S. mal-
tophilia opornymi na trimetoprim-sulfametoksazol [14,
72]. Moksyfloksacyna jest zdolna do hamowania adhe-
zji komorek poprzez m.in. wptyw na synteze i ekspresje
adhezyn, a takze poprzez zmniejszenie hydrofobowosci
przestrzeni migdzykomorkowej [72].

Istnieje rowniez szereg czynnikow srodowiskowych,
ktére moga mie¢ wplyw na tworzenie biofilmu przez
szczepy S. maltophilia. Naleza do nich: stezenie fosfo-
ranoéw, pH, temperatura, warunki tlenowe lub beztle-
nowe, obecnos¢ jonéw miedzi i srebra. Obecnos¢ fos-
foranu sodu powoduje wzrost biofilmu bakteryjnego,
dlatego zaleca si¢ monitorowanie stezenia jondw sodu
i fosforanowych w systemach hydraulicznych w szpi-
talach. Odczyny $rodowiska o pH 7,5 i 8,5 stwarzaja
lepsze warunki do rozwoju biofilmu niz pH 5,5. Wigk-
szy wzrost biofilmu obserwowany byt takze w tempe-
raturze 32°C niz w 37°C i 18°C, a takze w warunkach
tlenowych i w obecnosci 6% CO,, niz w warunkach
beztlenowych [14, 25].

Badano takze wplyw jonéw miedzi i srebra w erady-
kacji szczepow S. maltophilia rosngcych w formie bio-
tilmu [43]. Jony srebra w postaci azotanu srebra o steze-
niu 100 pg/l wykazujg brak aktywnosci wobec szczepow
tworzacych biofilm bakteryjny. Brak aktywnosci jest
spowodowany adsorpcja jondéw metalu przez strukture
biofilmu. Inhibicja biofilmu bakteryjnego zostata osia-
gnieta przy stezeniu azotanu srebra 10 000 pg/1 [14, 88].

Badano réwniez wplyw polaczenia srebro-miedz na
biofilm bakteryjny obecny w systemie dystrybucji wody.
Wszystkie badane stezenia (200/20 ug/1 - 800/80 ug/1)
wykazaly redukeje liczb komoérek S. maltophilia tworza-
cych biofilm po 48 h ekspozycji [86].

Palanisamy i wsp. [69] analizowali wplyw
popularnych ostatnio czastek nanosrebra na biofilm
szczepow Pseudomonas aeruginosa. Wspotczynnik
zahamowania wzrostu szczepdéw opornych wynidst
56%, co pozwala przypuszczaé, ze nanoczgstki srebra
beda takze aktywne wobec szczepdw S. maltophilia.

6. Podsumowanie

Kazdego roku odnotowujemy coraz wyzsza liczbe
zakazen szczepami S. maltophilia, szczegdlnie niebez-
piecznych dla pacjentdéw z ostabiong odpornoscia oraz
dlugotrwale hospitalizowanych. Bakterie te wywoluja
infekcje zaréwno u dzieci, jak i dorostych, powoduja
$mier¢ u 21-69% os6b z bakteriemia [65]. Ich zdol-
nos¢ do tworzenia biofilmu na powierzchni komoérek
nablonkowych oraz wyrobéw medycznych, a takze
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rosngca oporno$¢ na wiele zwigzkéw przeciwbakte-
ryjnych o szerokim spektrum dziatania sprawiaja, ze
terapia zakazen S. maltophilia jest trudnym wyzwaniem
i powinna ewoluowaé. Niezbedne jest prowadzenie
badan pozwalajacych na doktadnie poznanie zjawiska
efflux, odpowiedzialnego w duzej mierze za ostabiona
wrazliwo$¢ na antybiotyki, oraz dalsze poszukiwa-
nia nowych $rodkéw umozliwiajacych zahamowanie
aktywnosci pomp MDR oraz zjawiska quorum sensing.
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1. Wstep. 2. Udzial mitochondriéw w produkcji IFN typu I oraz cytokin prozapalnych. 3. Wirusowe mechanizmy hamowania zaleznej
od mitochondriéw produkcji IFN typu I oraz cytokin prozapalnych. 4. Apoptoza — proces ,,pseudoprzeciwwirusowy”. 5. Podsumowanie

The role of mitochondria in antiviral immunity

Abstract: Mitochondria, which are known as “powerhouse” of the cell, have numerous important functions in cellular metabolism and
are involved in cellular innate antiviral immunity in vertebrates. They participate in an intrinsic pathway of apoptosis and production of
proinflammatory cytokines and type I interferons (IFNs; a/B). These functions are essential for limiting the spread of viral infection before
the stimulation of adaptive immunity. However, viruses have evolved the ability to escape from the mechanisms of immune response
including those related to mitochondrial functions. Viruses can exploit these organelles in their replication cycle and/or morphogenesis
process, therefore the answer to the question about the exact role of mitochondria during viral infection is not unequivocal.

1. Introduction. 2. Contribution of mitochondria in type I IFN and pro-inflammatory cytokines production. 3. Viral inhibition mechanisms
of the mitochondrial-dependent production of type I IFN and pro-inflammatory cytokines. 4. Apoptosis - “pseudoantiviral” process.

5. Summary
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Wstep

Mitochondria to wielofunkcyjne organella komodrek
eukariotycznych oddychajacych tlenowo. Zbudowane
sg z dwdch blon biatkowo-lipidowych (zewnetrznej
i wewnetrznej), oddzielonych przestrzenig miedzybto-
nowa. Cechg charakterystyczng mitochondriow jest
posiadanie wlasnego materialu genetycznego w postaci
kolistych czasteczek DNA (mtDNA, mitochondrial
DNA). Zaréwno masa mitochondriéw, stopien pofaldo-
wania ich wewnetrznej blony, a takze liczba czasteczek
mtDNA uzaleznione s3 m.in. od rodzaju narzadu badz
tkanki [1]. Komorki wykazujace intensywny metabo-
lizm, takie jak np. neurony, miocyty, czy hepatocyty,
charakteryzujg si¢ obecnoscia licznych mitochondriow,
w odrdznieniu od erytrocytéw, ktore cechuje brak tych
organelli [1]. Obecnie wiadomo, ze mitochondria to
organella niezwykle zréznicowane i dynamiczne. Two-
rzg one sieci mitochondrialne, stale ulegajace przebu-
dowie, przez co zmienia si¢ ich liczba, morfologia i roz-
mieszczenie w komorce [10]. Fuzja, czyli faczenie sie
mitochondriéw, oraz ich rozszczepianie zwigzane jest
nie tylko z rodzajem komorki, ale takze z jej stanem
energetycznym oraz dzialaniem réznych czynnikéw

zewnetrznych, do ktorych zaliczaja sie patogeny, w tym
takze wirusy [42]. Zmiany powstate w sieci mitochon-
drialnej na drodze zakazenia wirusowego, zwigzane sa
na 0gdt z réwnoczesnym zaburzeniem funkcjonowania
tych organelli [6]. Moga one $wiadczy¢ o mozliwosci
»ucieczki” wiruséw przed ukladem odpornosciowym
gospodarza, jednakze badania wskazuja réwniez na
sposob wykorzystania przez te patogeny czynnosci
mitochondriéw do replikacji lub morfogenezy.
Najwazniejsza funkcja mitochondriéw jest oddy-
chanie wewnatrzkomodrkowe, przez co sg one okreslane
jako fabryki badz centra energetyczne komorek. Dzigki
duzej powierzchni blony wewnetrznej, uzyskanej
poprzez jej pofaldowanie, mozliwe jest bardzo wydajne
przeprowadzanie tego procesu, ktéry w wyniku fos-
forylacji oksydacyjnej dostarcza komoérkom energii
zmagazynowanej w wigzaniach chemicznych adeno-
zynotrdjfosforanu (ATP, adenosine triphosphate).
Wirusy nie maja zdolno$ci wytwarzania ATP, niezbed-
nego w procesie ich replikacji i morfogenezy, dlatego
wykorzystuja ATP produkowane przez mitochondria.
Do innych waznych funkcji mitochondriéw zalicza
sie m.in. buforowanie jonéw wapnia [53], przekazy-
wanie sygnalow [48], udzial w cyklu mocznikowym
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w komorkach watroby a takze rola w mechanizmach
odpornoséci przeciwwirusowej, takich jak apoptoza
[55], czy produkcja interferonéw (IFN, interferon) typu
I oraz cytokin [36]. Ostatnie wlasciwosci tych organelli
przyczyniajg sie do eliminacji wirusa z organizmu oraz
ograniczaja zasieg zakazenia. Jednakze wirusy w zaka-
zonych komorkach moga powodowad zaburzenia
funkcji mitochondriéw, prowadzac w rezultacie do
hamowania mechanizméw odporno$ciowych, w ktére
zaangazowane s3 owe organella.

2. Udzial mitochondriow w produkcji IFN typu I
oraz cytokin prozapalnych

Uklad odpornosciowy wyksztalcil szereg mecha-
nizméw pozwalajacych na skuteczng walke z rézno-
rodnymi czynnikami zakaznymi, takimi jak: bakterie,
grzyby, pasozyty, czy wirusy. Podczas zakazenia wiruso-
wego najbardziej efektywne dziatanie wykazuja mecha-
nizmy swoistej odpowiedzi immunologicznej. Zalicza
sie do nich aktywnos¢ cytotoksycznych limfocytéw T
(CTL, cytotoxic T cell) CD8+ oraz syntez¢ przez lim-
focyty B przeciwcial wigzacych si¢ z obcymi pepty-
dami i biatkami. Niektore wirusy, np. wirus opryszczki
(HHV-1, human herpesvirus type 1 / d. HSV-1, herpes
simplex type 1) oraz wirus ektromelii (ECTYV, ectro-
melia virus) stymuluja réwniez, oprécz dominujacych
CTL CD8+, wytwarzanie CTL CD4+ stanowigcych
okolo 30% calej puli CTL. Dzialanie ww. populacji
limfocytéw skutkuje ochrong komorek przed wniknie-
ciem wirionéw lub prowadzi do zniszczenia komoérek
juz zakazonych. Jednakze uruchomienie swoistych
mechanizméw odpornosciowych wymaga stosunkowo
diugiego czasu, w przeciwienstwie do mechanizméw
odpornosci wrodzonej, stanowiacych pierwsza linie
obrony przed wirusami. Nieswoista odpowiedz immu-
nologiczna zwigzana jest z istnieniem na powierzchni
i wewnatrz komorek receptoréw PRRs (patterns reco-
gnition receptors), ktére maja zdolno$¢ rozpoznawa-
nia molekularnych wzorcéw zwigzanych z patogenami
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) [51].

Do PRRs rozpoznajacych kwasy nukleinowe pocho-
dzenia wirusowego (ssRNA, dsRNA lub DNA) zalicza
sie receptory RIG-I-podobne (RIG-I - like receptors,
RLRs), receptory Toll-podobne (Toll-like receptor, TLR)
oraz receptory NOD-podobne (NOD-like receptors,
NLR) [29]. Sygnatl przekazywany przez RLR i TLR
(TLR3, TLR7, TLR8 oraz TLR9) pozwala na zainicjowa-
nie kaskady zdarzen, prowadzacej do wytworzenia IFN
typu I (a/P) oraz cytokin prozapalnych (w zaleznosci od
typu komorki: IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a).
Natomiast aktywacja NLR prowadzi do wytworzenia
dojrzalej IL-1p [29]. Pobudzenie wymienionych PRRs
i wytworzenie IFN typu I i/lub cytokin prozapalnych
skutkuje eliminacjg wirusa z organizmu [24].
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Identyfikacja wirusowego materialu genetycznego
przez wewnatrzkomorkowe receptory nalezace do
PRRs jest kluczowym etapem odpowiedzi skierowane;j
przeciwko tym czynnikom zakaznym. Mitochondria sa
bezposrednio zaangazowane w jeden z etapéw odpo-
wiedzi przeciwwirusowej, w ktérym biora udzial RLR
oraz biatko DAI (DNA-dependent activator of IFN
regulatory factors), nalezace do grupy PRR.

Do IFN typu I zalicza si¢ IFN-a oraz IFN-, ktére
wykazujg dzialanie przeciwwirusowe, poprzez bez-
posrednie oddziatywanie na komorki docelowe, oraz
przejawiaja aktywno$¢ immunomodulacyjng. IFN-a/[3
hamuje proliferacje komorek zakazonych wirusem [20],
a takze pobudza szlak sygnatéw prowadzacych do eks-
presji genéw kodujacych rézne biatka przeciwwiru-
sowe, ktérych zadaniem jest zahamowanie replikacji
wirusa, transkrypcji genéw i/lub translacji bialek wiru-
sowych [16]. Regulacyjne dzialanie IFN typu I na ukiad
odpornosciowy polega, miedzy innymi, na pobudzeniu
roznicowania, dojrzewania i migracji komorek den-
drytycznych (DC, dendritic cell) [20] oraz proliferacji
komorek NK (natural killer cell) [5], zwiekszeniu eks-
presji biatek MHC klasy I na komodrkach zakazonych,
a takze na inicjowaniu swoistej odpowiedzi immunolo-
gicznej [40]. Wskazuje to na szerokie spektrum dziala-
nia IFN laczace, miedzy innymi, odpornos¢ wrodzona
z odpornoscia nabyta [52].

Podczas odpowiedzi przeciwwirusowej, przy udziale
mitochondridéw, powstajg cytokiny prozapalne: IL-1,
IL-2, IL-6, IL-12 oraz TNF-aq, a takze chemokiny, takie
jak: IL-8 (CXCL8), MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein 1; CCL2), czy RANTES (regulated on activa-
tion, normal T-cell-expressed and -secreted; CCL5)
[2]. Wytwarzane s3 one przez wiele typéw komorek,
gltownie przez leukocyty, co zwigzane jest z pelnionymi
przez nie funkcjami. Zaréwno interferony, jak i cyto-
kiny prozapalne oraz chemokiny, powoduja stymulacje
innych komorek uktadu odpornosciowego do dziala-
nia, w celu eliminacji czynnika zakaznego. Pobudze-
nie syntezy tych bialek jest uwarunkowane aktywacja
jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB (nuclear
factor kappa B) [57].

Uwolnienie wirusowego materialu genetycznego
do cytoplazmy rozpoczyna seri¢ zdarzen zachodza-
cych wewnatrz zakazonej komorki, prowadzaca do
wytworzenia IFN typu I oraz cytokin prozapalnych.
Kaskada dzialan, angazujgca mitochondria, zaczyna
sie od polaczenia specyficznych receptoréw wewnatrz-
komoérkowych z kwasem nukleinowym pochodzenia
wirusowego. Zalicza si¢ do nich: bialko DAI, ktére
moze wigzac sie z wirusowym DNA; receptory RLR,
w sktad ktorych wchodzi biatko RIG-I (retinoic acid-
-inducible gene I), rozpoznajace krotkie czasteczki
dsRNA i ssRNA z trifosforanem na koncu 5 (5ppp-
-RNA); oraz MDA-5 (melanoma differentiation-asso-
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ciated gene 5), taczace sie glownie z dlugimi czastecz-
kami wirusowego dsRNA [50]. Wirusowy dsDNA moze
takze zosta¢ przepisany na czasteczke RNA przy udziale
polimerazy RNA III zaleznej od DNA, w efekcie czego
powstaje transkrypt bedacy ligandem dla RIG-I [11].
Taki mechanizm ma miejsce podczas zakazenia HHV-1
(d. HSV-1), wirusem Epsteina-Barr (EBV, Epstein-Barr
virus), adenowirusami oraz wirusem krowianki (VACYV,
vaccinia virus) [41].

RIG-I jest receptorem wigzacym czasteczke 5’ppp-
-RNA, pochodzacy od paramyksowiruséw (wirus cho-
roby Newcastle - NDV, Newcastle disease virus; wirus
Sendai - SeV, Sendai virus; wirus syncytium nabtonka
oddechowego — RSV, respiratory syncytial virus), rab-
dowirusow (wirus pecherzykowatego zapalenia jamy
ustnej — VSV, vesicular stomatitis virus; wirus wéciekli-
zny — RABV, rabies virus), ortomyksowiruséow (wirus
grypy typu A i B - IAV, influenza A virus; IBV, influenza
B virus), flawiwirusoéw (wirus zapalenia watroby typu C
— HCV, hepeatitis C virus; wirus japonskiego zapalenia
mozgu - JEV, japanese encephalitis virus) oraz filowi-
ruséw (wirus Ebola — EBOV, Ebola virus) [41]. MDA-5
stanowi natomiast gtéwny receptor wigzacy materiat
genetyczny pikornawiruséw (wirus zapalenia mézgu
- EMCYV, encephalomyocarditis virus), koronawiru-
sOw (wirus mysiego zapalenia watroby - MHV, murine
hepatitis virus) oraz kaliciwiruséw (mysi norowirus
- MNYV, murine norovirus) [24]. Zaréwno RIG-I, jak
i MDA-5 moga rozpoznawa¢ ssRNA flawiwirusow
(wirus dengi — DENV, Dengue virus; wirus Zachod-
niego Nilu - WNV, West Nil virus), a takze dsRNA
reowirusow (rotawirus) [41].

RIG-I oraz MDA-5 naleza do cytozolowych heli-
kaz o aktywnosci ATPaz. C-konicowa domena regula-
torowa RD (regulatory domain) oraz domena helika-
zowa odpowiadaja za wigzanie wirusowego RNA [38],
natomiast N-koniec skfada si¢ z dwéch tandemowych
domen CARD (caspase recruitment domain), faczacych
sie z mitochondrialnym przeciwwirusowym biatkiem
sygnalowym — MAVS (mitochondrial antiviral signaling
protein) [32]. W komoérkach niezakazonych receptory
RIG-I oraz MDA-5 s3 nieaktywne. W wyniku przyta-
czenia wirusowego RNA do wymienionych receptorow,
ligazy ubikwityny TRIM25 oraz RIPLET powodujg
poliubikwitynacje RIG-I, co skutkuje uwolnieniem
domeny CARD spod hamujgcego dzialania domeny
RD [61]. Dzieki temu nastepuje zmiana konformacji
receptoréw, a w rezultacie ich multimeryzacja, co daje
mozliwo$¢ interakeji z domeng CARD, wystepujaca na
mitochondrialnym biatku akceptorowym MAVS [24].

Biatko MAVS, okreslane réwniez jako IPS-1 (IFN-f
promoter stimulator 1 - bialko aktywujace promo-
tor IFN-B1), Cardif (CARD adapter inducing IFN-f
- biatko adaptorowe stymulujace synteze IFN-p,
zawierajace domene CARD) lub VISA (virus-induced
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signaling adapter — biatko adaptorowe VISA), wykazuje
budowe domenowg, podobnie jak receptory RIG-I oraz
MDA-5. Domena transmembranowa (TM) znajduje si¢
na C-koncu MAVS i odpowiada za jego zakotwiczenie
w zewnetrznej blonie mitochondrialnej [45]. Wewnatrz
tancucha polipeptydowego znajduje si¢ region bogaty
w proline (PRR, proline-rich region), ktérego funkcja
polega na przekazywaniu sygnaléw poprzez interakcje
z czynnikami zwigzanymi z receptorem TNF (TRAE
tumor necrosis factor receptor-associated factor),
w tym TRAF2, TRAF3 [44]. Srodkowy fragment biatka
MAVS oddzialuje z bialkiem adaptorowym TRADD
(tumor necrosis factor receptor type 1-associated death
domain protein) oraz TRAF6. Na N-konicu MAVS zlo-
kalizowana jest domena CARD 1laczaca si¢ z dwiema
domenami CARD wystepujacymi na RIG-I lub MDA-5
[45]. Do tej interakcji dochodzi w nastepstwie zwia-
zania wirusowego RNA przez wymienione RLR, ktore
aktywuja oligomeryzacje i agregacje bialka MAVS [7].

Czynniki TRAF2 i TRAF3 oddzialuja z TRADD
oraz z biatkiem TANK (TRAF-family member asso-
ciated NF-xB activator), co skutkuje rekrutacja kinaz
TBK1 (TANK-binding kinase 1) oraz IKKe (inducible
IxB kinase) [36]. Dodatkowo na powierzchni mito-
chondrium znajduje si¢ translokaza btony zewnetrz-
nej 70 — TOM70 (translocase of outer membrane 70),
ktora wchodzi w interakeje z biatkiem szoku cieplnego
- HSP90 (heat shock protein 90), dzigki czemu odpo-
wiada za lokalizacje TBK1 oraz IRF3 (interferon regu-
latory factor 3) w poblizu kompleksu bialka MAVS [31].
Biatko TRAF3 wykazuje aktywnos¢ ligazy E3 ubikwi-
tyny, przez co ulega ubikwitynacji, powodujac aktywa-
cje TBK1 oraz IKKe. Wymienione kinazy odpowiadaja
za fosforylacje czynnikéw transkrypcyjnych IRF3 oraz
IRF7. W nastepstwie tego procesu dochodzi do homo-
dimeryzacji i/lub heterodimeryzacji IRF3 i IRF7, ktore
s3 transportowane do jadra komoérkowego, gdzie indu-
kujg transkrypcje IEN typu L.

Réwnoczesnie biatko adaptorowe TRADD moze
oddzialywa¢ z FADD (FAS-associated death domain
protein) oraz bialkiem RIP-1 (receptor-interacting
protein 1), ktére przekazuje sygnaty pomigdzy FADD,
a kinazg IKKa (IkB kinase a) i IKKP (IxB kinase [)
[51]. Przytoczone kinazy fosforylujg inhibitor czyn-
nika NF-kB - IxkBa (NF-kB inhibitor-a), co prowadzi
do jego proteasomalnego rozkladu i uwolnienia NF-kB.
Czynnik transkrypcyjny NF-«kB przechodzi do jadra
komoérkowego, gdzie inicjuje ekspresje genéw cytokin
prozapalnych [57].

Biatko MAVS moze wchodzi¢ w interakcje z innymi
biatkami, ktére biora udzial w jego pozytywnej badz
negatywnej regulacji. Jednym z nich jest biatko
STING/MITA (stimulator of interferon genes/media-
tor of IRF-3 activation), znajdujace si¢ na powierzchni
siateczki $rodplazmatycznej. W miejscu polaczenia
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siateczki $rodplazmatycznej i mitochondrium tworzy
sie struktura zwana MAM (mitochondria-associated
membrane), ktéra pozwala na wzajemne oddzialywa-
nie MAVS i STING/MITA [8]. Takie potaczenie pobu-
dza aktywacj¢ zaréwno szlaku IRF3, prowadzac do
powstania IFN typu I, jak réwniez czynnika NF-kB,
skutkujac wytworzeniem cytokin prozapalnych [23].
Dla utrzymania homeostazy w komorkach niezaka-
zonych niezbedna jest negatywna regulacja MAVS.
Poznano biatka hamujace przekazywanie sygnalow
za posrednictwem MAVS, do ktorych nalezg: NLRX1
(NOD-like receptor X1 - receptor NOD-podobny X1),
znajdujace si¢ na zewnetrznej blonie mitochondrial-
nej i hamujace interakcje miedzy domenami CARD
biatka MAVS i receptoréw RLR; receptor gC1qR (recep-
tor for the globular head domain of complement Clq
- receptor dla biatka dopelniacza gCl1q), ktory wiaze si¢
z MAVS, blokujac jego aktywacje; kinaza PLK1 (Polo-
-like kinase 1 - Polo-podobna kinaza, 1) hamujaca
MAVS poprzez wigzanie si¢ z jego domena C-koncows;
Mfn2 (mitofusin 2 — mitofuzyna 2) w wyniku inter-
akeji z MAVS takze zapobiega przekazywaniu sygnalow
przez to biatko [28, 60].

Dynamika mitochondriéow takze wptywa na prze-
kazywanie sygnalow $ciezka RLR. Proces fuzji mito-
chondriéw jest zalezny od bialek znajdujgcych sie¢ na
zewnetrznej i wewnetrznej blonie mitochondrialnej
[58]. Wspomniana Mfn2, podobnie jak Mfnl (mito-
fusin 1 — mitofuzyna 1) jest zlokalizowana na blonie
zewnetrznej, w przeciwienstwie do biatka Opal (optic
atrophy 1 - bialko 1 zaniku nerwu wzrokowego)
umiejscowionego na blonie wewnetrznej. Natomiast
proces rozszczepiania zwigzany jest zaréwno z biatkami
znajdujacymi sie na zewnetrznej blonie mitochondrial-
nej, takimi jak Fis1 (fission 1 - bialko rozszczepiania),
Mft (mitochondrial fission factor - czynnik rozszcze-
piania mitochondriéw), a takze z biatkiem Drp1 (dyna-
min related protein 1 - bialko dynamino-podobne)
wystepujacym gltéwnie w cytoplazmie, ale tworzacym
réwniez niewielkie skupienia na powierzchni mito-
chondriéw [46, 58]. Badania Yasukawa iwsp. [60]
dowodza wspomnianej juz roli Mfn2 w hamowaniu
przekazywania sygnaléw $ciezkg RLR, poprzez wigza-
nie sie z biatkiem MAVS. Co ciekawe, nie zauwazono
tej zaleznosci podczas badania Mfnl, ktdra réwniez
wchodzi w interakcje z MAVS [60]. Natomiast okazalo
sie, ze taczenie sie mitochondriow, zwigzane z obecnos-
cig Mfnl i Opal, jest niezbedne do aktywacji szlaku
RLR [9]. Potwierdzeniem tego bylo zahamowanie fuzji
mitochondridw, poprzez wyciszenie genéw dla Mfnl
i Opal, skutkujace zmniejszeniem aktywacji NF-«xB
i IRF3 podczas zakazenia wirusowego [9]. Dodatkowo
komorki pozbawione Drpl i Fis1 charakteryzowaly si¢
wydluzong siecig mitochondrialng i wzrostem prze-
kazywania sygnalow droga RLR. Udowodniono, ze
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wydluzona sie¢ mitochondrialna sprzyja zwiekszeniu
oddzialywania pomiedzy mitochondriami a siateczka
§rédplazmatyczng, a konkretnie pomiedzy MAVS
i STING/MITA, ktorych polaczenie skutkuje aktywacja
kolejnych biatek $ciezki RLR [9].

Badania z ostatnich lat wskazuja na zmiany zacho-
dzace w potencjale wewnetrznej blony mitochondrial-
nej (ym) oraz produkcji reaktywnych form tlenu (RFT)
podczas aktywacji mechanizméw odpornosciowych
z udzialem mitochondriéw [28]. Przytoczone modyfi-
kacje sg $cisle zwigzane z procesami prowadzacymi do
powstania IEN typu I badz wywolania apoptozy. Spadek
ym zaburza przekazywanie sygnatéw na szlaku recep-
torowym RLR, hamujgc wytwarzanie IFN-a/p i cytokin
prozapalnych, jednocze$nie inicjujac apoptoze zalezng
od mitochondriéw [28]. Odmienny charakter zmian
dotyczy reaktywnych form tlenu. Wzrost poziomu RFT
pochodzenia mitochondrialnego, powstajacych pod-
czas oddychania komdrkowego, wzmaga produkcje IFN
typu I oraz cytokin lub powoduje aktywacje¢ apoptozy
[28]. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze w zalez-
nosci od otrzymanych sygnaléw mitochondria dopro-
wadzaja do $mierci pojedynczej, zakazonej komorki,
badz tez biorg udzial w wytwarzaniu odpowiednich
cytokin, w tym IFN. Obydwa procesy odgrywaja role
podczas zakazenia wirusowego, poprzez ograniczenie
ekspansji patogenu i jego eliminacje z organizmu.

3. Wirusowe mechanizmy hamowania zaleznej
od mitochondriow produkgji IFN typu I
oraz cytokin prozapalnych

Procesy odporno$ciowe, w ktére zaangazowane sg
mitochondria, takie jak produkcja IFN typu I oraz cyto-
kin prozapalnych, moga by¢ regulowane przez wiele
typow wiruséw. Patogeny te ewoluowaly w kierunku
wytworzenia skutecznej obrony przed powstaniem
w organizmie gospodarza mechanizméw mogacych
zakldcic¢ ich rozprzestrzenianie.

Udzial mitochondriéw w produkcji IFN typu I oraz
cytokin prozapalnych jest zalezny od szlaku receptoro-
wego RLR, dlatego tez wirusy wyksztalcily szereg mecha-
nizméw hamujacych jego aktywacje, w celu unikniecia
odpowiedzi immunologicznej. Duze znaczenie odgry-
wajg interakcje z RIG-I, MDA-5 oraz bialkiem MAVS,
ktore sg kluczowe w przebiegu przesylania sygnalow
skutkujacych zwigkszeniem ekspresji genéw IFN.

Niektore wirusy , oprocz gendw bialek zaangazowa-
nych w replikacje, zawierajg w swoim materiale genetycz-
nym takie fragmenty, ktére odpowiadaja za transkryp-
cje produktow, bioracych udziat w unikaniu odpowiedzi
immunologicznej. Do wirusowych biatek blokujacych
przesylanie sygnaléw, prowadzacych do zwigkszenia
ilosci IEN typu I oraz cytokin pozapalnych zalicza sie:
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a) proteaze serynowa NS3/4A wirusa zapalenia watroby
(wzw) typu C, powodujaca rozszczepianie MAVS,
uniemozliwiajac jego aktywacje [36];

b) proteaze serynowg 3ABC wirusa zapalenia watroby
typu A (HAYV, hepatitis A virus), ktdrej dzialanie
jest zblizone do NS3/4A, a réznica wynika glow-
nie z miejsca cigcia tancucha polipeptydowego
MAVS [36];

c) biatko HBX (hepatitis B virus protein X - biatko X
wirusa zapalenia watroby typu B) wirusa zapalenia
watroby typu B (HBV - hepatitis B virus), ktore
hamuje produkcje IEN typu Ii cytokin pozapalnych;
powoduje ubikwitynacje MAVS, a tym samym jego
proteasomalng degradacje, uniemozliwiajacg dalsze
przekazywanie sygnatu [28];

d) proteaze 3C pikornawiruséw, prowadzaca do degra-
dacji receptoréw MDA-5 oraz RIG-I [4];

e) proteine NS1 (non-structural protein 1) wirusa
grypy typu A (IAV, influenza type A virus), ktdra
odpowiada za unikanie odpowiedzi immunologicz-
nej, poprzez interakcje z receptorem RIG-I [30];

f) biatko V paramyksowirusow, wigzace si¢ z recepto-
rem MDA-5 [51];

g) biatko E3L wirusa krowianki, hamujace ekspresje
genow dla IFN-a/B poprzez inhibicje aktywacji
czynnikéw IRF-3/7;

h) biatko VP35 wirusa Ebola, g34.5 kodowane przez
HHV-1 (d. HSV-1), biatko P wirusa wscieklizny oraz
G1 hantawirusa, zabezpieczajace przed fosforylacja
IRF-3/7 zalezng od kinazy IKKe i TBK-1 [22, 30].
W przypadku pikornawiruséw mozliwe jest kowa-

lencyjne przylaczenie do ich genomu wirusowego

biatka VPg, co zapobiega zwigzaniu przez receptor

RIG-I [4]. Podobne wlasciwosci cechuja inne biatka

wirusowe, ktore maja zdolnos¢ do interakeji z dsRNA,

dzieki czemu uniemozliwiaja polaczenie wirusowego

RNA z receptorem MDA-5 badz RIG-I. Takie oddzia-

tywanie dotyczy wymienianych wcze$niej bialek E3

VACYV oraz VP35 wirusa Ebola, a takze TRS1 i m142/

m143 kodowanych przez ludzkiego cytomegalowirusa

(cytomegalovirus, CMV) [4]. Przyklady réznorodnosci

dzialania bialek wirusowych na zahamowanie produk-

¢ji IEN typu I oraz cytokin prozapalnych zostaly przed-

stawione na Rys. 1.

Niektére wirusy, takie jak CMV oraz alfahepes-
wirusy (HHV-1, PRV - pseudorabies virus - wirus
wécieklizny rzekomej) wplywajg rowniez na zmiany
morfologii sieci mitochondrialnej [3, 29, 34]. Co cie-
kawe, wlasnie przeciwko niej skierowane jest jedno
z bialek proapototycznych CMYV, o nazwie vMIA (viral
mitochondrion-localized inhibitor of apoptosis — wiru-
sowy inhibitor apoptozy lokalizujgcy si¢ na mitochon-
driach) [3, 34]. Powoduje ono fragmentacje sieci mito-
chondrialnej, utrudniajac tym samym przekazywanie
sygnalow przy udziale MAVS.
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4. Apoptoza - proces ,pseudoprzeciwwirusowy”

Apoptoza stanowi rodzaj programowanej $mierci
komorki (programmed cel death, PCD), ktory jest
procesem fizjologicznym i $cisle kontrolowanym [12,
39]. Angazuje on wiele bialek i organelli komérko-
wych, ze szczegdlnym uwzglednieniem mitochondriéw,
ktére odgrywaja w nim istotng role. Biorg one udziat
zaréwno w szlaku wewnetrznym (mitochondrialnym)
apoptozy, gdzie sa bezposrednim odbiorcg proapopto-
tycznych sygnatow z wnetrza komorki, jak i zewnetrz-
nym (receptorowym), w ktérym posredniczg w prze-
kazywaniu sygnaléw $mierci pochodzacych spoza
komorki, odbieranych za posrednictwem receptordéw
na jej powierzchni [17].

Celem apoptozy jest utrzymanie homeostazy
w tkankach, poprzez usuwanie komorek zbednych
lub uszkodzonych, powstatych w trakcie normal-
nego rozwoju organizmu lub podczas jego starzenia
[12]. Dodatkowo, aktywacja apoptozy moze zacho-
dzi¢ réwniez w warunkach patologicznych, takich
jak narazenie na szkodliwe promieniowanie, zatrucie
toksynami, hipoksja, hipertermia, obecno$¢ wolnych
rodnikéw czy tez podczas stosowania niektorych lekow
(np. przeciwnowotworowych, hormonalnych) [12].
W tych przypadkach apoptoza réwniez przyczynia sie
do przywrécenia stanu réwnowagi w organizmie, bez
wywolania zmian zapalnych i nacieku komoérek ukfadu
odpornosciowego. Jest to niezmiernie istotne podczas
usuwania pojedynczych, zmienionych komdrek, ponie-
waz zapobiega powstawaniu rozleglych uszkodzen
w danej tkance. Istniejg jednak sytuacje, w ktorych
dochodzi do zaburzen w przebiegu apoptozy, dopro-
wadzajacych do réznych dysfunkcji komorkowych,
narzgdowych, czy tez uktadowych. Nieprawidtowosci
w regulacji apoptozy stanowig wazng sktadowa zespotu
nabytego niedoboru odpornosci (acquired immunode-
ficiency syndrome, AIDS), wad rozwojowych, choréb
autoimmunologicznych (autoimmunizacyjny zespot
limfoproliferacyjny), nowotworowych (rak), czy tez
neurodegeneracyjnych (np. choroba Parkinsona, cho-
roba Alzheimera, choroba Huntingtona, stwardnienie
zanikowe boczne) [12].

Do apoptozy dochodzi réwniez w przebiegu zaka-
zen wirusowych, co stanowi oddzielny temat do rozwa-
zan w niniejszej pracy. Usuwanie zakazonych komoérek
na drodze apoptozy jest uznawane za fundamentalny
element odpornosci przeciwwirusowej [14], jednak
rzeczywisty udzial programowanej $mierci komorki
w ograniczaniu rozprzestrzeniania zakazenia jest kon-
trowersyjny. Czesto apoptoza nie tylko nie eliminuje
zakazonych komorek, ale dodatkowo poteguje ekspan-
sje wirusa w organizmie, wykazujac tym samym dzia-
tanie prowirusowe. Jest to zwigzane z koewolucja wiru-
séw i mechanizméw odpornosciowych gospodarza,
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BIALtKA WIRUSOWE
POBUDZAJACE APOPTOZE

Wirusy DNA Wirusy DNA

E1A, E4, Edorf6 (ADV) E1B-19K, E3-6.7K, RID

E17E4, E6, E7 (HPV)

HBX (HBV) p35, VIAPs
B2.7,vMIA, vICA

Wirusy RNA BALF1, BHRF1, EBNA3A/C/LP

2Apro, 2B, 3A,3Cpr  (PLV) VMAP, M11

PB1-F2 (IAV) K7, K13, K15, KSBc

2C, VP3 (AEV) hpnBHRF1

7A (SARS-CoV) hpoBHRF1

G4 (BLV) ORF16

M, P (VSV) M11L

VP1 (FMDV) ORFV125

OrfC (WDSV) F1L, N1L, CrmA

NS3/4A (HCV) FPV039

kapsyd, NS2B, NS3 (WNV)

Env, Nef, Tat, Vpr (HIV-1) Wirusy RNA

p13(l) (HTLV-1) NS2, NS5A, E2
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Rys. 1. Kontrola procesu apoptozy oraz hamowanie

produkeji IFN typu I i cytokin prozapalnych przez
biatka wirusowe. Opis w tekscie

skutkujaca wytworzeniem przez te czynniki zakazne
zdolnosci unikania odpowiedzi immunologicznej [14].
Wirusowy material genetyczny koduje biatka pro- i/lub
antyapoptotycznych, ktére kontroluja proces $mierci
komorkowej, w zaleznosci od potrzeb patogenu. Wirusy
szybko replikujace (wigkszo$¢ wiruséw RNA) wyma-
gaja krotkiego czasu na powielenie swojego materiatu
genetycznego i zlozenie kompletnych wirionéw, dlatego
tez uzyskaly zdolno$¢ do aktywacji procesu apoptozy,

przyspieszajac tym samym rozprzestrzenianie zakaze-
nia, dodatkowo nie wywolujac rozwoju odpowiedzi
zapalnej. Jest to dziatanie przeciwstawne do tego, jaki
prezentuja wirusy, ktorych replikacja ma diugotrwaly
przebieg (wiekszos¢ wirusow DNA), catkowicie uza-
lezniony od dlugosci zycia komorki [35]. Potrzebuja
one znacznie wigcej czasu na powielenie materialu
genetycznego i morfogeneze, dlatego koduja biatka
hamujace apoptoze, a tym samym wydtuzaja zycie zaka-
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Rys. 2. Schemat przebiegu wewnetrznego i zewnetrz-

DD - domena $mierci (death domain); DED — efektorowa domena $mierci (death-effector
domain); MMP - zwigkszenie przepuszczalnosci btony mitochondrialnej (mitochondrial
membrane permeabilization)

nego szlaku apoptozy. Opis w tekscie

zonych komorek. Zwigksza to szanse tych wiruséw na
rozprzestrzenienie i zakazenie kolejnych organizmow.

Ze wzgledu na szczegdlny udzial mitochondriéw
W procesie apoptozy, to wlasnie one stanowig gléwny
punkt docelowy dzialania bialek wirusowych, kontro-
lujacych $mier¢ zakazonej komorki. Produkty genow
wirusowych niemalze na kazdym etapie apoptozy regu-
luja jej przebieg, dlatego tez ponizej zostang przedsta-
wione szlaki sygnalowe doprowadzajace do $mierci
komorkowej na drodze tego procesu (Rys. 2).

Znane sg dwa gléwne szlaki apoptozy, w ktdre zaan-
gazowane s3g mitochondria - szlak wewnetrzny (mito-
chondrialny) oraz szlak zewnetrzny (receptorowy).
Mitochondrialny szlak apoptozy moze by¢ aktywo-
wany réznymi czynnikami, takimi jak uszkodzenia
DNA, wzrost stezenia Ca2+ w cytoplazmie, podwyz-
szenie poziomu reaktywnych form tlenu oraz stres
oksydacyjny. Podczas zakazenia wirusowego réwniez
moze dochodzi¢ do zmian w komdrce, prowadzacych
do przerwania ciaglosci blony mitochondrialnej, co

w konsekwencji skutkuje aktywacja apoptozy [36]. Bez-
posrednim sygnalem do zainicjowania wewnetrznego
szlaku apoptozy jest zwigkszenie przepuszczalnosci
blony mitochondrialnej (mitochondrial membrane
permeabilization, MMP), w ktdrej biorg udzial kanaly
MAC (mitochondrial apoptosis-induced channel)
i MPTP (mitochondrial permeability transition pore)
oraz obnizenie potencjalu blonowego mitochondrium,
co prowadzi do uwolnienia ponad 40 bialek z prze-
strzeni miedzybtonowej do cytoplazmy [56]. Do tych
bialek zalicza si¢ gtéwnie cytochrom c, drugi mito-
chondrialny aktywator kaspaz Smac/DIABLO (second
mitochondrial activator of caspases/direct IAP bin-
ding protein with PI), proteaze serynowa Omi/HtrA2
(high-temperature requirement serin protease A2),
czynnik indukcji apoptozy AIF (apoptosis-inducing
factor) oraz endonukleaze G [36]. Powyzsze bialka majg
dzialanie proapototyczne, jednakze kluczowe dla pro-
cesu apoptozy jest uwolnienie cytochromu c do cyto-
plazmy, ktory faczy sie nastepnie z czynnikiem Apaf-1,
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zmieniajac jego konformacje. Powoduje to odstoniecie
miejsc wigzania dATP w biatku Apaf-1, umozliwiajac
tym samym przytaczenie dATP, co indukuje oligome-
ryzacje siedmiu czgsteczek Apaf-1 za posrednictwem
domen CARD na ich N-konicach. Kolejnym zdarzeniem
jest zwigzanie siedmiu czasteczek prokaspazy 9 z Apaf-1,
tworzac ostatecznie kompleks zwany apoptosomem.
Dzigki takiemu polgczeniu, prokaspaza 9 zostaje auto-
katalitycznie przeksztalcona do kaspazy 9, co skutkuje
aktywacja kaspaz wykonawczych (kaspazy 317), odpo-
wiedzialnych za charakterystyczne zmiany w komorce,
prowadzace ostatecznie do jej $mierci [36].

Drugim omawianym rodzajem apoptozy jest szlak
zewnetrzny, w ktérym sygnaly $mierci pochodzg spoza
komorki i sg odbierane za posrednictwem recepto-
réw na jej powierzchni, takich jak Fas, TNFR (TNEF-
-receptor) lub TRAIL-R1/R2 (TNF-related apoptosis-
-inducing ligand receptor 1/2). Polaczenie receptora
z ligandem, odpowiednio Fas - FasL, TNFR - TNF-q,
TRAIL-R1/R2 - TRAIL, doprowadza do przeksztalce-
nia prokaspazy 8 w aktywna kaspaze 8, ktora odpo-
wiada za aktywowanie kaspaz efektorowych, podobnie
jak kaspaza 9 w szlaku wewnetrznym [39]. Na tym
etapie drogi tych dwoch szlakow sig¢ krzyzuja. Elemen-
tem laczacym obydwa rodzaje apoptotycznej $mierci
komorki jest bialko Bid (BH3 interacting domain),
ktérego proteolityczne cigcie przez kaspaze 8 prowa-
dzi do uwolnienia fragmentu tBid (truncated Bid) [27].
Powstala w ten sposob czasteczka tBid przylacza sie do
biatka Bax lub Bak, znajdujacych sie na powierzchni
mitochondriéw, doprowadzajac tym samym do zwiek-
szenia przepuszczalnosci btony tych organelli i rozpo-
czecia mechanizmu wewnetrznego szlaku apoptozy
[27]. Przeprowadzone badania wykazaly tez, ze tBid
moze samoistnie, bez udzialu innych biatek, powo-
dowac¢ perforacje blon mitochondrialnych w miejscu
styku miedzy blona zewnetrzna a wewnetrzng [33].

Wirusy wyksztalcily zdolno$¢ manipulowania apop-
toza miedzy innymi poprzez odzialywanie z biatkami,
odpowiadajacymi za jej kontrole. Dobrze poznanymi
regulatorami mitochondrialnego szlaku apoptozy sa
bialka z rodziny Bcl-2, do ktérej zalicza si¢ zaréwno
inhibitory (np. Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w), jak i aktywatory
(np. Bid, Bax, Bad, Bak) tego procesu. Zbudowane sg
z czterech domen BH (Bcl-2 homology): BHI, BH2,
BH3 oraz BH4, na podstawie ktérych wyrdzniono
3 grupy tych bialek. Do pierwszej zalicza si¢ inhibi-
tory apoptozy, zawierajace prawie zawsze wszystkie
4 domeny; do drugiej grupy nalezg biatka proapopto-
tyczne, pozbawione domeny BH4, natomiast trzecia
grupa réwniez zawiera aktywatory apoptozy, jednakze
charakteryzujace si¢ posiadaniem tylko domeny BH3
[43]. Wigkszos¢ biatek nalezacych do rodziny Bcl-2
cechuje si¢ obecnoscia domeny transblonowej na
hydrofobowym C-koncu tancucha polipeptydowego,
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umozliwiajgcej im zakotwiczenie w btonach wewnatrz-

komorkowych, m.in. w zewnetrznej blonie mitochon-

drialnej [43]. Bialka pozbawione takiego fragmentu

(np. Bad, Bid), moga przemieszczal si¢ w cytoplazmie

i komunikowa¢ si¢ z innymi bialkami, zapewniajac

przez to przesylanie sygnaléw wewnatrz komorki [43].

Antyapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 chronia
komorke przed wieloma sygnatami apoptototycznymi,
przez co zwigkszaja jej szanse na przezycie [18]. Wply-
waja one na regulacje integralnosci zewnetrznej bfony
mitochondrialnej MOM (mitochondrial outer mem-
brane), jednakze mechanizm ich dzialania nie jest do
konica poznany [54]. Prawdopodobnie odpowiadaja
za hamowanie aktywnos$ci Bax poprzez wigzanie tego
biatka, zapobiegajac tym samym jego oligomeryzacji
i rozpoczeciu apoptozy [13]. Inne badania wykazaly, ze
biatko Bcl-2 moze wigzac si¢ z bialkami proapoptotycz-
nymi, majacymi jedynie domene BH3 [54].

W warunkach fizjologicznych obserwuje si¢ nad-
miar bialek antyapoptotycznych (np. Bcl-2) w stosunku
do proapoptotycznych (np. Bax, Bak), co hamuje proces
apoptozy [37]. Natomiast podczas stanéw patologicz-
nych moze doj$¢ do aktywacji biatka p53, ktore pobu-
dza ekspresje genéw dla biatek proapoptotycznych,
a tym samym zwigksza ich poziom. Bialko Bax zostaje
aktywowane i transportowane do MOM, podczas gdy
Bak w normalnych warunkach pozostaje zwigzane
z zewnetrzng blong mitochondrialng, jednak ulega
aktywacji dopiero po stymulacji przez odpowiednie
czynniki. Zwigkszony poziom ekspresji Bax i Bak oraz
ich aktywacja pobudza wewnetrzny szlak apoptozy
w wyniku wytworzenia mitochondrialnych kanaléw
MAC indukujacych apoptoze [37]. MAC umozliwiaja
wydostanie sie bialek (gléwnie cytochromu c) do cyto-
plazmy z przestrzeni migdzyblonowej [37].

Znanych jest wiele przykladéw biatek wirusowych
pobudzajacych apoptoze na poziomie regulacji tego
procesu. Moga one powodowac wzrost poziomu bialek
proapototycznych badz obniza¢ ilo$¢ i/lub aktywnosé
czynnikéw antyapoptotycznych. Przyktadem sg biatka
réznych typow wirusow, takich jak:

a) 2Apro, 2B, 3A, 3Cpro wirusa polio (PLV, poliovirus),
powodujace aktywacje Bax;

b) E1A, E4orf6 adenowirusa (ADV, adenovirus), zwiek-
szajace ekspresje proapoptotycznych biatek posiada-
jacych jedynie domen¢ BH3;

¢) VP1 wirusa pryszczycy (FMDYV, foot and mouth
disease virus), redukujace poziom Bcl-2;

d) EnV, Nefi proteaza kodowana przez HIV-1, obnizajace
ilo§¢ antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 [14].

Kolejnym mechanizmem dziatania wirusowych
bialek proapoptotycznych jest aktywowanie kaspaz.
Do takich wirusowych bialek zalicza si¢ np. 2C i VP
wirusa zapalenia moézgu i rdzenia kregowego ptakow
(AEV, avian encephalitis virus), Env i proteaza wirusa
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zespotu nabytego niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1,
human immunodeficiency virus), NS3 wirusa zapale-
nia watroby typu C, bialko M wirusa pecherzykowa-
tego zapalenia jamy ustnej (vesicular stomatitis virus,
VSV) oraz biatka kapsydu NS2B/NS3 wirusa Zachod-
niego Nilu [14].

Rola mitochondriéw jest aktywacja procesu apop-
tozy w odpowiedzi na zmiany zachodzgce w komorce,
wywolane m.in. obecnoscig wirusa. W zakazeniach
powyzszymi wirusami kodujacymi biatka proapop-
totyczne proces $mierci komorkowej jest dzialaniem
pozadanym, umozliwiajagcym szerzenie si¢ zakazenia.
Tym samym apoptoza zwigzana z funkcjami mito-
chondriéw pelni funkcje prowirusowe. Podobnie jest
w przypadku wiruséw (np. HBV, HCV, HIV-1, HTLV-1
[human T-lymphotropic virus], PLV, WNV) wyka-
zujacych zdolno$¢ do pobudzania uwalniania cyto-
chromu ¢ do cytoplazmy oraz obnizania potencjatu
mitochondrialnego za posrednictwem swoich bialek,
co rowniez skutkuje aktywacja apoptozy [14]. Obec-
nos$¢ wirusa w komorce spowodowataby zmiany pro-
wadzace ostatecznie do uruchomienia wewnetrznego
szlaku apoptozy, bez wzgledu na obecnos¢ wirusowych
aktywatoréw $mierci. Apoptoza bedaca potencjalnym
elementem ochrony przeciwwirusowej, w tym przy-
padku réowniez stanowi dzialanie propagujace zakaze-
nie, a wirusowe mechanizmy proapoptotyczne jedynie
przyspieszaja zajscie tego procesu.

Przeciwng, czyli przeciwwirusowa role apoptozy,
a tym samym mitochondriéw obserwuje si¢ w z zaka-
zeniach wirusami blokujacymi $mier¢ komdrki. Moga
one zawiera¢ w swoim materiale genetycznym geny
dla produktéw o podobnej budowie lub funkcjach
do biatek z rodziny Bcl-2, przez co majg zdolnos¢
hamowania procesu apoptozy [14]. Biatka wirusowe,
bedace homologami bialek z rodziny Bcl-2 (v-Bcl-2)
zostaly umieszczone na Rys. 1 (podkreslone). Kolejnym
mechanizmem blokowania przebiegu apoptozy przez
produkty gendéw wirusowych jest obnizenie poziomu
bialek proapoptotycznych jak, na przykiad Bim przez
biatka EBNA3A i EBNA3C kodowanych przez wirusa
Epsteina-Barr [14]. Wymienione przyktady antyapop-
totycznego dzialania biatek wirusowych wskazuja na
potencjalnie przeciwwirusowg role apoptozy z udziatem
mitochondriéw. Powyzsze wirusy potrzebuja dluzszego
czasu na przeprowadzenie procesu replikacji i morfo-
genezy. Apoptoza, ktora zostalby prawdopodobnie
wywotlana na skutek zmian spowodowanych obecnoscia
wirusa, doprowadzitaby do ograniczenia rozprzestrze-
niania zakazenia. Jednakze hamowanie tego procesu
przez wirusowe bialka antyapoptotyczne, ostatecznie
skutkuje brakiem wiasciwej przeciwwirusowej reakcji
mitochondriéw i w efekcie propaguje zakazenie.

Inne biatka wirusowe zwigzane z zahamowaniem
apoptozy moga petni¢ funkcje inhibitoréw kaspaz, do
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ktorych zaliczamy m.in. A224L i p35 wirusa afrykan-
skiego pomoru $win (ASFV, African swine fever virus),
vIAP bakulowirusa (BCV, baculovirus), U236 (VICA)
ludzkiego CMV oraz CvmA VACV [14]. W tym przy-
padku mitochondria pelnig realne funkcje przeciwwi-
rusowe, poniewaz inicjuja zajScie apoptozy. Dopiero
hamowanie aktywacji kaspaz przez bialka wirusowe,
czyli etapu niezaleznego od mitochondriow, skutkuje
inhibicja tego procesu, doprowadzajac ostatecznie do
ekspansji zakazenia.

Co ciekawe, niektore z wiruséw wykazuja jednoczes-
nie zdolno$¢ do indukowania, jak i hamowania apop-
tozy. Prawdopodobnie jest to uzaleznione od potrzeb
wirusa na danym etapie zakazenia. Taki mechanizm
dzialania jest charakterystyczny dla herpeswiruséw,
ktore reguluja $mier¢ komorek gospodarza, w zalez-
nosci od tego, czy ich celem jest przejscie w stan laten-
cji, czy tez zakazenie kolejnych komoérek [35]. Gléwna
ochrone przed apoptoza podczas latencji HHV-1/2
odgrywa gen LAT, ktéry odpowiada za hamowanie pro-
apototycznego Bcl-XS, a w efekcie za nasilenie splicingu
Bcl-X w kierunku antyapoptotycznego Bcl-XL [35].

5. Podsumowanie

Mitochondria odgrywaja znaczaca role w odpor-
nosci przeciwwirusowej. Posrednicza w produkeji IFN
typu I oraz cytokin prozapalnych, a takze uczestnicza
w apoptozie. Wymienione procesy maja na celu zaha-
mowanie replikacji wirusa oraz transkrypcji genéw
i translacji jego biatek, a w konsekwencji eliminacje
patogenu z organizmu. Jednakze w procesie ewolucji
wirusy wyksztalcily mechanizmy unikania odpowiedzi
przeciwwirusowej gospodarza, réwniez tej zwigzanej
z czynno$ciami mitochondriéw. Przykladem takiego
dziatania sg biatka wirusowe mogace hamowac pro-
dukcje IEN typu I i cytokin prozapalnych na réznych
jej etapach, co zabezpiecza patogen przed aktywacja
ukladu odpornosciowego. Dodatkowo, niektdre wirusy
kodujg biatka hamujace wewnetrzny proces apoptozy,
ktéry ma na celu ochrong¢ organizmu przed rozprze-
strzenianiem si¢ zakazenia. Apoptoza i aktywujace ja
mitochondria pelnig w tym przypadku role ,,pseudo-
przeciwwirusowa’, poniewaz co prawda pobudzenie
$mierci komoérkowej ograniczytoby ekspansje wirusa
w organizmie, to jednak hamowanie tego procesu przez
wirusy, skutkuje jego nieprzydatno$ciag w walce z pato-
genem. Z drugiej strony apoptoza moze nie tylko nie
zabezpiecza¢ przed zakazeniem, ale dodatkowo wyka-
zywac dzialanie prowirusowe. Takie dziatanie obser-
wuje sie¢ podczas zakazenia wirusami aktywujacymi
ten proces. Wykorzystuja one apoptoze, a tym samym
mitochondria, do propagowania zakazenia i ekspansji
patogenu w organizmie. W tym przypadku apoptoza
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ulatwia uwolnienie potomnych czastek wirusowych,
ktére sa w stanie zakaza¢ kolejne komorki, doprowa-
dzajac do rozwoju choroby. Powyzsze przyklady wska-
zuj3, ze rzeczywista rola apoptozy z udzialem mito-
chondriéw w odpornosci przeciwwirusowej jest jedynie
teoretyczna.
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1. Wstep

Sery twarogowe sa charakterystyczne dla asorty-
mentu wyrobéw mleczarskich w krajach Europy Srodko-
wej i Wschodniej. Sg tez w tej czedci Swiata powszechnie
znane, dostgpne i cenione jako bogata grupa produk-
tow, gléwnie niedojrzewajacych, okreslanych réwniez
jako ,,sery $wieze” [4, 43]. Polski przemyst mleczarski
przeznacza w skali rocznej na ich produkcje ok. 20%
z calkowitej ilosci mleka jakie trafia do skupow [44,
51]. W 2006 roku prawie 80% zakladéw mleczarskich
w Polsce deklarowalo produkcje wyrobéw zaliczanych
do grupy seréw twarogowych. Swiadczy to o atrakcyj-
nosci i duzym zapotrzebowaniu rynku na tego rodzaju
produkty [6]. Wielkos¢ rocznej krajowej produkcji
serow twarogowych ogélem w ostatnich latach utrzy-
muje si¢ na poziomie powyzej 300 tys. ton i systematycz-
nie wzrasta. Potwierdzeniem wspomnianej tendencji jest
wzrost wielkosci produkeji z 302,4 tys. ton w 2006 roku
[47] do 371,0 tys. ton w 2010 roku [45]. Wartos¢ ta sta-
nowi historyczne maksimum ich krajowej produkeji.
Spozycie serow twarogowych w Polsce od wielu lat
wynosi powyzej 6 kg na osobe i wyraznie przewyzsza
konsumpcje seréw dojrzewajacych oraz topionych. Sta-
tystyczny Polak w 2010 roku spozyt ich 6,60 kg, co odpo-

wiadato 58,5% udziatowi w spozyciu seréw ogétem [54].
Duza atrakcyjno$¢ tej grupy przetworéw mlecznych
wynika z dtugiej tradycji konsumpcji, uksztalttowanych
przyzwyczajen zywieniowych oraz dobrej dostepnosci.
Nie bez znaczenia sg tu takze: bogaty asortyment i sto-
sunkowo niskie ceny [16]. Bardzo wazna w tym aspekcie
jest réwniez ich wysoka wartos¢ odzywcza. Sery twaro-
gowe stanowig w codziennej diecie cenne zrédto pelno-
wartosciowego bialka, pewnych iloéci lekkostrawnego
tluszczu, witamin (gtéwnie z grupy B) oraz licznych
sktadnikéw mineralnych [21, 53, 58].

W zaleznosci od zastosowanej metody koagula-
cji bialek mleka w asortymencie seréw twarogowych
wyroznia sie produkty kwasowe i kwasowo-enzyma-
tyczne, przy czym tradycyjny twardg prasowany pro-
dukowany jest przy zastosowaniu koagulacji kwasowe;j.
Twarogiem kwasowym zgodnie z definicjg nazywamy:
czesciowo odwodniony skrzep mleka, chudego lub
o znormalizowanej zawartosci tluszczu, koagulowa-
nego w sposob posredni (przy udziale bakterii fermen-
tacji mlekowej) lub bezposredni (przez zastosowanie
dodatku kwasu, np. mlekowego, cytrynowego) [4, 17, 36,
38, 44, 53]. W przemystowej produkeji seréw twarogo-
wych, w tym twarogéw kwasowych, powszechne zasto-
sowanie znajduje pierwsza metoda, a najwazniejszym

* Autor korespondencyjny: Zaklad Biochemii Drobnoustrojow, Instytut Biochemii i Biofizyki , Polska Akademia Nauk, ul. Pawin-
skiego 5a, 02-106 Warszawa; tel. 22 592 12 23; e-mail: zuczek@ibb.waw.pl
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dodatkiem technologicznym, w zasadzie niezbednym, sg
kultury starterowe zawierajace bakterie fermentacji mle-
kowej. Odpowiedni ich dobér wywiera istotny wplyw na
przebieg procesu produkcyjnego, ale warunkuje rowniez
ksztattowanie pozadanych cech jakosciowych i atrakcyj-
nos¢ produktu finalnego [4, 25, 43].

2. Technologia twarogéw kwasowych

Przemystowa produkcja twarogéw kwasowych
metoda tradycyjna, obejmuje takie czynnosci tech-
nologiczne jak: przygotowanie surowca do przerobu,
zaprawianie i koagulacja, obrobka skrzepu, separacja
masy twarogowej, formowanie i prasowanie, porcjowa-
nie, chtodzenie oraz pakowanie [17, 36, 44, 52]. Jako
surowiec do przemystowej produkeji twarogéw kwaso-
wych metoda tradycyjna wykorzystywane jest najczes-
ciej odpowiednio przygotowane mleko, ale niekiedy
réwniez maslanka lub jej mieszanina z mlekiem. Przy-
gotowanie surowca obejmuje normalizacje zawartosci
ttuszczu, pasteryzacje oraz ochlodzenie do temperatury
zaprawiania (20-35°C), co stanowi ostatnig czynnos¢
przed wprowadzeniem bakterii fermentacji mlekowej
w postaci kultur starterowych [17, 36, 44].

W technologii tradycyjnych twarogéw stosuje si¢
koagulacje kwasowa i praktyczne zastosowanie moze
znajdowac tu jej wariant diugo- lub krétkotrwaty.
Metoda dlugotrwala przewiduje zaprawienie mleka
o temperaturze 20-28°C kulturami starterowymi
i pozostawienie w tych warunkach na 12-16 godzin
w celu uzyskania skrzepu [36]. W metodzie krétko-
trwalej do mleka o temperaturze 32-35°C wprowa-
dza si¢ zwigkszong ilo§¢ kultur starterowych, tak aby
czas koagulacji wynosit 6-8 godzin [44, 53]. Powsta-
nie kwasowego skrzepu mleka jest efektem wzrostu
kwasowo$ci. W nastepstwie ukwaszania przez bak-
terie kwasu mlekowego, do wartosci pH 4, 6, ktora
odpowiada punktowi izoelektrycznemu frakcji biatek
kazeinowych w temperaturze 20°C [17, 38, 44]. W tych
warunkach zewnetrzny tadunek elektryczny tej frakcji
biafek jest bliski zeru. Micele kazeiny tracg zdolnos¢
wigzania wody, i tym samym ochronng powtoke hydra-
tacyjng, w nastepstwie czego ulegaja agregacji. Powstaje
wtedy zel, ktéry w wolnych przestrzeniach struktury
sieciowej zamyka faze wodng mleka wraz z rozpusz-
czonymi w niej sktadnikami [38, 44]. Dojrzaly skrzep
kwasowy powinien charakteryzowa¢ sie kwasowoscig
miareczkowg rzedu 30-34°SH (°SH to liczba ml 0,25 M
roztworu NaOH zuzytego do zoboje¢tnienia 100 ml
mleka wobec fenoloftaleiny. 1°SH odpowiada 0,0225%
zawarto$ci kwasu mlekowego), konsystencjg delikatnej
galarety, jednolitym wygladem, bez peknigé, szczelin
oraz wydzielania serwatki, a przy zalamaniu dawac
przetom o gladkiej powierzchni $cianek [17, 36, 44].
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Obrdbka skrzepu obejmuje krojenie na prostopadlo-
$ciany oraz delikatne mieszanie, przy jednoczesnym
podgrzewaniu, w czasie ktérego zachodzi stopniowe
osuszanie powstalego ziarna twarogowego. Oddziela-
nie serwatki i ociekanie masy twarogowej moze by¢
realizowane przy wykorzystaniu tkanin filtracyjnych
lub perforowanych form. Po wstepnym odwodnieniu
mase twarogowa poddaje sie prasowaniu i ewentual-
nemu porcjowaniu. W opisany sposéb produkuje si¢
bardzo cenione przez krajowych konsumentow twarogi
kwasowe chude, pottiuste i tluste prasowane o zwartej
strukturze, tzw. krajanke i klinki oraz samoprasowane
o analogicznym lub innym ksztalcie, uzyskiwane przy
wykorzystywaniu odpowiednich form [17, 36, 44, 52].
Sery twarogowe niedojrzewajace powinny odznacza¢é
sie czystym, lagodnym, lekko kwasnym smakiem
i zapachem, jednolita, zwartg struktura i konsystencja,
oraz jednolita w calej masie barwg od biatej do lekko
kremowej [40]. Z kwasowej masy twarogowej moga
by¢ réwniez otrzymywane smarowne twarozki: natu-
ralne lub z dodatkiem np. masla, Smietanki, przypraw,
Wwarzyw, owocow, oraz twarogi dojrzewajace, ktore obec-
nie majg znaczenie wylacznie regionalne [6, 36, 44, 53].
W klasycznych metodach produkgji seréw twaro-
gowych wraz z oddzielong serwatka tracone jest do
60% skladnikéw suchej masy mleka przerobowego
[3], w tym cenne odzywczo biatka serwatkowe, ktérym
przypisuje si¢ réwniez liczne wlasciwosci prozdrowotne
[32, 46]. Jednym z najwazniejszych kierunkéw postepu
w technologii twarogow jest dazenie do lepszego wyko-
rzystania bialek surowca w produkcie. W tym celu
opracowano i wdrozono dotychczas metode termiczno-
-wapniowa, ktéra polega na poddaniu wysokiej paste-
ryzacji mleka wzbogaconego w wapn. Wymieniona
metoda pozwala na zwigkszenie retencji zwigzkow azo-
towych biatkowych mleka w serach twarogowych z ok.
75% do blisko 90% [51]. Podobne mozliwosci daje row-
niez metoda z wykorzystaniem transglutaminazy [5].

3. Rola kultur starterowych w produkecji
serow twarogowych

Mikroflore starterowa w produkcji seréw twarogo-
wych stanowig wylacznie bakterie kwasu mlekowego,
ktérych rola polega na [55]:

1) ukwaszaniu mleka i wytworzeniu skrzepu,
2) nadawaniu charakterystycznych cech smakowo-

-zapachowych,

3) wytwarzaniu lub nie dwutlenku wegla,
4) hamowaniu rozwoju niepozadanej mikroflory.

Majac na uwadze réznice w produkeji oraz wlasci-
wosciach gotowych wyrobow w zaleznosci od typu sera
twarogowego, stosuje si¢ kultury starterowe o odpo-
wiedniej charakterystyce technologicznej (tabela I).
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Tabela I

Charakterystyka technologiczna kultur startowych stosowanych w produkeji seréw twarogowych [43]

Ser twarogowy
Whasciwosci kultur o

kwasowy kwasowo-enzymatyczny ziarnisty (cottage cheese)

Sklad szczepowy mieszanina homo- mieszanina homo- mieszanina homo-
i heterofermentatywnych i heterofermentatywnych i heterofermentatywnych

SZCZepOW SZCzZepOw SZCZEpOW
Szybko$¢ ukwaszania ++ (+) ++ +++
Wytwarzanie gazu +++ +(++) -
Produkcja zwigzkéw aromatotworczych ++ (++) +(++) -
Synereza skrzepu +++ ++ ++
Stabilnos¢ pH ++(+) 4 i

Legenda: — brak zdolnosci; + umiarkowana zdolnos$¢; ++ $rednia zdolnosé; +++ wysoka zdolno$é; ++++ bardzo wysoka zdolnosé¢

Tabela IT

Sktad kultur startowych stosowanych w produkgji seréw twarogowych

Ser twarogowy
Bakterie kwasu mlekowego —
kwasowy kwasowo-enzymatyczny | ziarnisty (cottage cheese)
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris +/- +/ - -
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides +/- +/- -
Lactococcus lactis subsp. lactis + + +
Lactococcus lactis subsp. cremoris +
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis + -
Streptococcus thermophilus +/- +/- +/-

Legenda: + niezbedne w produkcji; +/- wykorzystywane w zaleznosci od rodzaju sera twarogowego lub stosowanej technologii w zaktadzie; — nie majace

zastosowania w produkeji danego typu sera twarogowego

Kompozycja szczepowa kultur starterowych do pro-
dukgji twarogu kwasowego powinna zapewnia¢ odpo-
wiednig szybko$¢ ukwaszania mleka (czas koagulacji
kwasowej), zdolno$¢ do tworzenia gazu w skrzepie
i synteze zwigzkéw aromatotworczych, a takze wysoka
podatnos¢ skrzepu na osuszanie (wydzielanie serwatki)
oraz dobrg stabilno$¢ kwasowosci czynnej po uzyska-
niu pH ze strefy punktu izoelektrycznego frakeji biatek
kazeinowych (ograniczanie przekwaszania produktu).
Zdolnos¢ do wytwarzania zwigzkoéw aromatotworczych
i gazu w skrzepie nie jest cecha oczekiwang w przy-
padku kultur stosowanych przy produkgji twarogu typu
cottage cheese (serek ziarnisty).

Kultury starterowe stosowane do produkcji réz-
nych typow seréw twarogowych réznig si¢ miedzy soba
sktadem mikroflory, zaréwno pod wzgledem przyna-
leznosci rodzajowej, jak i gatunkowej (tabela II). Naj-
mniej zréznicowany sklad maja kultury stosowane do
produkcji twarogu ziarnistego. Kultury te zawierajg
homofermentatywne paciorkowce Lactococcus lac-
tis subsp. lactis i L. lactis subsp. cremoris, o wysokiej
dynamice produkeji kwasu mlekowego, sporadycznie
wspomagane dodatkiem Streptococcus thermophilus
gléwnie w celu zwiekszenia opornosci fagowej. Sklad

kultur wykorzystywanych przy produkeji seréw twa-
rogowych kwasowych i kwasowo-enzymatycznych
jest bardziej zréznicowany, gdyz poza homofermen-
tatywnymi paciorkowcami mlekowymi zawieraja one
réwniez szczepy z gatunku L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
i L. mesenteroides subsp. mesenteroides zdolne do fer-
mentacji cytrynianéw. Funkcjg paciorkowcow mleko-
wych fermentujgcych cytryniany jest wytwarzanie CO,
oraz zwigzkéw odpowiadajacych za ksztaltowanie cech
smakowo-zapachowych twarogow [25, 55].

4. Kultury starterowe w produkgji
twarogu kwasowego

Oryginalnos¢ technologii produkcji twarogu kwa-
sowego polega na otrzymaniu skrzepu z mleka w wy-
niku sterowanego procesu fermentacji, prowadzo-
nego gléwnie przez mezofilne paciorkowce mlekowe
wprowadzone w postaci kultur starterowych, bez
udzialu enzymoéw koagulujacych i innych dodatkéw,
a nastepnie poddaniu go obrébce obejmujacej kroje-
nie, dogrzewanie i osuszanie. Podczas obrobki ziarno



KULTURY STARTEROWE DO PRODUKCJI TWAROGOW KWASOWYCH - ROLA I OCZEKIWANIA

Tabela III
Handlowe kultury startowe przeznaczone do produkeji
twarogu kwasowego

Producent Nazwa handlowa

Danisco/DuPont PROBAT 322; PROBAT 505;
PROBAT 801; PROBAT 802,
Probat 222

Chr. Hansen FLORA DANICA; CHN 11; CHN 19;
CHN 22; XT 302; XT 303; XT 601;
XT 602; XT 603; XC-X16

CSK Food Enrichment | G 500; G 600; G 700; G1000

twarogowe musi utrzymywac si¢ na powierzchni lub tuz
pod powierzchnig serwatki, co gwarantuje uzyskanie
produktu o prawidiowej strukturze i konsystencji [43].
Atrakcyjno$¢ sensoryczna twarogu stanowi wypadkowa
jakosci mleka, przebiegu procesu produkcyjnego oraz
wlasciwosci stosowanych kultur starterowych. Utrzy-
manie wzrostu popytu na twardg kwasowy jest moz-
liwe poprzez zwiekszenie jego atrakcyjnosci w zakresie
cech organoleptycznych, trwatosci, opakowania oraz
optymalizacji kosztow produkeji. Podazajac za tymi
wymaganiami coraz wiecej zaktadow mleczarskich
udoskonala technike i technologie produkeji twarogu
kwasowego [43]. W procesie tym doceniana jest row-
niez rola kultur starterowych, ktorych koszt stanowi
zaledwie od 0,5 do 1,5% wartosci przerabianego mleka,
ale pomimo to niemal Ze w réwnym stopniu z nim
decyduja o koncowej jakosci otrzymywanego twarogu.

Firmy biotechnologiczne oferuja zaktadom mle-
czarskim wiele kultur starterowych do produkcji
twarogow kwasowych (tabela III). W kulturach tych
homofermentatywne mezofilne paciorkowce mlekowe
Lactococcus lactis subsp lactis i L. lactis subsp. cremo-
ris, stanowig od 50 do 85% sktadu bakterii, natomiast
homofermentatywne Lactococcus lactis subsp. lactis bio-
var diacetylactis i heterofermentatywne L. mesenteroides
subsp. cremoris i L. mesenteroides subsp. mesenteroides
od 15 do 50%. Udzial bakterii z rodzaju Leuconostoc
nie przekracza z reguly 10% ogdlnej populacji kultury.
Niektdre handlowe kultury do produkcji twarogu nie
zawieraja w ogole w swoim skladzie szczepdw naleza-
cych do rodzaju Leuconostoc (np. kultury G500, G600,
G700 firmy CSK). Kultury do twarogu kwasowego
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zawierajace Streptococcus thermophilus maja margi-
nalny udziat w rynku.

Do produkeji twarogéw kwasowych stosowane sa
zwykle kultury wieloszczepowe skladajace sie z od
kilkunastu do kilkudziesieciu szczepéw o zdefinio-
wanym lub niezdefiniowanym skfadzie. W kulturach
o zdefiniowanym skladzie kazdy gatunek bakterii
reprezentowany jest przez kilka szczepdw réznigcych
sie powinowactwem fagowym. Wrazliwo$¢ szczepow
na czestotliwos¢ i konsekwencje infekeji fagowych jest
z reguly monitorowana przez producenta kultur we
wspOlpracy z zakladami mleczarskimi. W przypadku
wysokiej czestotliwosci infekeji fagowych danego
szczepu w kulturze jest on zastgpowany szczepem nie-
wrazliwym. Takie podejscie pozwala w sposdb kontro-
lowany utrzymywac wysoka opornos¢ i jakos¢ kultur,
bez konieczno$ci zmiany ich nazwy. W odréznieniu
od wielu innych produktéw mleczarskich w produkeji
twarogu wcigz duza popularnoscia ciesza si¢ kultury
o niezdefiniowanym skladzie np. Flora Danica (Chr.
Hansen), Probat 505 (Danisco/DuPont). Zasada kom-
ponowania tego typu kultur polega na wielokrotnym
pasazowaniu w mleku czesto nawet kilkuset szczepdw
nalezacych do réznych gatunkéw do momentu wytwo-
rzenia trwalych pozadanych w produkcji twarogu pro-
porcji miedzy poszczegdlnymi gatunkami. W konse-
kwencji koncowy sklad kultury jest nieznany. Nalezy
jednak pamietac, ze zar6wno do komponowania kultur
zdefiniowanych jak i niezdefiniowanych wybierane sa
szczepy o pozadanych cechach sensorycznych i tech-
nologicznych oraz braku wzajemnego antagonizmu.
Kultury niezdefiniowane, z uwagi na ogromng liczbe
szczepOw, nawet w momencie duzego zagrozenia fago-
wego, pozwalaja na wyprodukowanie twarogu o jakosci
akceptowalnej przez konsumenta.

W zaleznosci od doboru proporcji w kulturze starte-
rowej pomiedzy poszczeg6lnymi gatunkami, a w obre-
bie gatunkéw szczepami bakterii fermentacji mleko-
wej istnieje mozliwos¢ sterowania w pewnym zakresie
procesem technologicznym i ksztaltowania jakosci
twarogu. Wynika to z okreslonej roli technologicznej
jaka spelniaja poszczegolne bakterie wchodzace w sklad
kultur starterowych do produkcji twarogu kwasowego
(tabela IV). Wielkoscig udzialu oraz odpowiednim

Tabela IV
Rola technologiczna poszczegdlnych bakterii wchodzacych w sklad kultur startowych do produkcji twarogu kwasowego [43]

Bakterie kwasu mlekowego

Rola w procesie produkcji twarogu

Lactococcus lactis subsp. lactis

Ukwaszanie mleka celem koagulacji

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Ukwaszanie mleka celem koagulacji, uzyskanie skrzepu o odpowiedniej strukturze
i konsystencji

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

Synteza zwigzkow ksztattujacych cechy smakowo-zapachowe, wytwarzanie CO,

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris,
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides

Synteza zwigzkow ksztaltujacych cechy smakowo-zapachowe, redukecja aldehydu
octowego do etanolu, wytwarzanie CO,
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Rys. 1. Krzywe ukwaszania mleka przez wybrane szczepy
Lactococcus lactis

doborem szczepdw paciorkowcow Lactococcus lac-
tis subsp. lactis i L. lactis subsp. cremoris w kulturze
mozna regulowa¢ czas ukwaszania mleka (rys.1). Do
konstrukeji kultur twarogowych selekcjonuje si¢ szczepy
L.lactis o wysokiej i $redniej dynamice ukwaszania,
krotkiej fazie adaptacji w mleku, zdolnosci do wzrostu
w dos¢ szerokim zakresie temperatur (od 22 do 32°C)
oraz minimalnej aktywnosci kwaszacej po osiggnieciu
pH odpowiadajacego punktowi izoelektrycznemu bia-
tek kazeinowych [43]. Aktualnie na rynku jest dostepny
asortyment kultur do produkeji twarogu zdolnych do
fermentacji mleka w szerokim zakresie czasowym w za-
leznosci od stosowanej w zakladzie technologii i orga-
nizacji pracy. Bardzo trudnym wyzwaniem jest uzyska-
nie kultur o wysokiej dynamice ukwaszania mleka przy
jednoczesnym wytworzeniu dostatecznej ilosci CO,
i zwigzkow aromatotworczych, ktérych nagromadzenie
w mleku wymaga stosunkowo dlugiego czasu fermen-
tacji. Aktualnie granicg maksymalnego kompromisu sg
kultury do twarogu o czasie fermentacji mleka w grani-
cach 9-10 godzin w temperaturze 29-30°C.

Za charakterystyczne cechy sensoryczne twarogu
odpowiadajg zwiagzki aromatotworcze, syntetyzowane
glownie przez szczepy L. lactis subsp. lactis biovar diace-
tylactis oraz w mniejszym stopniu Leuconostoc mesente-
roides [25, 43, 57]. Brak aromatu jest czgstym defektem
twarogow. Podstawowym skladnikiem aromatu twa-
rogu jest diacetyl, a najwieksza akceptacja konsumen-
tow cieszg sie produkty zawierajace 1-2 mg diacetylu/
kg [25]. Generalnie przyjmuje si¢, ze szczepy L. lactis
subsp. lactis biovar diacetylactis wytwarzaja podczas
namnazania w mleku do 10 mg diacetylu/l, natomiast
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris do ok. 5 mg
diacetylu/l. Maksymalng zawarto$¢ diacetylu stwier-
dza si¢ po 14-16 godzinach inkubacji w temperaturze
20-25°C, ktora jest optymalna dla syntezy tego zwiazku
[25, 43]. Wytworzony diacetyl nie pozostaje jednak
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dtugo w $rodowisku i po 2-3 godzinach jego zawar-
tos¢ ulega zmniejszeniu w wyniku reakcji rozkladu
katalizowanej przez reduktaze diacetylu do bezwonnej
acetoiny, a w kolejnym etapie do 2,3-butandiolu [24].
Dlatego tez stosowane w produkeji twarogu kwasowego
szczepy powinny charakteryzowac si¢ niska aktywnos-
cig biosyntezy reduktazy diacetylu. Konicowa koncen-
tracja diacetylu zalezy réwniez w duzym stopniu m.in.
od jakosci mikrobiologicznej mleka, zawartosci cytry-
nianu, bedacego jego prekursorem i szybkosci ukwasza-
nia. Mleko zawiera $rednio 0,2% cytrynianu, jednakze
w zaleznosci od pory roku, zanieczyszczen mikrobio-
logicznych i sposobu zywienia kréow jego zawartos¢
waha sie w bardzo szerokich granicach od 0,04 do 0,4%.
Stwierdzono, zZe wzrost zawartosci cytrynianu w mleku
2 0,19 do 0,5% powoduje zwigkszenie produkeji diace-
tylu od 58 do 74%, zaleznie od szczepu i nie wplywa
na dynamike produkcji kwasu mlekowego [25]. Ilos¢
cytrynianu w mleku mozna zwiekszy¢ poprzez jego bez-
posredni dodatek wraz z kulturg starterowa lub poprzez
dodatek cytrynianéw do mleka. Przykladowo w Afryce
w celu poprawy cech organoleptycznych niektérych
produktéw mleczarskich do mleka przerobowego doda-
wany jest kwas cytrynowy lub sok z cytryny.
Metabolizm cytrynianu do diacetylu zachodzi
przy udziale permeazy cytrynianowej, ktéra zaréwno
w przypadku szczepow L. lactis jak i Leuconostoc spp.
wykazuje najwyzsza aktywno$¢ przy pH 5,5-6,0 [48].
Ponizej pH 5 aktywno$¢ permeazy jest bardzo spowol-
niona [18]. Dlatego tez wolniejsze ukwaszanie mleka
w procesie produkcji twarogu sprzyja pobieraniu cytry-
nianu ze $rodowiska, a przez to produkcji wiekszej
ilosci diacetylu. Rolg permeazy jest transport cytry-
nianu do wnetrza komorki. Enzym ten kodowany jest
przez gen citP zlokalizowany na plazmidach. Stwier-
dzono, ze inkubacja mleka w temperaturze réwnej 28°C
i wyzszej znacznie zmniejsza ilo$¢ diacetylu gtownie
w wyniku jego przyspieszonej redukcji. Na poziom
diacetylu wytworzonego w procesie produkcji twa-
rogu wplywajg tez zanieczyszczenia mikrobiologiczne.
Wyjatkowo silne wlasciwosci redukcji diacetylu posia-
daja bakterie z rodzaju Pseudomonas i bakterie z grupy
coli. Istotnym sktadnikiem aromatu twarogu jest alde-
hyd octowy, ktorego obecnos¢ w niewielkim stezeniu
wplywa pozytywnie na cechy sensoryczne twarogu, ale
z kolei jego nadmiar jest bardzo niepozadany. W ste-
zeniu powyzej 1 mg/kg nadaje on twarogom posmak
okreslany jako ,trawiasty” (,green flavour”). Prawi-
dfowe cechy organoleptyczne twarogu uzyskuje sie,
gdy stezenie aldehydu octowego jest okolo czterokrot-
nie nizsze niz diacetylu [27]. Najwyzsza zdolnoscig
produkcji aldehydu octowego w produkcji twarogu
charakteryzujg si¢ bakterie Lactococcus lactis subsp.
lactis var. diacetylactis, w mniejszym stopniu L. lactis
subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris i Leuconostoc spp.
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[26, 28]. Zawartos¢ aldehydu octowego ulega obnize-
niu w wyniku przemiany gltéwnie do etanolu i octanu.
Wysoka aktywnoscig utylizacji aldehydu octowego cha-
rakteryzuja sie bakterie z rodzaju Leuconostoc [28, 20].

Tak wiec zdaniem autoréw w kulturze do produk-
cji twarogu celowym jest udzial tych bakterii nie tylko
z uwagi na zdolnos$¢ wytwarzania duzych ilosci CO,
i produkcji diacetylu. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
szczepy zaréwno z gatunku Leuconostoc mesenteroides
jak i podgatunku L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis
charakteryzuja sie bardzo wolng dynamikg ukwaszania
mleka i nie odgrywaja znaczacej roli w produkcji kwasu
mlekowego w procesie wyrobu twarogow kwasowych.

Szczepy L. lactis subsp. cremoris decydujg o zwigz-
tosci i strukturze skrzepu ukwaszonego mleka, a w kon-
sekwencji o wydatku twarogu. Odgrywaja one szcze-
golnie wazna role w produkcji twarogdéw samoprasowa-
nych. W produkgji fermentowanych napojéw mlecznych
od bakterii L. lactis subsp. cremoris oczekuje si¢ dobrego
wigzania wody w skrzepie i minimalizacji synerezy
w trakcie ich chlodniczego przechowywania. Natomiast
w produkcji twarogu kwasowego pozadane sg szczepy
o $rednich i wysokich uzdolnieniach do uwalniania
wody ze skrzepu podczas jego obrobki. Producenci
twarogu kwasowego oczekuja kultur o bardzo niskiej
aktywnosci metabolicznej w warunkach chlodniczych.
Aktywnos¢ bakterii mlekowych (ukwaszanie i proteo-
liza) w procesie przechowywania twarogdw w istotny
sposob limituje ich termin przydatnosci do spozycia.

Do produkcji twarogu stosowane sg kultury skon-
centrowane tzn. zawierajace w jednym gramie mini-
mum 1 x 10" jtk (jednostki tworzace kolonie). W pro-
dukgji twarogu stosowane s kultury do bezposred-
niego zaszczepiania mleka przerobowego DVI (Direct
Vat Inoculation) i kultury BS (Bulk Starter) do pro-
dukeji zakwasu w zakladzie mleczarskim, ktory to
zakwas nastepnie stosowany jest do inokulacji mleka
przerobowego.

Szacuje sie, ze okolo 80% twarogu w Polsce produ-
kuje sie przy uzyciu kultur DVI. Kultury DVI produ-
kowane sg gltéwnie w dwoch formach: liofilizowanej
i gleboko mrozonej (w oparach cieklego azotu tj. w tem-
peraturze okoto -100°C), w formie granulatu (dosko-
nalonej intensywnie w ostatnich dziesigciu latach).
Forme¢ mrozonego granulatu uzyskuje si¢ nalewajac
plynna biomase na sito, umieszczone nad oparami cie-
klego azotu, o porowatosci zapewniajacej jej wyplyw
w postaci kropel. Przed polaczeniem si¢ krople ulegaja
natychmiastowemu zamrozeniu tworzac forme gra-
nulatu. W produkgji kultur BS oprécz wymienionych
metod wcigz stosowane sg kultury, ktore rozlane do
opakowan jednostkowych sg bezposrednio mrozone
w cieklym azocie w temperaturze —196°C. Kultury
bakterii mlekowych w formie mrozonego granulatu sg
stosowane znacznie czgéciej niz w formie liofilizowanej
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Rys. 2. Krzywe ukwaszania mleka przez kultury startowe
w postaci mrozonej i liofilizowanej

gléwnie z uwagi na szybsza okolo 20-30 minut faze
adaptacyjng (rys.2) i zwigzang z tym optymalizacje
procesu ukwaszania i mniejsze ryzyko kontaminacji
fagowej. Z reguly na tank zawierajacy 10000 litrow
mleka przerobowego dodaje sie okolo 1kg kultury
mrozonej o koncentracji minimum 10" jtk/g lub okoto
100 g kultury liofilizowanej o koncentracji minimum
5x 10" jtk/g tak aby na poczatku fermentacji uzyskac¢
w mleku populacje¢ bakterii na poziomie nie nizszym
niz 10° jtk na ml [7]. Po uzyskaniu kwasowosci czynnej
na poziomie 32-34°SH (0,7-0,8% kwasu mlekowego),
uzyskiwana gesto$¢ w mleku fermentowanym przed
krojeniem skrzepu koncentracja bakterii mlekowych
wynosi z reguty powyzej 10° jtk/ml.

Kultury starterowe stosowane w mleczarstwie musza
spelnia¢ okreslone wymagania dotyczace zanieczysz-
czen mikrobiologicznych (tab. V) [International Dairy
Federation 149A, [7].

Tabela V
Wymagania dotyczace zanieczyszczen mikrobiologicznych kultur
bakterii kwasu mlekowego dla przemystu mleczarskiego zgodnie
ze standardami IDF [International Dairy Federation 149A, Chr.
Hansen Bulletin]

Forma kultur do bezposredniego
Rodzaj zaszczepiania mleka (DVI)
zanieczyszczen Mrozone Liofilizowane
jtk/g

Bakterie z grupy coli <1 <10
Enterococcus <10 <10
Ple$nie <1 <10
Qg(’)lna liczba bakterii <500 <500
niemlekowych
Drozdze <1 <10
Staphylococcus aureus <1 <10
Salmonella nieobecne w 25 nieobecne w 25
Listeria nieobecne w 25 nieobecne w 25
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Wysokie wymogi dotyczace zanieczyszczen mikro-
biologicznych kultur starterowych zmuszajg ich produ-
centéw do wprowadzania wysokich standardéw higieny
produkgji coraz bardziej zblizonych do obowigzujacych
w firmach farmaceutycznych. Jako$¢ kultur startero-
wych zapewnia w pelni bezpieczenstwo mikrobio-
logiczne produktéw mleczarskich i nie stanowi kry-
tycznego punktu kontrolnego w systemie HACCP
w produkgji twarogéw. Poza odpowiednim skltadem
gatunkowym i szczepowym oraz niskim poziomem
zanieczyszczen mikrobiologicznych kolejng bardzo
wazng cecha kultur startowych a w szczegdlnosci kul-
tur do produkgji twarogu kwasowego jest ich bardzo
wysoka oporno$¢ na bakteriofagi.

4.1. Opornos¢ na bakteriofagi

Bakteriofagi w skrocie fagi, sa wirusami atakuja-
cymi bakterie i powszechnie bytuja w srodowisku natu-
ralnym. Infekcje fagowe sa niezwykle niebezpieczne dla
stabilno$ci proceséw biotechnologicznych z wykorzy-
staniem bakterii, poniewaz moga powodowa¢ ogromne
straty ekonomiczne w zaktadach przemystowych [41].

W przemysle mleczarskim potencjalnym zZrédlem
fagow wirulentnych wobec starterowych bakterii kwasu
mlekowego sg mleko, mleko w proszku, preparaty bia-
tek serwatkowych, wyposazenie linii produkcyjnych,
sprzet laboratoryjny, powietrze, personel oraz kultury
starterowe zawierajace lizogenne szczepy (fag w for-
mie utajonej; DNA fagowy wbudowany w chromo-
som bakterii) [30, 50]. Szacuje sig, ze okoto dwie trze-
cie mleka przerobowego jest poddawane fermentacji
z udzialem bakterii mlekowych z gatunku Lactococcus
lactis i Leuconostoc mesenteroides. Pozostala cze$¢ jest
fermentowana przez bakterie z gatunku Streptococcus
thermophilus i rodzaju Lactobacillus. Wedtug danych
szacunkowych od 0,1 do 10% proceséw fermentacyj-
nych w zaktadach mleczarskich jest zaktocanych infek-
cjami fagowymi [35].

Wsréd technologii mleczarskich najbardziej na in-
fekcje fagowe narazona jest produkcja seréw, a w szcze-
gblnosci seréw twarogowych. W polskim przemysle
mleczarskim nawet 60-70% zaburzen technologicz-
nych w procesie produkeji seréw twarogowych moze
by¢ nastepstwem infekcji fagowych [22]. Gléwna przy-
czyng ich wystepowania jest brak obiektywnych moz-
liwosci catkowitej eliminacji fagéw w przetworstwie
mleka, ktérych pierwotnym zrédlem jest samo mleko.
W dobie postepujacej globalizacji produkcji, pomimo
stopniowej poprawy jakosci surowca i higieny produk-
cji, problem kontaminacji fagami wskazuje tendencje
wzrostowa szczegolnie w produkcji seréw dojrzewaja-
cych i seréw twarogowych [33, 49]. Produkcja napo-
jow fermentowanych (jogurt, kefir, maslanka itp.),
w odrdznieniu od seréw dojrzewajacych i seréw twa-
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rogowych, prowadzona jest w zdecydowanie bardziej
aseptycznych warunkach i z mleka poddanego czgsto
wysokiej obréobce termicznej. Mleko na sery dojrzewa-
jace i twarogi poddawane jest niskiej lub krétkotrwa-
tej pasteryzacji, ktora nie zawsze prowadzi do catko-
witej inaktywacji mikroflory mleka a w szczegdlnosci
z reguly bardziej opornych na temperature niz bakterie
bakteriofagéw. Czas 10-krotnej redukeji fagéw w tem-
peraturze 75°C wynosi od 0,5 do 15,9 min. Infekcjom
fagowym w produkcji twarogdw sprzyja ponadto sto-
sunkowo dlugi proces fermentacji mleka i obrébka
skrzepu czesto prowadzona w otwartych wannach lub
kotlach. Produktem ubocznym w produkcji twarogu
jest serwatka, ktora jest bogatym zrodlem starterowych
bakterii mlekowych i ich wirulentnych fagéw. Wzrost
infekeji fagowych wystepuje tez ze zwigkszeniem wiel-
kosci przerobu mleka w zakladzie. Poza tym w produk-
cji twarogéw kluczowa role odgrywaja bakterie starte-
rowe z gatunku Lactococcus lactis, ktére wsrod bakterii
mlekowych obok Streptococcus thermophilus najczes-
ciej ulegaja infekcjom fagowym. Najmniej podatne
na infekcje fagowe sa bakterie z rodzaju Lactobacillus.
Stosowane w mleczarstwie bakterie Lactococcus gtéwnie
ulegaja infekeji przez trzy grupy bakteriofagow: 936, c2
i P335 [9, 34].

W technologii produkeji twarogéw namnazanie si¢
bakteriofagéw moze powodowac:

- zmniejszenie zdolnosci kultur do produkcji kwasu
mlekowego (opdznienie procesu ukwaszania),

- rozwarstwienie skrzepu lub jego opadanie na dno
wanny lub kotta co powoduje utrudniong obrobke,

- zmniejszenie wydajnosci twarogu,

- zwigkszone ryzyko kontaminacji mikroflorg obca,
w tym réwniez patogenna,

- preferowanie rozwoju mikroflory pozostalej po
pasteryzacji (z reguly szkodliwej technologicznie),

— problemy z wydzielaniem serwatki (znaczne przedtu-
zenie obrobki skrzepu),

- utrate cech sensorycznych (brak aromatu) [22].

Nie nalezy réwniez zapominad, ze infekcje fagowe
oprocz strat ekonomicznych wywotujg réwniez ujemne
skutki u pracownikéw produkeyjnych takie jak: stres,
obnizenie motywacji i zaangazowania, poczucie winy,
wydluzone i nieregularne godziny pracy [50].

Wysitki producentéw kultur starterowych w mle-
czarstwie i zakladow przetwdrstwa mleka zmierzaja do
utrzymywania fagdw na poziomie gwarantujagcym bez-
pieczenstwo produkeji. Dotychczasowe sposoby walki
z zakazeniami wirusowymi na poziomie zakladu pro-
dukcyjnego maja przede wszystkim charakter prewen-
cyjny i zmierzajg w kierunku coraz powszechniejszego
stosowania kultur DVI bakterii mlekowych, rotacji
fagowej kultur, kontroli mikrobiologicznej stosowanych
surowcow, mycia i dezynfekcji sprzetu oraz powierzchni
produkeyjnych [23, 50]. Wysoka opornos¢ fagowa kul-
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tur twarogowych jest jednym z najbardziej oczekiwa-
nych najtrudniejszym do zrealizowania wyzwaniem dla
producentéw kultur mleczarskich. Zaklady mleczarskie
dla bezpieczenstwa produkgji i jakosci twarogu potrze-
bujg co najmniej trzech kultur starterowych o identycz-
nych cechach technologicznych, o wysokiej opornosci
fagowej, roznigcych si¢ powinowactwem fagowym.
Kultury te powinny by¢ stosowane naprzemiennie
w wypracowanym doswiadczalnie systemie rotacyjnym
uwzgledniajacym kolejnos¢ i okresy ich uzywania.

Prace badawcze nad bakteriofagami gtéwnie kon-
centruja sie na poznaniu mechanizméw genetycznych
zjadliwosci fagow, stanowigcych powazny problem
w przemysle mleczarskim [11, 49]. Duze nadzieje dla
mleczarstwa upatruje si¢ w odkrytym w 2007 roku
u bakterii Streptococcus thermophilus obronnym syste-
mie CRISP/Cas, ktdéry pozwala na sterowane nadawanie
opornosci fagowej bakteriom mlekowym [39].

U bakterii mlekowych wystepuja réwniez poza-
chromosomalne struktury zwane plazmidami, ktdre
odgrywaja niezwykle istotng role w adaptacji do zmie-
niajacych si¢ warunkow srodowiska. Wykazano, ze
plazmidowy DNA moze kodowaé wiele cech, m.in.:
zdolnos¢ do metabolizmu laktozy oraz innych disa-
charydéw, metabolizm glukonianu, pentoz, biosynteze
bakteriocyn, oporno$¢ na antybiotyki i metale ciezkie,
zdolno$¢ katabolizmu cytrynianu, mechanizmy opor-
nosci na bakteriofagi, aktywno$¢ dekstranosacharazy
[8, 15]. Niektdre z tych cech majg istotne znaczenie
technologiczne m.in. przy produkcji twarogu.

Rozwdj badan nad genetyka bakterii mlekowych
pozwolil na uzyskanie danych, ktore umozliwity pozna-
nie szlakéw przemian metabolicznych laktozy, enzy-
matycznej hydrolizy kazeiny, katabolizmu cytrynianu
prowadzacego do wytworzenia zwigzkéw zapacho-
wych, wplywajacych na wiasciwosci organoleptyczne
produktu spozywczego czy tez produkcji bakteriocyn,
oraz mechanizmoéw opornosci bakterii na bakteriofagi.
W wyniku tych badan udalo si¢ ustali¢ mechanizmy
regulacyjne, ktore kontrolujg ekspresje genow zaanga-
zowanych w te zjawiska [1, 31].

4.2. Rola bakteriocyn

Rowniez produkcja bakteriocyn przez bakterie jest
zwigzana z obecnoscig plazmidow w komorkach. Bak-
teriocyny sg to niskoczasteczkowe zwigzki chemiczne
zbudowane z prostych peptydéw lub kompleksow poli-
peptydéw, wykazujace wlasciwosci antybakteryjne,
zazwyczaj wobec gatunkow blisko spokrewnionych
z producentem [19] Produkowane sg m.in. przez bakte-
rie Gram-dodatnie, w tym bakterie mlekowe z rodzaju:
Lactobacillus, Lactococcus i Leuconostoc. Synteza bakte-
riocyn zachodzi pod kontrolg genéw zlokalizowanych
na bakteryjnym chromosomie, na plazmidach lub na
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transpozonach. Znacznie czg¢sciej operony bakterio-
cyn zlokalizowane sg na plazmidach. Taka lokalizacja
sprzyja wewnatrz- i miedzygatunkowemu rozprze-
strzenianiu si¢ genow, kodujacych bakteriocyny wsrod
bakterii fermentacji mlekowej. Produkcja bakterio-
cyn z jednej strony utrudnia konstruowanie kultur
starterowych, poniewaz moze dochodzi¢ do wzajemnej
inhibicji szczepdéw w obrebie kultur mieszanych. Z dru-
giej strony bakteriocyny moga odgrywac niezmiernie
pozadana role w hamowaniu rozwoju mikroflory nie-
pozadanej technologicznie i patogennej w procesie
produkeji twarogu.

4.3. Aktywnos$¢ proteolityczna i lipolityczna

Umiarkowana aktywnos¢ proteolityczna i lipoli-
tyczna bakterii starterowych skutkuje wysoka wydaj-
noécig twarogu, poprzez obnizenie stopnia retencji
biatka i ttuszczu do serwatki, i zapobieganiem zmianom
smakowym w produkcie w procesie przechowywania.

Do produkgji twarogu powinny by¢ selekcjonowane
szczepy bakterii mlekowych o bardzo niskiej aktyw-
noéci proteolitycznej. Wysoka aktywno$¢ proteoli-
tyczna szczepow powoduje zmniejszony wydatek twa-
rogu, zwigzany z nadmiernym uwalnianiem biatka do
serwatki oraz moze powodowa¢ niepozadane zmiany
organoleptyczne twarogu np. gorzki smak, wyczuwalng
proteolize pod koniec okresu przydatnosci do spozy-
cia. Bakterie mlekowe stosowane do produkcji twarogu
z rodzaju Lactococcus i Leuconostoc z natury charakte-
ryzuja sie bardzo ograniczona aktywnoscig lipolityczna,
dlatego tez przy badaniach przesiewowych szczepow
nie bada si¢ z reguty ich aktywnosci lipolitycznej.

4.4. Produkcja zewnatrzkomorkowych
polisacharydow (EPS)

Niektore szczepy bakterii kwasu mlekowego z ro-
dzaju Lactobacillus, Streptococcus i Lactoccoccus maja
zdolnos¢ do biosyntezy zewnatrzkomoérkowych poli-
sacharydéw. Polimery te lub szczepy je produkujace
mozna wykorzystywac, jako naturalne zaggstniki pro-
duktéw przemystu mleczarskiego poprawiajace ich
cechy organoleptyczne, zwigkszajace lepkos¢ i zabez-
pieczajace produkt przed zjawiskiem synerezy. Nie-
ktore polisacharydy moga pozytywnie oddziatywa¢ na
zdrowie, poniewaz posiadaja wlasciwosci probiotyczne
i antynowotworowe [14, 37]. Najwazniejsza jednak
funkcja, z punktu widzenia konsumenta, jest ich rola
w tworzeniu cech organoleptycznych produktéw mle-
czarskich. W mleczarstwie znalazly przede wszystkim
zastosowanie szczepy bakterii mlekowych produkujace
EPS o wysokiej lepkosci, krotkiej strukturze i odpor-
nosci na niskie pH. Ponadto EPS powinny charak-
teryzowa¢ si¢ wysoka stabilnoscig na sily $cinajace,
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ktéorym poddawane jest mleko fermentowane w pro-
cesie jego obrobki (krojenie i ogrzewanie skrzepu
w przypadku seréw lub wychladzania, pakowania
i transportu w przypadku napojow fermentowanych).
Wazna pozadang cechg EPS powinna by¢ tez ich mak-
symalna zdolno$¢ do odbudowy zniszczonej struktury
w wyniku stosowanych proceséw w mleczarstwie.
W produkgji twarogu kwasowego mogg znalez¢ zasto-
sowanie szczepy z rodzaju Lactococcus lub S. thermo-
philus produkujace EPS do zwigkszenia retencji biatek
serwatkowych w skrzepie a tym samym wydatku twa-
rogu oraz podwyzszenia zawartosci wody w twarogu
i poprawe jego zwigzlosci. Zauwazono, ze egzopolisa-
charydy o fadunku neutralnym zbyt stabo oddziatywuja
z kazeing. Dlatego tez nalezy mie¢ na uwadze obecno$¢
lub brak fadunku syntetyzowanych egzopolisacharydow
(EPS), poziom otrzymanego zakwaszenia i interakcje
z innymi szczepami podczas selekcji szczepow starte-
rowych do produkcji seréw twarogowych.

Istotny wplyw na wlasciwosci EPS ma réznorod-
nos¢ komponentéw, ich przestrzenny uktfad i fadunek.
Egzopolisacharydy o fadunku neutralnym polepszaja
lepkos¢, ale nie elastycznosé, w przypadku zas EPS
natadowanych ujemnie mamy do czynienia ze wspot-
dziataniem z ladunkiem dodatnim kazeiny. Wszyst-
kie wymienione cechy takie jak elastycznos¢ i lepkos¢
moga zmienia¢ si¢ w zaleznosci od struktury i obec-
nosci EPS. Na uzyskanie odpowiedniej lepkosci ma
wplyw nie ilo$¢ egzopolisacharyddw, ale wlasnie ich
struktura. Rozne rodzaje bakterii kwasu mlekowego
syntetyzuja swoiste EPS, dzieki temu istnieje szeroka
gama struktur tych biopolimeréw, ktore determinuja
wlasciwosci EPS a tym samym ewentualne zastosowa-
nie. [42].Wiadomo, Ze egzopolisacharydy o wysokiej
masie czgsteczkowej odznaczajg si¢ wyzsza lepkoscia.
W przypadku niskiej masy molekularnej oznaczaja si¢
gorsza lepkoscia, ale obserwacje wskazuja rowniez,
ze krotsze polisacharydy sa w stanie lepiej wchodzi¢
w interakcje z bialkami, co dalej prowadzi do wzrostu
stabilno$ci mieszaniny biatko-EPS.

5. Podsumowanie

Sery twarogowe, a w szczegdlnosci twarogi kwa-
sowe s3 charakterystyczne dla asortymentu wyrobow
mleczarskich w niektérych krajach Europy Srodkowej
i Wschodniej. Sery twarogowe w zZywieniu czlowieka sa
zrodltem pelnowartosciowego biatka, lekkostrawnego
tluszczu, witamin z grupy B oraz skladnikéw mine-
ralnych. Spozycie seréw twarogowych w Polsce prze-
kracza wyraznie konsumpcje seréw dojrzewajacych
i topionych.

Do produkcji twarogu kwasowego konieczne sg
tylko dwa skfadniki: mleko i kultury starterowe bakterii

J. ZYLINSKA, K. SIEMIANOWSKI, K. BOHDZIEWICZ, K. PAWLIKOWSKA, P. KOEAKOWSKI, J. SZPENDOWSKI, J. BARDOWSKI

mlekowych. Kultury starterowe determinujg w zna-
czacym stopniu przebieg procesu technologicznego,
jako$¢ uzyskanego twarogu i termin jego przydatnosci
do spozycia. W skladzie kultur do twarogu kwasowego
decydujacg role odgrywaja bakterie z rodzaju Lactococ-
cus i Leuconostoc. Podstawowymi charakterystycznymi
wyrdznikami kultur do produkeji twarogu kwasowego,
w stosunku do innych kultur konstruowanych w opar-
ciu o bakterie mlekowego z rodzaju Lactococcus i Leuco-
nostoc (np. do napojow fermentowanych), jest ich: bar-
dzo wysoka opornos¢ i zréznicowane powinowactwo
fagowe; zdolnos¢ do tworzenia skrzepu podatnego
na wydzielanie serwatki i obkurczanie si¢ (synereze);
wysokiej aktywnosci wytwarzania zwigzkow ksztattu-
jacych aromat (gléwnie diacetylu); odpowiedniej zdol-
nosci gazowania przez produkcje CO,, zapewniajgcego
utrzymanie ziarna na lub tuz pod powierzchnia ser-
watki podczas dogrzewania i mieszania skrzepu. Z kolei
cechami wspdlnymi kultur do produkeji napojow fer-
mentowanych i twarogéw kwasowych konstruowanych
w oparciu o szczepy z rodzaju Lactococcus i Leucono-
stoc jest: zapewnienie stabilnej kwasowosci skrzepu
w zakresie pH 4,60-4,45; umiarkowane uzdolnienia
proteolityczne i lipolityczne; uzyskanie czasu ukwasza-
nia mleka w granicach 10-16 godzin; antagonistyczne
wlasciwosci do mikroflory szkodliwej technologicznie;
mala wrazliwo$¢ na zmiany skladu fizykochemicz-
nego mleka i ograniczone uzdolnienia fermentacyjne
w warunkach chtodniczego przechowywania produk-
tow. Dodatkowymi oczekiwaniami producentéw twa-
rogu kwasowego wobec kultur jest zwigkszenie jego
wydatku poprzez ograniczenie przemieszczania sktad-
nikéw mleka do serwatki miedzy innymi poprzez zasto-
sowanie szczepodw produkujacych EPS.

Reasumujac, selekeja szczepdw, a nastepnie konstruo-
wanie kultur o zbalansowanym gatunkowo i stabilnym
skladzie w procesie wyrobu twarogéw kwasowych jest
wcigz bardzo zlozonym i trudnym wyzwaniem dla pro-
ducentéw kultur mleczarskich.

Prace powstata dzieki udziatowi i finansowaniu grantéw Naro-
dowego Centrum Nauki NN 312 351539 oraz NN 312 688540

PiSmiennictwo

1. Aleksandrzak-Piekarczyk T., Polak J., Jezierska B., Renault P,
Bardowski J.: Genetic characterization of the CcpA-dependent,
cellobiose-specific PTS system comprising CelB, PtcB and PtcA
that transports lactose in Lactococcus lactis IL1403. Int. J. Food
Microbiol. 145, 186-194 (2011)

2. Badel S., Benardi T., Michaud P.,. New perspectives for Lacto-
bacilli exopolisacharides. Biotechnology Advances, 29, 54-66.
(2011)

3. Bednarski W.: Doskonalenie technologii oraz organizacji prze-
twarzania serwatki w Polsce. Przem. Spoz. 2, 32-34 i 44 (2001)



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

KULTURY STARTEROWE DO PRODUKCJI TWAROGOW KWASOWYCH - ROLA I OCZEKIWANIA

. Bohdziewicz K.: Twardg - pierwszy $wiezy ser Swiata. Przegl.

Milecz. 2, 4-8 (2009)

. Bohdziewicz K.: Wplyw transglutaminazy na proces produkcji,

wydatek oraz jako$¢ twarogow. Przegl. Mlecz. 2, 4-9 (2010)

. Bohdziewicz K., Smietana Z.: Twarogi - terazniejszoé¢ i przy-

szto$¢. Kalejdoskop Mlecz. 2, 32-35 (2007)

. Chr. Hansen Bulletin: Product range: Dairy cultures and enzy-

mes, Copenhagen, Denmark, 2007

. Davidson B.E., Kordias N., Dobos M., Hillier A.J.: Genomic

organization of lactic acid bacteria. Antonie Leeuwenhoek, 70,
161-183 (1996)

. Deveau H., Labrie S.J., Chopin M.C., Moineau S.: Biodiversity

and classification of lactococcal phages. Appl. Environment.
Microbiol. 72, 4338-4346 (2006)

Drider D, Bekal S, Prévost H.: Genetic organization and expres-
sion of citrate permease in lactic acid bacteria. Genet. Mol. Res.
3,273-281 (2004)

Durmaz E., Klaenhammer T.R.: Genetic analysis of chromoso-
mal regions of Lactococcus lactis acquired by recombinant lytic
phages. Appl. Environment. Microbiol. 66, 895-903 (2000)
Galle S., Schwab C., Anrendt E.K., Ganzle M.G.: Structural and
rheological characterization of heteropolysaccharides produced
by lactic acid bacteria in wheat and sorghum sourdough. Food
Microbiology, 28, 547-553 (2011)

Garcra-Quintans N., Magni C., de Mendoza, D., Lo')pez P.: The
citrate transport system of Lactococcus lactis subsp. lactis bio-
var diacetylactis is induced by acid stress. Appl. Environment.
Microbiol. 64, 850-857 (1998)

Gibson G.R., Robertfroid M.B.: Dietary modulation of the
human colonic microbiota: introducing the concept of prebio-
tics. J. Nutrition, 124, 1401-1412 (1995)

Goérecki R.K., Koryszewska-Baginska A., Golebiewski M., Zylin-
ska J., Grynberg,M., Bardowski ].K.: Adaptative potential of the
Lactococcus lactis IL594 strain encoded in its 7 plasmids. PLoS
ONE, 6, 1-12 (2011)

Gorska-Warsewicz H.: Rozwdj rynku produktéw mleczarskich.
Przem. Spoz. 10, 20-23 (2005)

Holanowski A.: Twarogi i serki twarogowe. Wyd. Spéldzielcze,
Warszawa, 1986

Hugenbholtz J.: Citrate metabolizm in lactic acid bacteria. FEMS
Microbiol. Rev. 12, 165-178 (1993)

Hugenholtz J., Perdon L., Abee T.: Growth and energy gene-
ration by Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylac-
tis during citrate metabolism. Appl. Environ. Microbiol. 59,
4216-4222 (1993)

Keenan T.W,, Lindsay R.C., Day E.A.: Acetaldehyde utilization
by Leuconostoc species. Appl. Microbiol. 14, 802-806 (1966)
Klobukowski J., Cichon R.: Warto$¢ odzywcza wybranych pro-
duktéw mleczarskich. Czgé¢ I. Warto$¢ odzywcza twarogow.
Przem. Spoz. 12, 26-29 (1999)

Kotakowski P, Rybka J.: Przyczyny wystepowania zaburzen
proceséw fermentacyjnych (Sposéb zapobiegania infekcjom
fagowym w przemysle mleczarskim). Biul. Inform. Rhodia Food
Biolacta, 25, 8-11 (2001)

Kolakowski P, Rybka J., Fetlinski A.: Przyczyny wystepowania
zaburzen proceséw fermentacyjnych (Bakteriofagi w przemysle
mleczarskim). Biul. Inform. Rhodia Food Biolacta, 24, 7-8,
13-14 (2001)

Levata-Jovanovic M., Sandine W.E.: Citrate utlisation and dia-
cetyl production by various strains of Leuconostoc mesenteroides
ssp. cremoris. J. Dairy Sci. 79, 1928-1931 (1996)

Libudzisz Z.: Tworzenie zwigzkéw aromatu przez bakterie fer-
mentacji mlekowej Bakterie fermentacji mlekowej — klasyfika-
cja, metabolizm, genetyka, wykorzystanie, Wyd. Politechniki
Lodzkiej, 1998, s. 110-122

26.

27.

28.

29.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

297

Libudzisz Z., Pigtkiewicz A., Oberman H., Lubnauer M.: Hetero-
geneity of the physiological activity of Lactococcus and Leuco-
nostoc spp. strains. Acta Microbiol. Pol. 42, 181-192 (1993)
Lindsay R.C., Day E.A., Sandine W.E.: Green flavor defect in
lactic starter cultures. J. Dairy Sci. 48, 863-869 (1965)

Liu S.Q., Asmundson R.V,, Holland R., Crow V.L.: Acetaldehyde
metabolism by Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris under
stress conditions. Int. Dairy J. 7, 175-183 (1997)

Looijesteijn PJ., Trapet L., de Vries E., Abee T., Hugenholtz J.:
Physiological function of exopolysaccharides produced by Lac-
tococcus lactis. Int. J. Food Microbiol. 64, 71-80 (2001)

. Madera C., Monjardin C., Suarez J.E.: Milk contamination and

resistance to processing conditions determine the fate of Lacto-
coccus lactis bacteriophages in dairies. Appl. Environ. Microbiol.
70, 7365-7371 (2004)

Mahr K., Hillen W, Titgemeyer H.: Carbon catabolite repression
in Lactobacillus pentosus: analysis of the CcpA region. Appl.
Environ. Microbiol. 66, 277-283 (2000)

Marshall K.: Therapeutic application of whey protein. Altern.
Med. Rev. 9, 136-156 (2004)

McIntyre K., Heap H.A., Davey G.P, Limsowtin G.K.Y.
The distribution of lactococcal bacteriophage in the environ-
ment of a cheese manufacturing plant. Int. Dairy J. 1, 183-197
(1991)

Moineau S., Fortier J., Ackermann H.W,, Pandian S.: Charac-
terization of lactococcal bacteriophages from Quebec cheese
plants. Can. J. Microbiol. 38, 875-882 (1992)

Moineau S., Levesque C.: Control of bacteriophages in indu-
strial fermentations Bacteriophages: Biology and Applications,
Eds Kutter E., Sulakvelidze A., Boca Raton, USA: CRC Press,
285-296 (2005)

Obrusiewicz T.: Technologia mleczarstwa. Cz. 2. Wyd. Szkolne
i Pedagogiczne, Warszawa, 1995

Oda M., Hasegawa H., Komatsu S., Kambe M., Tsuchiya E.: Anti-
tumor polysaccharide from Lactobacillus sp. Agric. Biol. Chem.
47,1623-1625 (1983)

Oziemkowski P, Cais-Sokoliriska D.: Kwas mlekowy w wybra-
nych technologiach mleczarskich. Przegl. Mlecz. 11, 276-279
(1994)

Plech M., Kolakowski P.: CRISPR/Cas - naturalny mechanizm
obrony LAB przed fagami. Przem. Spoz. 66, 38-41 (2012)
Mleko i przetwory mleczarskie. Sery twarogowe niedojrzewa-
jace. PN-91/A-86300

Rasolofo E.A., St-Gelais D., LaPointe G., Roy D.: Molecular ana-
lysis of bacterial population structure and dynamics during cold
storage of untreated and treated milk. Int. J. Food Microbiol. 138,
108-118 (2010)

Ruas-Madiedo P., Hugenholtz J., Zoon P.: An overview of the
functionality of the exopolysaccharides produced by lactic acid
bacteria; Int. Dairy J. 12, 163-171(2002)

Rybka J., Kotakowski P, Fetliniski A.: Wymagania dla kultur
starterowych do produkgji tradycyjnego twarogu kwasowego.
Biul. Inform. Rhodia Food Biolacta, 20, 3-6 (2000)
Rymaszewski J., Smietana Z.: Sery dojrzewajace i sery twaro-
gowe (w) Mleczarstwo — zagadnienia wybrane. Tom 2, red.
S. Ziajka, Wyd. ART, Olsztyn, 1997, s. 151-209
Seremak-Bulge J.: Przetwdrstwo mleka. Rynek Mleka: stan i per-
spektywy, 41, 10-12 (2011)

Smithers G.W.: Whey and whey proteins-from, gutter-to-gold.
Int. Dairy ]. 18, 695-704 (2008)

Smolenski Z., Zdziarska T.: Przetworstwo mleka. Rynek Mleka:
Stan i perspektywy, 37, 9-11 (2009)

Starrenburg M.J.C., Hugenholtz, J.: Citrate fermentation by
Lactococcus and Leuconostoc spp. Appl. Environ. Microbiol. 57,
3535-3539 (1991)



298

49.

50.

51.

52.

Szczepanska A K., Hejnowicz M.S., Kotakowski P., Bardowski J.:
Biodiversity of Lactococcus lactis bacteriophages in Polish dairy
environment. Acta Biochim. Pol. 54,151-158 (2007)
Szczepankowska A.K., Gorecki R.K., Kotakowski P, Bar-
dowski J.: Lactic acid bacteria resistance to bacteriophage
and prevention techniques to lower phage contamination in
dairy fermentation (w) Lactic Acid Bacteria — R&D for
Food, Health and Livestock Purposes, ed. Marcelino Kongo,
ISBN 978-953-51-0955-6, 2, 23-72 (2013) (http://dx.doi.org/
10.5772/51541).

Szpendowski J., Smietana Z., Plodzien T., Lewandowski K.,
Owczarzak A., Buczma E.: Technologia seréw twarogowych
o podwyzszonej wartosci odzywczej. Przegl. Mlecz. 1,4-9 (2007)
Smietana Z., Derengiewicz W., Jankowski A., Wojdynski T.:
Nowa technika i technologia produkcji twarogéw. Przegl. Mlecz.
9,288-292 (1998)

53.

54.

55.

56.

57.

58.

J. ZYLINSKA, K. SIEMIANOWSKI, K. BOHDZIEWICZ, K. PAWLIKOWSKA, P. KOEAKOWSKI, J. SZPENDOWSKI, J. BARDOWSKI

Smietana Z., Szpendowski J., Bohdziewicz K., Swigon J.: Ogélne
zasady produkcji twarogdw i serkoéw twarogowych. Czeé¢ 1.
Metoda tradycyjna. Przegl. Mlecz. 1, 7-9 (1994)

Swietlik K.: Spozycie mleka i jego przetworéw. Rynek Mleka:
Stan i perspektywy, 41, 13-15 (2011)

Usajewicz L.: Mikrobiologia mleka i jego przetworéw (w) Mle-
czarstwo. Tom 1, red. S. Ziajka, Wyd. UWM, Olsztyn, 2008,
s.152-204

Welman A.D., Maddox L.S.: Exopolysaccharides from lactic acid
bacteria: perspectives and challenges; Trends in Biotechnol. 21,
269-274 (2003)

Walsh B., Cogan T.M.: Diacetyl, acetoin, and acetaldehyde pro-
duction by mixed-species lactic starter cultures. Appl. Microbiol.
26, 820-825 (1973)

Zelazna K., Popielarska A.: Mleko i produkty mleczarskie
w zywieniu cztowieka. Przem. Spoz. 10, 26-31 (2003)



SPIS TRESCI

Profesor dr habilitowany Marek Niemiattowski 1945-2014 ..................... ... ..., 207
A. Misiewicz, S. Wréoblewska-Kabba - Ewolucja adaptatywna genoméw drozdzy

z grupy Saccharomyces cerevisiae Sensu StriCtO . ... ..o vu v nn e 211
E. Szczuka, A. Kaznowski - Zrdéznicowanie kaset SCCmec u metyloopornych

gronkowcow koagulazo-ujemnych ... 223
M. Staniszewska, M. Bondaryk, M. Kowalska, U Magda, M. Luka,

Z. Ochal, W. Kurzatkowski - Patogenezaileczenie zakazen Candida spp. ....... 229

Z. Bakuta, A. Safianowska, M. Nowacka-Mazurek, J. Bielecki,
T. Jagielski - Mycobacterium kansasii: biologia patogenu oraz cechy kliniczne

i epidemiologiczne zakazen ......... ... ... i 241
A. Markowska-Zagrajek,M. Réwnicki, J. Trylska - Hamowanie wzrostu

bakterii przez peptydowe kwasy nukleinowe i ich potencjalna rola w biotechnologii ....... 255
O. Zajac, A.E. Laudy, S. Tyski - Biofilm, pompy MDR i inne mechanizmy opornosci

Stenotrophomonas maltophilia na zwiazki przeciwbakteryjne ................. ... ... ... 264
K.P. Gregorczyk, Z. Wyzewski, L. Szulc-Dagbrowska, J. Struzik,

J.Szczepanowska, [M. Niemialtowski| - Rola mitochondriéw w odpornosci

PIZECIWWITUSOWE] . ..ottt ettt ettt et ettt e i eaas 277

J. Zyliﬁska, K. Siemianowski, K. Bohdziewicz, K. Pawlikowska,
P. Kotakowski, J. Szpendowski, ]. Bardowski - Kultury starterowe

do produkeji twarogéw kwasowych - rola i oczekiwania ...l 288
CONTENTS
Profesor dr habilitowany Marek Niemiattowski 1945-2014 .................. ... ... 207
A. Misiewicz, S. Wroblewska-Kabba - Adaptive evolution of yeasts genomes from
Saccharomyces cerevisiae Sensu StriCtO GLOUP ... v v vt ettt aaeaeaan 211
E. Szczuka, A. Kaznowski - Differentiation of staphylococcal cassette chromosome
mec (SCCmec) in methicillin-resistant coagulase-negative staphylococci.................. 223

M. Staniszewska, M. Bondaryk, M. Kowalska, U Magda, M. Luka,
Z. Ochal, W. Kurzatkowski - Pathogenesis and treatment of fungal infections by
Candida SPP. . .« v oot 229
Z. Bakuta, A. Safianowska, M. Nowacka-Mazurek, J. Bielecki,
T. Jagielski - Mpycobacterium kansasii: pathogen biology and clinical and epidemiolo-
gical features of infections ......... ... .. i 241
A. Markowska-Zagrajek,M. Réwnicki, J. Trylska - Inhibition of bacterial
translation and growth by antisense peptide nucleic acids and their potential applications

in biotechnology . . .. ..ot e 255
O. Zajac, A.E. Laudy, S. Tyski - Biofilm, MDR efflux pumps and other mechanisms

of Stenotrophomonas maltophilia resistance to antibacterial substances.................... 264
K.P. Gregorczyk, Z. Wyzewski, L. Szulc-Dabrowska, J. Struzik,

J.Szczepanowska, [M. Niemialtowski| - The role of mitochondria

in antiviral immunity . ... 277

J. Zylifiska, K. Siemianowski, K. Bohdziewicz K. Pawlikowska,
P Kotakowski, J. Szpendowski, J. Bardowski - Starter cultures for acid
curd — role and eXPectations . ... .........o.iuint i 288



ERRATA

Poprawny angielskojezyczny tytul pracy K. Pisarskiej i S.J. Pietra
»Bakterie endofityczne - ich pochodzenie i interakcje z roslinami”
powinien brzmie¢

“Bacterial endophytes - their origin and interaction with plants”



