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W latach 1956–1959 byłem studentem Wydziału 
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Łódzkiego, 
tutaj w Katedrze Mikrobiologii kierowanej przez prof. 
dr hab. Bernarda Zabłockiego po raz pierwszy spotkałem 
dr Gustawa Kerszmana. Był on wtedy jednym z wielu 
pracowników naukowych katedry. W roku 1959 uzyska-
łem dyplom magistra biologii w zakresie mikrobiologii. 
Dr Kerszman faktycznie kierował moją pracą magister-
ską, pełnił formalnie wraz z dr Leonem Sedlaczkiem 
funkcję opiekuna tej pracy. Niewiele wiedziałem wtedy 
o Nim, tyle tylko, że był uczniem prof. Zabłockiego i od 
utworzenia Katedry Mikrobiologii w Łodzi stale z nim 
współpracował. W czasie prowadzonych przez niego 
„mini wykładów”, poprzedzających ćwiczenia zadziwiał 
umiejętności przekazywania nie tylko ważnych mery-
torycznie faktów, ale logiką wykładów oraz atrakcyjną 
ich formą. Zajmował się już wtedy biologią oraz gene-
tyką bakteriofagów. We wspomnieniu napisanym przez 
Niego po śmierci prof. Bernarda Zabłockiego napisał, 
iż osobą która natchnęła go do podjęcia tego tematu 
oraz zachęcała do jej kontynuowania był zmarły Pro-
fesor. Owocem badań nad bakteriofagami była jedna 
z pierwszych jego publikacji pt. Restrykcja bakteriofaga 
lambda w szczepie Escherichia coli (Książka, Wydawnic-
two Uniwersytet Łódzki, 1967). 

Gdy dziś porównuję moich ówczesnych mentorów 
tj. dr  Kerszmana i dr  Sedlaczka widzę, że różnili się 
dość znacznie zainteresowaniami naukowymi a przede 
wszystkim usposobieniem – dr Kerszman mniej uwagi 
poświęcał pracy eksperymentalnej, natomiast więcej 
intelektualnej ich interpretacji. Interesowała go w znacz-
nej mierze filozofia. Owocem tych rozważań być może, 
była wspólnie z innymi autorami napisana książka 
pt. Wstęp do filozofii (autorzy Stefan Amsterdamski, 
Gustaw Kerszman, Zdzisław Augustynek, Zdzisław 
Kochański). Myślę, że osobowość dr Kerszmana kształ-
towana była przez doświadczenia II Wojny Światowej 
tj. doświadczenia młodego Polaka walczącego o prze- 
życie. Dowiedziałem się tego wszystkiego niedawno 
z  Jego wspomnień umieszczanych na różnych forach 
witryn internetowych. 

Nagłówki hasła internetowego pt. „gustaw kersz­
man” wyjaśniają: polski mikrobiolog i genetyk żydow­

skiego pochodzenia. Dr Gustaw Kerszman urodził się 
w 1930 roku w Warszawie, faktycznie w rodzinie oby-
wateli polskich żydowskiego pochodzenia. Ojciec Jego 
był okulistą, specjalizującym się w chirurgii ocznej, 
matka ukończyła romanistykę. Kerszmanowie miesz-
kali w Białymstoku. Należeli do tego odłamu narodu 
żydowskiego, który swą przyszłość widział w  ściślej- 
szej w  integracji z polskim społeczeństwem. Rodzice 
choć znali swoje korzenie, jako ludzie wykształceni 
i światli, w imię „nowoczesności” jak sądzę, nie chodzili 
już do synagogi oraz nie uczestniczyli życiu religijnym 
społeczności żydowskiej białostocku. Jednakże, jeszcze 
przed wybuchem wojny ich stosunek do tradycji współ-
plemieńców nieco uległ zmianie, a to wskutek nieśmia-
łej jeszcze propagandy antysemickiej w Białymstoku. 
W  1941 roku cała rodzina została zamknięta przez 
Niemców w getcie. Koszmar tych dni i dni następu-
jących po wyzwoleniu Polski opisał dr   Kerszman 
w książce pt. „ Jak ginąć to razem” (Książka i Wiedza, 
2006). Często w Jego wspomnieniach z przeszłości 
powracał obraz Jego żydowskich kolegów z  Białego-
stoku, którzy zginęli – pozostał przy życiu tylko On. 
Podobnie traumatyczne doświadczenia z  Warszawy 
stały się Jego własnością, gdy Kerszmanowie po opusz-
czeniu w 1943 r. getta białostockiego przedostali się do 
Warszawy. Ukrywali się na „fałszywych papierach” 
po aryjskiej stronie, byli świadkami masowej zagłady 
żydów w getcie warszawskim oraz w czasie powstania 
w  getcie. W  Warszawie zginął jego Ojciec zadenun-
cjowany na gestapo przez tamtejszego szmalcownika. 
Powstanie Warszawskie przeżył wraz z Matką wśród 
polskich przyjaciół. Po upadku powstania przebywał 
w Skierniewicach.

W 1945 przyjechał do Łodzi i zaczął pracować na 
Uniwersytecie Łódzkim, gdzie w 1967  roku uzyskał 
tytuł doktora habilitowanego. Rok później ukazała się 
kolejna Jego książka napisana z Bohdanem Rodkie-
wiczem pt. Wykłady z genetyki (Uniwersytet Łódzki, 
PWN). Przeżycia wojenne oraz propaganda nowych 
władz Polski, które obiecywały lepszy świat, zdecydo-
wały – jak sądzę – o opowiedzeniu się dr Kerszmana 
za nowym porządkiem ustrojowym w Polsce. Zapisał 
się do Partii, jak zresztą wielu w tym czasie pragnących 
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działać dla dobra Kraju Polaków. Jednak „ piękne” teo-
rie głoszone przez partię w sposób zasadniczy rozmijają 
się z praktyką. W kierownictwie łódzkiej organizacji 
przy UŁ zaczął uchodzić za rewizjonistę. Z partii go 
nie wyrzucono mimo, że podstawowa komórka par-
tyjna Wydziału Biologii i Nauk o Ziemi, starała się bez 
powodzenia to uczynić.

Tymczasem od 1967 roku zaczęły w Polsce narastać 
nastroje antysemickie, początkiem ich stała się wojna 
sześciodniowa izraelsko-arabska, władze w Polsce 
uznały Izrael za agresora i rozpętały akcję antysemicką. 
Znaczenia nabrała w partii frakcja nacjonalistyczna tzw. 
partyzantów. Nastroje antysemickie wzrosły w następ-
nym roku, gdy po wystawieniu w Warszawie przez 
Kazimierza Dejmka Dziadów Adama Mickiewicza, 
odpowiedni przedstawiciele PZPR uznali przedsta-
wienie za antyrosyjskie. Władze wstrzymały wystawia-
nia tego spektaklu, co z kolei wywołało antyrządowe 
demonstracje studenckie, oraz protesty intelektualistów. 
Władysław Gomułka, ówczesny I sekretarz partii, obar-
czył winą za niepokoje w kraju syjonistów, którzy stano-
wić mieli w Polsce „V kolumnę”. Zaczęto więc zwalniać 
z pracy osoby pochodzenia żydowskiego nawet z nie 
bardzo eksponowanych stanowisk – do zwalnianych 
należeli głównie profesorowie akademiccy, naukowcy, 
literaci, artyści itp. W ciągu roku w atmosferze zastra-
szania wyjechała z „paszportami tylko w jedną stronę” 
większość ocalałych z Holokaustu polskich inteligentów 
żydowskiego pochodzenia. Dr Kerszman opuścił Polskę 
dość późno bo w roku 1969. O decyzji emigracji tak 
mówił w jednym z wywiadów:

Zdecydowaliśmy z matką, że wyjedziemy do Danii 
albo do Szwecji. Izrael nie wchodził w grę. Jestem 
Polakiem, zawsze się czułem Polakiem. Owszem, 
bardzo lubię żydowskie poczucie humoru, ale żydow­
ska kultura nie jest moja. Polska kultura jest moja. 
Była też kulturą moich rodziców. A to, co mnie łączy 
z żydostwem, to tylko Holocaust i solidarność z ofia­
rami antysemityzmu.

Zatrzymał się z Matką w Kopenhadze, początkowo 
pracował na Uniwersytecie Kopenhaskim, a w  latach 
1972–2002 wykładał biologię molekularną i genetykę 
na Uniwersytecie w Roskilde (Dania). Jak mówili mi 
znajomi bardzo tęsknił za Polską, wielokrotnie składał 
prośby o pozwolenie powrotu a przynajmniej odwie-
dzenia kraju, zawsze spotykał się z odmową. Iskierka 
nadziei pojawiła się w trakcie kolejnej odwilży w Polsce, 
po dojściu do władzy Edwarda Gierka. Tak o tym mówił 
dr Kerszman: 

Chciałem wrócić dwa lata później, w 1971 roku. 
Po dojściu Gierka do władzy. Do powrotu nama­
wiał mnie mój przyjaciel Karol Taylor, profesor bio­
logii. Oferował mi zakład genetyki na uniwersytecie 
w Gdańsku. Byłem zdecydowany. Ale okazało się, że 
musiałbym w szacie pokutnej prosić władze o zgodę 
na przywrócenie mi obywatelstwa i prawo przyjazdu 
do Polski. Ta forma mi nie odpowiadała. Karol odpi­
sał, że doskonale mnie rozumie.

W spisie publikacji, przedstawionych na witrynie 
internetowej Uniwersytetu w Roskilde, który widnieje 
pod nazwiskiem dr  Gustawa Kerszmana znalazłem 
następujące pozycje: Lecture Notes for Genetic Spring 
2008; Manual for Introductory Laboratory Course in 
Molecular Biology – Bachelormodul in Molecular Bio­
logy; Lecture Notes for Biochemistry and Genetics. Są to 
głównie podręczniki akademickie, jednakże dr Kersz-
man prowadził również badania o charakterze podsta-
wowym – pewnie z myślą o wykorzystaniu ich przy 
opracowywaniu przyszłych biotechnologii. Intereso- 
wał się efektami działania toksycznego platyny(II) na 
drobnoustroje oraz układy tkankowe. W toku 1997 
wygłosił na tamtejszym Uniwersytecie wykład pt. 
Inactivation of T7 phage as an indicator of anticancer 
of platinum complexes. Problemy którymi zajmował 
się są też zestawione na stronie internetowej Uniwer-
sytetu w Roskilde w formie haseł, mogą to więc być 
tytuły nie opublikowanych artykułów lub tytuły mono
grafii na temat platyny(II). Dla przykładu podaję tylko 
dwie pozycje z tej listy: Bufor fosforanowy i stężenie soli 
w podłożu wpływają na inaktywację faga T4 przez kom­
pleksy platyny(II) i Platyna(II) blokuje wejście DNA faga 
T4 do komórek gospodarza itp. Należy w tym miejscu 
nadmienić, iż platyna (II) i platyna (IV) są wykorzy-
stywane obecnie w różnych dziedzinach biotechnologii 
a  szczególnie w  medycynie, na przykład: ukierunko-
wane niszczenie komórek nowotworowych przy lecze-
niu niektórych rodzajów raka.

Spotkałem dr Kerszmana w trakcie jednego z pierw-
szych jego przyjazdów do kraju. Na prośbę wspólnych 
znajomych odebrałem Go na lotnisku Chopina w War-
szawie i zawiozłem na spotkanie z prof. Amsterdam-
skim w pałacu Staszica. Potem kilka razy z okazji świąt, 
wymienialiśmy się pocztówkami, a potem i to zamarło. 
Czuję ogromny smutek, gdy myślę że   dr Kerszmana 
już nie ma wśród nas, czuję wielki smutek, gdy myślę 
o  tym jak w mojej ojczyźnie niszczeni byli najlepsi 
z najlepszych.

Jerzy Hrebenda
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1.  Wstęp

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M) typu II 
składają się z enzymów, które oddziałują ze specyficz-
nymi sekwencjami DNA. Systemy te obejmują dwie 
aktywności enzymatyczne: endonukleolityczną i mody-
fikacyjną (metylującą). 

Endonukleazy restrykcyjne klasy  II hydrolizują 
dwuniciowy DNA w obrębie rozpoznawanej przez nie 
sekwencji lub w jej pobliżu. Sekwencja ta zazwyczaj ma 
postać palindromu i liczy od 4 do 8 par zasad. Metylo-
transferazy są kodowane przez odrębne geny systemu 
R-M, katalizują reakcję kowalencyjnego przyłączania 
grup metylowych do zasad azotowych nukleotydów. 
Oba enzymy rozpoznają i modyfikują te same sekwencje 
DNA. DNA metylowany w takiej sekwencji jest oporny 
na działanie pokrewnej endonukleazy, co w warunkach 
in vivo chroni genom bakterii przed endogennym enzy-
mem restrykcyjnym. Systemy R-M często porównuje się 
do systemów toksyna – antytoksyna. W systemach tych 
toksyną jest endonukleaza restrykcyjna, której wysoki 
poziom ekspresji zapewnia komórce bakterii ochronę 
przed wirusami poprzez specyficzne cięcie obcego DNA. 
Jednakże zbyt duże stężenie tego enzymu prowadzi do 
uszkodzeń materiału genetycznego bakterii i może skut-

kować śmiercią gospodarza, jeśli poziom metylotransfe-
razy – antytoksyny, zapewniającej ochronną metylację 
genomu nie jest wystarczający. 

Geny niektórych systemów R-M niesione są na 
ruchomych elementach genetycznych takich jak plaz
midy, transpozony. Bardzo często podlegają wymianie 
pomiędzy gatunkami na drodze horyzontalnego trans-
feru genów [13, 26, 36].

2.	 Sposoby regulacji ekspresji genów
	 systemów R-M typu II

Analizy porównawcze wykazały różnice w organi- 
zacji genów systemów R-M typu II, a także odmienne 
mechanizmy molekularne, które kontrolują ekspresję 
genów metylotransferazy i endonukleazy w tych sys-
temach.

2.1.	 Kontrola ekspresji genów systemu R-M
	 poprzez metylotransferazę

Działanie systemów R-M opiera się na założeniu, 
że ekspresja genu endonukleazy restrykcyjnej powinna 
być w  pewien sposób zależna od aktywności lub 
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stężenia metylotransferazy w komórce gospodarza 
(biofeed-back). Kontrola ekspresji genów systemu R-M 
poprzez metylazę związana jest z aktywnością enzymu, 
jak i z jego powinowactwem do sekwencji operatoro-
wych niezwiązanych z miejscami metylacji DNA. Kiedy 
metylotransferaza zwiąże się z operatorem, stanowi 
przeszkodę dla polimerazy RNA i uniemożliwia jej 
przyłączenie się do promotora. W obydwu przypadkach 
obniżony poziom transkrypcji enzymu modyfikującego 
prowadzi do wydajnej transkrypcji genu kodującego 
endonukleazę restrykcyjną [25]. 

W niektórych poznanych systemach R-M metylaza 
pełni rolę regulatora transkrypcji swojego genu oraz 
aktywacji promotora dla endonukleazy. Przykładem 
może być system R-M CfrBI z Citrobacter freundi [5]. 
Geny tego systemu są ułożone w odwrotnej orientacji 
wobec siebie (Rys. 1). Kodony startu transkrypcji dla 
cfrBIR i cfrBIM oddzielone są odcinkiem o długości 
76 p.z. W systemie tym promotor cfrBIM jest znacznie 
silniejszy niż cfrBIR. Dzięki temu po przejściu systemu 
do nowego gospodarza najpierw syntetyzowana jest 
metylaza. Wzrost stężenia metylazy w komórce obniża 
poziom transkrypcji cfrBIM i jednocześnie wpływa na 
podwyższenie ekspresji cfrBIR. Efekt ten zależny jest 
od metylacji sekwencji w regionie promotorowym 
CfrBI [5]. Kontrola transkrypcji zależna jest od kowa-
lencyjnych modyfikacji grup metylowych w specy-
ficznej sekwencji DNA w obrębie silnego promotora 
cfrBIM, wprowadzanych poprzez metylotransferazę, 
która transkrybowana jest z tego promotora.

Podobne mechanizmy kontrolujące zostały poznane 
w systemie R-M LlaDII z Lactococcus lactis, który po- 

siada geny zorganizowane w tandem, llaDIIM i llaDIIR, 
które posiadają swoje własne, odrębne promotory 
(Rys. 1). Pomiędzy tymi genami znajduje się termina-
tor transkrypcji. Eksperymenty z użyciem plazmidu, 
w  którym gen reporterowy pozostawał pod kontrolą 
promotora llaDIIM pokazały, że aktywność tego pro-
motora była obniżona w przypadku stale produkowa-
nej metylotransferazy [7]. Wydaje się, że metylacja 
w obrębie miejsca –35 promotora obniża efektywność 
transkrypcji z promotora llaDIIM podobnie jak w przy-
padku systemu CfrBI. 

2.2.	 Gen endonukleazy restrykcyjnej położony
	 za genem metylotransferazy

W systemie R-M Cfr9I geny zorganizowane są w ten 
sposób, że ostatni kodon dla metylotransferazy nakłada 
się z kodonem startu dla genu ednonukleazy (ATGA) 
(translational coupling), (Rys. 1). Ponadto sekwencja 
nukleotydowa komplementarna do przypuszczalnej 
sekwencji Shine-Delgarno poprzedza cfr9IR i  leży 
wewnątrz cfr9IM. 

Takie ułożenie genów systemu restrykcyjno-mody-
fikacyjnego może wpływać na wydajność transkrypcji 
genu endonukleazy [13, 14].

2.3.	 Regulacja ekspresji genów poprzez
	 antysensowne RNA

Sposób regulacji ekspresji genów poprzez antysen-
sowne RNA został opisany na przykładzie systemów 
EcoRI, SalI i Eco29kI. 

Rys. 1.  Schemat organizacji i regulacji genów systemów R-M
Gen endonukleazy restrykcyjnej (R) oznaczono kolorem czarnym, metylotransferazy (M) oznaczono kolorem białym.
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W systemie R-M EcoRI, gdzie gen endonukleazy 
położony jest powyżej genu metylotransferazy, a oba 
geny znajdują się w tej samej orientacji, zidentyfikowano 
promotory na dolnej nici, które wpływają na poziom 
ekspresji obu genów [21], (Rys. 1). Mechanizm regulacji 
przez antysensowne RNA jest biologicznie istotny dla 
bakterii w kontrolowaniu ekspresji genu ecoRIR. 

Po wniknięciu systemu R-M do nowego gospoda-
rza dominuje transkrypcja z promotora genu metylo
transferazy. Akumulacja odpowiedniej ilości M.EcoRI 
w komórce powoduje rozpoczęcie transkrypcji z od- 
wrotnego promotora i zahamowanie aktywności genu 
ecoRIM [21]. Analogiczny sposób regulacji zaobser-
wowano w systemie R-M Eco29kI (Rys. 1). Oba geny 
tworzą jeden operon, w którym eco29kIR poprzedza 
eco29kIM. Wykazano, że odrębny promotor znajdu-
jący się w genie dla endonukleazy wystarcza aby syn-
tetyzować tyle enzymu modyfikującego, by całkowicie 
ochronić DNA gospodarza. Ponadto w systemie tym 
poziom transkryptu eco29kIR ściśle zależy od dwóch 
antysensownych promotorów leżących w obrębie tego 
genu [22]. Te antysensowne transkrypty uniemożliwiają 
inicjację translacji bicistronowego eco29kIR-eco29kIM 
mRNA poprzez jego degradację. Zarówno eco29kIM, 
jak i antysensowne promotory są niezbędne do tego, 
aby system mógł się stabilnie utrzymać w  komórce 
bakteryjnej [22]. W operonie SalI, gen kodujący enzym 
odpowiedzialny za restrykcję znajduje się powyżej genu 
kodującego enzym metylujący (Rys. 1). Oba geny są 
głównie transkrybowane z promotora zlokalizowanego 
bezpośrednio powyżej salIR. 

W operonie tym znajduje się również inny promotor 
w  obrębie 3’ końca kodującego salIR, co pozwala na 
ekspresję genu salIM w przypadku braku aktywności 
promotora pierwszego. Drugi promotor może być 
zaangażowany we wcześniejszą ekspresję genu mety-
lującego, chroniącego DNA przed działaniem endonu-
kleazy restrykcyjnej, po tym jak system R-M zostanie 
przekazany do nowego gospodarza [2]. 

3.  Białka kontrolujące C 

Szczegółowe prace nad analizą sekwencji nukleo
tydowych systemów restrykcyjno-modyfikacyjnych 
BamHI oraz PvuII wykazały obecność dodatkowej 
ramki odczytu genu (ORF), znajdującej się najczęściej 
tuż przed genem endonukleazy restrykcyjnej, poza 
genem metylotransferazy [1, 31, 21]. Zaobserwowano, 
że mutacje w obrębie tej dodatkowej ramki odczytu 
skutkują brakiem właściwości restrykcyjnych systemu, 
nawet jeśli gen endonukleazy pozostaje niezmutowany. 

Efekt ten zostaje zniesiony w układzie in trans 
przez dodanie do bakterii plazmidu niosącego kopię 
ORF typu dzikiego. Białka kodowane przez te dodat-

kowe ramki odczytu zostały nazwane białkami C 
(controller). Regulacja systemów restrykcyjno-mody-
fikacyjnych poprzez białko C po raz pierwszy została 
opisana w  systemie PvuII [32]. Zaobserwowano, że 
gen kodujący białko regulatorowe i gen endonukleazy 
pvuIIR nakładają się na siebie i mają tę samą orientację 
(Rys. 1). Okazało się, że ekspresja genu endonukleazy 
zachodzi efektywnie dopiero po nagromadzeniu się 
odpowiedniej ilości białka C w komórce, które działa 
jak pozytywny regulator ekspresji, opóźniając jedno-
cześnie pojawienie się aktywności toksycznej endo-
nukleazy. Natomiast drugi enzym metylotransferaza 
produkowana jest niezależnie od syntezy białka C. Jest 
to dodatkowy mechanizm, który chroni bakterię przed 
zbyt wczesnym pojawieniem się aktywności endonu-
kleazy restrykcyjnej [20, 32]. Stwierdzono również, że 
białka  C mają zdolność ograniczenia ekspresji genu 
metylotransferazy, w przypadku gdy cały DNA komór-
kowy został zmodyfikowany [17, 33, 34].

Ustalono struktury krystaliczne białek C, C.AdhI 
[16], C.BcII [26], a także C.Csp231 [30]. Białka te mają 
formę dimeru, a struktura każdego z monomerów jest 
analogiczna do domeny wiążącej DNA represora faga λ. 
Zazwyczaj gen kodujący białko C znajduje się powyżej 
genu endonukleazy i częściowo się z nim pokrywa [23]. 

4.	Struktura miejsc DNA do których wiąże się
	 białko C (operator)

Geny kodujące białka C znajdują się zazwyczaj przed 
genem endonukleazy, bądź częściowo pokrywają się 
z tym genem tworząc jeden operon. W obrębie sekwen-
cji promotorowej można wyodrębnić dwa miejsca wią-
zania się dla białka C. Kiedy dimer białkowy zwiąże 
się ze specyficzną sekwencją w obrębie promotora roz-
poczyna się transkrypcja, wzrasta wydajność ekspresji 
genu endonukleazy. Aktywacja zależna od białka kon-
trolującego C może obejmować oddziaływanie białko-
-białko między C a podjednostką σ polimerazy RNA, 
która rozpoznaje sekwencje –35 i –10 promotora.

Na podstawie analizy sekwencji tych białek wyka-
zano obecność wysoce konserwowanego regionu 
przypominającego strukturę helisa-skręt-helisa (helix­
-turn-helix), charakterystycznego dla licznych białek 
regulatorowych wiążących DNA.

Duża różnorodność wśród systemów restrykcyjno-
-modyfikacyjnych wskazuje na przypuszczalne różnice 
w budowie sekwencji miejsc DNA wiążących białka C. 

Na podstawie badań bioinformatycznych miejsca 
wiązania się tych białek z DNA wyodrębniono 9 grup 
[28]. Wszystkie operatory mają podobną długość: 
35 par zasad, podobną budowę, na którą składają się 
trzy pierwsze zasady na zewnątrz danego motywu. Te 
trzy zasady nukleotydowe są z reguły komplementarne. 
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Typowe miejsce C (C-box) składa się z dwóch kopii 
takiej samej, palindromowej sekwencji. 

Są one oddzielone ściśle konserwowaną, niesyme-
tryczną sekwencją GTG. Na podstawie podobieństwa 
sekwencji i specyficzności występowania nukleoty-
dów, miejsca wiązania zostały sklasyfikowane w grupy, 
które nazwano: C.PvuII, C.EcoRV i C.EcoO109I [20, 
18, 12]. Miejsca C.PvuII mają strukturę dwóch krót-
kich palindromów, przedzielonych ściśle konserwo-
waną cztero-nukleotydową sekwencją. Dwa ramiona 
palindromowe stanowią miejsce wiązania dla mono-
merów białka C. W przeciwieństwie do C.PvuII, miej-
sca wiązania C.EcoRV i C.EcoO109I są pojedynczymi 
palindromami.

Wyróżnia się również motywy wśród sekwencji 
nukleotydowych, do których przyłącza się białko  C. 
Typową budowę takiego motywu można przedsta-
wić jako Z-X-N-X*-GTG-x-n-x*-Z*, gdzie X oznacza 
wewnętrzne palindromy, N wewnętrzne nie palindro-
mowe sekwencje w operatorach, Z wskazuje zewnętrzne 
trójnukleotydowe obszary, gwiazdki oznaczają miejsca 
komplementarne. Duże litery oznaczają wysoko kon-
serwowane nukleotydy lub sekwencje wiążące białko C, 
a  małe, te o niższej powtarzalności wśród badanych 
systemów [28].

5.  Mechanizm regulacji transkrypcji przez białko C

Białka C przyłączają się do DNA w postaci dime-
rów [29], dlatego poznane miejsca wiązania mają struk-
turę palindromu. W systemie EcoRV wykazano obec-
ność dwóch miejsc wiązania się tych białek w obrębie 
sekwencji regulatorowej genu kodującego białko  C. 
Region znajdujący się przed miejscem startu trans-
krypcji ma wyższe powinowactwo do wiązania się 
dimerów C, co wpływa efektywnie na wzrost stężenia 
białka w  komórce. Natomiast związanie się białka  C 
z  obszarem poniżej miejsca startu transkrypcji skut-
kuje obniżeniem poziomu transkrypcji genu [27, 33]. 
W  systemach R-M, które posiadają gen  C często nie 
obserwuje się własnego promotora dla genu enzymu 
restrykcyjnego. Otwarte ramki odczytu dla obydwu 
genów zachodzą na siebie i transkrypcja genu toksycz-
nej dla komórki endonukleazy zależna jest od regula-
torowego białka C [36]. Po przejściu systemu R-M do 
komórki bakteryjnej istotna rola białka C polega więc 
na opóźnieniu transkrypcji genu endonukleazy po 
to, aby umożliwić metylotransferazie ochronę DNA 
nowego gospodarza [19]. 

Również ekspresja genu metylazy podlega kon-
troli poprzez białko C. W systemie EcoRV, gdzie geny 
metylazy i białka C oraz endonukleazy restrykcyjnej 
położone są w przeciwnej orientacji, związanie się 
białka C z jedną z sekwencji palindormowych urucha-

mia transkrypcję genu enzymu endonukleolitycznego, 
ale hamuje produkcję metylotransferazy, ponieważ 
istnieje współzawodnictwo pomiędzy związaniem się 
białka C z typowym miejscem C i aktywacją promotora 
dla endonukleazy, a pokrywającym się z tym regionem 
promotorem dla metylazy [27]. 

W przypadku systemu Esp13961, gen metylotrans-
ferazy zlokalizowany jest w znacznej odległości od 
operonu białka C i endonukleazy [4, 6]. Jednak miej-
sce promotorowe genu enzymu metylującego zawiera 
sekwencje wiążące białko C. Wiążąc się do tego miejsca, 
białko C uniemożliwia polimerazie RNA rozpoczęcie 
transkrypcji. W ten sposób białko C wpływa na poziom 
ekspresji genów enzymów. W systemie Kpn2I gen 
metylazy i białka C są zorganizowane w przeciwnych 
kierunkach, białko C stymuluje transkrypcję własnego 
genu i jednocześnie redukuje stężenie enzymu metylu-
jącego w komórce [15]. W obu przypadkach kontrola 
transkrypcji genów umożliwia obniżenie początkowo 
wysokiego stężenia w komórce metylotransferazy i włą-
czenie aktywności endonukleolitycznej systemu. 

6.  Podsumowanie

Lokalizacja systemów restrykcyjno-modyfikacyj-
nych na ruchomych elementach genetycznych i  ich 
powszechność w komórkach bakteryjnych wskazuje, 
że odgrywają one ważną rolę w przepływie informa-
cji genetycznej między bakteriami a także w regulacji 
genów kodujących czynniki wirulencji patogenów 
[9–11]. Obecność systemów R-M w komórce związana 
jest również ze stopniem adaptacji bakterii do życia 
w środowisku. W przypadku gatunków jak Helicobac­
ter pylori geny kodujące systemy R-M wpływają na 
możliwość bytowania bakterii w kwaśnym środowisku 
żołądka [3]. Wykazano także ważną rolę endonukle-
azy restrykcyjnej w procesie horyzontalnego przepływu 
genów wśród metycylinoopornych szczepów Staphylo­
coccus aureus [8]. Szczepy z ograniczoną aktywnością 
tego enzymu były szczególnie podatne na przepływ 
informacji genetycznej od innych gatunków takich jak 
Escherichia coli i z łatwością nabywały gen oporności 
na wankomycynę od enterokoków [8]. 

Regulacja ekspresji genów systemów R-M nie jest 
jeszcze dobrze poznana, choć pewne elementy kontroli 
zostały zidentyfikowane i podlegają intensywnym bada-
niom. Pojawianie się kolejnych szczepów opornych na 
większość dostępnych antybiotyków stanowi obecnie 
poważny problem epidemiologiczny na całym świecie. 
Szczegółowa analiza bakteryjnych systemów R-M zaan-
gażowanych w horyzontalny przepływ genów i pozna-
nie sposobu ich regulacji może wyznaczyć nowe trendy 
w poszukiwaniu terapii chorób wywoływanych przez 
szczepy wielooporne. 
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1.  Wstęp

Wirus polio towarzyszy człowiekowi już od czasów 
starożytnych, o czym może świadczyć staroegipska 
stela, czyli pomnik nagrobny, przedstawiający męż-
czyznę ze stopą zniekształconą charakterystycznie dla 
postaci porażennej poliomyelitis. Przez tysiące lat była 
to choroba rzadka, większość przypadków zachorowań 
dotyczyła dzieci do 4 roku życia. Pierwsze małe lokalne 
epidemie miały miejsce około 1900  roku w  Stanach 
Zjednoczonych Ameryki (USA) i w Europie. W pierw-
szej połowie XX wieku wybuchła już wielka pandemia 
poliomyelitis, chorowały głównie dzieci w wieku od 5 do 
9 lat, jedna trzecia przypadków dotyczyła osób powyżej 
15 roku życia, co spowodowało, że trwałych porażeń 
po zachorowaniu było dużo więcej niż gdy chorowały 
małe dzieci i niemowlęta. W  1952 w  USA zachoro-
wało 58 000 osób, z czego ponad 3 000 zmarło, a 20 000 
doznało trwałych porażeń [79]. Obecnie program era-
dykacji poliomyelitis zmierza ku końcowi, w 2013 roku 
na całym świecie wystąpiło 416 przypadków zachoro-
wań wywołanych dzikim poliowirusem. Ostatni odno-
towany przypadek zachorowania wywołanego dzikim 
polio typu 2 miał miejsce w Indiach w 1999, wydaje 
się że dziki wirus polio typu 3 także został wyeradyko-
wany, ostatni opisany przypadek miał miejsce w Nigerii 
w 2012 roku [67].

W latach 70 w Europie pojawiły się dwie duże epide-
mie, które początkowo przypisywano wirusowi polio, ze 
względu na duże podobieństwo obrazu klinicznego cho-
roby. Jednak okazało się, że czynnikiem etiologicznym 
licznych zachorowań był po raz pierwszy wyizolowany 
w 1969 roku w USA enterowirus 71 (EV71). Od lat 90, 
w regionie Azji i Pacyfiku mają miejsce liczne epidemie 
z udziałem EV71. W 2009 roku w Chinach zachorowało 
1,2 miliona osób, odnotowano 353 przypadki śmier-
telne, była to, jak dotąd największa z  odnotowanych 
epidemii [3]. Trzy lata później (2012) w  Kambodży 
media informowały o „tajemniczej chorobie”, na którą 
dzieci umierają tuż po przyjęciu do szpitala. Dokładne 
badania laboratoryjne wykazały obecność EV71 [71]. 
Historia EV71 jest bardzo podobna do historii wirusa 
polio. Czy enterowirus 71 ma szansę zostać „najgroź-
niejszym” enterowirusem w sukcesji po „odchodzącym” 
poliowirusie?

2.  Budowa i klasyfikacja

Enterowirus 71 (EV71), podobnie jak inne wirusy 
z rodziny Picornaviridae, to mały, bezosłonkowy wirus, 
o ikosahedralnym kształcie kapsydu, którego materia-
łem genetycznym jest jednoniciowe RNA o  dodat-
niej polarności (+ ssRNA). EV71 zaliczany jest do 
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gatunku A enterowirusów (EV-A), razem z wirusami 
Coxsackie  A (CV-A2-8, CV-A10, CV-A12, CV-A14, 
CV-A16) oraz z innymi enterowirusami (EV68, EV89, 
EV90, EV91, EV92). Jest on najbliżej spokrewniony 
z wirusem Coxsackie A16 (CV-A16) [68], homologia 
pomiędzy tymi dwoma typami na poziomie genomu 
wynosi 77%, natomiast na poziomie sekwencji amino-
kwasowej 89%. Przypuszcza się że EV71 wyewoluował 
z CV-A16 około roku 1940 [76].

Monocistronowy genom EV71 zbudowany jest 
z 7,4 tysięcy nukleotydów. Na obu końcach nici znaj-
dują się regiony niekodujące (UTR) stanowiące aż 
10% genomu wirusa. Koniec 5’ nici RNA związany jest 
kowalencyjnie z białkiem VPg, uczestniczącym w pro-
cesie inicjacji replikacji, natomiast niekodujący region 
3’, także odpowiadający za inicjację replikacji, zakoń-
czony jest sekwencją poli(A) [65]. Pojedyncza otwarta 
ramka odczytu koduje 11 białek: 4 białka strukturalne 
(region  P1) i  7  białek niestrukturalnych (regiony P2 
i P3). W wyniku translacji powstaje pojedyncza poli-
proteina o masie 250 kDa podlegająca obróbce proteoli-
tycznej. W wyniku proteolitycznego cięcia poliproteiny 
powstają trzy prekursorowe peptydy: P1, P2 i P3. Pep-
tyd P1 jest cięty na trzy białka: VP0, VP1 i VP3, które 
łączą się ze sobą tworząc protomer, pięć protomerów 
formuje pentamer, a 12 pentamerów buduje prokap-
syd. Dopiero w trakcie dojrzewania kapsydu białko VP0 
ulega cięciu na VP2 i VP4. VP1, VP2 i VP3 są biał- 
kami powierzchniowymi kapsydu, natomiast białko VP4 
jest białkiem wewnętrznym. Białka kapsydu odpowia- 
dają za wiązanie receptora na powierzchni wrażliwych 
komórek. Peptydy P2 i P3 cięte są na 7 białek pełnią-
cych funkcje niestrukturalne; jest wśród nich RNA 
zależna polimeraza RNA 3Dpol [6, 37].

Ikosahedralny kapsyd jest pozbawiony osłonki, co 
wpływa na stabilność wirusa w środowisku gospoda-
rza, cząstki wirusa są oporne na kwasy żołądkowe i bez 
trudu przedostają się do jelita. EV71 jest oporny także 
na rozpuszczalniki organiczne (70% etanol, eter, chloro-
form), wirusa można inaktywować promieniowaniem 
ultrafioletowym oraz stosując środki dezynfekujące 
zawierające formaldehyd i chlor. Temperatura powy-
żej 56°C inaktywuje cząstki EV71, natomiast w tempe-
raturze pokojowej wirus może przetrwać i zachować 
zakaźność nawet kilka dni [16, 74]. Wirus ten znajdo-
wany był w wodach powierzchniowych i podziemnych, 
w ściekach, a także w gorących źródłach [21, 34]. 

3.  Receptory komórkowe i replikacja

Gospodarzem dla enterowirusa 71 jest człowiek. 
Wirus wnika do komórki gospodarza poprzez połącze-
nie się z receptorem znajdującym się na powierzchni 
komórki wrażliwej. Jak dotąd odkryto siedem recepto-

rów komórkowych wykorzystywanych przez enterowi-
rusy: 3 integryny, receptor dla wirusa polio (CD155), 
czynnik DAF (CD55), ICAM-1 (CD54) i receptor dla 
coxsackie i adenowirusów (CAR) [63, 65]. Natomiast 
enterowirus 71 wykorzystuje jeszcze cztery inne recep-
tory. W 2009 roku opisano dwa receptory dla EV71: 
błonowe białko występujące na leukocytach ludzkich 
–  glikoproteinowy ligand 1 P-selektyny (PSGL-1; 
CD162) [57] oraz biało transmembranowe zlokalizo-
wane na lizosomach i endosomach –  SCARB2 [94]. 
SCARB2 jest wszechobecny w organizmie człowieka, 
wykorzystywanie tego białka jako receptora przez EV71 
może być powodem rozwoju ogólnoustrojowych zaka-
żenia. Z receptorem SCARB wiążą się wszystkie geno-
typy EV71 oraz CV-A16. EV71 może łączyć się także 
z występującym w przewodzie pokarmowym i odde-
chowym glikanem powiązanym z kwasem sialowym 
[93] oraz z receptorem DC-SIGN (CD209) [49] obec-
nym na komórkach dendrytycznych i  makrofagach, 
odgrywającym także istotną rolę w rozwoju zakażenia 
wywołanego wirusem HIV.

Przyłączenie cząstki wirusowej do receptora pro-
wadzi zarówno do zmian strukturalnych kapsydu 
jak i  błony komórkowej, co skutkuje uwolnieniem 
materiału genetycznego wirusa do cytoplazmy [90]. 
W komórce gospodarza wirusowe RNA podlega trans-
lacji, powstają białka wirusowe, materiał genetyczny 
podlega powieleniu, powstają cząstki potomne, osta-
tecznie dochodzi do lizy komórki i uwolnienia cząstek 
potomnych [72, 75, 78, 91].

4.  Przebieg zakażenia

Wirus szerzy się głównie na drodze fekalno-oralnej, 
w mniejszym stopniu również drogą kropelkową [14, 
77]. Wrotami zakażenia jest jama ustna, po wniknię-
ciu do organizmu wirus replikuje w migdałkach i jeli-
cie cienkim, następnie przenika do okolicznych węzłów 
chłonnych. Na tym etapie zakażenia choroba ma cha-
rakter bezobjawowy co ma miejsce u 70% przypadków 
osób zakażonych. U  części osób zakażonych docho-
dzi jednak do zajęcia przez wirusa wątroby, śledziony, 
szpiku kostnego i kolejnych węzłów chłonnych. Wirus 
może przedostać się także do serca, płuc, trzustki, błon 
śluzowych, skóry i do układu nerwowego. 

Główne objawy zakażenia enterowirusem 71 to: 
gorączka, pęcherze w jamie ustnej, obniżona świado-
mość, nerwowość, wymioty, kaszel i przeziębienie [82]. 
Najłagodniejsze w przebiegu są postacie dermatolo-
giczne zakażenia: herpangina i choroba dłoni, stóp i ust 
(HFMD), o wiele ostrzejsze w przebiegu są choroby 
układu nerwowego: zapalenie mózgu, zapalenie opon 
mózgowo-rdzeniowych, czy ostre porażenie wiotkie 
(AFP) [51, 85]. W przebiegu zakażenia EV71 zdarzają 
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się także: zapalenie móżdżku, zapalenie pnia mózgu, 
encefalopatia miokloniczna Kinsobourne’a, Zespół 
Guillaina-Barrégo i poprzeczne zapalenie rdzenia krę-
gowego [82]. Wirus do ośrodkowego układu nerwo-
wego przedostaje się za pomocą wstecznego transportu 
aksonalnego, nerwem czaszkowym lub peryferyjnym. 
Niewykluczone jest także, że wirus przekracza barierę 
krew–mózg [22]. Zmiany powstałe w  ośrodkowym 
układzie nerwowym pod wpływem zakażenia EV71 
dotyczą głównie istoty szarej rdzenia kręgowego 
i rdzenia przedłużonego, spotyka się je także w pod
wzgórzu, móżdżku i korze ruchowej, przypominają one 
obrzęk, neuronofagię i guzki mikrogleju występujące 
także w zapaleniu mózgu powodowanym zakażeniami 
innymi wirusami [74]. 

Jednak najczęściej występujące zakażenia ośrodko-
wego układu nerwowego wywołane EV71 to zapalenie 
mózgu i ostre porażenie wiotkie. Najczęściej obserwo-
wanymi objawami towarzyszącymi zapaleniu mózgu są 
mioklonie czyli gwałtowne i nagłe skurcze poszczegól-
nych grup mięśniowych, wymioty i ataksja [61]. U nie-
których pacjentów z zapaleniem mózgu dochodzi do 
obrzęku płuc, zapaści sercowo-płucnej i krwotoku. Po 
epidemii na Tajwanie 1998 roku opisano trzy stadia kli-
niczne choroby: 1) nieskomplikowane zapalenie mózgu 
kończące się w 100% wyzdrowieniem; 2) rozregulowa-
nie autonomicznego układu nerwowego kończące się 
w 100% wyzdrowieniem; 3) neurogenny obrzęk płuc 
o śmiertelności 80% [16, 46].

Po ustąpieniu ostrych objawów zakażenia wirus cały 
czas namnaża się w organizmie gospodarza. Wirus izo-
lowany jest z gardła jeszcze 4 tygodnie po wystąpieniu 
pierwszych objawów, a z kału do 11  tygodni [14, 30, 
61]. Tak długi okres wydzielania warunkuje szeroką 
transmisję wirusa, największy współczynnik transmi-
sji (52%) wystąpił pomiędzy dziećmi do lat 6, rodzeń-
stwem lub kuzynostwem. Dzieci są w większym stopniu 
zdolne do przekazywania wirusa niż dorośli [91].

5.  EV71 na świecie

Po raz pierwszy obraz choroby po zakażeniu 
wirusem EV71 opisał Schmidt i współracownicy 
w  1974  roku. Opisali 20 przypadków zakażeń cen-
tralnego układu nerwowego, w  tym jeden przypadek 
śmiertelny, które miały miejsce w Stanach Zjednoczo-
nych w latach 1969–1972 [70]. EV71 po raz pierwszy 
został wyizolowany w 1969 roku w USA, w Kalifornii, 
z  kału 9 miesięcznego dziecka chorego na zapalenie 
mózgu. W latach 1969–1977 opisano dwie małe epi-
demie wywołane przez EV71 w  Kalifornii (23  przy-
padki) [54] i  Nowym Jorku (28 przypadków) [27], 
chorzy rozwinęli głównie objawy neurologiczne [31, 
41, 51]. W tym samym czasie na świecie miały miejsce 

epidemie o szerokim spektrum chorób od HFMD 
poprzez zapalenie mózgu, zapalenie opon mózgowo-
-rdzeniowych, porażenia, silne zakażenia układu 
oddechowego i  zapalenia mięśnia sercowego. Epide-
mie te miały miejsce w: Australii (1972–1973 i 1986) 
[28, 40]; Szwecji (1973); Japonii (1973 i 1978) [29, 
38]; Bułgarii (1975) [26]; na Węgrzech (1978) [56]; we 
Francji (1979), w  Hong Kongu (1985) i w Filadelfii, 
w USA (1987) [9, 31, 51]. Epidemie opisane od 1974 do 
połowy lat 90 miały charakter od łagodnych po ciężkie. 
W Japonii w 1973 i 1978 roku zachorowało odpowied-
nio 3 296 i 36 301 osób [3]. Większość pacjentów roz-
winęła typową chorobę dłoni, stóp i ust, podobnie jak 
w Australii w 1986 roku. W czasie epidemii w Bułgarii 
w 1975 roku, zachorowało 705 osób, większość z nich 
(77%) rozwinęło zapalenie opon mózgowo-rdzenio-
wych, około 21% miało ostre porażenia wiotkie, odno-
towano 44 przypadki śmiertelne [51, 74]. Na Węgrzech 
w 1978 roku, zachorowało 323 osoby, większości zacho-
rowań towarzyszyły objawy neurologiczne w  postaci 
zapalenia mózgu, zapalenia opon mózgowo-rdzenio-
wych i ostrych porażeń wiotkich, obserwowano także 
pojedyncze przypadki HFMD, zmarło 47 osób [56]. 

W drugiej połowie lat 90 wystąpiły dwie duże epi-
demie związane z zakażeniami EV71. Pierwsza miała 
miejsce w Malezji, w Sarawak, w 1997 roku, a druga 
na Tajwanie w 1998  roku. W Malezji zachorowało 
2 628  osób, w większości były to przypadki HFMD 
i herpanginy. W 30% przypadków dochodziło do zaka-
żenia ośrodkowego układu nerwowego (zomr; AFP; 
zapalenie mózgu i pnia mózgu; zapalenie rdzenia oraz 
ataksje). U  około połowy osób z objawami neurolo-
gicznymi (52%) miały miejsce także objawy skórne 
w postaci HFMD. Po raz pierwszy obserwowano także 
przypadki ostrego zapalenia mózgu z obrzękiem płuc 
i krwotokiem, szybko kończące się śmiercią. W czasie 
tej epidemii zmarło 40 osób [1, 10, 12]. Epidemia na Taj-
wanie była spowodowana koinfekcją EV71 i CV-A16. 
Zachorowało 129 106 osób, większość osób rozwinęła 
objawy skórne: HFMD i herpanginę (79%); zakażenia 
ośrodkowego układu nerwowego (zomr, zapalenie 
mózgu i pnia, AFP) dotyczyło tylko 35% przypadków. 
Wśród zakażeń ośrodkowego układu nerwowego 41% 
przypadków stanowiły nieskomplikowane zapalenia 
mózgu, w 44% zapaleniu mózgu towarzyszyło rozre-
gulowanie układu autonomicznego, a u 15% przypad-
ków dochodziło do obrzęku płuc. Ciężkim zakażeniom 
towarzyszyły krwotoki i zapalenie mięśnia sercowego. 
Śmiertelność w przypadkach z obrzękiem płuc wyno-
siła 90%, podczas gdy w przypadkach z objawami tylko 
ze strony układu nerwowego wynosiła 20%. Zarejestro-
wano 78 przypadków śmiertelnych [23, 32, 48]. 

XXI wiek przyniósł liczne i duże epidemie HFMD 
w regionie Azji i Pacyfiku. W Australii, w 2000–2001, 
do szpitali trafiło około 200  dzieci, w  tym 9 miało 
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objawy ze strony ośrodkowego układu nerwowego, 
a 5 osób rozwinęło obrzęk płuc [3, 53]. W 2013 roku 
zanotowano 30 przypadków zakażeń EV71 z objawami 
neurologicznymi.

W Brunei, w 2006 roku, zachorowało 1 681 dzieci, 
u większości z nich zdiagnozowano HFMD lub herpan-
ginę, trójka z nich zmarła w wyniku ciężkich chorób 
neurologicznych [2]. 

W Chinach, w 2007 roku, epidemia HFMD wy- 
buchła w prowincji Shandong [3], odnotowano 1 149 za- 
chorowań, głównie wśród dzieci poniżej 5 roku życia 
(84,4%). 11 przypadków HFMD (0,9%) została zakwali-
fikowana jako ciężkie, z towarzyszącymi komplikacjami 
ze strony układu nerwowego. W czasie epidemii zmarło 
troje dzieci (0,3%; wiek ≤ 3). W następnym roku (2008) 
zarejestrowano 61 459 przypadków HFMD, prawie we 
wszystkich prowincjach chińskich. Głównie chorowały 
dzieci poniżej 5  roku życia (92%), zmarło 36  dzieci 
[100]. W 2009 roku liczba zanotowanych przypadków 
HFMD na terenie Chin sięgnęła 1 155 525, ciężkie przy-
padki stanowiły 1,2% (13 810), odnotowano 353 zgo-
nów (0,03%). Większość zachorowań dotyczyła dzieci 
w wieku poniżej 6 lat (93%); dzieci poniżej 4 lat stano-
wiły 75% wszystkich przypadków. Chorowało 2 razy 
więcej chłopców niż dziewczynek (1,8: 1) [3]. 

Po dużej epidemii na Tajwanie w 1998, w następ-
nych latach miały miejsce mniejsze epidemie w 2000 
i 2001 roku, odnotowano 291 i 389 ciężkich przypad-
ków oraz odpowiednio 41 i 55 przypadków śmiertel-
nych [48]. Pomiędzy rokiem 1998 i 2005, liczba ciężkich 
przypadków HFMD występujących w ciągu roku wzro-
sła z 35 do 405 [23]. W tym 8-letnim okresie zanoto-
wano 1 548 zachorowań o ciężkim przebiegu, w  tym 
93% dotyczyło dzieci poniżej 5  lat, a 75% dotyczyło 
dzieci poniżej 3 roku życia, w sumie zmarło 245 osób. 
Po 2005  roku liczba ciężkich przypadków i  zgonów 
wyglądała następująco: w 2006  roku 11 i  0; 2007: 12 
i 2; 2008 – 373 i 14; 2009 29 i 2 [3].

Od 1999 do 2005 w Japonii średnio raportowano 
42,7 przypadku HFMD na rok. Dwie epidemie miały 
miejsce w 2000 i 2003  roku, zachorowało 205 365 
i  172 659  osób. Około 90% pacjentów z HFMD była 
w wieku poniżej 6 lat [3].

W Malezji, od 2000 roku, miały miejsce 4 epidemie: 
w 2000 (konfekcja EV71 z E7), 2003, 2006, 2008 i 2009 
[14, 25, 59, 66]. 

W Mongolii zgłaszanie przypadków HFMD roz-
poczęto w 2008  roku, w danym roku zarejestrowano 
3 210 przypadków [3]. 

Zakażenia EV71 z rozwinięciem HFMD miały miej-
sce także w Korei (2008–2009; 719 przypadków) [42], 
w Indiach w 2007 [69] i na Tajlandii (2006, 2008–2009) 
[3, 20].

W Singapurze, w 2000 roku, miała miejsce duża epi-
demia HFMD, zachorowało 3 790 osób, odnotowano 

3 przypadki śmiertelne. Kolejne epidemie miały miej-
sce w latach: 2001 (5 187 przypadków); 2006 (15 282) 
i 2008 (15 030) [3, 4]. 

W Wietnamie, w 2003 roku odnotowano liczne ostre 
zapalenia mózgu połączone z HFMD. W  2005  roku 
u 764 dzieci zdiagnozowano HFMD [80]. Kolejne epi-
demie zanotowano w latach 2007–2009 (2007 – 5 717 
(†23); 2008 – 10 958 (†25); 2009 – 10 632 (†23)) [3]. 
W  2011, odnotowano 77 895 przypadków HFMD, 
zmarło ponad 137 osób. 

Poza dużymi epidemiami w rejonie Azji i Pacyfiku 
zachorowania w wyniku zakażenia EV71 odnotowy-
wano na całym świecie: w USA [64], Holandii [83], 
Norwegii [3], Austrii [62], Wielkiej Brytanii [7], Niem-
czech [3], Finlandii [33] i Francji [39].

6.  Genotypy EV71 i zmienność wirusa

Na podstawie analizy dwóch genów kodujących 
białka strukturalne VP-1 i VP-4, opisano trzy geno-
typy EV71: A, B, C. Genotypy B i C podzielono na sub
genotypy: C1-C5; B1-B5 [11, 84]. Na podstawie analizy 
sekwencji VP-1 i 3D polimerazy RNA zaproponowano 
utworzenie nowego genotypu D z genotypu  C4 oraz 
włączenie subgenotypu B5 do B4 [14]. Inna grupa 
naukowców zaproponowała także utworzenie sub-
genotypu B0 dla szczepu, który krążył w  Holandii 
w latach 1963–1967, oraz C0 dla szczepu, który krążył 
w  Japonii w 1978  roku [15, 83]. Prototypowy szczep 
BrCr EV-71 zidentyfikowany w Kalifornii w 1969 nale-
żał do genotypu A, genotyp ten nie był opisywany do 
2008 roku, kiedy to pojawił się w czasie epidemii w Chi-
nach (Tabela I). Genotyp A wydaje się być stabilnym 
genetycznie, ponieważ izolaty z 1969 i 2008 roku nie-
wiele się różnią sekwencją nukleotydową [96]. 

Subgenogrupy od B1 do B5 oraz C1, C2 i C4 są 
kosmopolityczne i występują na całym świecie [55], 
natomiast występowanie subgenogrup C3 i C5 ograni-
cza się do Korei, Wietnamu, Tajlandii i Tajwanu [15]. 
Współkrążenie kilku subgenogrup jest obserwowane 
w wielu krajach np.: w Malezji, w Stanach Zjednoczo-
nych Ameryki Północnej, na Tajwanie, w Japonii [8]. 
Subgenogrupy B1 i B2, powodujące głównie epidemie 
HFMD w latach 70 i 80 [51], zostały zastąpione przez 
nowe subgenogrupy (B3, B4, i B5), które stały się gru-
pami dominującymi i występują endemicznie w rejonie 
Azji i Pacyfiku, powodując duże epidemie HFMD [52], 
także te z licznymi przypadkami śmiertelnymi w Male-
zji i Tajwanie [24, 36, 43]. 

Subgenogrupa C1, która po raz pierwszy została 
opisana w Australii i USA w latach 80, od jej pierw-
szego opisania jest stale wykrywana w różnych krajach. 
W  latach 90 genogrupa  C uległa dużemu zróżnico
waniu, pojawiły się nowe subgenogrupy w rejonie Azji 
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i Pacyfiku, m.in. C2, C4, i C5 związane z śmiertelnymi 
przypadkami HFMD na Tajwanie (1998), w Chinach 
(2008) i w Wietnamie (2005) [84].

W czasie syntezy pojedynczej kopii genomu EV71 
RNA zależna polimeraza RNA wstawia 1–2 błędne 
zasady. Brak mechanizmów naprawczych skutkuje 
dużym tempem mutacji podobnym to tego jaki wystę-
puje u poliowirusów. Tempo mutacji EV71 szacuje się 
na 1,35 × 10–2 substytucji na nukleotyd/rok [9]. Tempo 
mutacji w regionie kodującym powierzchniowe białko 
VP1 jest jeszcze większe i wynosi 4,5 × 10–3 [76], wynika 
to z  wysokiej presji selekcyjnej układu immunolo-
gicznego gospodarza. Genom EV71 podlega ciągłym 
zmianom, o wysokiej zmienności genetycznej świadczą 
liczne genotypy wirusa. Źródłem zmienności są liczne 
mutacje, wpływ układu immunologicznego gospo- 
darza, ale także częste rekombinacje [65, 73]. Rekombi-
nacja przyczynia się do wytworzenia nowych wariantów 
wirusa i zwiększenia zmienności genetycznej, prowadzi 
do zwiększenia tempa ewolucji i  możliwości napraw 
uszkodzeń RNA. Jest to najszybsza droga do nabywania 
zmian genetycznych warunkujących zmiany w wiru-
lencji wirusa. Do rekombinacji dochodzi gdy komórkę 
gospodarza zakażą jednocześnie 2 typy wirusów [37]. 
W czasie replikacji może dojść do częściowej wymiany 
materiału genetycznego, w wyniku zmiany matrycy. 
Może dojść do rekombinacji pomiędzy różnymi geno-
typami EV71 (rekombinacja intratypowa) oraz pomię-
dzy EV71 i innymi wirusami z grupy A enterowirusów 
(rekombinacja intertypowa) [36, 95, 98]. Większość 
genotypów krążących w rejonie Azji po 1997 roku to 
rekombinanty [13]. Zaobserwowano, że genotypy star-

sze, od dawna krążące w populacji, wywołują lżejsze 
w przebiegu choroby niż nowopowstałe genotypy czę-
sto wywołujące duże epidemie [84]. Wybuch epidemii 
jest poprzedzony zmianą genotypu dominującego [11, 
74, 80], który pojawia się w puli krążących genotypów 
od 2 do 5  lat przed staniem się genotypem dominu-
jącym. Obserwacja ta potwierdza wyniki uzyskane 
metodą zegara molekularnego, które szacują czas od 
pojawienia się nowego genotypu do spowodowania 
przez niego epidemii na 2–5 lat dla genotypu B i 1–5 lat 
dla genotypu C [11, 37, 51, 76]. Znany jest przypadek 
zmiany dominującego genotypu w ciągu kilku miesięcy 
(Japonia B5) [8].

7.  Patogeneza

Największym czynnikiem ryzyka rozwoju ciężkiej 
postaci choroby po zakażeniu EV71 jest wiek. Wraz 
z wiekiem liczba osób posiadające odporność przeciw 
EV71 jest coraz większa. Szacuje się, że 50% popula-
cji po 5  roku życia posiada przeciwciała anty-EV71. 
U małych dzieci do 6 miesiąca życia dużą rolę w odpor-
ności na zakażenie odgrywają przeciwciała matczyne 
[18, 31]. Najbardziej narażone na zakażenia o ostrym 
przebiegu, często kończącym się zgonem, są dzieci 
w wieku od 6 miesiąca do 4 roku życia. W czasie epi-
demii w 1998 roku na Tajwanie dzieci do lat 5 stanowiły 
89% osób chorujących [85].

Brak podatność gospodarza na rozwój ciężkiej 
postaci zakażenia związana jest ze wcześniej nabytą 
odpornością krzyżową, co tłumaczy młody wiek jako 

Brunei					     B5	
Chiny				    C4	 A, C4	 C4
Japonia		  B1, C0	 B1, B2, C1	 B2, B3, B4, C2	 B4, B5, C2, C4	
Korea					     C3, C4	
Malezja				    B3, B4, C1, C2	 B4, B5, C1	
Singapur				    B3, B4, C1	 B4, B5, C1	
Tajlandia					     B5, C1, C2, C4, C5	
Tajwan			   B1	 B4, C2, C4	 B4, B5, C4, C5	 C4
Wietnam					     C1, C4, C5	 C4

Australia			   B2, C1	 B3, C1, C2	 B3, B4, C1, C4	
Nowa Zelandia				    C1, C2	 C2	

Austria					     C1, C4	
Bułgaria		  B1				  
Holandia	 B0	 B1, B2	 B2, C1	 C1, C2	 C1, C2	
Norwegia					     C1	
Węgry		  B1			   C4	
Wielka Brytania			   C1	 C1, C2	 C1, C2	

USA	 A	 B1	 B2, C1	 C1, C2	 C2

1960–1969 2010–2000–20091990–19991980–19891970–1979

Tabela I
Występowanie genotypów EV71 na świecie [8, 10, 37, 45, 74]
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czynnik ryzyka rozwinięcia ciężkiego stadium choroby. 
Odporność krzyżowa nabywana jest po wcześniejszym 
zetknięciu się z innym genotypem tego samego gatunku 
wirusa lub wirusem blisko spokrewnionym. Badania 
potwierdziły odporność krzyżową pomiędzy genoty-
pami B i C [74, 91].

Badania genetyczne przeprowadzone na Tajwanie 
wykazały, że obecność antygenu zgodności tkankowej 
HLA-A33 jest związana ze zwiększoną wrażliwością na 
zakażenia E71. W populacji azjatyckiej występowanie 
HLA-A33 jest częstsze niż wśród rasy białej, czym tłu-
maczy się liczne epidemie EV71 w rejonie Azji. Suge-
ruje się także rolę HLA-A2 w rozwoju niewydolności 
krążeniowej w pacjentów zakażonych EV71 [17].

Kolejny czynnikiem mogącym mieć wpływ na prze-
bieg zakażenia EV71 jest występowanie współzakażeń. 
W Malezji podczas epidemii w latach 1997, 2000 i 2003, 
z materiałów pobranych od pacjentów, oprócz EV71, 
izolowano także adenowirusy [10, 58]. Epidemie na 
Tajwanie z  1998  roku i  w  Australii z  1999  roku były 
wywołane współzakażeniem EV-71 z CV-A16 (wirus 
Coxsackie  A  16). W czasie epidemii w Kambodży 
w  2012  roku, jako główną przyczynę śmierci dzieci 
podano zakażenie mieszane EV71, wirusem dengi 
i Streptococcus suis oraz błędne leczenie (użycie stero-
idów) [71]. Prawdopodobnie obecność dodatkowego 
wirusa sprzyja replikacji EV71, lecz nie zawsze obec-
ność dodatkowego czynnika wpływała na nasilenie 
objawów klinicznych [10, 31, 58].

Obecnie w Azji główną przyczyną śmierci po zakaże-
niu EV71 jest zapalenie mózgu powiązane z dysfunkcją 
sercowo-płucną [92], jeszcze w latach 80 główną przy-
czyną było zapalenie opon mózgowo-rdzeniowych. 
Przyczyny obrzęku płuc, występującego w najcięższych 
przypadkach, nie są znane. Do jego wystąpienia może 
się przyczynić: zwiększona przepuszczalność naczyń, 
zaburzenie czynności serca, także obecność cytokin 
prozapalnych. Obrzękowi płuc przypisuje się pocho-
dzenie neurogenne, gdyż jest poprzedzony zakażeniem 
ośrodkowego układu nerwowego. Badania pośmiertne 
pacjentów, u  których wystąpił obrzęk płuc, wykazały 
zmiany w ośrodkach oddechowych i wazomotorycznych 
pnia mózgu. Wcześniejsze badania wykazały, że zmiany 
patologiczne w OUN mogą powodować wzrost ciśnie-
nia (w tym płucnego) i wystąpienie obrzęku płuc [63, 
74, 88]. Bardzo podobny obraz choroby z obrzękiem 
płuc po zajęciu przez wirusa ośrodków rdzenie prze-
dłużonego miał miejsce w przypadkach postaci opusz-
kowej poliomyelitis. Obrzękowi płuc towarzyszą zabu-
rzenia pracy serca, nie obserwuje się zmian zapalnych, 
jedynie zmiany patologiczne podobne do tych, które 
powstają pod wpływem katecholamin. Przypuszcza się, 
że zapalenie mózgu powoduje wzrost poziomu katecho-
lamin, które mają bezpośredni wpływ na wywoływanie 
zmian patologicznych serca oraz indukują obrzęk płuc 

poprzez wzrost ciśnienia [88]. Dodatkowo cytokiny 
i  chemokiny, których stężenie wzrasta po zakażeniu 
EV71, przyczyniają się do wzrostu przepuszczalności 
naczyń [47, 89]. Obserwacje kliniczne wykazały, że 
przy dającym podobne zmiany w pniu mózgu japoń-
skim zapaleniu mózgu nie dochodzi do obrzęku płuc, 
chociaż może wystąpić zespół poliopodobny. 

Zakażenia objawowe EV71 po epidemii na Tajwanie 
w 1998 roku zostały podzielone na cztery stadia [16, 
46], dla każdego stadium choroby opracowano odpo-
wiednie leczenie. Do stadium 1 zalicza się objawy der-
matologiczne czyli HFMD (80%) i herpanginę (10%) 
oraz zapalenie gardła, niespecyficzne choroby gorącz-
kowe (> 39°C), wysypkę i nieżyt żołądkowo-jelitowy. 
Poza EV71, HFMD mogą powodować inne enterowi-
rusy; CV-A4-6, CV-A9-10, CV-A16, CV-B2 i CV-B5, 
ale tylko EV71 wywołuje ostrą postać tej choroby 
z licznymi powikłaniami [45]. HFMD może przebiegać 
z owrzodzeniem języka i policzków, z wysypką rumie-
niowatą na dłoniach, kolanach, stopach i pośladkach, 
ale także zmiany mogą być niepozorne i zostać prze-
oczone przez lekarza. Herpangina ma postać owrzodze-
nia łuku podniebienia, śluzówki policzkowej i języczka 
[61]. Pacjenci z  objawami stadium 1 nie wymagają 
hospitalizacji oraz leczenia.

Stadium 2 zakażenia EV71 dotyczy objawów ze 
strony układu nerwowego. Od 1 do 5 dni po wystąpieniu 
objawów dermatologicznych może pojawić się: zapale-
nie mózgu, jałowe zapalenie opon mózgowo-rdzenio-
wych, zapalenie mózgu i rdzenia oraz ostre porażenie 
wiotkie (AFP) [60]. Zapaleniu mózgu towarzyszą mio-
klonie w czasie snu, letarg, śpiączka, senność, drgawki, 
ataksja, porażenie nerwu czaszkowego, niedrożność jelit, 
trudności w połykaniu, oczopląs, potliwość. Dla zapale-
nia opon mózgowo-rdzeniowych charakterystyczne są: 
wymioty, mioklonie, sztywność karku, ból głowy i draż-
liwość oraz płacz. Objawy zapalenia opon mózgowo-
-rdzeniowych najczęściej ustępują po 7 dniach. Ostre 
porażenie wiotkie po zakażeniu EV71 jest zazwyczaj 
łagodniejsze w przebiegu i częstej dochodzi do wyzdro-
wień niż po zakażeniu wirusem polio, objawia się sła-
bością kończyn i obniżonym refleksem. Sugeruje się, 
że mechanizm powstawania AFP w przypadku zaka-
żenia EV71 jest odmienny od mechanizmu powstawa-
nia porażeń po zakażeniu wirusem polio. Porażennie 
ustępuje najczęściej po 10 dniach od pierwszych obja-
wów, ale połowa przypadków skutkuje długotrwałymi 
następstwami, takimi jak atrofia i  trudności w poru-
szaniu się. Zapalenie mózgu i rdzenia charakteryzuje 
się objawami wspólnymi z AFP. W stadium 2 choroby 
zawsze wymagana jest hospitalizacja [16].

W  3  stadium choroby także występują objawy 
neurologiczne, mają one postać dysfunkcji autono-
micznego układu nerwowego, niewydolności sercowo-
-płucnej i obrzęku płuc. Objawy stadium 3 pojawiają 
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się drugiego dnia po wystąpieniu pierwszych objawów 
neurologicznych i  są to: tachykardia, przyśpieszony 
oddech, cyjanoza i  nadciśnienie, którym towarzyszy 
gorączka i  potliwość. Może dojść do utraty świado-
mości, niedociśnienia, skąpomoczu lub bezmoczu. 
Jednocześnie stadium 3 wiąże się ze wzmożoną odpo-
wiedzią komórkową i postępującą immunopatogenezą. 
Obserwuje się leukocytozę, hiperglikemię, niski poziom 
komórek NK i  limfocytów CD4+ i  CD8+, wysoki 
poziom cytokin porozapalnych: IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, 
IL-1β oraz γ-interferonu, a także czynnika TNF-α [86]. 
W  Tajwanie w  1998  roku 80% chorych dzieci umie-
rało w ciągu 12 godzin od pojawienia się pierwszych 
objawów stadium 3 choroby, w przypadku wystąpienia 
niewydolności sercowo-płucnej śmiertelność wynosiła 
90%. Wprowadzenie odpowiedniego leczenia dla 3 sta-
dium (intensywna opieka medyczna, intubacje, podanie 
inotropów) obniża śmiertelność do 30%.

Stadium 4 choroby dotyczy zdrowienia oraz dłu-
gotrwałych następstw zakażenia w postaci atrofii i sła
bości kończyn, a także obniżenia sprawności umysłowej 
[35]. Może zaistnieć potrzeba podtrzymywania funkcji 
życiowych np. oddychania oraz karmienia.

Pacjenci w stadium  1 leczeni są objawowo, sta-
dium 2 wymaga już hospitalizacji i monitorowania pod-
stawowych czynności życiowych. Podawane są diure-
tyki, furosemid, dożylna immunoglobulina (IVIG) oraz 
milrinon. Występująca przy ostrym zakażeniu EV71 
uogólniona odpowiedź zapalna może być regulowana 
przez ludzką immunoglobulinę, która poprzez wpływ 
na sieć cytokin reguluje proces zapalny. Immunoglobu-
linę podaje się z pozytywnym skutkiem w przypadku 
zakażeń enterowirusowych u noworodków oraz w przy-
padkach miokarditów, gdzie po podaniu dochodzi do 
poprawy czynności serca i wyleczenia. Dożylna immu-
noglobulina stosowana była z sukcesem także w czasie 
epidemii w  Malezji i na Tajwanie [61]. Powszechnie 
stosowany w chorobach serca milrinon – syntetyczny 
inhibitor fosfodiestrazy o  działaniu wazodylacyjnym 
(rozszerza naczynia) i  inotropowym (reguluje siłę 
skurczu serca), w  przypadku ciężkich stadiów zaka-
żenia EV71 zmniejsza stężenie cytokin, a tym samym 
redukuje stan zapalny, a także zmniejsza opór naczy-
niowy, zwiększa wydajność serca i znacznie redukuje 
śmiertelność [87]. Użycie w terapii preparatów inter-
feronów, które hamują replikację wirusa, skutkowało 
wzrostem przeżywalności po zakażeniu EV71 [88]. 
Pacjenci w stadium 3 są poddawani intensywnej opiece 
medycznej, wymagają wspomagania oddychania oraz 
podawania środków inotropowych. W  przypadkach 
nieżytów żołądkowo-jelitowych dochodzi do odwod-
nienia i zmniejszenia objętości krwi, stąd niezbędne 
jest kontrolowane podawanie płynów [61]. Stadium 4 
to okres rekonwalescencji, wymagana jest rehabilitacja, 
niekiedy także monitorowanie czynności serca i płuc.

8.  Prace nad szczepionką

Wydaje się, że szczepienie, podobnie jak w  przy-
padku wirusa polio, będzie najefektywniejszym spo-
sobem kontroli epidemii spowodowanych EV71. Na 
dzień dzisiejszy nie ma gotowej szczepionki przeciw 
EV71, choć w maju 2013 roku doniesiono o pomyśl-
nym zakończeniu 3 fazy badań klinicznych potencjalnej 
szczepionki zawierającej wirusa inaktywowanego [99]. 
Szczepionka powinna spełniać wiele kryteriów, przede 
wszystkim powinna być bezpieczna, szeroko dostępna, 
a więc łatwa w produkcji i tania. Populację docelową 
stanowią dzieci do 3 roku życia, gdyż są one najwraż-
liwsze na zakażenie EV71.

Po epidemii w Bułgarii w 1975 roku, w  Moskwie 
stworzono szczepionkę inaktywowaną, która miała 
działać na tej samej zasadzie co inaktywowana szcze-
pionka Salka przeciw polio. Szczepionka została podana 
dzieciom do 4 roku życia w Bułgarii w 1976 roku była 
skuteczna i dobrze tolerowana, jednak nie zastosowano 
jej na szeroką skalę [45]. Produkcja tego typu szcze-
pionki wymaga inaktywacji szczepów wirusowych 
formaliną lub wysoką temperaturą. Użycie formaliny 
zachowuje strukturę cząstek wirusowych i ich antyge-
nowość, tego typu preparat charakteryzuje się wysoką 
immunogennością. Inaktywacja wysoką temperaturą 
skutkuje niższą immunogennością i potrzebą zastoso-
wania większej dawki wirusa [90]. Poddawane próbom 
szczepionki wykorzystują różne genotypy wirusa jak B4 
czy C2 [50]. Szczepionka inaktywowana wydaje się być 
obecnie najlepszym kandydatem ze względu na usta-
lone i sprawdzone warunki przygotowania [16]. Jedna 
z potencjalnych szczepionek przeszła pomyślnie trzecią 
fazę badań klinicznych [99]. 

Prace nad szczepionką atenuowaną skupiły się nad 
konstrukcją wirusa szczepu prototypowego genotypu A, 
genetycznie zmodyfikowanego, działającego na tej samej 
zasadzie co atenuowana szczepionka Sabina przeciw 
polio [5]. Wprowadzono zmiany w rejonie 5’UTR, 3’UTR 
oraz w genie kodującym polimerazę 3D, co spowodo-
wało obniżenie wirulencji i ograniczyło możliwość trans-
misji wirusa. Skonstruowana szczepionka była immu-
nogenna, dawała odporność krzyżową przeciw wielu 
genotypom EV71, ale podanie tej szczepionki powo- 
dowało także wystąpienie łagodnych objawów neuro-
logicznych, co wymaga dalszych badań. Ten typ szcze-
pionki wymaga badań stabilności wirusa, by wykluczyć 
ryzyko powrotu do formy wysoce zjadliwej [97]. 

Kolejna alternatywą jest zastosowanie pustych czą-
stek wirusowych składających się wyłącznie z  białek 
VP1 – VP4 [97]. Tego typu szczepionka wywołuje silną 
odpowiedź immunologiczną humoralną i komórkową 
i jej zastosowanie nie niesie ryzyka powrotu do formy 
wirulentnej. Możliwa jest doustna droga podania szcze-
pionki np. w formie transgenicznych roślin. 
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Rozważa się także możliwość użycia szczepionki 
DNA [81], szczepionki zawierającej peptydy synte-
tyczne czy szczepionki podjednostkowej [44, 97]. 
Wszystkie te typy szczepionek nie niosą ryzyka powrotu 
do neurowirulencji. 

9.  Zakończenie

Enterowirus 71 to bardzo zmienny wirus, zdolny do 
szybkiej ewolucji i powstawania nowych genotypów. Jest 
wymieniamy wśród patogenów wywołujących nowopo-
jawiające się zakażenia, których znaczenie może znacz-
nie wzrosnąć w najbliższych latach. W bardzo krótkim 
czasie enterowirus 71 z bycia rzadką przyczyną HFMD 
stał się powodem regularnych i dużych epidemii w rejo-
nie Azji i Pacyfiku, z wieloma ciężkimi komplikacjami 
neurologicznymi często kończącymi się śmiercią. 
W wielu krajach regionu azjatyckiego choroba ta jest 
pod stałym nadzorem epidemiologicznym. Prowadzenie 
tego typu programów zbierających dane kliniczne i epi-
demicznych, śledzenie ewolucji i transmisji genotypów 
jest bardzo istotne do czasu kiedy nie zostanie stwo-
rzona skuteczna szczepionka przeciw EV71 dostępna 
do powszechnego użycia. Fenomen dużych epidemii 
w regionie Azji i Pacyfiku oraz jednoczesne krążenie 
wirusa w pozostałych regionach świata bez wywoływa-
nia licznych zachorowań, budzi niepokój. Czy jest to 
zapowiedź zbliżającej się pandemii, która ogarnie świat 
podobnie jak pandemia poliomyelitis nagle wybuchła 
w pierwszej połowie XX wieku? Czy w przededniu era-
dykacji dzikiego wirusa polio pojawił się godny następca 
w postaci enterowirusa 71? Odpowiedzi na te pytania 
przyniesie czas, ale miejmy nadzieję, że doświadczenia, 
które ludzkość nabyła w walce z wirusem polio, pozwolą 
na skuteczną walkę z enterowirusem 71.
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1.  Wprowadzenie

Potranslacyjna modyfikacja białek jest istotnym 
procesem biologicznym decydującym o strukturze, 
stabilności i funkcjonalności wielu białek. Jedną z naj-
częściej występujących modyfikacji jest generowanie 
mostków disiarczkowych, polegające na utlenianiu wol-
nych grup tiolowych cystein, z jednoczesnym uwolnie-
niem dwu elektronów. Wiązania disiarczkowe obniżają 
entropię konformacyjną, stabilizują strukturę trzecio-
rzędową i czwartorzędową białek, podnoszą ich tempe-
raturę topnienia, chronią białka przed degradacją przez 
proteazy, a także, poprzez zmianę ładunku powierzch-
niowego i specyficzności substratowej, pełnią funkcje 
regulatorowe. Co więcej, odwracalny charakter wpro-
wadzania mostków disiarczkowych stanowi mechanizm 
sygnalizacyjny potencjału redoks [4].

W komórkach bakterii Gram-ujemnych proces two-
rzenia wiązań disiarczkowych zachodzi w utleniających 
warunkach panujących w przestrzeni peryplazmatycz-
nej. Generowanie mostków disiarczkowych jest etapem 
ograniczającym szybkość fałdowania białek. Proces 
ten in vivo jest katalizowany przez zespół białek Dsb 
(disulfide bond), dzięki czemu odbywa się on nawet 
w kilka sekund po syntezie białka i transporcie poza 
redukujące środowisko cytoplazmy [52, 63]. Pierwszym 
opisanym i jak dotąd najlepiej poznanym katalizatorem 
reakcji w komórkach bakteryjnych jest zidentyfikowana 
we wczesnych latach 90-tych w komórkach Escherichia 
coli K-12 oksydoreduktaza EcDsbA. Analiza wielu aktu-
alnie dostępnych sekwencji nukleotydowych genomów 
bakteryjnych, udokumentowała ogromną różnorod-
ność systemów Dsb funkcjonujących w komórkach 
innych niż E. coli mikroorganizmów [34].
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2.	 Modelowy system szlaku utleniania Dsb
	 Escherichia coli

Z wyjątkiem kilku bezwzględnych beztlenowców 
preferujących środowisko redukujące, wiele bakterii 
wykształciło szlaki katalityczne umożliwiające im 
wprowadzanie wiązań -S-S- do struktury białek poza-
cytoplazmatycznych. System oksydacyjny, funkcjonu-
jący na terenie peryplazmy, znany powszechnie jako 
system Dsb (disulfide bond formation system) został 
najlepiej poznany i scharakteryzowany u E. coli K-12. 
Oksydoreduktaza EcDsbA, wraz z kilkoma innymi 
białkami (DsbA-G) zaliczanymi do tego systemu, 
została zaklasyfikowana do podrodziny tioredoksyn I. 
Wszystkie zaliczane do niej białka charakteryzują się 
występowaniem umiejscowionego w domenie tiore-
doksynowej (TRX) ściśle konserwowanego, aktywnego 
motywu CXXC (X oznacza dowolny aminokwas) oraz 
charakterystyczną budową przestrzenną. Łańcuch tio-
redoksyny składa się z pięciu β-kartek otoczonych czte-
rema α-helisami, podzielonymi ze względu na umiejs
cowienie – na N-końcu struktury: β1α1β2α2β3, a na 
C-końcu: β4β5α4. Końce połączone są α3-helisą [9, 61].

2.1.  Charakterystyka białek EcDsbA i EcDsbB

Charakterystyka strukturalna monomerycznego 
białka DsbA E. coli K-12 o masie 21 kDa wykazała 
zasadnicze różnice pomiędzy strukturą EcDsbA, 
a  klasycznej tioredoksyny. Analiza krystalograficzna 
ujawniła, że w  skład EcDsbA wchodzi pięć skręco-
nych β-kartek umiejscowionych pomiędzy siedmioma 
α-helisami. Wykazano również, że pętla pomiędzy 
α6-helisą, a  β4-kartką w zwoju tioredoksynowym jest 
kluczowa do zachowania prawidłowej funkcji i  sta-
bilności białka, a umiejscowiona w jej obrębie Pro151 
w konformacji cis, odległa w strukturze pierwszorzę-
dowej, znajduje się blisko aktywnego motywu Cys30-
-Pro31-His32-Cys33 (CPHC) w sfałdowanym białku. 
Powyżej motywu katalitycznego zlokalizowano wsta-
wioną α-helikalną domenę, która najprawdopodobniej 
zaangażowana jest w proces wiązania i rozpoznawania 
substratów. Ponad to na powierzchni EcDsbA, poni-
żej aktywnego motywu CPHC, biegnie hydrofobowy 
rowek złożony z szeregu aminokwasów aromatycznych 
i alifatycznych, pełniący istotną rolę w cyklu katalitycz-
nym oksydoreduktazy – jej wiązaniu i reoksydacji przez 
partnera redoks – błonowe białko EcDsbB [63].

Białko EcDsbA jest jednym z najsilniejszych oksy-
dantów tiolowych, o potencjale redoks E°’ = –120 mV, 
wprowadzającym mostki disiarczkowe w  białkach 
substratowych szybko, zarówno in vivo jak i  in vitro. 
Aktywność EcDsbA zależy nie tylko od jego właści
wości biofizycznych, ale także od aminokwasów 
oddzielających zlokalizowane w N-końcowej części 
pierwszej α1-helisy zwoju tioredoksynowego cysteiny 

(Cys30 i Cys33) motywu katalitycznego. Wyekspono-
wana na powierzchni białka Cys30 posiada niską war-
tość pKa ~3,3 (standardowe pKa dla cysteiny wynosi 
~9) i pozostaje w formie anionu tiolowego w pH fizjo-
logicznym. Anion ten jest stabilizowany poprzez wią-
zanie wodorowe powstające pomiedzy His32 a Cys30 
motywu aktywnego, wówczas gdy EcDsbA jest w stanie 
zredukowanym, co skutkuje mniejszą stabilnością tego 
białka w formie utlenionej. Różnica pomiędzy stabil-
nością form zredukowanej i utlenionej, która często 
preferowana jest przez substraty EcDsbA generuje siłę 
termodynamiczną, która pozwala na transfer mostków 
disiarczkowych z EcDsbA na białka substratowe [34].

Za utrzymanie oksydoreduktazy EcDsbA w aktyw-
nej, utlenionej formie odpowiedzialne jest błonowe 
białko EcDsbB o masie ok. 20 kDa, czerpiące siłę oksy- 
dacyjną ze współpracy z łańcuchem oddechowym. 
EcDsbB wykorzystuje jako akceptor elektronów za- 
równo ubichinon w warunkach tlenowych jak i mena-
chinon w warunkach anaerobowych, co pozwala na 
sprawne funkcjonowanie systemu EcDsbAB niezależnie 
od obecności tlenu [28].

Białko EcDsbB nie posiada charakterystycznego 
dla tioredoksyny układu przestrzennego. W strukturze 
trzeciorzędowej EcDsbB wyróżniono cztery helisy trans-
membranowe (TM1-TM4) oraz dwie pętle peryplazma-
tyczne krótszą P1 i dłuższą P2 w obrębie których wystę-
pują dwie aktywne pary cystein: Cys41-Cys44 w pętli 
P1 oraz Cys104-Cys130 w  pętli P2 [31]. Dodatkowo 
w C-końcowym fragmencie pętli P2 następuje wypętle-
nie aminokwasów w pozycjach od 116 do 120, co gene-
ruje powstanie dwóch krótszych pętli: P2 zawierającej 
Cys104 oraz P2’ w której umiejscowiona jest Cys130. 
Zapewnia to skuteczniejsze zakotwiczenie białka 
EcDsbB w błonie wewnętrznej komórek bakteryjnych 
oraz dzięki odseparowaniu aktywnych cystein, szybszą 
reoksydację EcDsbA [29]. Pętla P1 jest nieznacznie 
wygięta, przez co dochodzi do powstania pomiędzy 
pętlami TM1 a TM4 rowka akceptorowego dla ubichi-
nonu. Rowek, ten umiejscowiony w bliskim sąsiedztwie 
Cys41-Cys44 zapewnia ich utlenienie, a znajdująca się 
również w jego pobliżu Arg48 jest kluczowa przy trans-
porcie elektronów z EcDsbB na chinon [16].

2.2.  Szlaki utleniania i izomeryzacji/redukcji E. coli 

W komórkach E. coli procesy wprowadzania i reduk- 
cji mostków disiarczkowych zachodzą w jednym prze-
dziale komórkowym. Dzięki barierze kinetycznej, 
niekorzystne interakcje pomiędzy poszczególnymi ele-
mentami obydwu szlaków, prowadzące do zbyt dużego 
zużycia energii metabolicznej są zminimalizowane [2]. 
Dwuetapowa reakcja wprowadzania mostków disiarcz-
kowych do struktury białek transportowanych do pery-
plazmy (rys. 1) rozpoczyna się nukleofilowym atakiem 
cysteiny białka substratowego na N-terminalną cysteinę 
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(Cys30) motywu CPHC EcDsbA, co skutkuje utworze-
niem przejściowej struktury – połączonego EcDsbA, 
z  białkiem docelowym (zredukowanym substratem). 
W następnym etapie kolejna deprotonowana cysteina 
substratu przeprowadza atak na cysteinę połączoną 
z  DsbA, w wyniku czego następuje jego utlenienie 
i redukcja EcDsbA [13]. 

Za reutlenienie EcDsbA do jego aktywnej formy 
odpowiada błonowe białko EcDsbB, będące jego part-
nerem redoks. N-końcowa część pętli peryplazmatycz-
nej P2 EcDsbB wiąże się do biegnącego poniżej motywu 
katalitycznego DsbA powierzchniowego, hydrofobo-
wego rowka. Reakcja inicjowana jest poprzez nukleo
filowy atak Cys30 motywu katalitycznego EcDsbA na 
Cys104-Cys130, co skutkuje utworzeniem przejściowego 
mostka disiarczkowego pomiędzy Cys30(EcDsbA)- 
-Cys104(EcDsbB). Opublikowane struktury trzeciorzę
dowe kompleksów EcDsbA-EcDsbB wykazały także, 
że za powstanie mieszanego wiązania pomiędzy enzy-
mami są odpowiedzialne również inne (oprócz aktyw-

nych cystein) aminokwasy. Zidentyfikowano 26 miejsc 
wiązania EcDsbA do EcDsbB (po 13 na każde białko). 
Między Arg148 EcDsbA, a Phe106 EcDsbB two-
rzone jest wiązanie wodorowe. Reszta oddziaływań 
ma charakter hydrofobowy [28, 30, 63]. Po reutlenie-
niu EcDsbA i  jego uwolnieniu z przejściowego kom-
pleksu, zredukowane w efekcie reakcji grupy tiolowe 
cystein 104 i 130 EcDsbB są utleniane przez parę reszt 
cysteinowych z pętli pierwszej (Cys41-Cys44), a elek-
trony transferowane są najpierw na chinon, a następnie 
na ich ostateczny akceptor (tlen w warunkach aerobo-
wych lub fumaran/azotan w warunkach beztlenowych) 
[47]. Reakcja reutleniania białka EcDsbA przez EcDsbB 
została przedstawiona na rys. 2.

W przypadku białek zawierających więcej niż jedną 
parę cystein w cząsteczce położonych blisko siebie 
w  strukturze pierwszorzędowej, EcDsbA działające 
szybko, często katalizuje wprowadzenie niewłaściwych 
wiązań disiarczkowych. Za ich usuwanie bądź rearanża-
cję odpowiadają białka działające w szlaku izomeryza-
cji/redukcji. Główną izomerazą szlaku jest peryplazma-
tyczne, homodimeryczne (2 × 23 kDa) białko EcDsbC 
o kształcie litery V, które pozostaje aktywne w formie 
zredukowanej. Każdy z monomerów białka zawiera 
w  swojej N-końcowej części domenę dimeryzacyjną, 
a  w  C-końcowej zwój tioredoksynowy z  motywem 
CXXC, (Cys98 i Cys101) o właściwościach katalitycz-
nych. Dwie inne cysteiny obecne w EcDsbC (Cys141 
i  Cys163) pełnią funkcję strukturalną. Po związaniu 
substratu do powstającej po połączeniu N-końcowych 
domen EcDsbC hydrofobowej kieszeni, Cys98 prze-
prowadza atak nukleofilowy na nieprawidłowo utwo-
rzone wiązanie disiarczkowe. W  rezultacie powstaje 
kompleks przejściowy katalizatora z białkiem substra-
towym. Następnie, w zależności od pełnionej przez 
EcDsbC funkcji, przejściowe wiązanie jest rozrywane 
przez kolejną cysteinę substratu, przy czym w jego czą-
steczce tworzy się stabilniejszy mostek disiarczkowy, 
a EcDsbC pozostaje w formie zredukowanej (EcDsbC 

Rys. 1.  Proces wprowadzania mostków disiarczkowych do struktury 
białek substratowych w komórkach E. coli przez oksydoreduktazę 
EcDsbA (objaśnienia w tekście). Użyte oznaczenia: S – substrat; 
utl – białko w stanie utlenionym; red – białko w stanie zredukowa-

nym; int – kompleks EcDsbA-substrat.

Rys. 2.  Reakcja reutleniania EcDsbA przez 
EcDsbB (objaśnienia w tekście). Użyte 
oznaczenia: Q – chinon; utl – białko w sta-
nie utlenionym; red – białko w stanie zredu-
kowanym; int – kompleks EcDsbA-EcDsbB.
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działa jak izomeraza). Alternatywnie, Cys104 aktyw-
nego motywu EcDsbC usuwa błędnie wprowadzone 
wiązanie disiarczkowe w substracie pozostawiając go 
w  formie zredukowanej. W tym przypadku EcDsbC 
ulega utlenieniu (działa jak reduktaza) [13].

Za przywrócenie białka EcDsbC do jego aktyw-
nej, zredukowanej formy odpowiada 59 kDa, mono-
meryczne białko EcDsbD umiejscowione w  błonie 
wewnętrznej, złożone z trzech odległych struktural-
nie domen DsbDα, DsbDβ i DsbDγ, przy czym każda 
z nich zawiera parę cystein niezbędną do funkcjonowa-
nia białka. EcDsbD czerpie siłę redukcyjną niezbędną 
do utrzymania substratów w aktywnej formie z NADPH 
i  tioredoksyny  1 (TrxA) przy udziale reduktazy tio-
redoksyny TrxB. Substratami dla EcDsbD, oprócz 
EcDsbC, są również CcmG (DsbE) – oksydoreduktaza 
zaangażowana w proces dojrzewania cytochromu c oraz 
homologiczne do EcDsbC białko EcDsbG (24% podo-
bieństwo sekwencji aminokwasowej). Pomimo podo-
bieństwa struktur trzeciorzędowych homodimerycz-
nego białka EcDsbG (2 × 27 kDa) do białka EcDsbC, 
EcDsbG wykazuje węższą w porównaniu do EcDsbC 
specyficzność substratową. Główną rolą pełnioną przez 
EcDsbG jest kontrolowanie zawartości kwasu sulfeno-
wego w peryplazmie, a co za tym idzie ochrona białek 
posiadających w swojej cząsteczce jedną cysteinę przed 
sulfenylacją w  czasie ekspozycji na reaktywne formy 
tlenu (ROS). Udokumentowano, że EcDsbG współ-
działa z  trzema transpeptydazami, odpowiadającymi 
za sieciowanie peptydoglikanu [13, 15, 47].

2.3.	 Rola motywu CXXC i pętli cis-Pro151
	 białka EcDsbA

Konserwowany motyw CXXC obecny w sekwencji 
aminokwasowej tiolowych oksydoreduktaz odpowiada 
za funkcjonalne właściwości białka oraz determinuje 
jego potencjał redoks. Prawidłowe funkcjonowa-
nie tego centrum katalitycznego uwarunkowane jest 
zarówno przez aktywne cysteiny, jak i  aminokwasy 
je oddzielające. Wiele grup badawczych skupiło się 
na wyjaśnieniu roli poszczególnych elementów tego 
motywu w  przypadku EcDsbA (motyw katalityczny: 
Cys30-Pro31-His32-Cys33). Poddane analizie mutanty 
C30A i C33A w białku EcDsbA, gdzie aktywne cyste-
iny sekwencji CXXC zastąpiono alaniną, wykazały, że 
zarówno mutant podwójny jak i mutant EcDsbA C30A 
nie posiadają aktywności katalitycznej. W przypadku 
mutanta EcDsbA C33A udokumentowano, że jest on 
zdolny do wprowadzania mostków disiarczkowych do 
zredukowanej formy inhibitora trombiny – hirudyny, 
z  wydajnością bliską białku natywnemu oraz tworzy 
stabilny kompleks z EcDsbB [70]. Rozwiązanie struk-
tury kryształów zmutowanego EcDsbA C33A przynio-
sło interesujące rezultaty. Wykazano, że monomeryczne 
EcDsbA C33A są zdolne do  łączenia się w  dimery 

poprzez tworzenie mostków disiarczkowych pomię-
dzy wolnymi cysteinami C30. Zaobserwowano także 
zmianę izomeryzacji trans/cis P31 motywu katalitycz-
nego oraz konformacyjne rearanżacje hydrofobowego 
rowka odpowiedzialnego za wiązanie substratów [53]. 

Bioinformatyczne analizy dipeptydu oddzielającego 
aktywne cysteiny motywu CXXC wykazały wysoki 
poziom konserwacji P31 (85% scharakteryzowanych 
struktur białek DsbA) i preferencję aminokwasu zasa-
dowego lub aromatycznego w pozycji X32. Najprawdo-
podobniej P31 jest istotna ze względu na generowanie 
odpowiedniej geometrii w pobliżu aktywnego motywu 
CXXC – odpowiada za łamanie α1-helisy i  tworze- 
nie dipolu na jej końcu, co ma wpływ na siłę oksy- 
dacyjną EcDsbA [57]. P31, w przeciwieństwie do 
H32, nie jest bezpośrednio zaangażowana w utrzyma-
nie niskiego pKa C30 i  większej stabilności EcDsbA 
w  zredukowanej formie. Wykazano, że histydyna ze 
względów sterycznych (długość łańcucha, konforma-
cja) jest najskuteczniejszym z badanych aminokwasów 
mogącym tworzyć długotrwałe wiązanie wodorowe 
z anionem tiolowym C30 [37].

Kluczową rolę w prawidłowym funkcjonowaniu 
białka EcDsbA pełni również pętla cis-Pro151, odpo-
wiedzialna za jego stabilność, właściwości redoks oraz 
zaangażowana w  rozpoznawanie substratów. Analizy 
mutantów EcDsbA P151A (prolinę w pozycji 151 łań-
cucha polipeptydowego zastąpiono alaniną) wykazały, 
że substytucja ta skutkuje zmianą orientacji przestrzen-
nej pętli oddziałującej z ligandami oraz zmniejszeniem 
siły oksydacyjnej EcDsbA w porównaniu z  białkiem 
natywnym. Zarówno w przypadku mutantów EcDsbA 
P151A, jak i innych aminokwasów w tej pozycji, zaob-
serwowano akumulację przejściowych, połączonych 
mieszanym wiązaniem disiarczkowym, kompleksów 
EcDsbA-EcDsbB. Co więcej, mutacja EcDsbA P151T 
skutkowała nagromadzeniem się intermediatów DsbA-
-substrat [5, 35]. W  obrębie podrodzin tioredoksyn 
stwierdzono również konserwację pozycji aminokwa-
sowej Pro-minus1, kontrolującej i modyfikującej właści-
wości katalityczne aktywnych cystein motywu CXXC. 
W przypadku EcDsbA zamiana waliny (V150) na wystę-
pującą zazwyczaj w tym miejscu w sekwencji aminokwa-
sowej izomeraz DsbC i DsbG treoninę (mutant EcDsbA 
V150T), zwiększała właściwości utleniające tego białka. 
Sugeruje to rolę V150 w pętli VcP w utrzymaniu rów-
nowagi pomiędzy zdolnością EcDsbA do  utleniania 
substratów i reoksydacji przez EcDsbB [58].

3.	Różnorodność bakteryjnych szlaków
	 oksydacji białek

Porównanie sekwencji genomów 421 organizmów 
bakteryjnych pozwoliło na identyfikację 330 homolo- 
gów białka EcDsbA [63]. Rozpuszczalne białka DsbA 
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bakterii Gram-ujemnych zazwyczaj lokalizują się w pe- 
ryplazmie, podczas gdy ich homologi u bakterii Gram-
-dodatnich mają często postać lipoprotein i są związane 
z błoną komórkową [38]. Analizy bioinformatyczne wy- 
kazały również, że niektóre bakterie (szczególnie Gram-
-ujemne patogeny) posiadają w swoim proteomie więcej 
niż jeden homolog DsbA, a każdy z nich spełnia specy-
ficzną rolę w procesie oksydacyjnego zwijania białek.

3.1.  Zwielokrotniona liczba białek DsbA

W genomie Neisseria meningitidis, będącej czynni-
kiem etiologicznym meningokokowego zapalenia opon 
mózgowo-rdzeniowych, zidentyfikowano trzy geny 
kodujące białka DsbA przy obecności jednego białka 
DsbB: dwie lipoproteiny – NmDsbA1 i NmDsbA2 oraz 
peryplazmatyczne NmDsbA3. NmDsbA1 i NmDsbA2 
są podobnych rozmiarów, wykazują względem sie-
bie duże podobieństwo w sekwencji aminokwasowej 
(73%), co sugeruje, że geny je kodujące mogły ulec 
w  toku ewolucji duplikacji. Podobnie jak EcDsbA, 
posiadają katalityczny motyw CPHC. NmDsbA3 jest 
mniejsze, wykazuje względem NmDsbA1 i NmDsbA2 
50%-owe podobieństwo sekwencji aminokwaso-
wej i  charakteryzuje się innym centrum aktywnym 
–  CVHC [64, 65]. Wszystkie trzy białka posiadają 
motyw TcP, w  przeciwieństwie do występującego 
w  EcDsbA VcP. Treonina obecna w motywie TcP 
odpowiada za wyjątkowe właściwości redoks białek 
DsbA N. meningitidis. NmDsbA są enzymami o naj-
wyższym potencjale oksydacyjnym wśród podrodziny 
tioredoksyn (E°’ = –80 mV), stabilnymi w formie zre-
dukowanej. Rozwiązane drogą krystalografii struktury 
białek NmDsbA1 i NmDsbA3 okazały się być podobne, 
a główną różnicę stanowi orientacja helis w domenie 
TRX. Kryształ białka NmDsbA2 nie został jak dotąd 
otrzymany, jednak najprawdopodobniej, ze względu na 
obserwowane fizyko-chemiczne podobieństwa białek, 
jego właściwości są zbliżone do NmDsbA1 [42, 68, 69]. 
Substratem dla NmDsbA1 i NmDsbA2 jest sekretyna 
PilQ, zaangażowana w biogenezę pili typu IV oraz 
odpowiedzialna za wiązanie DNA i jego transport do 
komórki Neisseria. Szczep N. meningitidis pozbawiony 
genów dsbA1 i dsbA2 wykazuje obniżoną zdolność do 
adhezji. NmDsbA1 częściowo komplementuje brak 
zdolności do ruchu mutanta ∆dsbA E. coli, a NmDsbA2 
całkowicie komplementuje brak EcDsbA w  teście 
pomiaru aktywności alkalicznej fosfatazy. Substraty dla 
NmDsbA3 nie zostały jak dotąd poznane [64]. 

Kolejnym mikrorganizmem posiadającym trzy para-
logi białka DsbA jest Salmonella enterica sv. Typhimu-
rium (Se). Białka nazwane SeDsbA, SeDsbL i SeSrgA 
charakteryzują się niską identycznością sekwencji ami-
nokwasowej względem siebie (18–36%), co jest powo-
dem ich unikalnych właściwości i odmiennej roli w pro-
cesie patogenezy. Wszystkie trzy białka mają budowę 

dwudomenową i posiadają strukturę homologiczną do 
EcDsbA, różnią się natomiast właściwościami redoks, 
aminokwasami oddzielającymi cysteiny motywu kata-
litycznego oraz położeniem i aminokwasami w pozycji 
Pro-minus1. Są to odpowiednio dla SeDsbA: CPHC 
i VcP, dla SeDsbL: CPFC i VcP, dla SeSrgA: CPPC i TcP. 
SeDsbA charakteryzuje się najszerszą specyficznością 
substratową (między innymi białko rzęski FlgI) i two-
rzy funkcjonalną parę redoks z SeDsbB, podczas gdy 
jedynym ligandem dla SeDsbL (tworzy parę z SeDsbI) 
jest ASST (sulfotransferaza arylosulfatu). Dla kodowa-
nego na plazmidzie wirulencji SeSrgA substrat stanowi 
główna podjednostka fimbrii adhezyjnych Pef [25].

Mikroorganizmem, charakteryzującym się obecno-
ścią unikalnej ścieżki utleniania białek jest także Pseudo­
monas aeruginosa (Pa) – oportunistyczny patogen często 
infekujący chorych na mukowiscydozę oraz pacjentów 
z zaburzeniami w funkcjonowaniu układu immunolo- 
gicznego. W proteomie tej bakterii zidentyfikowano dwie 
peryplazmatyczne oksydoreduktazy DsbA – PaDsbA1 
i PaDsbA2 oraz dwa homologi białek DsbB – PaDsbB1 
i PaDsbB2. PaDsbA1 jest głównym donorem mostków 
disiarczkowych, pełniącym istotną rolę w  fałdowaniu 
wielu białkowych czynników wirulencji P. aeruginosa, 
utrzymywanym w aktywnej, utlenionej formie zarówno 
przez PaDsbB1 jak i PaDsbB2. Funkcja in vivo PaDsbA2 
pozostaje nieznana [1]. W  porównaniu do EcDsbA, 
zarówno PaDsbA1 (27%-owe podobieństwo sekwencji 
aminokwasowej) jak PadsbA2 (14%-owe podobieństwo 
sekwencji aminokwasowej) charakteryzują się skróce-
niem hydrofobowego rowka wiążącego substraty i bar-
dziej zasadową powierzchnią białka [1, 62].

Wielokrotną liczbę białek homologicznych do EcDsbA, 
które scharakteryzowano strukturalnie i funkcjonalnie, 
posiadają także bakteria Xylella fastidiosa (XfDsbA 
i XfDsbA2), która jest patogenem roślin, wywołującym 
duże straty w uprawach winogron, cytrusów, lucerny 
migdałów i  kawy, pasożytniczy mikroorganizm Wol­
bachia pipientis (WpDsbA1 i WpDsbA2) oraz uropato-
genny szczep E. coli (UPEC DsbA i DsbL), który zosta-
nie dokładniej scharakteryzowany w rozdziale 4 [63].

3.2.	 Różnorodność strukturalna monomerycznych
	 białek DsbA

Do tej pory scharakteryzowano strukturalnie i funk- 
cjonalnie jedynie 13 monomerycznych białek DsbA. 
Dziesięć z nich pochodzi z komórek bakterii Gram-
-ujemnych, a trzy z Gram-dodatnich [51]. Białka homo-
logiczne do EcDsbA charakteryzują się dużym zróżni-
cowaniem i stosunkowo niską identycznością sekwencji 
aminokwasowej, oscylującą w granicach 15–40%. Cał-
kowicie konserwowanymi pozycjami aminokwasowymi 
okazały się jedynie aktywne cysteiny, wchodzące w skład 
motywu CXXC. W  85 procentach także, w  pierwszej 
pozycji dipeptydu oddzielającego cysteiny motywu, 
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znajduje się prolina. Pomimo tak dużych rozbieżności 
w strukturze pierwszorzędowej tych białek, ich ogólna 
architektura jest podobna. We wszystkich scharaktery-
zowanych strukturalnie i funkcjonalnie białkach DsbA 
występuje zwój tioredoksynowy z insercyjną α-helikalną 
domeną oraz pętla cis-Pro. Różnice w sekwencji ami-
nokwasowej determinują jednak unikalne cechy struk-
turalne tych białek, takie jak właściwości powierzch-
niowe i potencjał redoks [63]. Najbardziej podobnym 
strukturalnie homologiem EcDsbA (40-to procenowe 
podobieństwo sekwencji aminokwasowej) jest białko 
DsbA (TcpG) Vibrio cholerae. Dwoma zasadniczymi 
aspektami różniącymi obydwa białka jest krótszy 
w  porównaniu z EcDsbA rowek wiążący substraty 
i mniej wygięta α1-helisa białka DsbA V. cholerae [27].

Szeroka konserwacja genów kodujących białka DsbA 
w  świecie mikroorganizmów oraz ich udział w  pra
widłowym zwijaniu wielu czynników wirulencji bakterii 
patogennych (patrz: podrozdział 4.2.) pozwala na rozpa-
trywanie tych protein jako potencjalnych nowych celów 
dla leków antybakteryjnych [12]. M c M a h o n  i wsp. 
dokonali porównania białek DsbA pochodzących z róż-
nych mikroorganizmów, mającego na celu wykazanie 
podobieństw strukturalnych pomiędzy nimi, które 
mogłyby następnie posłużyć jako platforma do projekto-
wania substancji terapeutycznych. Ze względu na aran-
żację β-kartek, która zasadniczo odróżnia DsbA bakterii 
Gram-dodatnich od Gram-ujemnych (poza nielicznymi 
wyjątkami), dokonano podziału tych protein na dwie 
klasy. Następnie każdą z klas podzielono na dwie sub-
klasy, biorąc pod uwagę właściwości powierzchniowe 
białek: otoczenie motywu katalitycznego oraz miejsce 
oddziaływania z partnerem redoks i  substratami. Do 
klasy Ia zaliczono białka DsbA E. coli K-12, S. enterica, 
K. pneumoniae i V. cholerae, a do klasy Ib DsbA P. aeru­
ginosa, N. meningitidis, X. fastidiosa i  B. pseudomallei. 
Podklasa Ia skupia DsbA o mniejszym potencjale oksy-
dacyjnym niż Ib, lecz o większym rowku substratowym, 
który potencjalnie mógłby wiązać małe peptydy tera-
peutyczne. Do podklasy IIa przypisano DsbA M. tuber­
culosis, S. aureus i B. subtilis, a do podklasy IIb jedynie 
białko DsbA1 W. pipientis (w analizach bioinformatycz-
nych podklasa ta nie została wyodrębniona) [51]. 

W ostatnim czasie rozwiązano strukturę białka 
DsbA Proteus mirabilis (Pm), która pozwala przypusz-
czać, że jest ono podobne strukturalnie do EcDsbA. 
Zbadano także miejsce, w  którym PmDsbA wiąże 
się niekowalencyjnie ze swoim ligandem. Obszar ten 
mógłby stać się celem inhibitora blokującego maszyne-
rię Dsb tego patogenu [40]. Nowe spojrzenie na poten-
cjalne miejsce działania peptydów antybakteryjnych 
przyniosła także charakterystyka strukturalna DsbA 
Acinetobacter baumanii (Ab). Wykazano, że białko 
AbDsbA oddziałuje z  czynnikiem elongacyjnym 
EF-Tu i wiąże się z nim w innym miejscu niż partner 
redoks. Sugeruje to, że także niekatalityczny obszar 

powierzchni białka AbDsbA może pełnić rolę w inter
akcji z substratami [56]. Jak dotąd żadne leki, będące 
inhibitorami bazującymi na strukturze białek DsbA, 
nie zostały wprowadzone do obiegu klinicznego [51].

3.3.  Dimeryczne oksydoreduktazy DsbA

Zdecydowana większość dotychczas poznanych 
oksydoreduktaz homologicznych do EcDsbA, działa-
jących w szlaku utleniania, ma budowę monomeryczną. 
Wyjątek stanowią białka HP0231 Helicobacter pylori, 
DsbA2 Legionella pneumophila (Lp), oraz enzymy 
DsbA-like Corynebacterium glutamicum.

Mikroaerofilna pałeczka H. pylori jest czynnikiem 
etiologicznym raka żołądka oraz stanów zapalnych 
i  wrzodów górnego odcinka przewodu pokarmo-
wego [19]. W przeciwieństwie do E. coli, system Dsb 
H. pylori jest słabo poznany. Przeprowadzone analizy 
bioinformatyczne pozwoliły na identyfikację jedynie 
trzech białek potencjalnie działających w tym systemie: 
HP0231, HP0377 i HP0595. Sekwencje aminokwasowe 
tych białek przyrównano liniowo do sekwencji amino-
kwasowych białek Dsb E. coli. Na tej podstawie białka 
te opisano jako homologi EcDsbB (HP0595), EcDsbG 
(HP0231) i EcDsbC (HP0377). Nie rozpoznano nato-
miast genu kodującego białko homologiczne do oksy-
doreduktazy EcDsbA [33].

Białko HP0231, opisywane w literaturze jako 
HpDsbG, jest dimerem złożonym z dwóch identycz-
nych monomerów połączonych domenami dimery-
zacyjnymi znajdującymi się na ich N-końcach. Każda 
z domen składa się z jednej α1-helisy i czterech uło-
żonych antyrównolegle β-kartek (β1-β4). Na C-termi-
nalnych domenach każdego z monomerów, odbiegają-
cych budową od klasycznych domen TRX (obecność 
dwóch insercyjnych α4.1 i α4.2-helis oraz dodatkowej 
β5-kartki), umiejscowione są motywy katalityczne 
CXXC na α3-helisie i pętla cis-Pro w jego bliskiej odle-
głości. Przyrównanie sekwencji aminokwasowej białek 
HP0231 i dimerycznej reduktazy EcDsbG wykazało, że 
są one podobne jedynie w 6%-ach, a budowa monome-
rów obydwu białek jest różna. Pomimo podobieństwa 
rozmiarów obydwu kryształów, analiza superimpozy-
cji (nałożenia modeli struktur białkowych) wykazała, 
że różnią się one zasadniczo długością linkera łączą-
cego monomery, a  także kształtem i ładunkiem na 
powierzchni V-kształtnej kieszeni wiążącej substraty 
(dodatni ładunek u HP0231, a  ujemny u  EcDsbG). 
Dodatkowo pętla cis-Pro białka HP0231 jest dłuższa 
niż ta EcDsbG, a motywy katalityczne HP0231 (CPHC 
i VcP) są takie same jak EcDsbA, a nie EcDsbG (CPYC 
i TcP) [71]. Badania funkcji HP0231 wykazały, że białko 
HP0231 tak jak EcDsbA pełni funkcję oksydazy i suge-
rują zmianę jego nazwy na HpDsbA. Oprócz takich 
samych jak u EcDsbA motywów aktywnych, HP0231 
ma zbliżony do EcDsbA potencjał redoks, w  dużym 
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stopniu komplementuje mutację ∆dsbA E. coli, wystę-
puje tak jak oksydazy in vivo w  formie utlenionej 
i współdziała z HP0595, homologiem EcDsbB. Ponad 
to, mutanty izogeniczne w genie hp0231 są wydłużone, 
nieruchliwe i bardziej wrażliwe na DTT, co również jest 
podobne do fenotypu mutantów dsbA– E. coli [59].

W genomie L. pneumophila zidentyfikowano dwa 
geny kodujące oksydoreduktazy tiolowe DsbA1 i DsbA2. 
Białko LpDsbA1 komplementuje mutację ∆dsbA E. coli, 
a jego brak w komórkach L. pneumophila nie skutkuje 
obserwowalną zmianą fenotypu mutanta, w przeciwień-
stwie do LpDsbA2, które jest niezbędne do przeżycia 
tej bakterii. Spokrewnione z  białkiem Com1 Coxiella 
burnetii LpDsbA2 o masie 27 kDa jest odległe filogene-
tycznie od EcDsbA i poza kilkoma wyjątkami konser-
wowane w proteomach bakterii posiadających system 
sekrecji typu IV (T4SS). Transportowane na teren peryz-
plazmy LpDsbA2 w komórkach natywnego gospodarza 
występuje w 60%-ach w formie zredukowanej, a w 40%-
ach w formie utlenionej, co jest zbliżone ze stanem 
obserwowanym w przypadku EcDsbA. Dodatkowo 
zamiana Pro198 na treoninę w petli cis-Pro (P198T) tego 
białka skutkuje tak jak w przypadku EcDsbA nagroma-
dzeniem stabilnych kompleksów z białkami substrato-
wymi. Na N-końcu białka LpDsbA2 zidentyfikowano 
domenę dimeryzacyjną, dzięki której oksydoreduktaza 
ta występuje na terenie komórki w postaci homodime-
rów. LpDsbA2 komplementuje mutację ∆dsbC E. coli 
i tak jak izomeraza występuje w  komórkach E. coli 
wyłącznie w formie zredukowanej. Ponadto LpDsbA2N 
(monomeryczne białko pochodne LpDsbA2, pozba-
wione domeny dimeryzacyjnej), w  przeciwieństwie 
do natywnego DsbA2 Legionella, komplementuje brak 
EcDsbA w komórkach E. coli. Powyżej opisane właści-
wości pozwalają wnioskować, że LpDsbA2 jest enzy-
mem bifunkcyjnym, posiadającym zarówno aktywność 
oksydazy jak i izomerazy [32, 39].

Stabilizację struktur białkowych poprzez wprowa-
dzanie mostków disiarczkowych zaobserwowano także 
w  przypadku Gram-dodatnich, tlenowych bakterii 
z  rodzaju Actinobacteria. U  przedstawiciela tej klasy 
C. glutamicum zidentyfikowano dwa homodimeryczne 
białka DsbA-like, które posiadają motyw katalityczny 
CXXC. Obydwa białka, nazwane CG26 i  CG2799, 
podobnie jak EcDsbA wykazują in vitro słabe właści
wości redukujące (redukują insulinę in vitro) i oksyda-
cyjne (wydajnie utleniają zredukowaną RNazę A). CG26 
jest konserwowane u różnych gatunków Actinobacteria, 
podczas gdy CG2799 ma jedynie dwa homologi, co 
sugeruje specyficzną dla Corynebacteria funkcję. Part-
ner redoks tych białek nadal nie został poznany. W pro-
teomie badanych gatunków nie zidentyfikowano białka 
homologicznego do EcDsbB, z tego względu sugeruje się 
udział białka VKOR (patrz: podrozdział 3.4) w reoksy-
dacji białek DsbA-like C. glutamicum [11].

3.4.	 Obecność lub brak białka pełniącego
	 funkcję EcDsbB

W przypadku bakterii należących do klas  α, β 
i γ-Proteobacteria, mostki disiarczkowe do struktury 
białek wprowadzane są na podobnej drodze jak u E. coli 
(system DsbAB), w przeciwieństwie do wielu bakterii 
z klas Actinobacteria, Cyanobacteria oraz bakterii bez-
tlenowych, gdzie nie funkcjonuje standardowy szlak 
utleniania. Tworzenie wiązań -S-S- jest katalizowane 
przez DsbA, a za jego reoksydację odpowiedzialne jest 
białko będące homologiem eukariotycznej reduktazy 
epoksydowej VKOR [17].

Bakteryjne białko VKOR ewoluowało niezależnie 
od DsbB, jednakże wykazuje podobieństwa do DsbB 
w budowie strukturalnej i mechanizmie działania [34]. 
Strukturę białka VKOR w  kompleksie z  naturalnym 
substratem (białkiem posiadającym domenę TRX) 
rozwiązano w Synechcoccus sp. We wszystkich białkach 
VKOR rdzeń katalityczny tworzą cztery helisy trans-
membranowe (TM1-4) otaczające chinon [45]. Białko 
VKOR Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mtb) funk-
cjonalnie zastępuje brak białka DsbB w mutancie E. coli 
∆dsbB. Ponad to, podobnie jak w przypadku białka 
eukariotycznego, aktywność MtbVKOR jest hamowana 
przez warfarynę (antykoagulant stosowany w leczeniu 
przeciwzakrzepowym, hamujący powstawanie aktyw-
nej formy witaminy K). Dodatkowo wykazano, że te 
same mutacje punktowe są odpowiedzialne za zwięk-
szoną oporność na ten lek w obydwu białkach. Bak-
teryjne białko VKOR może być zatem potencjalnym 
celem dla antybiotykoterapii i modelem badawczym dla 
homologa ludzkiego [18].

W ostatnim czasie jako partnera redoks dla 
MtbVKOR zidentyfikowano białko nazwane MtbDsbA-
-like, będące produktem genu Rv2969c. MtbDsbA jest 
monomerem złożonym z dwóch domen – tioredo
ksynowej (TRX), w obrębie której umiejscowiony jest 
klasyczny motyw CXXC oraz α-helikalnej zbudowa-
nej z czterech helis α2-5, która jest stabilizowana przez 
strukturalne wiązanie disiarczkowe pomiędzy α2 
a α5-helisą. Pomimo wielu podobieństw do EcDsbA, 
unikalna dla MtbDsbA jest obecność w domenie TRX 
α8-helisy (EcDsbA zbudowane jest z siedmiu α-helis). 
Dodatkowo, w przeciwieństwie do EcDsbA, MtbDsbA 
nie wykazuje właściwości redukujących w teście reduk-
cji insuliny oraz posiada płytki powierzchniowy rowek 
hydrofobowy, co może świadczyć o jego wąskiej specy-
ficzności substratowej [6, 55].

Jednym z najbardziej podobnych strukturalnie do 
MtbDsbA białek jest DsbA Stapchylococcus aureus (Sa). 
S. aureus wraz z Listeria monocytogenes i Enterococcus 
faecalis są organizmami, u których zidentyfikowano 
jedynie białko DsbA, bez obecności jego partnerów 
redoks – białek DsbB i VKOR. 
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Pomimo wielu podobieństw SaDsbA do EcDsbA 
(potencjał redoks, ogólna struktura), w przeciwień-
stwie do EcDsbA, lipoproteina SaDsbA o masie 23 kDa 
posiada taką samą stabilność w stanie utlenionym jak 
i  zredukowanym. Umożliwia to efektywne utlenienie 
SaDsbA, zapewniające jego aktywność po wprowadze-
niu mostka disiarczkowego, przez zewnątrzkomórkowe 
czynniki utleniające, bez udziału DsbB i VKOR. Ponad 
to SaDsbA nie posiada cech charakterystycznych dla 
funkcjonowania białek DsbA bakterii Gram-ujemnych 
takich jak obecność His w sekwencji CXXC oraz Val 
poprzedzającej pętlę cis-Pro (VcP). SaDsbA częściowo 
komplementuje ∆dsbA E. coli (niezależnie od EcDsbB), 
pomimo, że motywy CXYC i TcP SaDsbA są bardziej 
typowe dla izomeraz EcDsbC i EcDsbG [23].

4.  Specyficzność substratowa oksydoreduktaz DsbA 

Kolejnymi zasadniczymi różnicami pomiędzy oksy- 
dazą DsbA E. coli K-12, a jej homologami występują-
cymi u innych gatunków bakterii jest specyficzność 
substratowa oraz rozmieszczenie genów dsbAB w geno-
mie (w przypadku E. coli i wielu innych bakterii Gram-
-ujemnych są one umiejscowione w odległych wzglę-
dem siebie miejscach genomu). W  proteomie E. coli 
zidentyfikowano około 300 białek transportowanych 
do peryplazmy, zawierających w sekwencji aminokwa-
sowej kilka cystein, które mogą być potencjalnymi sub-
stratami dla utlenionego EcDsbA. Ligandem dla zre-
dukowanego EcDsbA jest za to jedynie EcDsbB [52]. 
Mutanty E. coli dsbA– wykazują fenotyp plejotropowy, 
są nieruchliwe oraz bardziej wrażliwe na DTT oraz jony 
metali ciężkich [46]. Udokumentowano, że EcDsbA 
uczestniczy w zwijaniu kluczowych dla funkcjono-
wania komórki E. coli białek takich jak FlgI (buduje 
pierścień P rzęski), LivK (prekursor białka wiążącego 
leucynę), YodA (wiąże jony metali), RcsF (białko regu-
latorowe), MepA (endopeptydaza mureiny), alkaliczna 
fosfataza, β-laktamaza, OmpA i rybonukleaza I [26, 36].

Wiele bakterii posiada białka homologiczne do 
EcDsbAB o wąskiej specyficzności substratowej. Geny 
kodujące te homologi białek DsbA i DsbB, nazwane 
DsbLI, zlokalizowane są przeważnie w trójcistronowym 
operonie, zawierającym także gen kodujący sulfotrans-
ferazę aryloslulfatu (ASST), która jest ich jedynym sub-
stratem [34]. W przypadku S. enterica sv. Typihimurium, 
omówionej uprzednio w podrozdziale 3.1, geny dsbL 
i dsbI transkrybowane są niezależne od genu assT [25].

ASST jest enzymem katalizującym detoksykację 
związków fenolowych, występującym u bakterii z ro- 
dzajów Salmonella, Shewanella, Campylobacter, Geobac­
ter i E. coli. W komórkach uropatogennej (UPEC) E. coli 
CFT073, posiadającej dwie funkcjonalne pary enzymów 
zdolnych do wprowadzania mostków disiarczkowych 

– DsbAB (podobnych do DsbAB E. coli K-12) i DsbLI, 
ASST jest jedynym substratem in vivo dla białka DsbL. 
DsbL jest silniejszym od EcDsbA oksydantem tiolowym 
posiadającym motyw katalityczny CPFC i  potencjał 
redoks E°’ = –95 mV, wykazującym względem EcDsbA 
24%-owe podobieństwo sekwencji aminokwasowej 
i duże różnice strukturalne. Białko to posiada także 
dodatnio naładowany rowek wiążący substrat, a z kolei 
w sekwencji aminokwasowej ASST w sąsiedztwie cystein 
dominują ładunki ujemne [21, 48]. Udokumentowano, 
że nie właściwości oksydacyjne lecz aktywność chape-
ronowa białka DsbL odgrywa kluczową rolę w procesie 
wprowadzania wiązania -S-S- do struktury ASST [49]. 
Bioinformatyczne analizy wykazały obecność genów 
kodujących białka DsbL w 17 genomach bakteryjnych, 
co jest skorelowane z występowaniem w ich sąsiedztwie 
genu assT i często też dsbI [66].

Klasyfikacja białek DsbB i DsbI jest nieprecyzyjna, 
a  nomenklatura myląca. Białka DsbI występujące 
w proteomach bakterii z rodzaju ε-Proteobacteria (np. 
C. jejuni, H. pylori) nie są pokrewne białkom funkcjo-
nującym w parze redoks DsbLI w komórkach UPEC 
E. coli, czy S. enterica. Nazwa „DsbI” powinna być 
zarezerwowana dla homologów EcDsbB posiadających 
5 helis transmembranowych w domenie katalitycznej, 
motyw CXXC umiejscowiony w pętli peryplazmatycz-
nej i strukturę β-śmigła na C-końcu białka. Proteiny 
DsbI obecne u E. coli i S. enterica powinny być raczej 
określane mianem DsbB2 lub DsbI(DsbB2) [20, 54].

4.1.  Metody poszukiwania i lokalizacja substratów

Identyfikacja ligandów białek działających w szlaku 
utleniania jest stosunkowo trudna, ze względu na szyb-
kie przejście pomiędzy kompleksem DsbA-substrat, 
a  całkowicie utlenionym substratem (etap II reakcji 
wprowadzania mostków disiarczkowych; patrz: podroz-
dział 2.2) [63]. W ich rozpoznaniu wykorzystywanych 
jest kilka metod bioinformatycznych, niemniej jednak 
wymagane jest potwierdzenie interakcji w warunkach 
in vivo. W poszukiwaniu białek in silico, które potencjal-
nie mogą wymagać wprowadzania wiązań disiarczko-
wych wyróżnia się kilka podejść. Dobrym indykatorem 
są badania strukturalne pozwalające na pomiar odle-
głości pomiędzy dwoma cysteinami w białku (powinna 
być ona mniejsza niż 2,5Å). Reaktywne, parzyste cyste-
iny, które potencjalnie mogą uczestniczyć w tworze- 
niu wiązania -S-S- są zazwyczaj konserwowane ewolu-
cyjnie w sekwencji aminokwasowej białka, co pozwala 
na wykluczenie cystein nie zaangażowanych w  ten 
proces. Obecność ortologów białek EcDsbA i EcDsbB 
również w  oczywisty sposób sugeruje występowanie 
ich substratów [22].

Strategią wykorzystywaną do wychwytywania kom-
pleksów DsbA-substrat w warunkach laboratoryjnych 
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jest wprowadzanie mutacji punktowych w obrębie pętli 
cisPro. W przypadku EcDsbA (VcP) poddano badaniu 
19 różnych mutantów, lecz jedynie trzy z wprowadzo-
nych zmian przyniosły oczekiwane rezultaty. Zastąpie-
nie Pro151 treonią skutkowało spowolnieniem drugiego 
etapu reakcji wprowadzania mostków disiarczkowych 
i  akumulacją intermediatów DsbA-substrat. Z  kolei 
mutacje P151S i V150G pozwalały na wychwycenie 
kompleksów EcDsbA z jego partnerem redoks EcDsbB 
[35]. Innymi wykorzystywanymi w tym celu metodami 
są elektroforeza dwukierunkowa w połączeniu ze spek-
trometrią mas [26]. Domniemane ligandy są również 
identyfikowane poprzez badanie ich stanu stanu redoks 
w komórkach mutantów E. coli dsbA– przy użyciu czyn-
ników alkilujących [43]. Zastosowanie mogłaby także 
znaleźć metoda wykorzystywana przy identyfikacji 
substratów tioredoksyny. Zmutowanie drugiej cyste-
iny motywu katalitycznego CXXC białka DsbA na ala-
ninę mogłoby zapobiegać dysocjacji jego kompleksu 
z substratem [9, 63].

W  przypadku E. coli jak i innych bakterii Gram-
-ujemnych wprowadzanie mostków disiarczkowych 
przez białka Dsb odbywa się w warunkach utleniają-
cych w peryplazmie – przedziale komórkowym oto-
czonym dwoma błonami komórkowymi: wewnętrzną/
cytoplazmatyczną (IM/CM) i zewnętrzną (OM). Udo-
kumentowano, że wiązania -S-S- są obecne nie tylko 
w strukturze rozpuszczalnych białek peryplazmatycz-
nych, ale także w przypadku protein transportowanych 
po syntezie na zewnątrz komórki bakteryjnej. Jak dotąd 
niewiele wiadomo o  charakterze uczestnictwa białek 
Dsb w  procesie ich formowania [60]. W  ostatnich 
latach wykazano, że w komórkach E. coli oksydoreduk-
taza EcDsbA we współpracy z EcDsbC i SurA (białko 
chaperonowe) bierze udział w fałdowaniu wbudowa-
nej w OM lipoproteiny LptD. Dwa obecne w strukturze 
tego białka mostki disiarczkowe pomiędzy cysteinami 
Cys31-Cys137 i Cys724-Cys725 łączą domenę N-ter-
minalną z C-terminalną, zapewniając jego prawidłowe 
funkcjonowanie [8]. Lipoproteina LptD o  strukturze 
β-baryłki w kompleksie z LptE jest kluczowa do translo-
kacji lipopolisacharydu przez zewnętrzną błonę komór-
kową, co stabilizuje barierę ochronną bakterii przeciw 
substancjom toksycznym, z włączeniem antybiotyków 
[14]. Udział systemu Dsb w formowaniu wiązań -S-S- 
zbadano również w przypadku małej (14 kDa), zako-
twiczonej w OM liopoproteiny RcsF. Białko RcsF jest 
częścią ścieżki sygnałowej Rcs indukowanej w warun-
kach stresowych i w odpowiedzi na warunki środowi-
ska kontrolującej transkrypcję wielu genów – odpowie-
dzialnych za podziały komórkowe (ftsZ), formowanie 
biofilmu, ruchliwość i produkcję czynników wirulencji 
[44]. W sekwencji aminokwasowej RcsF znajdują się 
cztery konserwowane cysteiny. Początkowo określono, 
że co najmniej dwie z  nich połączone są wiązaniem 

disiarczkowym i zidentyfikowano to białko jako sub-
strat oksydoreduktazy DsbA [36]. Założenia te potwier-
dziło rozwiązanie struktury RcsF, dzięki któremu ziden-
tyfikowano obecność dwóch nierównocennych wiązań 
-S-S- pomiędzy Cys74-Cys118 i Cys109-Cys124 (wią-
zanie niezbędne do zachowania aktywności białka). 
Co więcej udokumentowano, że w  proces tworzenia 
mostków disiarczkowych jest zaangażowana reduk-
taza EcDsbC: „wychwycono” kompleksy białek RcsF-
-EcDsbC i udokumentowano zahamowanie ścieżki Rcs 
w mutancie E. coli dsbC– [44].

W komórkach bakterii Gram-dodatnich brak jest 
klasycznej peryplazmy, a obszar w  którym możliwe 
jest wprowadzanie mostków disiarczkowych, ograni-
cza się jedynie do  przestrzeni pomiędzy błoną cyto-
plazmatyczną, a  ścianą komórkową [50]. Bakterie 
Gram-dodatnie w porównaniu do Gram-ujemnych 
produkują mniej protein posiadających strukturalne 
wiązania -S-S- i alternatywnie zastępują je wiązaniami 
amidowymi [12]. Ciekawy mechanizm zaobserwowano 
u tlenowych bakterii z rodzaju Firmicutes, które mają 
zdolność do usuwania cystein z sekwencji aminokwa-
sowej protein sekrecyjnych [11]. Chociaż w proteomach 
bakterii Gram-dodatnich zidentyfikowano i zcharakte-
ryzowano białka homologiczne do DsbA, jednak proces 
generowania mostków disiarczkowych w  komórkach 
tych mikroorganizmów nadal pozostaje słabo poznany. 
Przykładami protein w przypadku których udokumen-
towano obecność wiązań -S-S- są toksyny Corynebacte­
rium diphtheriae i Clostridium tetani, neurotoksyna A 
Clostridium botulinum oraz egzotoksyna Streptococcus 
pyogenes, lecz maszyneria odpowiedzialna za ich for-
mowanie jak do tej pory nie została rozpoznana [12]. 
Substratami białek TDORs (thiol-disulfide oxidoreducta­
ses) bakterii Gram-dodatnich są często białka błonowe, 
wbudowane w ścianę komórkową lub wydzielane na 
zewnątrz komórki. TDORs są zazwyczaj lipoprote-
inami wbudowanymi w błonę komórkową i posiadają-
cymi wyspecjalizowaną funkcję. W proteomie Bacillus 
subtilis, występują dwie pary homologów białek DsbAB 
(znanych jako białka Bdb), przy czym udokumento-
wano, że każda z nich oddziałuje docelowo wyłącz-
nie z jednym białkiem. Substratem dla pary BdbCD 
jest bakteriocyna sublancyna 168, a  dla pary BdbCD 
pseudopilina ComGC, niezbędna do osiągnięcia przez 
komórki B. subtilis stanu kompetencji [38]. Również w 
przypadku S. aureus, SaDsbA jest odpowiedzialne za sta-
bilność białka ComGC, przy czym jak dotąd nie rozpo-
znano innych ligandów tego białka [12, 67]. W ostatnim 
czasie, przeprowadzono badania w komórkach Strep­
tococcus gordonii mające na celu identyfikację TDORs 
tego gatunku. Wykazano, że naturalnym substratem dla 
oksydoreduktazy SdbA jest autolizyna AtlS, a mutanty 
S. gordonii w genie sdbA charakteryzują się fenotypem 
plejotropowym. Ponad to, sekwencja aminokwasowa 
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białka SdbA cechuje się małym podobieństwem wobec 
dotychczas poznanych sekwencji oksydoreduktaz bak-
terii Gram-dodatnich i może reprezentować nowy typ 
tych enzymów w ich komórkach [12].

4.2.  Czynniki wirulencji

Substraty homologów białek DsbA to często czyn-
niki warunkujące wirulencję bakterii patogennych takie 
jak: adhezyny, pili, toksyny czy elementy systemów 
sekrecyjnych.

W przypadku UPEC E. coli aktywność białka DsbA 
jest konieczna do osiągnięcia prawidłowej konforma-
cji PapD, białka opiekuńczego wiążącego transporto-
wane do peryplazmy podjednostki fimbrii typu P, które 
odgrywają istotną rolę w kolonizacji dróg moczowych 
[24]. Ponad to, wprowadzanie mostków disiarczkowych 
przez system Dsb do struktury białka FimA (głównej 
podjednostki pili typu I, warunkujących przyleganie 
patogenu do komórek gospodarza) jest niezbędne do 
jego rozpoznania i utworzenia kompleksu z białkiem 
chaperonowym FimC, co inicjuje proces formowania 
pili [10]. Aktywność DsbA jest również wymagana 
do powstawania pili typu  IV (długich filamentów 
warunkujących adhezję i ruch drgający komórek bak-
teryjnych) u enteropatogennej E. coli, N. meningitidis, 
Vibrio cholerae i  Pseudomonas aeruginosa. Mostki 
disiarczkowe są także wprowadzane w obrębie C-koń-
cowej domeny zewnątrzbłonowej adhezyny (intiminy) 
jelitowych patogenów E. coli. Ponad to w komórkach 
E. coli jak również u S. enterica, P. mirabilis, Ervinia 
carotovora, Burkholderia cepacia i Campylobacter jejuni 
potwierdzono rolę DsbA w powstawaniu funkcjonal-
nej rzęski, warunkującej zdolność do ruchu. Niektóre 
bakterie produkują toksyny i enzymy takie jak prote-
azy, które warunkują uszkodzenie komórek gospoda-
rza i rozprzestrzenianie się patogenu. Udział systemu 
Dsb w powstawaniu tych czynników wirulencji został 
dobrze scharakteryzowany w przypadku toksyn AB5 
V. cholerae. Substratami dla oksydoreduktazy DsbA 
P. aeruginosa są także enzymy sekrecyjne wydzielane 
przez system sekrecji typu II (T2SS) takie jak proteoli-
tyczna elastaza i lipaza, a w komórkach Yersinia pestis 
czy Shigella flexneri prawidłowemu zwijaniu z udzia-
łem systemów Dsb ulegają także składniki niezbędne do 
prawidłowego działania systemu T3SS. W przypadku 
Gram-dodatnich organizmów takich jak B. subtilis 
czy Streptococcus thermophilus DsbA jest wymagane 
do produkcji antybakteryjnych peptydów (m.in. bak-
teriocyn), które negatywnie działają na organizmy 
pokrewne. Ułatwia to przetrwanie bakterii je wytwa-
rzających w środowisku poprzez wyeliminowanie kon-
kurencji o składniki pokarmowe [24, 46, 63].

Brak prawidłowego wprowadzenia mostków disiar- 
czkowych do struktur czynników wirulencji warunkuje 

obniżenie poziomu kolonizacji organizmu gospodarza 
oraz zatrzymanie namnażania i rozprzestrzeniania 
komórek bakteryjnych w jego obrębie [24]. Z  tego 
względu białka DsbA są rozpatrywane jako potencjalne 
cele dla antybiotykoterapii. W przypadku patogenów 
z rodziny Enterobacteriaceae takich jak E. coli, S. ente­
rica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Citro­
bacter koseri, Shigella flexneri i Cronobacter sakazakii, 
będących przyczyną trudnych do zwalczenia i wymaga-
jących nowych środków terapeutycznych infekcji szpi-
talnych, sekwencja aminokwasowa, właściwości redoks, 
struktura i miejsce wiązania substratów homologów 
DsbA są wysoce konserwowane [41].

Na rys. 3 zobrazowano różnorodne, omawiane dotąd 
w  niniejszej pracy systemy wprowadzania mostków 
disiarczkowych do struktury białek.

5.  Inne systemy Dsb

Chociaż obecność białka DsbA jest konieczna, aby 
proces wprowadzania mostków disiarczkowych zacho-
dził efektywnie, wykazano, że w szczepach pozbawio-
nych genów dsbA (lub dsbB) ich formowanie również 
ma miejsce lecz jest ono mniej wydajne w porównaniu 
ze szlakiem utleniania Dsb. Zjawisko to określono jako 
aktywność tła. Jest ono najprawdopodobniej spowodo-
wane obecnością tlenu w peryplazmie. Podjęto próbę 
zidentyfikowania enzymów odpowiedzialnych za ten 
proces. W przeprowadzonych badaniach potwierdzono, 
że nadekspresja zależnego od DsbC peryplazmatycz-
nego białka PspE, które zawiera w sekwencji amino-
kwasowej tylko jedną cysteinę, zwiększa efektywność 
wprowadzania mostków disiarczkowych do struktury 
białek w mutancie ∆dsbA. Co więcej system PspE/DsbC 
nie jest źródłem aktywności tła, co sugeruje, że może 
być on  wykorzystywany przez komórki bakteryjne 
w których nie funkcjonuje standardowy szlak utleniania 
zależny od obecności białek DsbA i DsbB [7].

W genomach prokariotycznych zidentyfikowano 
także białka zawierające w swojej sekwencji aminokwa-
sowej selenocysteinę (SeCys), określane jako nowa klasa 
białek DsbA. Udokumentowano, że proste diselenidy 
w stężeniu katalitycznym funkcjonalnie zastępują brak 
białka DsbA w mutantach dsbA–. Produkty genów SeCys 
DsbA-like nie zostały jak dotąd dobrze poznane [3].

Alternatywne szlaki wprowadzania mostków disiar
czkowych do struktury białek w  komórkach E. coli 
zostały także stworzone w warunkach laboratoryjnych. 
Dołączenie sekwencji sygnalnej do cytoplazmatycznej 
tioredoksyny skutkowało jej transportem do perypla-
zmy, gdzie była utleniana przez DsbB i w niewielkim 
stopniu katalizowała tworzenie wiązań -S-S-. Zastą-
pienie motywu katalitycznego CXXC tioredoksyny na 
CXCC, przyczyniało się do tworzenia dimerów tego 
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białka zdolnych do efektywnego wprowadzania most-
ków disiarczkowych niezależnie od obecności DsbA 
i DsbB [34].

6.  Podsumowanie

W komórkach E. coli mostki disiarczkowe wprowa-
dzane są do struktury białek w szlaku utleniania przez 
system EcDsbA/EcDsbB. Monomeryczne, peryplazma-
tyczne EcDsbA jest główną oksydoreduktazą katali-
zującą proces, a  zakotwiczone w błonie komórkowej 
EcDsbB odpowiada za utrzymanie EcDsbA w aktywnej, 
utlenionej formie. Prowadzone na przestrzeni ponad 
dwudziestu lat badania pozwoliły na szczegółowe 
poznanie funkcji, struktury i substratów EcDsbA, 
a ścieżka utleniania białek funkcjonująca w komórkach 
E. coli przez długi czas uznawana była za modelową. 
Wraz ze wzrostem liczby zsekwencjonowanych geno-
mów bakteryjnych zidentyfikowano ponad 300 białek 
homologicznych do EcDsbA, pochodzących z różnych 
mikroorganizmów. Analiza porównawcza dostępnych 
struktur i  funkcji tych białek wykazała ogólne podo-
bieństwa pomiędzy nimi (obecność domeny TRX 
z  insercyjną α-helisą, motywu aktywnego CXXC 
i pętli cis-Pro), ale także podkreśliła zasadnicze różnice 

(odmienny potencjał redoks, właściwości powierzch-
niowe oraz różna sekwencja aminokwasowa i  specy-
ficzność substratowa). Wykazano także ogromną róż-
norodność szlaków utleniania białek funkcjonujących 
w komórkach bakteryjnych. Udokumentowano: zwielo-
krotnienie liczby białek DsbA; samodzielne funkcjono-
wanie DsbA, bez obecności partnera redoks; zastąpienie 
działania DsbB przez homolog eukariotycznej reduktazy 
epoksydowej VKOR; umiejscowienie genu kodującego 
DsbA na plazmidzie wirulencji; obecność dwóch par 
enzymów działających w szlaku utleniania oraz odno-
towano przypadki dimerycznej budowy białek DsbA.
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1.  Wprowadzenie

Yarrowia lipolytica jest jednym z najpowszechniej 
badanych w ostatnich latach gatunków niekonwen-
cjonalnych drożdży. Mikroorganizmy te są wybit-
nie tlenowe, produkują wiele ważnych metabolitów 
i  posiadają wysoką zdolność sekrecyjną. Powyższe 
cechy rzutują na coraz większe biotechnologiczne zna-
czenie tego gatunku. Aktualnie Y. lipolytica znajduje 
zastosowanie m.in. w syntezie kwasów organicznych, 
w tym kwasów dikarboksylowych, w syntezie substancji 
słodzących, karotenoidów, oleju mikrobiologicznego 
czy związków zapachowych. Za jej pośrednictwem 
produkowane są również wysokobiałkowe pasze 
(Skotan  S.A.). Y. lipolytica należy do drożdży niepa
togennych i wielu procesom prowadzonym na komer-
cyjną skalę przy jej udziale Amerykańska Agencja 
Rządowa Żywności i Leków Food and Drug Admini- 
stration – FDA) przyznała status GRAS (Generally Reco­
gnized As Safe).

Należy wspomnieć, iż z uwagi na wysoką produk-
cję szeregu enzymów, w tym lipaz, drożdże Y. lipoly­
tica stanowią cenne narzędzie w ochronie środowiska. 

Z  ich udziałem możliwa jest bowiem bioremediacja 
gleb i wód skażonych olejami, detoksykacja związków 
aromatycznych czy utylizacja uciążliwych ścieków prze-
mysłu rybnego, olejowego bądź spożywczego. 

Mając na względzie coraz większe biotechnolo-
giczne znaczenie tego gatunku, starano się w niniejszym 
artykule dokonać syntetycznego zestawienia informacji 
na temat systematyki gatunku, jego morfologii, fizjo-
logii i  przede wszystkim możliwości aplikacyjnych. 
Wskazano, poprzez staranny dobór literatury ostatnich 
kilkunastu lat, na liczne, aktualnie prowadzone bada-
nia nad wykorzystaniem drożdży Yarrowia. W artykule 
wspomniano także o początkach prac badawczych 
i pierwszych komercjalizacjach procesów z udziałem 
tego gatunku.

2.	 Taksonomia i bioróżnorodność
	 gatunku Yarrowia lipolytica

Nazwa rodzajowa Yarrowia została zapropono-
wana w 1980 roku przez van der Walt i von Arx. Było 
to następstwem identyfikacji w 1972 roku przez Davida 
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Yarrow z Delft Microbiology Laboratory rodzaju wy- 
różniającego się charakterystycznym kształtem akso-
spor oraz obecnością koeznymu Q-9 [51, 86, 88]. 
Nazwa gatunkowa „lipolytica” pochodzi z kolei od zdol-
ności tych drożdży do hydrolizowania lipidów. Yarro­
wia należy do klasy Saccharomycetes i wcześniej znana 
była pod nazwą Candida, Endomycopsis lub Saccharo­
mycopsis lipolytica [12, 44]. Nieformalnie Y. lipolytica 
zaliczana jest do grupy drożdży niekonwencjonalnych 
(ang. non-conventional yeast), obok takich gatunków 
jak Pichia pastoris, Pichia guilliermondii czy Kluyvero­
myces lactis, zaś w odróżnieniu od drożdży Saccharo­
myces cerevisiae czy Schizosaccharomyces pombe [81].

Szczepy Y. lipolytica powszechnie występują w przy-
rodzie i są często izolowane z produktów mlecznych, 
takich jak sery (Camembert, Livarot, Rokpol) czy 
jogurty; produktów mięsnych, np. kiełbas, ze środo-
wisk bogatych w tłuszcze. Spotyka się również szczepy 
izolowane ze ścieków, gleby oraz środowisk morskich 
o dużym zasoleniu [12, 28, 51].

W 2014 roku, w bazie CBS [www.cbs.knaw.nl/col- 
lections] znanych i zatwierdzonych po genetycznych 
badaniach było już 38 szczepów Y. lipolytica. W przy-
padku 22 szczepów znany jest geograficzny region ich 
pochodzenia, w większości są to kraje europejskie: 
Holandia (4  szczepy); Włochy (3  szczepy); Niemcy 
(3  szczepy); Norwegia (3 szczepy); Wielka Bryta-
nia (1  szczep) i  Francja (1  szczep), ale także Rosja 
(2 szczepy), USA (3 szczepy) i Argentyna (2 szczepy). 
Izolowano je np. z  gleby (n = 7); węglowodorów (np. 
n-parafin, nafty) (n = 4); oliwek (n = 2); odpadów z prze-
robu kukurydzy (n = 2); zjełczałych margaryn i majo-
nezów (n = 4); soku jabłkowego (n = 1) bądź produktów 
mlecznych (n = 1) [34].

3.  Morfologia i fizjologia drożdży Yarrowia lipolytica

Komórki drożdży z gatunku Y. lipolytica cechują się 
kształtem kulistym, elipsoidalnym lub wydłużonym, 
a  ich wielkość waha się w granicach 3,0–5,0 × 3,3–
15,0 µm. Ściana komórkowa tych drożdży zbudowana 
jest z galaktomannanów. Komórki występują pojedyn-
czo lub w  niewielkich skupiskach. Kolonie drożdży, 
rosnące na zestalonym ekstrakcie słodowym, przy-
bierają postać gładką, błyszczącą i charakteryzują się 
barwą od białej do opalizująco-białej. Należy mieć 
jednak na względzie to, iż morfologię komórek deter-
minują zarówno warunki środowiskowe, jak i genotyp 
danego szczepu [44].

Drożdże Y. lipolytica zaliczane są do gatunków 
dimorficznych, co oznacza, że komórki mogą przybie-
rać formę od typowych komórek o sferycznym kształ-
cie, przez pseudogrzybnię (pseudohyphae), aż po septo-
waną grzybnię (hyphae) charakterystyczną dla grzybów 
strzępkowych (Rys. 1) [12, 86].

Szerokość pojedynczej strzępki może wynosić 
3,0–5,0 µm, a jej długość nawet kilka milimetrów. 
W  każdym segmencie strzępki znajduje się jedno 
jądro komórkowe, a septa posiada centralnie położone 
zagłębienie/por, przez które rozciągają się, od jednego 
do drugiego segmentu, błony retikulum endoplazma-
tycznego [40]. 

Y. lipolytica stanowi modelowy organizm do badań 
nad dimorfizmem drożdży [51]. Do dnia dzisiejszego 
mechanizm tego zjawiska nie jest bowiem w pełni 
poznany. Wielu autorów podaje, że dimorfizm jest 
zależny szczepowo oraz silnie kontrolowany przez 
warunki środowiska [71]. Aktualnie najintensywniej 
badane są dwa szlaki sygnałowe związane z dimor

Rys. 1.  Formy morfologiczne szczepu drożdży Yarrowia lipolytica KKP 379 (fot. własna).
Zdjęcia komórek drożdży Yarrowia lipolytica KKP 379 wykonano techniką skaningowej mikroskopii elektronowej w Centrum Analitycznym SGGW

w Warszawie przy użyciu Elektronowego Mikroskopu Skaningowego Quanta FEI Electron Optics.
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fizmem drożdży – szlak kinazy MAP (mitogen acti­
vated protein) i kinazy białkowej A (PKA) [21]. Udo-
wodniono, iż zmiany w morfologii komórek drożdży 
Y. lipolytica związane są z jednobiegunowym wzrostem, 
asymetrycznym podziałem, obecnością dużych polarnie 
zlokalizowanych wakuol oraz zahamowaniem separacji 
komórek po podziale. Tworzenie strzępek obserwuje 
się zazwyczaj w warunkach ograniczonej dostępności 
azotu, a także w warunkach stresu termicznego i tleno-
wego. Badania naukowe dowodzą, iż obecność wielu 
form morfologicznych jednego mikroorganizmu nie 
jest korzystne. Wywiera to bowiem negatywny wpływ 
na przebieg procesów fermentacyjnych, utrudnia ich 
optymalizację, gdyż wraz ze zmianą form morfologicz-
nych drożdży zmieniają się właściwości reologiczne 
oraz zaburzeniu ulega transfer ciepła i masy w bio
reaktorze [25, 37, 52].

Drożdże Y. lipolytica zaliczamy do gatunków hetero-
tallicznych, u których istnieją zarodniki o różnym typie 
koniugacyjnym, determinowanym przez dwa allele 
MATA i MATB. Częstotliwość koniugacji u  natural-
nych izolatów jest bardzo niska (poniżej 1% wszystkich 
żywych komórek). Sporulacja u tego gatunku drożdży 
zachodzi nawet w warunkach dużej dostępności źródła 
azotu, w przeciwieństwie do takich drożdży jak Saccha­
romyces cerevisiae. Szczepy diploidalne tworzą zarod-
niki w momencie, kiedy w podłożu zostanie wyczer-
pane źródło węgla, np. glukoza. Najwyższą częstotliwość 
komórek koniugujących obserwuje się w późnej fazie 
wzrostu logarytmicznego, a za optymalną tempera-
turę, w której zachodzi koniugacja uznaje się 20–28°C 
[81]. W każdym worku może powstać od 1 do 4 asko-
spor, których kształt jest różnorodny, w dużej mierze 
determinowany koniugującymi ze sobą typami. Wśród 
szczepów izolowanych naturalnie ze środowiska spo-
tyka się najczęściej komórki haploidalne [12, 44].

Drożdże Y. lipolytica są organizmami tlenowymi 
i nie prowadzą procesów fermentacji. Optymalna tem-
peratura ich wzrostu zawiera się w przedziale 20–28°C, 
choć obserwuje się również namnażanie tych organi-
zmów w szerszym zakresie temperaturowym: 5–37°C. 
Y. lipolytica rośnie w przedziale pH od 2 do 8, przy 
aktywności wody rzędu 0,85–0,89. Mikroorganizmy te 
tolerują dość wysokie zasolenie – do 10–12% w/v NaCl 
oraz duże stężenie sacharozy w środowisku – nawet ok. 
50% w/v [12, 34, 44].

Mikroorganizmy, o których mowa w niniejszym 
przeglądzie posiadają zdolność do wykorzystywania 
jako źródła węgla szerokiej gamy substratów. Wśród 
nich znajdują się m.in.: węglowodany, alkohole, kwasy 
organiczne oraz związki hydrofobowe (np. alkany, 
kwasy tłuszczowe oraz triglicerydy) [24].

Spośród węglowodanów Y. lipolytica asymiluje hek-
sozy, przede wszystkim glukozę, fruktozę i mannozę. 
Transport cukrów prostych przez błonę odbywa się 

zazwyczaj za pośrednictwem specyficznych przenoś- 
ników/białek transportowych zwanych permeazami 
[30]. W przypadku di- bądź tri- sacharydów konieczna 
jest wcześniejsza hydroliza tych związków, przeprowa-
dzana na zewnątrz komórki. Nie wszystkie szczepy 
Y. lipolytica tę zdolność jednak posiadają. Udowod-
niono to na przykładzie sacharozy, która nie jest wyko-
rzystywana przez dzikie szczepy Yarrowia, z uwagi na 
brak zdolności tych mikroorganizmów do syntezy 
inwertazy – enzymu hydrolizującego wiązania frukto-
furanozydowe [61].

Obok węglowodanów, Y. lipolytica wykorzystuje 
również kwasy organiczne. Badania R o d r i g u e s 
i  P a i s  [67] potwierdziły możliwość wykorzystywania 
przez te drożdże, jako źródła węgla i energii, kwasów: 
octowego, mlekowego, propionowego, bursztynowego, 
jabłkowego czy cytrynowego. Niektóre kwasy karbok-
sylowe mogą mieć jednak inhibitujące działanie. Takie 
cechy w stosunku do komórek Yarrowia przejawiają 
m.in. kwas masłowy i sorbowy. Spowolniony wzrost 
komórek drożdży może być obserwowany również 
w przypadku przyswajalnego kwasu octowego, po prze-
kroczeniu 1% stężenia w podłożu [24].

Z uwagi na obecność w komórkach drożdży Y. lipo­
lytica enzymów z klasy oksydoreduktaz, źródłem węgla 
dla tych mikroorganizmów mogą być także alkohole. 
Drożdże, syntetyzując dehydrogenazę alkoholową, 
mogą wykorzystywać etanol [11]. Maksymalne stężenie 
alkoholu w podłożu nie powinno przekraczać jednak 
3%, gdyż w wyższych stężeniach działa on na komórki 
toksycznie [12, 24]. Liczne badania z zakresu meta-
bolizmu drożdży potwierdzają, iż Y. lipolytica posiada 
także zdolność do asymilacji glicerolu [5, 75]. W świe-
cie Procaryota odkryto dwa główne szlaki przemian 
biochemicznych tego alkoholu. Pierwszy z nich polega 
na fosforylacji glicerolu przy pomocy kinazy glicerolo-
wej do 3-fosfoglicerolu. Następnie związek ten poprzez 
działanie dehydrogenazy 3-fosfoglicerolowej zostaje 
przekształcany w fosfodihydroksyaceton. Fosfodi
hydroksyaceton może powstawać także w odmiennym 
szlaku metabolicznym drożdży, w którym początkowo 
następuje utlenianie glicerolu do dihydroksyacetonu, 
a dopiero w następnym etapie jego fosforylacja [39]. 
Wykorzystywanie przez drożdże Y. lipolytica glicerolu 
jako źródła węgla może prowadzić do otrzymywania 
szeregu cennych metabolitów, w tym m.in. kwasu 
cytrynowego [74], erytrytolu [72, 73], mannitolu [84] 
bądź lipidów, z dużą zawartością nienasyconych kwa-
sów tłuszczowych [58].

Komórki drożdży Y. lipolytica mogą asymilować 
także substraty hydrofobowe. Do najistotniejszych 
etapów ich asymilacji należą: pobranie i transport 
cząsteczek do wnętrza komórki, wstępne terminalne 
utlenianie cząsteczek alkanów do odpowiednich kwa-
sów tłuszczowych w retikulum endoplazmatycznym 
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(ER) oraz peroksysomach, aktywacja wolnych kwasów 
tłuszczowych do odpowiednich estrów acetylo-CoA na 
drodze β-oksydacji w peroksysomach (na tym etapie 
może także zachodzić ich akumulacja w postaci lipidów 
komórkowych) oraz synteza substratów pośrednich 
cyklu kwasów trikarboksylowych [28].

Triglicerydy są najpierw hydrolizowane do wolnych 
kwasów tłuszczowych za pośrednictwem syntetyzowa-
nych przez drożdże enzymów lipolitycznych, a następ-
nie pobierane do wnętrza komórek. Alkany wnikają 
do komórki bezpośrednio, bez wstępnych mody- 
fikacji enzymatycznych. Istnieją dwie hipotezy doty-
czące transportu cząsteczek hydrofobowych do 
wnętrza komórki. Pierwszym etapem asymilacji alka-
nów jest prawdopodobnie ich emulgacja, którą umoż-
liwia m.in. liposan – glikoproteina o masie 27 kDa, 
syntetyzowana przez drożdże Y. lipolytica. Drugi me- 
chanizm dotyczy zdolności adhezyjnych struktury 
ściany komórkowej drożdży (Rys. 2) oraz transportu 
pasywnego drogą dyfuzji.

Drożdże Y. lipolytica posiadają zdolność do modyfi-
kacji hydrofobowych właściwości powierzchni komórki 
i są one w stanie modyfikować zarówno grubość ściany 
komórkowej, jak i przestrzeni periplazmatycznej oraz 
tworzyć system wpukleń błony komórkowej, które 
łączą kanały w ścianie komórkowej, z systemem błon 
wewnętrznych ER [28].

Asymilacja kwasów tłuszczowych przez drożdże 
Y. lipolytica odbywa się dzięki obecności kilku spe-
cyficznych białek transportowych FABP (fatty acid 
binding proteins) oraz syntetaz acylo-CoA (I i II), 
a cząsteczki alkanów ulegają hydroksylacji przez mono-
oksygenazy cytochromu P-450 [12, 23, 28]. Jak dotąd 
w  komórkach Y. lipolytica zidentyfikowano 40  kom-

pleksów białkowych, które biorą udział w metabolizmie 
substratów hydrofobowych [45].

W zależności od warunków środowiska drożdże 
potrafią kumulować kwasy tłuszczowe w postaci trigli-
cerydów lub estrów steroli, tworząc tzw. ciała lipidowe 
LB (lipid bodies). Ciała lipidowe składają się z hydro-
fobowego rdzenia zbudowanego głównie z triacylogli-
ceroli, otoczonego pojedynczą warstwą fosfolipidów 
i związanych z nimi cząsteczek białek [28]. Biosynteza 
lipidów odbywa się dwiema drogami – de novo z pre-
kursorów acetylo- i malonylo-CoA oraz ex novo czyli 
z substratów obecnych w podłożu [13].

4.  Charakterystyka genetyczna Yarrowia lipolytica

Kompletny genom jądrowy szczepu Y. lipolytica E150 
(CLIB99) opublikowany został w 2004 roku przez kon-
sorcjum Génolevures, kierowane przez B e r n a r d a 
D u j o n  [27, 44]. 

Zawartość par zasad GC (guanina i cytozyna) 
w  genomie Y. lipolytica wynosi 49,6% [44]. Wielkość 
genomu tych drożdży nie jest stała dla wszystkich szcze-
pów dzikich oraz laboratoryjnych i waha się w zakresie 
od 12,7 Mb (milionów par zasad) do 22,1 Mb. Genom 
Y. lipolytica koduje 6448  genów, z czego 957 z nich 
posiada co najmniej jeden intron. Liczba chromoso-
mów wynosi od czterech do sześciu [12, 27].

Drożdże Y. lipolytica różnią się znacznie od pozo-
stałych workowców m.in. pod względem zawartości 
par zasad GC, brakiem polimerazy RNA I, większym 
rozmiarem snRNA (mały jądrowy RNA, small nuc­
lear RNA) i 7S RNA [12]. Kod genetyczny używany 
w  komórkach Y. lipolytica wykazuje podobieństwo 
do tego wykorzystywanego przez komórki A. niger, 
a różni się od kodu genetycznego drożdży S. cerevisiae 
[32]. Drzewo filogenetyczne, zbudowane na podsta-
wie porównania sekwencji genów najbardziej znanych 
gatunków drożdży, kodujących dobrze zakonserwo-
wane funkcjonalności (jak geny rRNA), umiejscawia 
gatunek Y. lipolytica na oddzielnej w stosunku do pozo-
stałych workowców gałęzi [10, 55].

Geny rDNA drożdży z rodzaju Yarrowia cechuje 
duży polimorfizm oraz rozproszona lokalizacja 
w  genomie [12]. Komórki Y. lipolytica nie posiadają 
plazmidów DNA, natomiast odkryto u nich linearne 
cząsteczki dsRNA o długości 4,9 oraz 6 kb, podobnie 
jak w komórkach S. cerevisiae. Dodatkowo cząsteczki 
dsRNA zamknięte są wewnątrz białkowej otoczki przy-
pominającej kapsyd wirusowy. Mimo to nie znaleziono 
żadnego dowodu na występowanie u tego gatunku 
fenotypu killerowego [12]. W genomie Y. lipolytica 
odkryto retrotranspozon Ylt1 o długości 9,4 kb, nale-
żący do grupy retrotraspozonów Ty3/gypsy i posiada-
jący długie powtórzone sekwencje nukleotydów tzw. 

Rys. 2.  Adsorbcja kuleczek tłuszczowych na powierzchni komórek 
drożdży Yarrowia lipolytica MTLY40-2p namnażanych na podłożu 

z olejem rycynowym (fot. własna).
Zdjęcia wykonano przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego Carl Zeiss 

Axioplan 2.
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LTR (long terminal repeats) oraz retrotranspozon Ylli, 
należący do rodziny L1 i nie posiadający sekwencji tego 
typu. Elementy transpozonowe biorą udział w rekombi-
nacji homologicznej oraz rearanżacji genomu i szeroko 
spotyka się je u eukariontów [12, 19, 49, 78]. 

Genom mitochondrialny szczepu drożdży Y. lipoly­
tica W29 opublikowany został w 2001 roku przez zespół 
naukowców z Niemiec i Francji. Jest to kolista dwuni-
ciowa cząsteczka DNA wielkości 47,9 kb. Zawartość par 
zasad GC wynosi 22,7%. Na tej samej nici znajdują się 
geny: oksydoreduktazy NADH-ubichinon (kompleks I), 
oksydoreduktazy ubichinon-cytochrom oraz apocyto-
chromu  b (kompleks  III), oksydazy cytochromowej 
(kompleks  IV), 3 podjednostek syntazy ATP, dużej 
i małej podjednostki rybosomu i zestaw 27 tRNA. Co 
ciekawe, kod genetyczny mitochondrialnego genomu 
Y. lipolytica jest typowy dla pleśni, a wśród kodowanych 
cząsteczek tRNA brakuje tRNA dla argininy rozpozna-
jącej kodon CGN [38].

5.	Biotechnologiczne znaczenie drożdży
	 Yarrowia lipolytica

Zainteresowanie przemysłowe gatunkiem Y. lipo­
lytica rośnie nieustająco od ponad pół wieku, kiedy 
w latach 60-tych drożdże te badano pod kątem wyko-
rzystania jako źródła białka SCP (single-cell protein). 
Pionierską firmą w tym zakresie było British Petroleum 
(BP), które rozpoczęło swą działalność w 1957 roku, 
tworząc z francuską spółką konsorcjum Societé 
Francaise des Petroles BP. BP opracowało wówczas 
mikrobiologiczną metodę produkcji białka opartą na 
wykorzystaniu n-parafin. Uruchomiono dwie linie 
produkcyjne: we Francji, gdzie produkowano białko 
pod handlową nazwą Toprina L przy zastosowaniu 
drożdży Candida tropicalis oraz w Szkocji, gdzie do 
produkcji SCP pod nazwą Tropina G wykorzystywano 
drożdże Y. lipolytica [34]. 

Obecnie komercyjną produkcję biomasy drożdży 
Y. lipolytica wznowiła polska firma Skotan S.A. z sie-
dzibą w Katowicach [http://www.skotansa.pl/]. Od 
2009  roku spółka produkuje ok. 1200  ton biomasy 
rocznie. Komórki drożdży namnażane są na podłożu 
zawierającym w formie źródła węgla odpadowy glice-
rol i produkty po odśluzowywaniu olejów roślinnych 
używanych przy produkcji biodiesla. Firma deklaruje, 
iż zawartość białka w produkowanych drożdżach paszo-
wych sięga poziomu 41–45%, a w jego skład wchodzą 
istotne z żywieniowego punktu widzenia aminokwasy, 
w ilości wyższej niż rekomenduje to FAO/WHO [76]. 
Aktualnie, przy współpracy z grupą naukowców z Uni-
wersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu, Skotan S.A. 
prowadzi badania nad zdolnościami probiotycznymi 
i prebiotycznymi drożdży Y. lipolytica.

Właściwości fizjologiczne i biochemiczne, w  tym 
wysoka zdolność sekrecyjna przejawiana przez droż-
dże Y. lipolytica stały się podstawą szerokiego biotech-
nologicznego wykorzystania tych mikroorganizmów, 
zarówno w procesach biosyntezy, biotransformacji jak 
i biodegradacji.

5.1.	 Rola drożdży Yarrowia lipolytica
	 w biotechnologii żywności

Na skalę przemysłową, z udziałem drożdży Y. lipo­
lytica produkowane są kwasy organiczne, w tym kwasy 
będące produktami pośrednimi cyklu trikarboksylo-
wego: kwas cytrynowy, izocytrynowy, α-ketoglutarowy 
i pirogronowy. Synteza kwasu cytrynowego (CA) przez 
drożdże Y. lipolytica stanowi alternatywną technologię 
w  stosunku do procesów prowadzonych z  udziałem 
grzybów strzępkowych Aspergillus niger. Wiele natu-
ralnych szczepów tych drożdży odznacza się dobrą 
wydajnością i produktywnością tego kwasu [72]. Pro-
blemem jest jednak równoczesna produkcja znacznych 
ilości kwasu izocytrynowego (ICA) (obserwowana 
szczególnie u dzikich szczepów Yarrowia, niezależnie 
od zastosowanego rodzaju źródła węgla i azotu w pod-
łożu hodowlanym oraz ich wzajemnych proporcji), 
a także ograniczona zdolność asymilacji cukrów. Dla-
tego też prowadzone są szerokie badania w kierunku 
ulepszania cech technologicznych tych mikroorgani-
zmów. Celem uzyskania szczepów o wyższej wydajności 
produkcji i czystości procesów oraz poszerzenia moż-
liwości wykorzystywania alternatywnych źródeł węgla 
prowadzone są działania w kierunku mutagenizacji czy 
hybrydyzacji na drodze fuzji protoplastów. Szczegól-
nie szerokie badania w  tym zakresie wykonane były 
dotychczas m.in. w Katedrze Biotechnologii i Mikro-
biologii Żywności Uniwersytetu Przyrodniczego we 
Wrocławiu. Stosując różnorodne techniki genetyczne 
szukano m.in. mutantów z defektami metabolicz-
nymi minimalizującymi uboczną produkcję ICA oraz 
rekombinantów o poszerzonej zdolności asymilacji 
cukrów. Przy zastosowaniu klasycznej mutagenizacji 
z  udziałem różnych mutagenów, w  tym: promienio-
wania UV, NTG (nitrozoguanidyny) oraz EMS (meta-
nosulfonianu etylu) otrzymano mutanty oct-: A-101; 
1.31 i K-1 produkujące kwas cytrynowy przy znacząco 
zmniejszonej produkcji kwasu izocytrynowego (stosu-
nek CA:ICA – 42:1) [66]. Stosunek kwasu cytrynowego 
do jego izoformy na poziomie 95:5 udało się uzyskać 
w hodowli Yarrowia również zespołowi K r u s e  i wsp. 
[41], dzięki amplifikacji w komórkach drożdży genu 
ICL (liazy izocytrynianowej). F ö r s t e r  i wsp. [31] 
wskazali z kolei na możliwość obniżenia ilości synte-
tyzowanego kwasu izocytrynowego nawet poniżej 5% 
poprzez całkowite pozbawienie szczepu aktywności 
liazy izocytrynianowej.
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Liczne badania naukowe [35, 57, 92, 94] wskazują 
także na potencjał drożdży Yarrowia w biosyntezie keto-
kwasów: kwasu α-ketoglutarowego i  pirogronowego. 
Pierwsze wzmianki o zastosowaniu drożdży Y. lipo- 
lytica do produkcji KGA pojawiły się w  1969  roku, 
kiedy Ts u g a w a  i  wsp. opracowali proces biosyn-
tezy KGA, używając jako źródła węgla podłoża z 8% 
dodatkiem n-parafin. Zastosowany szczep – Candida 
lipolytica AJ5004 pozwalał wówczas na otrzymanie 
46 g KGA/dm3 w czasie 72  godzin hodowli [26]. Na 
początku lat siedemdziesiątych M a l d o n a d o  i wsp. 
[48] opatentowali syntezę kwasu KGA przez diploidalny 
szczep Y. lipolytica. Aktualne badania z tego zakresu 
dotyczą m.in. optymalizacji warunków hodowli w kie-
runku nadprodukcji KGA z  glicerolu (szczep Y. lipo­
lytica WSH-Z06) [95]; nadekspresji genu kodującego 
karboksylazę pirogronianową ScPYC1 z Saccharomy­
ces cerevisiae i RoPYC2 z Rhizopus oryzae w komór- 
kach szczepu Y. lipolytica WSH-Z06 [91]; regulacji 
metabolizmu acetylo-CoA poprzez ekspresję genu 
ACS1, kodującego syntetazę acetylo-CoA z S. cerevisiae 
oraz genu ACL, kodującego ATP-zależną liazę cytry-
nianową z  Mus musculus w komórkach ww. szczepu 
Y. lipolytica [94].

Również kwasy dikarboksylowe (DCA), takie jak 
dodekanodiowy (C12) czy brasylowy (C13) mogą być 
syntetyzowane z udziałem drożdży Yarrowia. Wymie-
nione DCA stanowią istotne półprodukty dla prze-
mysłu chemicznego. Zarówno same kwasy, jak i  ich 
pochodne znajdują bowiem zastosowanie m.in. przy 
produkcji topliwych żywic, klejów proszkowych, inhi-
bitorów korozji, smarów i  plastyfikatorów (środków 
zmiękczających). Produkcja DCA na drodze syntezy 
chemicznej przebiega wydajnie, jedynie dla kwasów 
o łańcuchu węglowym poniżej 12 atomów węgla. Dla-
tego też prowadzone są badania nad biotechnologiczną 
syntezą długołańcuchowych DCA, opartą o biokonwer-
sje kwasów tłuszczowych. Dotychczas podejmowano 
liczne próby bioprodukcji kwasów dikarboksylowych 
przez drożdże Candida cloacae, Candida tropicalis 
i Y. lipolytica, w oparciu o rozkład alkanów. Pilotażowe 
badania w tym zakresie prowadziła m.in. japońska 
firma Ajinomoto Company (1971 r). Szereg badań 
nad syntezą DCA przez drożdże C. cloacae uwidocznił 
konieczność modyfikacji genetycznych mikroorganiz
mów, z uwagi na degradację syntetyzowanych DCA 
i kwasów tłuszczowych w szlaku β-oksydacji. Dodat-
kowo, w  przypadku drożdży Y. lipolytica wskazano 
na kumulację triglicerydów w komórce w postaci ciał 
lipidowych (lipid bodies), co rzutowało na wydajność 
biokonwersji z uwagi na ograniczoną hydrolizę kumu-
lowanych związków [83].

A t h e n s t a e d t  i wsp. [6] na podstawie licznych 
badań biochemicznych i proteomicznych zidentyfiko-
wali u drożdży Y. lipolytica białka odpowiedzialne za 

magazynowanie triglicerydów. Odkryto gen DGA1 
(YALI0E32769g) kodujący aktywność acylotrans-
ferazy diglicerolowej acyl-CoA oraz gen LRO1 
(YALI0E16797g) odpowiedzialny za syntezę białka 
o  domniemanej aktywności acylotransferazy lecyty-
nowo-cholesterolowej. Usunięcie tych dwóch genów 
przyczyniło się do znacznej poprawy wydajności bio-
syntezy DCA przez drożdże Y. lipolytica. 

N i c a u d  i wsp. [50], w badaniach nad syntezą 
długołańcuchowych DCA przez wyżej wymienione 
drożdże, udało się zidentyfikować dodatkowe geny: 
G3P (dehydrogenaza 3-fosfoglicerolowa), SCP2 (pra
wdopodobny przenośnik specyficzny steroli, putative 
sterol carrier), oraz IFP 621 IPF, IPF 905 i IPF 2569 
(reduktaza NADH-ubichinon). Modyfikacja ich ak- 
tywności (poprzez zakłócenia, bądź nadekspresję) 
pozwoliła na zmniejszenie poziomu kumulacji sub-
stratów biokonwersji w  obrębie komórek Y. lipolytica 
i umożliwiła syntezę DCA na poziomie ok. 23 g/l 
w ciągu 130-godzinnej hodowli.

Wspomniana wcześniej zdolność Y. lipolytica do 
kumulacji lipidów przyczyniła się do włączenia tych 
drożdży do grupy mikroorganizmów oleogennych 
(czyli zdolnych do kumulacji lipidów w ilości powyżej 
20% suchej masy komórki). O ile w przypadku biosyn-
tezy DCA cecha ta nie jest pożądana, o tyle stała się 
cenna w opracowywaniu technologii otrzymania oleju 
mikrobiologicznego, czyli tzw. SCO (single cell oil). SCO 
przyciągnął uwagę naukowców, ze względu na możli-
wość jego stosowania w formie suplementów diety, 
bądź wykorzystywania przy produkcji biopaliw płyn-
nych. Badania naukowe potwierdziły zdolność wybra-
nych szczepów Yarrowia do syntezy tłuszczy, w ilości do 
50% suchej masy komórki, z czego ponad 90% stanowią 
triglicerydy, w skład których wchodzą m.in.: kwas lino-
lowy (ok. 50%), kwas oleinowy (ok. 30%) oraz kwas 
palmitynowy (ok. 10%) [14]. Ta i  i  S t e p h a n o -
p o u l o s  [82], przeprowadzając modyfikację komórek 
Yarrowia byli w stanie uzyskać nawet 61,7% tłuszczu 
w suchej masie komórek, po 120 h hodowli. 

O praktycznym aspekcie zdolności drożdży oleo-
gennych wspomina P a p a n i k o l a o u  i  A g g e l i s 
[59] wskazując na możliwość stosowania lipidów syn-
tetyzowanych przez Yarrowia w formie substytutów 
masła kakaowego. Aktualnie komercyjnie, ze zdol
ności kumulowania lipidów przez Y. lipolytica korzy-
sta amerykańska firma DuPont, sprzedająca w formie 
suplementów diety mikrobiologiczny olej wzbogacony 
w kwas eikozapentaenowy (EPA), dostępny na rynku 
pod handlowa nazwą New HarvestTM [34].

Inna firma ze Stanów Zjednoczonych – Microba 
(koncern DSM) podjęła z kolei próbę wykorzystania 
drożdży Yarrowia w syntezie karotenoidów. Donie-
sienia naukowe [89] i patenty dotyczące syntezy tych 
związków przez drożdże oleogenne [7, 8, 79] skłoniły 
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firmę do badań pilotażowych, które zaowocowały 
wystąpieniem do FDA o status GRAS dla procesu syn-
tezy β-karotenu przez drożdże Y. lipolytica [34].

Biotechnologiczne zastosowanie drożdży Yarrowia 
jest szerokie i dotyczy także m.in. syntezy alkoholu 
cukrowego z grupy polioli – erytrytolu. Związek ten 
stosowany jest jako dodatek do żywności, pełniący 
funkcję słodzącą, wzmacniającą smak, utrzymującą wil-
goć w produkcie, ale także jako stabilizator, zagęstnik 
i substancja teksturująca. Od 2003 roku chińska firma 
Baolingbao Biology Co. z siedziba w Shandong pro-
dukuje erytrytol przy zastosowaniu drożdży Yarrowia. 
Produkt był dotychczas dystrybuowany był w Chinach, 
Japonii, Korei i Norwegii [34]. Od maja 2011 roku pro-
ces produkcji erytrytolu stosowany przez Baolingbao 
Biologu Co. zyskał status GRAS (http://www.accessdata.
fda.gov/scripts/fcn/gras_notices/GRN000382.pdf).

Liczne badania w zakresie syntezy erytrytolu przez 
drożdże Yarrowia prowadzone są na Uniwersytecie 
Przyrodniczym we Wrocławiu. Przy okazji prac nad 
syntezą kwasu cytrynowego odkryto i wyłoniono 
szczep Y. lipolytica Wratislavia K1 zdolny do biosyntezy 
ok. 100 g erytrytolu na dm3 podłoża, przy wzroście na 
podłożu z dodatkiem odpadowego glicerolu [76, 84].

Obok polioli, Y. lipolytica jest w stanie syntetyzo-
wać również inne alkohole, np. 2-fenyloetanol. Alko-
hol ten jest cennym komponentem aromatów, cechuje 
się bowiem przyjemnym, różanym zapachem. Szczep 
Y. lipolytica zdolny do syntezy 2 – fenyloetanolu, 
w ilości ok. 0,6 g/l przy wzroście na pożywce płynnej, 
zawierającej jako źródło węgla glukozę lub glicerol oraz 
organiczne źródło azotu w formie m.in. L-fenyloala-
niny, wyizolował zespół naukowców z Uniwersytetu 
Przyrodniczego w Poznaniu [20].

Od dawna prowadzone są także liczne badania nad 
syntezą przez Yarrowia składników aromatotwórczych 
typu laktonów. Możliwość produkcji cyklicznych estrów 
na drodze biotransformacji kwasów tłuszczowych przez 
drożdże (Candida tropicalis) odkryto już w 1963 roku 
[56]. Od momentu tego odkrycia nieustannie podejmo-
wane są próby wykorzystani różnych gatunków mikro-
organizmów w wydajnej syntezie laktonów. Y. lipolytica 
okazała się w tym zakresie wdzięcznym mikroorganiz
mem. Komórki tych drożdży są aktywne w  procesie 
β-oksydacji kwasu rycylowego [(R)-12-hydroksy-
-9-oktadeka-enowego], z którego finalnie, po cyklizacji 
otrzymuje się γ-dekalakton – związek charakteryzujący 
się brzoskwiniowym, morelowym zapachem. Dane 
literaturowe podają możliwość syntezy przez Yarrowia 
nawet ok. 12,3 g γ-dekalaktonu na dm3 podłoża [1, 87]. 

Do estrów syntetyzowanych z udziałem drożdży 
Y. lipolytica należy także m.in. octan 2-fenyloetylu. 
Związek ten syntetyzowano z udziałem biomasy droż-
dży Y. lipolytica KKP 379 w zespole prof. Białeckiej-
-Florjańczyk z SGGW w Warszawie [16].

Kolejną grupą związków zapachowych, możliwych 
do otrzymania na drodze biotechnologicznej z udzia-
łem komórek Yarrowia są lotne C6–C9 aldehydy, kreu-
jące zieloną nutę zapachową (green note aroma compo­
unds). Modyfikacja genetyczna drożdży, polegająca na 
ekspresji systemu liazy wodoronadtlenkowej i lipooksy-
genazy roślinnej w ich komórkach pozwala na produk-
cję heksanalu w ilości nawet ok. 0,6 g/l [18, 77].

Zdolność drożdży Y. lipolytica do syntezy szeregu 
związków zapachowych, determinowana m.in. właści-
wościami lipolitycznymi i proteolitycznymi ma istotne 
znaczenie w kształtowaniu tekstury, smaku i aromatu 
produktów mięsnych i mleczarskich, tj. suszonych 
kiełbas oraz serów różnych typów, w tym m.in. Ched-
dar, Gouda, Brie czy Camembert. Niektóre szczepy są 
zdolne do syntezy amin biogennych oraz lotnych związ-
ków siarki. Obecnie prowadzone są liczne prace nad 
zastosowaniem drożdży z rodzaju Yarrowia w produk-
cji nowych kultur starterowych o pożądanych właści
wościach przemysłowych i żywieniowych [97].

Do długiej listy substancji syntetyzowanych z udzia-
łem Yarrowia należą także bioemulgatory, które sta-
nowią dobrą alternatywę dla surfaktantów syntetycz-
nych, m.in. z uwagi na naturalne pochodzenie, niższą 
toksyczność, wyższą biodegradowalność oraz często 
wyższą aktywność w  ekstremalnych temperaturach, 
warunkach pH i zasoleniu [85]. Aktualnie znane są 
cztery biosurfaktanty produkowane przez Y. lipolytica: 
„Liposan” izolowany z hodowli na heksadekanie [23] 
„Yansan” syntetyzowany przy namnażaniu komórek na 
podłożu z glukozą [4] surfaktant „BS-I” otrzymywany 
z  podłoża serwatkowego [90] oraz „Rufisan” produ-
kowany podczas wzrostu mikroorganizmów na oleju 
sojowym, stanowiącym odpad rafineryjny [70]. 

5.2.  Yarrowia lipolytica w ochronie środowiska

Uważa się, iż synteza Yansanu może być przyszłoś
ciowo obiecująca przy zastosowaniu drożdży Yarrowia 
w  oczyszczaniu tanków przemysłu olejowego oraz 
w  procesach bioremediacji [85]. Z punktu widze-
nia ochrony środowiska Y. lipolytica może odgrywać 
bowiem istotną rolę zarówno w bioremediacji gleb, 
jak i  wód skażonych olejami, detoksykacji związków 
aromatycznych (w  tym bifenyli, fenolu, dibenzofu-
ranu), biosorpcji metali ciężkich oraz utylizacji ście-
ków z przemysłu rybnego, olejowego czy spożywczego 
[9]. Obecnie znane są udane próby stosowania drożdży 
w  doświadczeniach mających na celu bioremediację 
środowisk zanieczyszczonych odpadami przemysłu 
tłuszczowego i  paliwowego. Szczepy Yarrowia W29, 
CBS 2073 oraz IMUFRJ 50682 wykorzystywano m.in. 
w utylizacji odpadów pochodzących z procesu tłoczenia 
oliwy z oliwek i produkcji oleju palmowego [24]. Na 
aktywności lipolitycznej Y. lipolytica bazowano także 
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podczas usuwaniu biofilmów olejowych na powierzchni 
wody, gdzie immobilizowane w piankach poliuretano-
wych komórki drożdży były w stanie wykorzystać ok. 
7–9 g oleju/g pianki [54]. Również immobilizowane 
komórki drożdży Yarrowia wykorzystano w modelo-
wych badaniach konstrukcji biosensora wykrywającego 
alkany o średniej długości łańcuchach, w tym dodekan 
z limitem detekcji 3 mM [2].

Ciekawe rozwiązanie z punktu widzenia ochrony 
środowiska przedstawiła belgijska spółka Artechno SA, 
produkująca liofilizowaną kulturę drożdży i lipaz zew- 
nątrzkomórkowych, pozyskaną z namnażania komórek 
Yarrowia na olejowych substratach odpadowych [28].

Aktywność Yarrowia w detoksykacji związków 
aromatycznych potwierdził z kolei zespół R o m e r o 
i wsp. [69], izolując szczep Y. lipolytica LPS 605 zdolny 
do biotransformacji bifenylu do 4-hydroksybifenylu 
i  3,4-dihydroksybifenylu oraz hydroksylacji dibenzo-
furanu [68]. U szczepu Y. lipolytica Y103 obserwowano 
z kolei zdolność do hydroksylacji fenolu [46]. Udowod-
niono także zdolność niektórych szczepów Y. lipolytica 
do detoksykacji 2,4,6-trinitrotoluenu (TNT) poprzez 
redukcję pierścienia aromatycznego oraz bezpośrednią 
redukcję grup nitrowych [36, 96].

5.3.	 Synteza białek enzymatycznych przez drożdże
	 Yarrowia lipolytica

Nie bez znaczenia dla przyszłych komercyjnych 
zastosowań drożdży Y. lipolytica jest ich zdolność do 
syntezy zewnątrzkomórkowych enzymów, w tym m.in. 
proteaz: alkalicznej (AEP, EC 3.4.21 – alkaline extra­
cellular protease) oraz kwaśnej (AXP, EC 3.4.23 – acid 
extracellular protease). Ich sekrecja regulowana jest 
w znacznej mierze przez pH środowiska, a wydajność 
produkcji AEP może wynosić nawet 2 g/dm3 [12, 53, 
81]. Istotne znaczenie odgrywa także synteza zewnątrz

komórkowej RNazy [22], zewnątrzkomórkowej fosfa-
tazy [47], esteraz oraz kilku lipaz. 

Aktywność lipolityczna drożdży Y. lipolytica została 
opisana po raz pierwszy przez P e t e r s a  i  N e l s o n a 
[62, 63], zaś geny kodujące białka o aktywności lipaz 
odkryto w ostatnim dziesięcioleciu. Wyróżnia się dwie 
frakcje lipaz Y. lipolytica: zewnątrzkomórkową oraz 
wewnątrzkomórkową (enzymy znajdujące się w cyto-
zolu oraz związane ze strukturami ściany komórkowej). 
Lipazy i  esterazy gatunku Y. lipolytica kodowane są 
przez rodzinę genów LIP (Tab. 1) [28, 29, 60]. 

Za główną zewnątrzkomórkową aktywność lipoli-
tyczną drożdży Y. lipolytica odpowiada gen LIP2 kodu-
jący proenzym lipazy Lip2p, składający się z 334 ami-
nokwasów. Jego aktywacja następuje przez odcięcie 
odcinka 12 aminokwasów przez endoproteazę kodo-
waną przez gen XP R6. Lipaza Lip2p należy do rodziny 
lipaz „GX”. To enzym sn-1,3-regiselektywny, a produk-
tami reakcji hydrolizy przez nią katalizowanej są głów-
nie 2-monoglicerydy. Podobnie jak lipazy ssaków, nie 
jest hamowana przez sole żółciowe, wykazuje stabilność 
przy niskich wartościach pH oraz optimum działania 
w zakresie pH 6,0–7,5 i w temperaturze 37°C [3, 29, 
80]. F i c k e r s  i wsp. [28] potwierdzili znaczącą rolę 
Lip2p w aktywności lipolitycznej gatunku Y. lipolytica. 
Nokaut genu LIP2 spowodował spadek aktywności 
lipolitycznej modyfikowanego szczepu o ponad 97% 
w  stosunku do szczepu dzikiego. Co ciekawe, białko 
enzymatyczne Lip2p nie potrzebuje pełnej glikozy-
lacji, aby zachować znaczną część swojej aktywności 
[33], a  B o r d e s  i wsp. [17] sugerują, że mechanizm 
otwierania „wieczka” lipazy Lip2 jest dwuetapowy. 
Lipazę Lip2p charakteryzuje wysokie powinowactwo 
do estrów kwasu oleinowego, zaś lipazy Lip7p oraz 
Lip8p odpowiednio do estrów kwasu kapronowego 
(C6) oraz kwasu kaprynowego (C10). Drugą zasadniczą 
różnicą pomiędzy lipazą Lip2p a lipazami Lip7p i Lip8p 
jest lokalizacja ich aktywności. Pierwsze białko pod-

LIP1	 –	 karboksyesteraza (EC 3.1.1.1)	 [28]
LIP2	 Lip2p	 lipaza zewnątrzkomórkowa (EC 3.1.1.3)	 [64, 65]
LIP3	 –	 karboksyesteraza (EC 3.1.1.1)	 [28]
LIP6	 –	 karboksyesteraza (EC 3.1.1.1)	 [28]
LIP7	 Lip7p	 lipaza związana ze ścianą komórkową (EC 3.1.1.3)	 [29]
LIP8	 Lip8p	 lipaza związana ze ścianą komórkową (EC 3.1.1.3)	 [28]
LIP9	 Lip9	 lipaza (EC 3.1.1.3)	 [93]
LIP11	 Lip11	 regioselektywna lipaza (EC 3.1.1.3)	 [43]
LIP12	 Lip12	 niespecyficzna lipaza (EC 3.1.1.3)	 [43]
LIP14	 Lip14	 termostabilna lipaza (EC 3.1.1.3)	 [42]

Tabela I
Geny kodujące białka o aktywności lipaz i esteraz u gatunku Y. lipolytica

ŹródłoNazwa
genu

Nazwa
kodowanego białka Aktywność enzymu
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lega intensywnej sekrecji, podczas gdy dwa pozostałe 
w znacznej mierze pozostają związane ze strukturami 
ściany komórkowej [28, 64, 65]. 

Inne lipazy Y. lipolytica (Tab. 1) zostały sklonowane 
i  scharakteryzowane, choć wiedza na ich temat jest 
nadal niewielka. Niewiele wiadomo także na temat lipaz 
wewnątrzkomórkowych tego gatunku znajdujących 
się w cytozolu. W ciałach lipidowych zidentyfikowano 
białko Tgl3, które scharakteryzowano wcześniej jako 
lipazę wewnątrzkomórkową u drożdży S. cerevisiae, ale 
jego funkcja nie została potwierdzona [6, 15].

6.  Podsumowanie

Liczne badania laboratoryjne nad gatunkiem Yar­
rowia lipolytica prowadzone na całym świecie pozwo-
liły uzyskać duży zasób wiedzy na temat tych mikro
organizmów. Zsekwencjonowany genom i dość dobrze 
poznany metabolizm drożdży sprawia, że Y. lipolytica 
jest obecnie gatunkiem modelowym w licznych bada-
niach podstawowych z zakresu: sekrecji białek, bio
genezy peroksysomów, badań nad kompleksem I łań-
cucha oddechowego, dimorfizmem, wykorzystaniem 
substratów hydrofobowych czy homeostazy lipidowej.

Przytoczone w niniejszym artykule przykłady uka-
zują, że potencjał zastosowań szczepów drożdży Y. lipo­
lytica w  różnych gałęziach przemysłu jest ogromny. 
Opisane technologie, na chwilę obecną w większości 
ograniczają się jednak do skali laboratoryjnej. Aby 
nabrały właściwego znaczenia należy podjąć działania 
w kierunku zwiększenia skali procesów i komercyjnej 
dostępności. 
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1.  Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje się wyraźny wzrost 
częstości zakażeń grzybami w populacji ludzkiej. Doty-
czy to przede wszystkim grzybic oportunistycznych, 
tzn. wywoływanych przez grzyby, które współtworzą 
fizjologiczną mikrobiotę człowieka lub bytują w środo-
wisku naturalnym jako saprotrofy, a które w pewnych 
warunkach (gł. depresji układu immunologicznego) 
nabierają cech patogennych i wywołują objawowe zaka-
żenia. Przyczyn rosnącej liczby grzybic oportunistycz-
nych należy szukać m.in. w powiększającej się grupie 
chorych z upośledzoną, w różnym stopniu, odpornoś
cią komórkową lub humoralną. To z kolei ma związek 
z  coraz częściej notowanymi chorobami nowotwo
rowymi, zakażeniami bakteryjnymi i wirusowymi, ale 
także coraz częstszym wykonywaniem inwazyjnych 
zabiegów medycznych, czy stosowaniem agresywnych 
metod terapii.

Patogeny oportunistyczne z rodzajów Candida, 
Cryptococcus i Aspergillus są najczęstszymi czynnikami 
etiologicznymi zakażeń grzybiczych u ludzi. Coraz częś- 
ciej opisuje się jednak przypadki grzybic wywołane 
przez grzyby uważane jeszcze do niedawna za nie-
patogenne. Mikroorganizmy te określane są obecnie 
angielskim terminem „emerging pathogens”. Do grupy 
tej należą grzyby z rodzaju Scopulariopsis, którego cha-
rakterystyka jest tematem niniejszego artykułu.

2.  Pozycja taksonomiczna

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis należą do grzybów 
strzępkowych, wytwarzających strzępki przejrzyste 
(hyaline moulds) lub ciemnopigmentowe (dematia-
ceous moulds). Tradycyjna systematyka zalicza rodzaj 
Scopulariopsis do rodziny Microascaceae, rzędu Micro­
ascales, podklasy Hypocreomycetidae, klasy Sordario­
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mycetes, podtypu Pezizomycotina, typu Ascomycota 
w królestwie Fungi [58].

Rodzaj Scopulariopsis liczy kilkadziesiąt gatunków1. 
Jednym z pierwszych wykrytych gatunków był Scopu­
lariopsis brevicaulis (Sacc.) Bainier (gatunek typowy 
dla rodzaju), opisany przez Saccardo w 1882 roku jako 
Penicillium brevicaule. Nazwa P. brevicaule Sacc. (1882), 
a  także nazwy Monilia penicillioides Delacr. (1897), 
P. brevicaule var. hominis Brumpt & Langeron (1910), 
Acaulium insectivorum Sopp (1912) są synonimami 
nazwy S. brevicaulis [58].

Nazwa rodzajowa Scopulariopsis określa postać 
grzyba rozmnażającą się bezpłciowo (postać anamor-
ficzna) za pomocą jednokomórkowych zarodników 
(amerokonidia) wytwarzanych przez wyspecjalizowane 
komórki zwane annelidami. Dla niektórych gatunków, 
tj. S. brevicaulis, S. candida, S. cinerea, S. paisii2, S. soppii, 
S. trigonospora opisano formy rozmnażające się płciowo 
(formy teleomorficzne), wytwarzające zarodniki wor-
kowe (askospory). Postacie te zaklasyfikowano do 
rodzaju Microascus, tj. kolejno: Microascus brevicaulis, 
M. manginii, M. cinereus, M. cirrosus, M. soppii, M. tri­
gonosporus var. trigonosporus [58].

W dostępnej literaturze niewiele jest informa-
cji dotyczących filogenetyki i ewolucji tych grzybów. 
Badaniom filogenetycznym grzybów z rodzaju Scopu­
lariopsis poświęcono jak dotąd tylko jedno wnikliwe 
opracowanie. I s s a k a i n e n  i wsp. [37] podjęli 
próbę ustalenia pokrewieństw genetycznych w  obrę-
bie rodzaju Scopulariopsis (9 gatunków Scopulario­
psis i  14  gatunków Microascus), w oparciu o analizą 
sekwencji (350 pz) w obrębie dużej podjednostki rDNA. 
Wykazano wówczas, że większość patogennych gatun-
ków (m.in. S. asperula, S. flava, S. fusca, S. koningii, 
S. brevicaulis) tworzy wspólną grupę (klad), arbitralnie 
nazwaną MmC (Microascus manginii Clade).

3.  Morfologia

Kolonie Scopulariopsis w zależności od gatunku 
mogą mieć barwę białą, płową, brązową lub czarną. Są 
puszyste, aksamitne, nieco sznurowate. Nie wytwarzają 
synnemata. Konidiofory (struktury zarodnikotwórcze) 
są proste, krótkie, często rozgałęzione, jasne. Komórki 
zarodnikotwórcze (annelidy) mają kształt ampułkowaty 

1  Różne źródła podają różną liczbę gatunków opisanych 
w rodzaju Scopulariopsis. W bazie Mycobank [58] nazwie Scopu­
lariopsis przypisano 93 powiązane rekordy, którym odpowiadają 
93 różne nazwy gatunkowe, z czego część oznaczonych jest jako 
nieważna. S a n d o v a l - D e n i s  i wsp. [70] przywołują natomiast 
liczbę około 40 zatwierdzonych gatunków.

2  Według bazy Mycobank [58] obecna nazwa to Torula paisii 
(teleomorfa: Microascus cirrosus), ale nazwa S. paisii jest dla niej 
synonimem.

do cylindrycznego i wydłużają się z pierścieniowatymi 
strefami, na których wytwarzane są zarodniki. Mogą 
występować pojedynczo lub w skupiskach, na szczy- 
cie konidioforu, a także na niewyspecjalizowanych 
strzępkach. Zarodniki są kuliste, jajowate, maczugo-
wate, w kształcie pocisku, ścięte u podstawy, gładko-
ścienne, kropkowane lub brodawkowate, przejrzyste 
lub jasnobrązowe. Układają się w suche, bazypetalne 
łańcuchy [3, 21, 47].

Gatunek typowy – S. brevicaulis, będący równo-
cześnie najczęstszą przyczyną zakażeń u ludzi, tworzy 
początkowo kolonie białawe, które szybko przybierają 
barwę orzechową, różowobrązową lub żółtawobrą-
zową. W środku kolonii może powstawać kępka bia-
łych strzępek. Są puszyste lub filcowate (rys. 1A). Spód 
kolonii może być płowy, kremowy lub brązowawy 
(rys. 1B). Annelidy występują na szczycie odgałęzień 
konidioforu lub na niewyspecjalizowanych strzęp-
kach, pojedynczo lub w skupiskach przypominają-
cych szczotkę. Są cylindryczne, z lekko nadętą pod-
stawą. Zarodniki są półprzejrzyste, kuliste, owalne lub 
w kształcie pocisku. Mają ściętą podstawę i zwykle są 
szorstkościenne. Tworzą łańcuchy (rys. 2). U teleo
morfy (M. brevicaulis) można zaobserwować owocniki 
workowe o typie perytecjum, które są kuliste, z krótką 
szyją, porowate, czarne. Wewnątrz owocników znajdują 
się okrągławe worki zawierające po 8 askospor. Zarod-
niki workowe są szerokie, nerkowate, gładkościenne, 
w skupiskach pomarańczowe [3, 21, 47]3.

4.  Występowanie

Grzyby należące do rodzaju Scopulariopsis izo-
lowano m.in. z gleby [64, 83], powietrza (zarówno 
wewnątrz budynków jak i na zewnątrz) [1, 53], wody 
[4], a także z różnych produktów spożywczych, jak 
ziarno [68] czy orzechy [25]. Grzyby Scopulariopsis 
kolonizują również zwierzęta i ludzi, zwłaszcza tkanki 
zawierające keratynę – pióra, rogi, kopyta, skórę, 
paznokcie, włosy [7, 45, 52].

Gatunki Scopulariopsis występują kosmopolitycznie. 
Izolowano je m. in. w różnych krajach europejskich, 
w Afryce, Azji, Ameryce Południowej [7, 25, 60, 65].

5.  Znaczenie w medycynie człowieka

Do niedawna grzyby z rodzaju Scopulariopsis trak-
towano jedynie jako potencjalny czynnik etiologiczny 
dermato- i onychomykoz. Obecnie grzyb ten zaliczany 

3  Morfologia poszczególnych gatunków Scopulariopsis, zwłasz-
cza wygląd makroskopowy kolonii, zależy w dużej mierze od zasto-
sowanego podłoża hodowlanego.
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jest do tzw. „emerging pathogens” – nowo wyłaniających 
się patogenów, zdolnych do wywołania także poważ-
nych zakażeń podskórnych i głębokich.

Grzyby Scopulariopsis są organizmami oportuni-
stycznymi, powodującymi zakażenia przede wszystkim 
u osób, u których wystąpi czynnik sprzyjający określo-
nej postaci grzybicy. Większość gatunków Scopula­
riopsis zaliczana jest do I. klasy bezpieczeństwa pracy 
z  mikroorganizmami (BSL-1), niektóre natomiast, 
w tym S. brevicaulis, do klasy II. (BSL-2) [21].

Opisano przypadki zakażeń wywołane przez S. acre­
monium, S. americana, S. brevicaulis, S. brumptii, S. can­
dida, S. flava, S. fusca, S. hominis, a także przez teleo
morfy gatunków S. cinerea, S. paisii i S. trigonospora 
czyli M. cinereus, M. cirrosus i M. trigonosporus [36, 59, 
70]. Gatunkiem Scopulariopsis najczęściej identyfiko-
wanym jako przyczyna zakażeń u ludzi jest S. brevicau­
lis. Grzybice wywołane przez inne gatunki Scopulariop­

sis opisywane są kazuistycznie. W jednej z nielicznych 
prac dotyczących epidemiologii zakażeń Scopulario‑ 
psis, autorstwa I s s a k a i n e n  i wsp. [36], poświęconej 
występowaniu Scopulariopsis i Scedosporium w prób-
kach paznokci i skóry, autorzy na podstawie danych 
uzyskanych z dwóch wiodących fińskich laboratoriów 
wykazali, że za 80% przypadków zakażeń Scopulario­
psis odpowiedzialny był gatunek S. brevicaulis, za 10% 
S. candida, a za 5% S. fusca. Pozostałe 5% przypadków 
zakażeń spowodowane było m. in. przez S. acremonium, 
S. brumptii i teleomorfy z rodzaju Microascus.

5.1.  Grzybice skóry i paznokci

Zakażenia wywołane przez przedstawicieli Scopula­
riopsis zazwyczaj dodytczą tkanek bogatych w kreatynę. 
Grzybice skórne mają różną lokalizację (m.in. kończyny 
górne i dolne, tułów [36]), ale występują sporadycznie, 
natomiast onychomykozy o etiologii Scopulariopsis są 
jednymi z najczęstszych postaci pleśnic paznokci [8, 
10, 27, 56, 57]. Grzyby Scopulariopsis odpowiadają za 
około 1–5% wszystkich grzybic paznokci [36] i około 
1–10% onychomykoz wywołanych przez grzyby ple-
śniowe [48]. Opisuje się zarówno dalszą i boczną ony-
chomykozę podpaznokciową (DLSO – distal and lateral 
subungual onychomycosis), jak i bliższą onychomykozę 
podpaznokciową (PSO – proximal subungual onycho-
mycosis) [36, 48, 82]. Zmiany chorobowe zwykle doty-
czą paznokci stóp i najczęściej ograniczone są jedynie 
do paznokcia palucha. Zakażenia paznokci rąk opisy-
wane są bardzo rzadko [36, 57].

Zakażenia skóry i paznokci grzybami z rodzaju Sco­
pulariopsis mogą dotyczyć zarówno osób w immunosu-
presji, jak i immunokompetentnych. Immunosupresja 
jest wymieniana jako czynnik predysponujący do grzy-
bicy paznokci spowodowanej przez Scopulariopsis [36, 

Rys. 2. Konidiofory Scopulariopsis brevicaulis z szorstkościennymi, 
ściętymi u podstawy zarodnikami. Fot. Magdalena Skóra

Rys. 1.  Kolonie Scopulariopsis brevicaulis na podłożu CYA (Czapek Yeast Agar) widziane od góry (A) i spodu (B).
Fot. Magdalena Skóra
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56], ale brak badań które wskazywałyby, że zakażenia 
te rzeczywiście częściej występują u osób z upośledzoną 
odpornością niż u pacjentów ze sprawnym systemem 
immunologicznym. Czynnikami sprzyjającymi zaka-
żeniom powierzchniowym Scopulariopsis są także: 
uszkodzenie płytki paznokciowej i skóry, inne scho-
rzenia dermatologiczne (np. łuszczyca), a także cho-
roby ogólnoustrojowe jak cukrzyca [36, 56]. Ponadto 
grzybice paznokci o etiologii Scopulariopsis występują 
częściej u osób w wieku średnim i podeszłym, a także 
u osób z zaburzeniami krążenia, zwłaszcza w kończy-
nach dolnych [80].

5.2.  Inne postacie zakażeń

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis, kiedyś uważane 
jedynie za nieszkodliwe saprotrofy lub czynniki etio-
logiczne wyłącznie grzybic paznokci, dzisiaj mogą sta-
nowić realne zagrożenie dla zdrowia i życia człowieka. 
W literaturze medycznej można znaleźć opisy przypad-
ków zakażeń Scopulariopsis dotyczące m.in. następują-
cych lokalizacji: rogówki [51], wnętrza gałki ocznej [5], 
siatkówki i naczyniówki [79], ucha [9], zatok [28], jamy 
szczękowej [67], przegrody nosowej [39], mózgu [33], 
płuc [72], oskrzeli [89], wsierdzia [42], a także grzybic 
rozsianych [85].

Grzybice tkanek nieskeratynizowanych spowodo-
wane przez Scopulariopsis spp. występują zazwyczaj 
u osób z istotnym czynnikiem predysponującym do 
tego typu zakażeń, czyli głównie z zaburzeniami immu-
nologicznymi lub po inwazyjnych zabiegach leczni-
czych. Odnotowywano je m.in. u pacjentów z białacz-
kami [89], chłoniakami [46], chorych na AIDS [73], 
po transplantacjach [87], chemioterapii [28], wszcze-
pieniu sztucznych zastawek serca [42], a także u osób 
z cukrzycą [38].

6.  Diagnostyka zakażeń

W klasycznej diagnostyce mykologicznej, opartej 
na analizie cech fenotypowych, identyfikacja grzybów 
Scopulariopsis opiera się przede wszystkim na ocenie 
wyglądu kolonii wyrosłych na określonych podłożach 
hodowlanych oraz szczegółów morfologicznych koni-
dioforów, komórek zarodnikotwórczych i zarodników, 
obserwowanych w obrazie mikroskopowym. Klucze do 
oznaczania ważniejszych gatunków Scopulariopsis na 
podstawie ich morfologii dostępne są w atlasach grzy-
bów o znaczeniu klinicznym [3, 21, 47]. Należy mieć 
jednak na uwadze, że metody te, z powodu podobień-
stwa morfologii różnych grzybów, mogą dawać nie- 
jednoznaczne wyniki. Co więcej, wymagają pozyskania 
kultury drobnoustroju i przez to są wydłużone o czas 
trwania hodowli (od kilku dni do nawet kilku tygo-

dni). Dlatego coraz częściej zwraca się ku metodom 
molekularnym, które pozwalają na znaczne skrócenie 
procedury diagnostycznej i umożliwiają wiarygodną 
identyfikację czynnika zakaźnego już na wczesnym 
etapie choroby.

Metody molekularne stosowane w diagnostyce i epi-
demiologii zakażeń grzybiczych oparte są, w ogromnej 
większości, na analizie polimorfizmu wybranych marke-
rów genetycznych, tj. unikalnych sekwencji DNA, specy-
ficznych dla rodziny, rodzaju, gatunku, a nawet szczepu. 
Regionami skupiającymi najwięcej sekwencji wykorzy-
stywanych w funkcji markerów genetycznych w diagno-
styce i taksonomii grzybów, w tym także grzybów pleś
niowych, są operony rDNA. Zlokalizowane są tu geny 
kodujące elementy strukturalne (rRNA) małej (SSU 
– small subunit) i dużej (LSU – large subunit) podjed-
nostki rybosomu oraz rozdzielające je tzw. wewnętrzne 
sekwencje niekodujące (ITS – internal transcribed spa-
cer) (rys. 3). Największe znaczenie dla diagnostyki mole-
kularnej grzybic mają regiony ITS, gdyż charakteryzują 
się dużą zmiennością międzygatunkową. W identyfi-
kacji gatunkowej oceniana jest też nierzadko warian-
tywność regionu bliższego końcowi 5’ genu kodującego 
rRNA (28S) dużej podjednostki, w którym zawierają się 
trzy zmienne domeny (D1, D2, D3).

Rys. 3.  Schemat organizacji operonu rDNA

Większość metod molekularnych stosowanych 
w  diagnostyce grzybów chorobotwórczych, opartych 
o  analizę operonu rDNA, łączy użycie łańcuchowej 
reakcji polimeryzacji (PCR). Technika PCR umożliwia, 
przy odpowiednio zaprojektowanych starterach, ampli-
fikację dowolnych sekwencji DNA, specyficznych dla 
określonych taksonów grzybów. Poszczególne metody 
diagnostyki molekularnej różnią się przede wszystkim 
sposobem analizy otrzymanego produktu PCR. Polega 
ona zwykle na ustaleniu jego wzorów restrykcyjnych 
(technika PCR-RFLP – restriction fragment length poly-
morphism), hybrydyzacji ze specyficznymi sondami 
i  ostatnio, coraz częściej, oznaczeniu jego sekwencji 
nukleotydowej (PCR-sequencing). Metody te, w różny 
sposób modyfikowane, są z powodzeniem stosowane, 
nierzadko w formie komercyjnych zestawów diagno-
stycznych, do wykrywania i identyfikacji drożdży 
i grzybów drożdżopodobnych [50, 66, 71, 23], grzybów 
dimorficznych [49], dermatofitów [40, 88] oraz nie- 
których grzybów pleśniowych, głównie z rodzajów Asper- 
gillus i Penicillium [14, 22, 32, 35]. Co więcej, znane są 
metody pozwalające na równoległą detekcję grzybów 
reprezentujących niekiedy bardzo odległe grupy takso-
nomiczne. Przy tym oznaczenie do gatunku możliwe 
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jest dzięki analizie sekwencyjnej lub zastosowaniu 
technologii mikromacierzy DNA [6, 76, 86]. Ogromną 
zaletą wielu spośród przywołanych wyżej metod jest 
możliwość ich stosowania bezpośrednio w materiale 
klinicznym, co w istotny sposób skraca czas trwania 
postępowania diagnostycznego [6, 23, 76, 86, 88].

W literaturze przedmiotu, dane dotyczące diagno-
styki molekularnej grzybów z rodzaju Scopulariopsis 
są niezwykle skąpe. Jednocześnie brak jakichkolwiek 
informacji na temat technik genetycznych umożliwia-
jących różnicowanie poszczególnych gatunków w obrę-
bie rodzaju, a tym bardziej różnicowanie wewnątrzga-
tunkowe (na poziomie szczepów). Wśród nielicznych 
prac z zakresu molekularnej diagnostyki różnicowej 
zakażeń grzybiczych, w których wymieniane są grzyby 
z rodzaju Scopulariopsis, jedną z najwcześniejszych jest 
opracowanie S a n d h u  i wsp. [69], gdzie przy użyciu 
uniwersalnych starterów wykrywano zmienny region 
genu 28S rDNA w genomie różnych gatunków grzy-
bów chorobotwórczych. Analiza sekwencyjna ampli-
fikowanego regionu była podstawą różnicowania 
gatunkowego. W  ten sposób oznaczono pojedyncze 
szczepy reprezentujące dwa gatunki Scopulariopsis, 
tj. S. brevicaulis i S. brumptii. Nie udało się natomiast 
zaprojektować sond DNA specyficznych dla obu gatun-
ków. Konstrukcję sondy specyficznej dla S. brevicau­
lis podali H s i a o  i wsp. [35], choć jej użyteczność 
oceniano w oparciu jedynie o 4 szczepy referencyjne 
S. brevicaulis. W innej pracy, H a l l  i wsp. [32] wery-
fikowali oznaczenie metodą konwencjonalną wybra-
nych grzybów chorobotwórczych, reprezentujących 
różne rodzaje, przy pomocy komercyjnego zestawu 
MicroSeq D2 LSU rDNA (Applied Biosystems), które- 
go zasada opiera się na analizie sekwencyjnej domeny 
D2 w obrębie genu 28S rDNA, a następnie porównaniu 
wyników z bazą danych zdeponowanych w bibliotece 
MicroSeq D2. Dla 4 spośród 5 badanych szczepów 
Scopulariopsis sp., wynik identyfikacji obu metodami 
był zbieżny (S. koningii). Jeden szczep wcześniej ozna-
czony jako S. brumptii został metodą genetyczną skla-
syfikowany jako Penicillium rubrum [32]. W 2006 roku 
K a r d j e v a  i  wsp. [44] przy użyciu odpowiednio 
zaprojektowanych starterów, zaproponowali protokół 
PCR wykrywający fragment (336 pz) genu kodującego 
28S rRNA, specyficzny dla rodzaju Scopulariopsis. 
W istocie, specyficzność PCR była szersza, obejmując 
większość grzybów sytuujących się w klasie Sordario­
mycetes. Wszystkie (13) badane szczepy Scopulario- 
psis sp. dały pozytywny wynik PCR. Ponadto, reakcja 
była dodatnia dla 6 próbek klinicznych (dla 4 z nich 
hodowla na obecność Scopulariopsis sp. była ujemna). 
Jednak użyta metoda nie pozwalała na różnicowanie 
gatunkowe. Identyczną sekwencję amplifikowanego 
fragmentu, jak tę otrzymaną we wszystkich 19 reak-
cjach, wykrywa się w 3 różnych gatunkach Scopulario­

psis: S. brevicaulis, S. koningii i M. manginii (anamorfa: 
S. candida). Ponownie fragmentu genu kodującego LSU 
rRNA jako markera molekularnego w PCR dla wykry-
wania grzybów powiązanych etiologicznie z grzybicami 
paznokci (i to bezpośrednio w materiale klinicznym) 
użyli M o n o d  i wsp. [55], a następnie B o n t e m s 
i wsp. [11]. Zaproponowany algorytm identyfikacji 
zakładał amplifikację fragmentu genu 28S rDNA przy 
pomocy 3 par starterów, specyficznych dla grzybów 
z  rodzajów Candida (I), Fusarium (II), a  także der-
matofitów i grzybów strzępkowych nie należących do 
dermatofitów, włączając grzyby z rodzajów Aspergillus, 
Penicillium, Alternaria, Acremonium, Mucor oraz Sco­
pulariopsis (III), a następnie analizę restrykcyjną otrzy-
manego amplikonu przy użyciu 2 enzymów restrykcyj-
nych, tj. RsaI i HinfI. Jednak wyniki uzyskane tą metodą 
(PCR-RFLP) nie zawsze pokrywały się z  wynikami 
identyfikacji metodą konwencjonalną (hodowla). Czyli 
na przykład, spośród 17 szczepów oznaczonych jako 
Scopulariopsis sp. w hodowli, 12 (71%) zostało podob-
nie oznaczonych metodą PCR-RFLP [24]. W  takich 
rozbieżnych przypadkach, rozstrzygające były wyniki 
analizy sekwencyjnej. Nowy protokół PCR (tzw. nested 
PCR) pozwalający wykrywać w materiale pobranym od 
pacjentów sekwencję (168 pz) specyficzną dla S. brevi­
caulis opisali E b i h a r a  i wsp. [24]. Jednak stosując tę 
metodę zidentyfikowano tylko jeden szczep S. brevicau­
lis, co oznacza, że dla oceny jej skuteczności potrzeba 
znacznie większej liczby próbek klinicznych, względnie 
kultur tego grzyba z próbek klinicznych [24]. Technikę 
„nested PCR”, której molekularnym celem były regiony 
ITS, wykorzystano do identyfikacji grzybów, w  tym 
szczepów S. brevicaulis, w próbkach pochodzących 
z naturalnych cieków wodnych [63].

Stosunkowo niedawno opisano nową technikę 
umożliwiającą różnicowanie najważniejszych grzybów 
odpowiedzialnych za zakażenia paznokci, włączając 
grzyby z rodzaju Scopulariopsis. Technika ta, zwana 
analizą polimorfizmu długości terminalnych frag-
mentów restrykcyjnych (T-RFLP) polega na amplifi-
kacji LSU rDNA przez PCR, restrykcji otrzymanych 
amplikonów przy pomocy odpowiednio dobranych 
enzymów restrykcyjnych, a następnie detekcji wyzna-
kowanych (dzięki wyznakowaniu jednego ze starterów 
barwnikiem fluorescencyjnym) terminalnych fragmen-
tów restrykcyjnych. Charakterystyczny wzór prążków 
(fingerprint) oraz intensywność ich świecenia pozwala 
zdefiniować czynnik etiologiczny. Metoda ta ma szcze-
gólne znaczenie w identyfikacji zakażeń heterogennych 
(mieszanych) [84].

Jak widać z powyższego przeglądu, tylko analiza 
sekwencyjna regionów z operonu rDNA, umożliwiała, 
choć w ograniczonym stopniu, identyfikację grzybów 
Scopulariopsis. Technika „PCR sequencing” uważana 
jest za najbardziej wiarygodną metodę diagnostyczną. 
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Niemniej posiada swoje ograniczenia; wynik identyfi-
kacji zależy tutaj od obranego markera genetycznego 
(stopnia jego polimorfizmu, stabilności genetycznej) 
oraz dostępności i zasobności baz danych, w których 
zdeponowane sekwencje służą jako materiał porów-
nawczy dla sekwencji ustalanych w badaniu własnym. 
W przypadku Scopulariopsis spp., analizy sekwencyjne 
koncentrowały się niemal wyłącznie na różnych regio-
nach operonu rDNA. Jednak jak wskazują wyniki przy-
toczonych prac, analiza sekwencji rDNA nie pozwala na 
różnicowanie międzygatunkowe. Potwierdzają to bada-
nia przeprowadzone przez J a g i e l s k i e g o  i wsp. [41, 
dane niepublikowane], oparte o analizę sekwencyjną 
regionów ITS (1 i 2) dla 78 szczepów reprezentujących 
30  różnych gatunków Scopulariopsis i Microascus. 
Pewne rozwiązanie może stanowić połączona analiza 
sekwencyjna dla dwóch lub więcej genetycznych loci. 
Rozważane są tu przede wszystkim tzw. geny metabo-
lizmu podstawowego (house-keeping genes), które, 
z różnym powodzeniem, stosowane były jako markery 
genetyczne w identyfikacji grzybów, w ich różnych ran-
gach taksonomicznych; są to geny EF1α, TUB, CHS-1, 
RPB1 i RPB2, kodujące, odpowiednio, czynnik elonga-
cji translacji 1α, β-tubulinę, syntazę chitynową 1, oraz 
podjednostki (1 i 2) polimerazy RNA II [54]. Badania 
nad zastosowaniem kombinowanej analizy sekwencyj-
nej genów metabolizmu podstawowego dla opracowa-
nia nowego algorytmu identyfikacji gatunkowej grzy-
bów Scopulariopsis prowadzi zespół dr. T. Jagielskiego 
z Uniwersytetu Warszawskiego.

W ostatnim czasie coraz większą popularność w dia- 
gnostyce mikrobiologicznej, w tym także mykologicz-
nej, zyskują techniki oparte na spektrometrii mas. Pod-
stawową zasadą jest tutaj wytworzenie, rozdział i detek-
cja zjonizowanych składników chemicznych komórki 
(biomolekuł, gł. białek), w funkcji stosunku ich masy 
do ładunku. Taką nową techniką analityczną wykorzy-
stującą spektrometrię mas jest technika MALDI-TOF 
MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-
-of-flight mass spectrometry) umożliwiająca szybką 
i precyzyjną analizę profilów białkowych różnych drob-
noustrojów. Identyfikacja metodą MALDI-TOF polega 
na porównaniu widma masowego białek szczepu bada-
nego z widmami wzorcowymi drobnoustrojów, zdepo-
nowanymi w bazie danych. Optymalizację parametrów 
techniki MALDI-TOF dla celów rutynowej identyfikacji 
grzybów podjęli N o r m a n d  i wsp. [61]. W opracowa-
nych przez nich bibliotekach widm białkowych szcze-
pów referencyjnych znalazły się także widma 3 szczepów 
S. brevicaulis. Obecnie, badania nad ustaleniem profi-
lów białkowych, metodą MALDI-TOF MS, dla różnych 
gatunków Scopulariopsis prowadzi, we współpracy z Wol- 
nym Uniwersytetem Berlina, zespół dr. T. Jagielskiego.

Rozpoznawanie powierzchniowych zakażeń wywo-
łanych przez grzyby należące do rodzaju Scopulariopsis 

dokonywane jest na podstawie wstępnego rozpozna-
nia klinicznego grzybicy, potwierdzonego następnie 
w  badaniu mikrobiologicznym, obejmującym tra-
dycyjne metody mikroskopowe i hodowlane, a  także 
techniki molekularne. Należy pamiętać, że jednokrotne 
stwierdzenie Scopulariopsis spp. w próbkach pobranych 
ze zmienionej chorobowo skóry lub paznokci nie jest 
równoznaczne z zakażeniem, ponieważ grzyb ten może 
kolonizować skórę i paznokcie nie wywołując zmian 
chorobowych lub może być zanieczyszczeniem mate-
riału klinicznego lub hodowli. W przypadku stwier-
dzenia w materiałach klinicznych obok Scopulariopsis 
innych grzybów, uchodzących za niekwestionowane 
czynniki etiologiczne grzybic powierzchniowych, tj. 
dermatofitów i grzybów z rodzaju Candida, pleśń ta 
traktowana jest zazwyczaj jako wtórny saprotrof [36].

Inwazyjne zakażenia wywołane przez grzyby Sco­
pulariopsis, podobnie jak inne inwazyjne grzybice, 
nie dają charakterystycznych objawów klinicznych, 
w  związku z  czym do potwierdzenia zakażenia nie-
zbędne jest wykonanie badań laboratoryjnych. W bada-
niach wykorzystuje się zarówno metody mikroskopowe 
i hodowlane, metody immunologiczne (w celu wyklu-
czenia zakażenia przez inny niż Scopulariopsis patogen, 
dla którego dostępny jest test komercyjny, np. Candida, 
Aspergillus), badania histopatologiczne, a także metody 
biologii molekularnej.

6.  Wrażliwość na leki przeciwgrzybicze

Dotychczas niewiele uwagi poświęcono wrażliwości 
grzybów Scopulariopsis na antymykotyki. Zdecydowana 
większość dostępnych w literaturze medycznej informa-
cji dotyczy gatunku S. brevicaulis, który, jak wskazują 
przeprowadzone badania, jest oporny in vitro na amfo-
terycynę B, 5-fluorocytozynę, flukonazol, itrakonazol, 
ketokonazol, worykonazol, gdyż większość szczepów 
wykazuje wysokie wartości MIC (minimal inhibitory 
concentration) dla tych leków [2, 13, 16–19, 78]. Naj-
lepsze działanie przeciwgrzybicze w stosunku do S. bre­
vicaulis wykazują amorolfina, cyklopiroks i terbinafina; 
wartości MIC dla tych leków wynosiły odpowiednio 
0,01–0,5 mg/L [15, 43, 77], 0,125–10 mg/L [29, 43, 62, 
77] i 0,01–> 16 mg/L [12, 16, 17, 26]. Informacje te 
potwierdzają badania przeprowadzone przez S k ó r ę 
i  M a c u r ę  [75] oraz S k ó r ę  i wsp. [74].

7.  Leczenie

W terapii grzybic paznokci najczęściej stosuje się 
ogólnie terbinafinę i itrakonazol [20, 30, 31, 34, 81], 
a także miejscowo natamycynę [81]. Przypadki zaka-
żeń inwazyjnych najczęściej leczone są amfoterycyną B, 



50 MAGDALENA SKÓRA, JACEK BIELECKI, MAŁGORZATA BULANDA, ANNA BARBARA MACURA, TOMASZ JAGIELSKI

a także kaspofunginą, itrakonazolem i worykonazolem, 
w połączeniu z chirurgicznym oczyszczeniem zmienio-
nej chorobowo tkanki.

Leczenie zakażeń spowodowanych przez grzyby Sco­
pulariopsis może być mało skuteczne z powodu niskiej 
wrażliwości in vitro tych grzybów na większość dostęp-
nych antymykotyków. Grzybice inwazyjne, pomimo 
wdrażania niejednokrotnie różnych opcji terapeutycz-
nych często kończą się zgonem.

Dotychczas nie opracowano optymalnych algo-
rytmów leczenia zakażeń wywołanych przez grzyby 
należące do rodzaju Scopulariopsis. Europejskie Towa-
rzystwo Mikrobiologii Klinicznej i Chorób Zakaźnych 
(European Society for Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases, ESCMID) i Europejska Konfederacja 
Mykologii Medycznej (European Confederation of 
Medical Mycology, ECMM) w  wytycznych dotyczą-
cych leczenia hialohyfomykoz [81], w przypadku zaka-
żeń wywołanych przez Scopulariopsis spp. wymieniają 
jedynie terapię itrakonazolem (siła zalecenia C – w nie-
wielkim stopniu), terapię liposomalną postacią amfo-
terycyny B (siła zalecenia C – w niewielkim stopniu), 
a także zastosowanie każdego leku przeciwgrzybiczego 
w połączeniu z opracowaniem chirurgicznym (siła zale-
cenia A – zdecydowanie).

8.  Podsumowanie

Grzyby z rodzaju Scopulariopsis są mało pozna-
nymi mikroorganizmami. Najwięcej uwagi poświęca 
się im w odniesieniu do grzybic paznokci. Zagadnienia 
dotyczące determinantów patogenności tych grzybów, 
mechanizmów lekooporności, czy w końcu diagnostyki 
zakażeń, w tym różnicowania między- i wewnątrz- 
gatunkowego, poruszane są sporadycznie. Należy 
jednak pamiętać, że postęp nauk medycznych, który 
przyniósł nowe możliwości leczenia różnych chorób, 
przyczynił się także do wzrostu zapadalności na grzy-
bice. Ponadto zmienił spektrum gatunków odpowie-
dzialnych za te zakażenia. Obecnie, obok wiodących 
patogenów grzybiczych z rodzajów Candida, Cryp­
tococcus i Aspergillus, przyczyną zakażeń mogą być 
grzyby o potencjalnie niskiej patogenności, uchodzące 
powszechnie za saprotrofy. Grzyby z rodzaju Scopula­
riopsis idealnie wpisują się w ten obraz. Wzrastająca 
liczba odnotowywanych przypadków inwazyjnych 
zakażeń wywołanych przez Scopulariopsis spp. i zwią-
zane z nimi trudności terapeutyczne pokazują, że grzy-
bów tych nie wolno lekceważyć. Przeciwnie, należy 
je lepiej poznać, aby skuteczniej diagnozować, leczyć 
i zapobiegać wywoływanym przez nie zakażeniom.

Artykuł powstał w ramach projektu badawczego «Iuventus Plus» 
realizowanego ze środków przyznanych przez Ministerstwo Nauki 
i Szkolnictwa Wyższego (Nr: IP12013 023672).
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1.  Wstęp

Escherichia coli O157 należy do patotypu EHEC 
(Enterohemorragic E. coli) enterokrwotocznych E. coli, 
które mogą powodować biegunki. Infekcje często mają 
charakter bezobjawowy, co sprzyja rozprzestrzenianiu 
patogenów [95]. 

Grupa szczepów EHEC określana terminem STEC 
(Shiga Toxin-producing E. coli, Shigatoksyczne E. coli) 
obejmuje szczepy wytwarzające toksyny Shiga tzw. wero-
toksyny, białka działające cytotoksycznie na komórki 
linii Vero nerek małpy zielonej. Najlepiej poznano 
szczepy STEC należące do grupy serologicznej O157. 
Na podstawie charakterystyki antygenów somatycz-
nych O, rzęskowych H i otoczkowych K zidentyfiko-
wano dotychczas ~400 serotypów, w tym ok. 100 zwią-
zanych z infekcjami ludzi i ponad 200  serotypów 

(~70 serogrup) innych niż O157 tzw. nie-O157 STEC 
(non-O157 STEC) [18, 59]. 

Główną silą napędową ewolucji szczepów EHEC 
jest horyzontalny przepływ genów, którego wkład 
w dywersyfikację genomu jest nieporównanie większy 
niż zmienność genomu. Różne pochodzenie szcze-
pów należących do tego samego patotypu nadal nie 
jest wyjaśnione na poziomie molekularnym. Szczepy 
EHEC są znakomitym przykładem ewolucji równole-
głej, przebiegającej różnymi drogami i prowadzącej do 
wytworzenia złożonych systemów wirulencji, takich jak 
system sekrecji 3 typu T3SS (Type 3 Secretion System) 
[66]. Najważniejszymi czynnikami wirulencji w szcze-
pach EHEC są: toksyny Shiga (Stx1 i Stx2), wyspa 
patogenności LEE (Locus of Enterocyte Effacement 
– złuszczanie komórek nabłonka jelitowego) i  duży 
plazmid wirulencji. Wyspa LEE, która występuje także 
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w szczepach patotypu EPEC (Enteropathogenic E. coli, 
enteropatogenne E. coli) i Citrobacter rodentium, koduje 
zespół białek systemu T3SS i kilkanaście innych zwią-
zanych z tym systemem. 

Wielkość genomu szczepu referencyjnego O157 
STEC; Sakai (RIMD 0509952) przewyższa o 1,5 Mpz 
wielkość genomu szczepu laboratoryjnego E. coli K-12. 
Znakomita większość genów związanych z patogenno-
ścią szczepów EHEC jest zlokalizowana w tej „dodatko-
wej” części genomu. Składają się na nią trzy elementy: 
(i) 18 profagów lambdoidalnych (PPs; Sp-1 do Sp-18), 
(ii) 6 elementów integracyjnych (IEs; SpLE1 do SpLE6), 
definiowanych jako elementy genetyczne zawierające 
spokrewnione integrazy ale nie posiadające genów 
fagowych ani elementów transferu koniugacyjnego oraz 
(iii) 2 plazmidy. Większość genów związanych z wiru-
lencją jest zlokalizowana na SpLE4, odpowiedniku locus 
LEE oraz w genomach profagów (PPs), które kodują tok-
syny Stx1 i Stx2 oraz białka efektorowe systemu T3SS 
(tzw. efektory non-LEE). Inne nie-O157 serotypy EHEC 
mają bardzo podobny potencjał chorobotwórczy, ponie-
waż część genów wirulencji szczepów nie-O157 i O157 
jest wspólna. Porównanie całych genomów szczepów 
EHEC O157 i nie-O157 (np. O26, O111, O103) potwier-
dza, że niezależne nabywanie mobilnych elementów 
(PPs, IEs i plazmidów) było przyczyną różnych dróg 
ewolucji szczepów EHEC. Szczególny przebieg miało 
wytworzenie systemu T3SS, który u  EHEC powstał 
z genów nabywanych wraz z trzema typami elementów 
mobilnych: IE jako odpowiednikiem LEE, kodującym 
zasadniczą część systemu T3SS, SpLE3, IE-podobnym 
elementem oraz fagami lambdoidalnymi [59]. 

Bakterie EHEC (STEC) są egzogennym składnikiem 
flory jelitowej człowieka [83]. Obecność E. coli O157 
w odchodach zwierząt (bydło, owce, kozy) mimo krót-
kiego okresu nosicielstwa (do 30 dni) stanowi ryzyko 
dla zdrowia ludzi ze względu na możliwość zakażenia 
żywności i wody oraz długi okres pozostawania tych 
bakterii w środowisku [27]. 

W tym artykule zwrócono szczególną uwagę na 
heterogenność antygenów somatycznych O i rzęsko-
wych H jako markerów determinujących właściwości 
chorobotwórcze bakterii STEC oraz znaczenie wody 
jako źródła infekcji E. coli O157.

2.	 Występowanie w środowisku i źródła zakażenia
	 bakteriami EHEC E. coli O157

Głównym rezerwuarem, biorąc pod uwagę możli-
wość zakażenia jest zdrowe bydło, w którego przewo-
dzie pokarmowym te bakterie występują najliczniej 
w  odcinku rekto-analnym. Największą i udokumen-
towaną rolę w nosicielstwie E. coli O157 odgrywają 
przeżuwacze [7, 20], rezerwuarem shigatoksycznych 

pałeczek E. coli mogą być także konie, psy oraz jelenie, 
żyrafy, i ptaki [24, 49].

Bakterie E. coli O157, które wraz z zanieczyszczoną 
wodą lub kompostem dostają się do gruntu przeżywają 
w zależności od typu gleby i stopnia jej nawodnienia do 
47 dni, a w rizosferze ponad 200 dni [28, 69]. Bakterie 
E. coli O157:H7 wyizolowane z mleka przeżywały bar-
dzo długo w wodzie pobranej ze strefy przybrzeżnej; 
73 do 100 dni w niskiej temperaturze (6°C) i 30–60 dni 
w  temperaturze 24°C. Wraz z deszczami bakterie są 
spłukiwane do jezior, rzek i kąpielisk, gdzie wchodzą 
w skład flory allochtonicznej [22]. 

Badania działania światła słonecznego na przeży-
walność w warstwach powierzchniowych stawów bak-
terii wskaźnikowych; enterokoki i komensalne E. coli 
w porównaniu do E. coli O157:H7 wykazały, że bakterie 
tego serotypu przeżywają dłużej niż bakterie wskaźni-
kowe, szczególnie w wyższej temperaturze i dużym stę-
żeniu związków organicznych [35]. W wodzie bieżącej 
do picia chlorowanej standardowo podchlorynem sodu 
(NaOCl) bakterie E. coli O157:H7 nie przeżywają, ale 
w takiej samej wodzie pozbawionej chloru E. coli O157 
przeżywały po tygodniu inkubacji w 15°C. Niewłaściwe 
chlorowanie wody było przyczyną jednej z najwięk-
szych epidemii w Walkerton, Kanada [32]. Szczególne 
niebezpieczeństwo stwarza niska temperatura sprzyja-
jąca przejściu bakterii w stan „niehodowalności” VBNC 
(viable but non-culturable) [18].

W innym doświadczeniu, zastosowanie cytometrii 
przepływowej dowiodło, że szczep E. coli O157 (nie pro-
dukujący toksyn Stx) nie tylko był zdolny do namnaża-
nia w podłożach ubogich w organiczne źrodła węgla, 
ale wykazywał większą konkurencyjność w stosunku do 
oligotroficznej mikroflory autochtonicznej wyizolowa-
nej z wody do picia (bieżącej i butelkowanej) [92].

Najliczniejsze przypadki infekcji wywołanych u ludzi 
pałeczkami E. coli O157 dotyczą zachorowań żołąd-
kowo-jelitowych spowodowanych spożyciem żywności 
– najczęściej nieodpowiednio przetworzonego termicz-
nie mięsa wołowego, niepasteryzowanego mleka i jego 
przetworów, warzyw i owoców. Ze względu na wysoką 
tolerancję E. coli O157:H7 na niskie pH oraz wysusze-
nie, bakterie te stanowią zagrożenie w żywności uwa-
żanej dotąd za bezpieczną, np. suszonej lub liofilizo-
wanej [47]. Uprawy nawożone niewystarczająco długo 
składowanymi nawozami naturalnymi są zagrożeniem 
dla zdrowia ludzi. Stwierdzono, że w oborniku bakterie 
E. coli O157 mogą przeżywać kilkanaście miesięcy [60].

3.  Patogeneza

Chorobotwórczość pałeczek E. coli O157 jest deter-
minowana przez produkty genów w większości zgrupo-
wanych na wyspach patogenności PAI (pathogenicity 
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island, wyspy patogenności) zlokalizowanych w chro-
mosomie i na plazmidach [36].

Do najważniejszych czynników patogenności 
należy toksyna Shiga (Stx, Shiga toxin lub SLT, Shiga-
-like toxin) kodowana przez allele genu stx. W przeci-
wieństwie do genów stx Shigella dysenteriae, które zaj-
mują w genomie stabilną pozycję w pobliżu sekwencji 
pozostałych po genomach fagowych, (w  piśmiennic-
twie anglojęzycznym – remnant prophages), warianty 
genów stx szczepów STEC są zlokalizowane w obrębie 
kompletnych genomów fagów lambdoidalnych w więk-
szości należących do rodziny Podoviridae. Artykuł 
przeglądowy wyjaśniający mechanizmy genetyczne 
ekspresji genów toksyn Shiga i fagów lambdoidalnych 
w enterokrwotocznych szczepach E. coli opublikowali 
Ł o ś  i  Wę g r z y n  (2011) [44]. Zidentyfikowano 
dwa główne typy takich profagów: kodujące stx1 np. 
fag H-19B, podobne do genów stx S. dysenteriae typu 1 
(99% podobieństwa na poziomie DNA) oraz kodujące 
stx2, o mniejszym podobieństwie (tylko 56% podo-
bieństwa na poziomie sekwencji aminokwasowej) np. 
fag 933W. W szczepach STEC E. coli O157:H7 wyizo-
lowanych z przypadków zakażeń o ciężkim przebiegu 
stwierdzano nadekspresję genu stx2 [68]. Ta bardziej 
toksyczna forma toksyny jest wytwarzana w  wielu 
wariantach Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, i Stx2g w przeci-
wieństwie do homogennego białka Stx1 [97, 100].

Ekspresja stx1 i stx2 jest sprzężona z transkrypcją 
genów późnych cyklu litycznego i może być induko-
wana niskim poziomem związków żelaza. Ma to istotne 
konsekwencje, gdyż zdolność produkcji toksyn Stx 
może być przekazywana między szczepami w następ-
stwie indukcji cyklu litycznego w  odpowiedzi typu 
SOS uruchomianej po działaniu niektórych chemio-
terapeutyków (trimetoprim, 4-chinolony). Stosowanie 
tych leków w terapii biegunek u ludzi i zwierząt może 
powodować rozprzestrzenianie się szczepów STEC 
w środowisku [74, 82]. 

Toksyny Stx należą do toksyn typu AB5 [56]. Aktyw-
ność N-glikozydazowa podjednostki A toksyny powo- 
duje usuwanie adenin z 28S rRNA podjednostki 60S 
rybosomu i zatrzymanie biosyntezy białka w wyniku 
interferencji z czynnikiem elongacyjnym EEF1 w ko- 
mórkach wytwarzających receptory glikosfingolipidowe 
GbO3Cer/CD77 oraz w mniejszym stopniu GbO4Cer 
np. w komórkach śródbłonka [6, 26]. Ponadto, pod 
wpływem działania toksyny Shiga na szlaki transduk-
cji sygnału może być indukowana apoptoza [46] lub 
hamowana infekcja limfocytów B przez wirusa BLV 
(Bovine Leukemia Virus, wirus białaczki bydlęcej), co 
może znaleźć zastosowanie w terapiach antynowotwo-
rowych [25]. Najnowsze metody detekcji toksyn Shiga 
opisano w publikacji Clotilde i wsp. [19].

Ważnym czynnikiem patogenności szczepów EHEC 
w  tym STEC są adhezyny odpowiedzialne za przyle-

ganie bakterii i  powstawanie zmian typu A-E (Atta-
ching-Effacing, przyleganie i  ścieranie) oraz systemy 
ich transportu kodowane w  locus LEE. W  różnych 
serotypach locus LEE jest wbudowany w loci kodujące 
różne tRNA np. selC tRNA selenocysteiny w O157:H7 
i  O127:H7, pheU tRNA fenyloalaniny w  serotypach 
O111 i O126 lub pheV inny gen tRNA fenyloalaniny. 
W skład systemu sekrecji T3SS wchodzą: białka chape-
ronowe, białka translokatorowe (składniki kompleksu 
translokacyjnego); EspA, EspD, EspB i białka efekto-
rowe wprowadzane do cytoplazmy komórki gospo-
darza; Map, EspF, EspG, EspH, EspZ oraz receptor 
intyminy Tir (Translocated Intimin Receptor) [53]. 
Czynniki regulatorowe (Ler, GrlR i GrlA) determi-
nujące ekspresję genów locus LEE są kodowane przez 
geny położone w tym locus oraz położone w  innych 
loci (PchA, PchB, PchC i LrhA) [3, 36]. Większość tych 
białek działa wielotorowo, jak np. LrhA, które wpływa 
pozytywnie na ekspresję genów hemolizyny ehxCABD, 
a negatywnie na ekspresję genów rzęskowych H [31]. 

Najważniejszym białkiem adhezyjnym transporto-
wanym do błony zewnętrznej przez system T3SS jest 
intymina (EaeA) [10]. Zaobserwowano zależność typu 
kolonizacji nabłonka jelitowego od odmiany intymny 
(α, β, γ lub δ), różniącej się sekwencją aminokwasową 
C-końca. W szczepach serogrupy O157 dominuje inty-
mina typu γ. Określenie wariantów genów wirulencji 
oraz identyfikacja serotypu może ułatwić przewidy-
wanie stopnia chorobotwórczości szczepów [65, 83]. 
Fenotyp A-E charakteryzuje niezwykle stabilna adhezja 
bakterii do śluzówki jelitowej, zanikanie mikrokosm-
ków rąbka szczoteczkowego oraz rearanżacja cytoszkie-
letu enterocytów przybierających kształt przypomina-
jacy piedestał (pedestal). Wyizolowano szczepy STEC 
pozbawione locus LEE i dające obraz zmian nabłonka 
jelitowego, jak szczepy O157 LEE dodatnie. Okazało się, 
że w szczepach LEE ujemnych (posiadających plazmid 
wirulencji pO113) za zmiany histopatologiczne odpo-
wiada nowa toksyna (toksyna subAB), której działa- 
nie zabójcze na komórki polega na degradacji chape-
ronu (BiP/GRP78) reticulum endoplazmatycznego. 
Analiza alleli plazmidowych i genów chromosomal-
nych potwierdziła niezależną (równoleglą) ewolucję 
szczepów STEC [55].

Czynnikiem wyróżniającym szczepy EHEC jest 
białko efektorowe TccP (Tir cytoskeleton coupling 
protein), które po translokacji do cytoplazmy komórki 
docelowej wiąże się i aktywuje białko zespołu Wiskott-
-Aldrich’a (N-WASP), a to z kolei aktywuje kompleks 
Arp 2/3 (actin-related protein 2/3 complex) inicjujący 
lokalną polimeryzację włókien aktyny. W przeciwień-
stwie do szczepów EPEC, w  których reszty tyrozyny 
receptora Tir ulegają fosforylacji, białko Tir szczepów 
EHEC O157 nie jest fosforylowane i wiąże się do białka 
TccP w  miejsce Nck, białka adaptorowego komórki 
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gospodarza. Gen tccP znajduje się w genomie faga lizo-
gennego CP-933U/Sp14 (TccP). Typowe izolaty EHEC 
O157:H7 mają pseudogen tccP kodowany przez profaga 
CP-933 M/Sp4 (tccP2). W odróżnieniu od nich atypowe 
(gus-ujemne, fermentujące sorbitol, SF) szczepy EHEC 
O157 mają obydwa warianty genu, tccP i tccP2 [58].

3.1.  Objawy kliniczne zakażenia E. coli EHEC

Objawy kliniczne zakażeń wywoływanych przez 
EHEC, w  tym E. coli O157, zależą od cech osobni-
czych oraz czynników bakteryjnych i manifestują się 
w postaci łagodnych do krwotocznych biegunek prze-
chodzących w  krwotoczne zapalenie okrężnicy (HC, 
Hemorrhagic Colitis), bądź groźnych dla życia zespo-
łów: hemolityczno-mocznicowego (HUS, Hemolytic-
-Uremic Syndrome) i małopłytkowej plamicy zakrze-
powej (TTP, thrombotic thrompocytopenic purpura). 
Bezpośrednią przyczyną ogólnonarządowych zmian 
chorobowych HC i HUS są toksyny Shiga [38]. Zespół 
HUS jest definiowany jako niewydolność nerek i towa-
rzyszące jej objawy; trombocytopenia i anemia hemo-
lityczna. Do krwawych biegunek, przy których istnieje 
ryzyko komplikacji pozajelitowych dochodzi w około 
70–90% przypadków. Decydującą rolę w rozwoju obja-
wów odgrywa powinowactwo toksyn Stx do komórek 
nabłonków, które zależy nie tylko od wariantu toksyny, 
ale w znacznym stopniu od oddziaływania receptorów 
GbO3Cer (globotriaozyl ceramidu) i GbO4Cer (globo-
tetraozyl ceramidu) z innymi składnikami błon, głów-
nie fosfatydylocholiną i cholesterolem [26].

Szczepy E. coli O157 powodujące biegunki charak-
teryzują się niską dawką zakaźną, która wynosi około 
10 do 100  komórek bakterii. W  leczeniu infekcji nie 
należy stosować antybiotyków, które interferują z bio-
syntezą ściany komórkowej bakterii i powoduje ich lizę, 
gdyż może to uwalniać dodatkowe ilości toksyn Stx 
i zwiększać ryzyko wystąpienia zespołu HUS. Podjęto 
próbę zastosowania w terapii HUS preparatu eculizu-
mab (Soliris®, Alexion, Inc.) zawierającego przeciwciała 
monoklonalne, wiążące się z białkiem dopełniacza C5, 
inicjujacego proces niszczenia erytrocytów [81].

4.  Czynniki wirulencji kodowane na plazmidach

Dwie grupy szczepów E. coli O157 izolowane od 
chorych z zespołem HUS; niefermentujące sorbitolu 
(nSF) O157:H7 i fermentujące sorbitol (SF) O157 H– 

mają różne plazmidy wirulencji. Szczepy należące do 
pierwszej grupy posiadają plazmid pO157 o  masie 
~60,5 MDa (92 kpz), do drugiej mają plazmid pSFO157 
o  masie ~79,7 MDa (121 kpz) [14, 88, 93]. Plazmid 
wirulencji pO157 jest wykrywany w niemal wszystkich 
izolatach klinicznych STEC eae-dodatnich i zawiera 

ponad 100 ORF (Open Reading Frames, otwartych 
ramek odczytu) w  tym: katP – katalaza/peroksydaza 
KatP (niezależna od katalaz KatG i KatE kodowanych 
chromosomalnie); toxB – białko podobne do toksyny B 
Clostridium difficile o właściwościach adhezyny lub 
wzmacniające ekspresję adhezyn; etpC-etpO – system 
sekrecyjny 2 typu; stcE – inhibitor fosfolipazy C1; espP 
–  kodujący zewnątrzkomórkową proteazę serynową 
oraz operon ehxCABD kontrolujący syntezę enterohe-
molizyny Ehx, homologicznej do α-hemolizyny (Hly) 
szczepów E. coli innych niż STEC i powodującej typ β 
hemolizy. Hemolizyna Ehx poza zdolnością do tworze-
nia por w błonie erytrocytów wzmacnia działanie toksyn 
Shiga a jej synteza jest kontrolowana przez aktywatory 
Ler, GlrA i LrhA zlokalizowane w locus LEE [29, 34, 41].

Funkcjonowanie genów jednego z operonów plaz
midu pO157; ecf (E. coli Attaching and Effacing [eae] 
Gene-positive Conserved Fragments) jest regulowane 
temperaturą i wpływa na ekspresję genów białek zwią-
zanych ze składnikami powierzchniowymi bakterii. 
Geny ecf1 i ecf2 kodują odpowiednio; deacetylazę 
polisacharydu i białko WabB – transferazę α-1,7-N-
acetyloglukozaminy w LPS. Białko Ecf4 produkt homo-
logu chromosomalnego genu lpxM koduje dodatkową 
kopię mirystoylo transferazy przyłączającej kwas miry-
stynowy (14:0) do lipidu A. Analiza efektów mutacji 
w tym genie wskazuje, że produkt ecf2 jest wymagany do 
przeżywania bakterii w skrajnie różnych środowiskach 
tj. przewodzie pokarmowym i w środowisku wodnym, 
co wiąże się z odpowiednią modyfikacją lipidu A oraz 
lipidów błonowych. Obniżenie temperatury do 24°C 
powodowało, że spadała ilość kwasów nasyconych (12:0, 
14:0 i cyklopropanowego 17:0) a rosła ilość kwasu okta-
decenowego (18:1) w lipidach błonowych [98].

Różnica między plazmidami pO157 i  pSFO157 
polega na braku genów katP, espP i homologu genu toxB 
w plazmidzie pSFO157. Większość genów obecnych 
tylko w pSFO157 znajduje się na fragmencie plazmidu 
F zawierającym geny warunkujące transfer na drodze 
koniugacji oraz klaster genów sfp dla fimbrii Sfp [14]. 

Szczepy SF O157:H– nie produkują hemolizyny mi- 
mo, że mają operon hly. Porównanie sekwencji nukleo
tydowych chromosomowych i obu plazmidów po- 
twierdza, że szczepy SF O157:H– i szczepy nSF O157:H7 
wywodzą się od wspólnego przodka, w którym plazmid 
pSFO157 był prekursorem plazmidu pO157 [88].

5.	Antygen O; struktura, biosynteza, znaczenie
	 w chorobotwórczości i jako markera
	 w diagnostyce

Antygeny O swoiste są składnikami lipopolisa-
charydów (LPS) i  jednymi z ważniejszych markerów 
wykorzystywanych w diagnostyce szczepów STEC. Ich 



ANTYGENY POWIERZCHNIOWE I CZYNNIKI WIRULENCJI ESCHERICHIA COLI O157 57

identyfikację wykonuje się na podstawie reakcji sero-
logicznych lub analizy genów biosyntezy [48]. Są one 
składową LPS eksponowaną na powierzchni komórki 
bakteryjnej i rozpoznawaną przez czynniki układu 
immunologicznego oraz bakteriofagi. Pierwszorzędową 
funkcją anygenów O jest ochrona komórki bakteryj-
nej przed składnikami dopełniacza i innymi białkami 
obronnymi, jak BPI (bactericidal permeability-incre-
asing protein) lub peptydy obronne. Swoistość anty-
genu O jest związana z adaptacją do środowiska a jego 
zmienność z mechanizmami unikania odpowiedzi ze 
strony układu immunologicznego [64]. Określanie 
serotypów jest stosowane w ustalaniu źródła epidemii 
i chorobotwórczości szczepu. Polisacharyd O swoisty 
E. coli O157:H7 jest zbudowany z powtarzających się 
tetrasacharydowych jednostek. Sekwencja cukrów anty-
genu O157 i organizacja genów jego biosyntezy została 
pokazana na rysunku 1.

Występowanie wspólnych determinantów antygeno-
wych powoduje, że serologiczne metody detekcji anty-
genu O157 np. odczyn lateksowy, mogą dawać reakcje 
pozytywne ze szczepami innymi niż E. coli. Identyczna 
struktura antygenu O, jak w LPS E. coli O157 (Rys. 1) 
występuje w rodzajach: Salmonella: S. enterica O30 
(grupa N) i Citrobacter: C. freundii F90, C. sedlakii. Ele-
menty strukturalne wspólne z antygenem O157 mają 
łańcuchy O w  LPS E. coli O111, S. enterica O35 oraz 
E. coli O55 i S. enterica O50, a także LPS E. hermannii, 
Brucella abortus i Vibrio cholerae O1 Inaba [2, 72, 91].

Przykładem występowania reakcji krzyżowych 
mimo różnic w budowie antygenów O jest reakcja 
przeciwciał monoklonalnych anty O157 a LPS ze 
szczepu NRCC 6052 C. freundii, którego trójcukrowa 
podjednostka jest zbudowana z dwu reszt D-ramnozy 
i jednej cząsteczki D-glukozy. W tym przypadku wystą-
pienie reakcji mimo braku 2-podstawionej perozaminy 
wchodzącej w skład wspólnego epitopu można wytłu-

maczyć mimikrą antygenową [54, 91]. Epitop zawie-
rajacy N-acylowaną (formylo pochodną) perozaminę 
występuje ponadto w LPS Pseudomonas maltophilia 555, 
Yersinia entercolitica O9 i Brucella melitensis [94]. Pro-
wadzone są badania w celu zastosowania szczepów nie-
patogennych syntetyzujących antygeny identyczne lub 
zbliżone do struktury O157 jako żywe szczepionki [5]. 

Należy zaznaczyć, że część reakcji krzyżowych może 
być wynikiem obecności w surowicach przeciwciał skie-
rowanych przeciw rdzeniowej części LPS, ponieważ we 
wszystkich szczepach E. coli O157:H7 i O157H− wystę-
puje chemotyp R3 rdzenia LPS, obecny także w nie- 
których szczepach S. flexneri i S. dysenteriae [16].

Operon (wb*) rfb kontrolujący biosyntezę anty-
genu  O E. coli O157 ma wielkość 14 kpz i zawiera 
12 genów transkrybowanych w tym samym kierunku, 
kontrolujących syntezę prekursorów cukrów w  tym: 
guanozynodifosforanu-perozaminy (GDP-D-Per) i gua- 
nozynodifosforanu-fukozy (GDP-L-Fuc), odpowiednio 
geny manB, manC, gmd, per i fcl (Rys. 1). W operonach 
biosyntezy antygenów  O E. coli i S. enterica zawiera-
jących gen gnd zawsze występuje gen gmm (wbdQ), 
którego produkt mannozylohydrolaza GDP-mannozy 
katalizuje hydrolizę mannozy z GDP-mannozy lub glu-
kozy z GDP-glukozy i reguluje poziom GDP-cukrów. 
Kolejne geny kodują specyficzne glikozylotransferazy 
przenoszące reszty cukrowe na undekaprenylowy 
nośnik lipidowy Und-P (Undecaprenyl Phosphate) 
oraz flipazę (wzx), enzym przenoszący podjednostki 
oligocukrowe związane wiązaniem pirofosforanowym 
z  Und-P-P na zewnętrzną stronę błony cytoplazma-
tycznej i polimerazę (wzy) łączącą powtarzające się 
podjednostki [73]. Na końcu 3’ operonu rfb znajduje 
się gen wbdR oznaczony R na rys. 1, kodujący produkt 
o aktywności N-acetylotransferazy konwertującej GDP-
-D-Per do GDP-D-Per4NAc. Jego lokalizacja w pobliżu 
miejsc sprzyjających rekombinacji (powtórzenia Hinc) 
i polimorficzność genu gnd flankującego operon rfb są 
potwierdzeniem, że geny tego operonu zostały nabyte 
w drodze poziomego transferu. Zaproponowano hipo-
tezę, powstania enterokrwotocznych szczepów E. coli 
O157, według której jedną z istotnych zmian był trans-
fer genów antygenu O157 do genomu E. coli O55. Na 
podstawie organizacji operonu rfb i sekwencji nukle-
otydowej genów flankujących ten operon w szczepach 
E. coli O55 i O157 stwierdzono, że jedno z  miejsc 
rekombinacji jest zlokalizowane w genie galF a drugie 
między genami his i amn oddalonym o ok. 35 kpz [94].

Delecja w którymkolwiek z operonów biosyntezy 
LPS daje fenotyp szorstki LPS, pozbawiony antygenu O 
[70, 72]. 

Analiza sekwencji genów kodujących nukleotydowe 
prekursory cukrów podjednostek O antygenu wskazuje, 
że pochodzą od wspólnego przodka lecz trudno jest 
wyjaśnić znacznie większe zróżnicowanie wśród genów 

Rys. 1. Sekwencja cukrów biologicznej powtarzającej się jednostki 
antygenu O157 E. coli A) i organizacja genów operonu biosyntezy 
antygenu O zlokalizowanego między genami metabolizmu podsta-
wowego galF (pirofosforylaza UDP-glukozy) i gnd (dehydrogenaza 
6-fosfoglukonianu) B) opracowane na podstawie [1, 63, 73, 91].
Objaśnienia; α-Rhap4NAc lub Per; 4-acetamido-4,6-dideoksy-α-D-
mannopiranoza, (perozamina), α-L-Fucp; α-L-fukoza (6-deoksy-α-L-
galaktopiranoza), β-D-Glcp; β-D-glukopiranoza; α-D-GalpNAc; α-D-N-
acetylogalatopiranozamina.
Produkty genów (wbpN, wbpO, i wbpP), oznaczonych literami: N, O, 
P pełnią funkcję glikozylotransferaz, funkcje pozostałych genów opisano 
w tekście.
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kodujących glikozyklotransferazy. Przypuszczalnie obie 
grupy genów wywodzą się z dwu klastrów występują-
cych u wspólnego przodka charakteryzującego się niską 
zawartością G+C [72, 86].

Porównawcza analiza sekwencji par odpowied-
nich genów operonu rfb i genów rdzeniowych (house
keeping) w S. enterica i E. coli dowodzi, że ewolucja 
tych pierwszych, następowała znacznie szybciej m.in. 
na skutek selektywnego działania środowiska [42, 72]. 
Obecnie obserwowane zróżnicowanie antygenów O jest 
wynikiem rekombinacji między blisko spokrewnionymi 
szczepami, np. E. coli O157:H7 i E. coli O55:H7 [86]. 
Porównanie sekwencji klastrów kodujących syntezę 
antygenów O E. coli O118 i E. coli O151 wykazało, że 
te serotypy różnią się tylko dwoma (na 13 283) nukleo
tydami, co wskazuje na ich klonalność. Prowadzone są 
dalsze badania w celu wyjaśnienia podstaw molekular-
nych zróżnicowania strukturalnego i immunologicz-
nego antygenów somatycznych szczepów EHEC [43].

Zróżnicowanie genomów enterokrwotocznych E. coli 
określone przy pomocy techniki ALP (ALP, Ampli-
con Length Polymorphism) szczepów izolowanych ze 
środowiska i referencyjnych ATCC 35218 (serotyp O 
niekreślony), ATCC 25922 (serotyp O6), ATCC 35150 
(serotyp  O niekreślony) potwierdza, że rearanżacje 
genomu są spowodowane poziomym transferem genów 
bądź utratą plazmidu/(ów) [67].

Wyjściowym substratem w biosyntezie perozaminy 
jest fruktozo-6-fosforanu. Ostatni etap syntezy prze-
biega z udziałem aminotransferazy (syntetazy) RfbE 
(Per), przekształcającej GDP-4-keto-6-deoksymann-
nozę do GDP-D-perozaminy [2]. Wysoki procent 
podobieństwa (54% na poziomie sekwencji aminokwa-
sowej) genu rfbEO157:H7 (syntetaza D-perozaminy) i rfbE 
Vibrio cholerae wskazuje, że gen rfbE w szczepach E. coli 
O157:H7 został nabyty od gatunków innych niż E. coli 
[8]. Produkt genu rfbE ulega ekspresji w  szczepach 
E. coli O157, które nie wytwarzają toksyn i mają anty-
geny rzęskowe inne niż H7. Natomiast szczepy E. coli 
O157:H7, wytwarzające toksyny są blisko spokrewnione 
z serotypem E. coli O55:H7. Dlatego w wątpliwych przy-
padkach wyniki testów serologicznych należy potwier-
dzać identyfikacją produktu genu rfbEO157:H7 [72].

Innym markerem genetycznym locus rfb, który poza 
genem rfbEO157:H7 może być wykorzystany w diagnostyce 
szczepów O157 jest gen epimerazy gne. Składanie pod-
jednostek antygenu O E. coli O157 nie rozpoczyna się od 
reakcji katalizowanej przez inicjującą transferazę WecA, 
która przenosi GalNAc-P z UDP-GalNAc (difosfoury-
dynogalaktozamina) z utworzeniem GalNAc-P-P-Und 
(nośnik galaktozaminylo-difosfo-undekaprenylowy, 
C55) lecz odbywa się w innym szlaku. Szlak ten roz-
poczyna się od przeprowadzanej przez białko WecA 
syntezy Und-P-P-GlcNAc, który zostaje przekształcony 
do GalNAc-P-P-Und przez swoistą epimerazę, kodo-

waną przez gen gne1 (Z3206). Homologia na pozio-
mie sekwencji aminokwasowej epimeraz różniących 
się funkcją dowodzi, że enzym z E. coli O157 tworzy 
klaster z genami gne tych bakterii, w których cukrem 
inicjującym biologicznej powtarzającej się jednostki jest 
GalNAc, np. większość serotypów Y. pseudotuberculo­
sis. Dla genu o funkcji Und-P-P-GlcNAc C4 epimerazy 
zaproponowano nazwę gnu. Rozważane jest wykorzysta-
nie genu gnu lub jego produktu jako potencjalne miej-
sce docelowe dla leków blokujących biosyntezę antyge-
nów O szczepów, takich jak serogrupa O157, w których 
GalNac jest cukrem redukującym podjednostki [21, 71].

Analiza filogenetyczna szczepów E. coli O157 pocho- 
dzących z różnych środowisk wskazuje, że cechy deter-
minujące chorobotwórczość są związane z określonym 
serotypem [8] oraz ze środowiskiem. W przypadku 
serotypu O157, który powszechnie występuje w prze-
wodzie pokarmowym bydła, owiec, jeleni, żyraf i innych 
zwierząt chorobotwórczość dotyczy prawie wyłącznie 
ludzi. Inne przykłady to szczepy należące do serotypów 
O2 i O78, chorobotwórcze dla ptactwa ale nie dla ludzi, 
których markerami wirulencji są plazmidowe i chro-
mosomalne allele genu iss (Increased Serum Survival) 
oraz gen tsh (Temperature-sensitive Hemagglutinin) 
kodujący temperaturowrażliwą hemaglutyninę, a także 
szczepy należące do serogrupy O147, izolowane wyłącz-
nie od świń, w których geny wirulencji (fedA) kodują 
fimbrie F18 [24, 75].

Badania czynników wirulencji ujawniły, że szczep 
dzikiego typu O157 wykazywał znacznie słabszą adhe-
rencję do komórek HeLa i komórek nabłonka jelito-
wego w porównaniu do mutanta w genie rfbE EcO157:H7 
[8]. W przypadku mutanta rfbE E. coli O157:H7 obni-
żona była natomiast przeżywalność w jelitach myszy 
i bydła [79].

Uzyskano dowody wskazujące na związek metabo-
lizmu D-sorbitolu z biosyntezą LPS w E. coli K-12 i nie 
jest wykluczone, że różnica zdolności fermentacji tego 
alkoholu cukrowego ma związek z ekspresją antygenów 
O157 LPS [51].

W ostatnim czasie w badaniach efektów biologicz-
nych wykorzystywane są bezkręgowce ze względu na 
problemy etyczne i koszt badań na zwierzętach gnoto-
biotycznych. Mimo braku mechanizmów odporności 
adaptacyjnej mają one analogiczny do kręgowców sys-
tem odporności wrodzonej, w którym podstawową rolę 
pełnią białka odpornościowe [40]. Owady produkują 
białka podobne do cytokin, które aktywują ekspresję 
białek i  peptydów działających przeciw bakteriom, 
grzybom, pasożytom i wirusom [87].

Udział antygenu O157 w wirulencji został w sposób 
jednoznaczny udokumentowany na modelu nicienia, 
Caenorhabditis elegans. Mutanty delecyjne (ΔperA), 
niezdolne do syntezy perozaminy a tym samym anty-
genu O nie kolonizowały jelit i nie zabijały C. elegans. 
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W podobny sposób zachowywały się szczepy pozba-
wione plazmidu wirulencji pO157 [99]. Na modelu larw 
jedwabnika morwowego oraz na myszach wykazano, że 
aktywność letalna mutantów delecyjnych w genie rfbE 
lub w waaL, (kodującym ligazę antygenu O, przyłącza-
jącą łańcuch O do rdzenia połączonego z lipidem A) 
jest znacznie zredukowana. Ponadto, szczepy szorstkie 
okazały się bardziej wrażliwe na morycynę – defenzynę 
hemolimfy jedwabnika oraz na normalną surowicę 
kregowca (świni). Rekombinanty in trans miały fenotyp 
jak szczep wyjściowy. Model jedwabnika morwowego 
ma tę przewagę nad modelem nicienia, że może być 
hodowany i zakażany przez EHEC O157:H7 w tempe-
raturze 37°C, właściwej dla ssaków [52].

Mutant E. coli O157 w genach galETKM kodujących 
syntezę N-acetylo-D-galaktozaminy, niezdolny do syn-
tezy galaktozy i niemal całkowicie pozbawiony łańcu-
cha O swoistego, nie kolonizował nabłonka jelitowego 
królika i był wrażliwy na białko BPI [30].

Znaczący spadek przeżywalności w układzie moczo-
wym myszy wykazywały mutanty w  genie wecA [4] 
i genie waaL uropatogennych szczepów E. coli [9]. 

Bezpośredni udział LPS szczepów EHEC wyizo-
lowanych od dzieci z zespołem HUS udowodniono 
badając aktywację płytek via kompleks TLR4 i CD62. 
Sądzi się, że ta droga aktywacji odpowiada za niszczenie 
płytek w tym zespole [84].

Składniki powierzchniowe chorobotwórczych wa- 
riantów E. coli pełnią ważne funkcje także w interakcji 
z  roślinami. Badano korelacje występujące między 
strukturami rozpoznawanymi jako markery bakterii 
patogennych PAMPs (Pathogen-associated Molecular 
Patterns) takimi jak, curli, rzęski, LPS i egzopolisacha-
rydy a systemową (SAR; Systemic Acquired Resistance) 
i  indukowaną (ISR; Induced Systemic Resistance) 
odpornością roślin w związku z preferencyjną kolo-
nizacją tkanek owoców i warzyw przez chorobotwór-
cze patotypy E. coli, w szczególności serotyp O157. Ze 
strony rośliny w odpowiedzi uczestniczą receptory PRRs 
(Pattern Recognition Receptors), których rozpoznanie 
inicjuje pierwszorzędową reakcję obronną, jak odkła-
danie kalozy, produkcja reaktywnych form tlenu i bia-
łek obronnych powodujących hamowanie kolonizacji 
tkanki roślinnej. Wobec patogenów zdolnych do sekrecji 
białek efektorowych, rośliny wytworzyły drugorzędową 
odpowiedź obronną (SDR, Secondary Defense Respon-
ses), włącznie z aktywacją białek odpornościowych (RPs; 
Resistance Proteins) hamujących efektory i włączających 
odpowiedź obronną z udziałem białek RP.

Mutanty delecyjne w genach rzęsek, curli oraz 
w genie waaI (kodującym białko hyperadherencji) oraz 
mutanty syntetyzujące skróconą formę antygenu O LPS 
kolonizowały rośliny bardziej efektywnie, a znacznie 
słabiej przeżywały na roślinach, co było związane z ich 
obniżoną zdolnością indukcji ekspresji genów białek 

PR. Otrzymane wyniki potwierdzają pierwszorzędną 
rolę struktur rozpoznawanych przez receptory orga
nizmu gospodarza w zdolności bakterii do przeżywa-
nia i kolonizacji tkanek zwierzęcych i roślinnych [76].

6.  Antygeny H serotypu O157

Innym markerem wykorzystywanym w identyfikacji 
szczepów O157 jest polimorfizm genu fliC kodującego 
białko strukturalne rzęsek. Do tego celu stosowana jest 
technika RFLP-PCR (Restriction Fragments Length 
Polymorphism, polimorfizm długości fragmentów 
restrykcyjnych) i sekwencjonowanie produktów zwłasz-
cza, że dość często antygeny H nie ulegają ekspresji w wa- 
runkach in vitro. Zróżnicowanie genu dotyczy części 
wewnętrznej między konserwatywnymi sekwencjami C 
i N końców flageliny. Badano sekwencje genu fliCH7 
w  szczepach O157:H7 i O157:H−. Szczepy izolowane 
z kału bydła, świń i owiec chorych na biegunkę repre-
zentowały tzw. atypowy serotyp antygenu H. DNA części 
szczepów nie dawała produktu ze starterami fliC a ich 
rzęski były kodowane prawdopodobnie przez inne geny 
flagelarne np. flnA, flkA i flmA. Pozostała część szcze-
pów miała inne, dotąd nieopisane geny rzęskowe [23].

W surowicy dorosłych osobników bydła przed 
szczepieniem bakteriami E. coli O157:H7 zidentyfiko-
wano przeciwciała przeciw: LPS O157, intyminie, Tir, 
białkom EspA i EspB (E. coli-secreted proteins). Po 
szczepieniu rósł poziom tylko dwu: anty-EspB i anty-
-LPS [12]. Zaobserwowano względnie szybki spadek 
poziomu przeciwciał anty-E. coli O157; 10–11 tygodni 
dla przeciwciał IgG i 4 tygodnie dla przeciwciał klasy 
IgA, co ma znaczenie w czułości detekcji, podatności na 
powtórne zakażenie oraz produkcji szczepionek [45].

Ekspresja genów regulatorowych rzęsek (geny flhDC) 
i położonych poniżej genów związanych z wirulencją; 
adhezja i system T3SS jest kontrolowana przez białko 
regulatorowe Lrp (Leucine-responsive Regulatory Pro-
tein) w odpowiedzi na podwyższony poziom krótko-
łańcuchowych kwasów tłuszczowych (głównie kwasu 
masłowego) występujących w jelitach [89].

7.  Identyfikacja E. coli O157

Enterokrwotoczne E. coli O157 wykazują typowe 
cechy fizjologiczne i biochemiczne komensalnych 
E. coli z trzema wyjątkami, wykorzystywanymi w ich 
identyfikacji. Większość szczepów serotypu O157:H7 
w przeciwieństwie do komensalnych szczepów E. coli 
nie rośnie wcale lub rośnie bardzo słabo w temperatu-
rze 44,5°C, przy czym optymalna temperatura wzrostu 
E. coli O157 wynosi 36 ± 2°C a minimalna 8–10°C. Dwie 
pozostałe cechy odróżniające E. coli O157 od szczepów 
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komensalnych to brak wytwarzania β-glukuronidazy 
kodowanej przez gen uidA (gusA) oraz brak zdolności 
fermentacji D-sorbitolu (D-glucitolu) w ciągu doby. 
Bakterie te tolerują niskie pH; mogą przeżyć do 2 mie-
sięcy w temperaturze 4°C w żywności o pH 4,5 [17]. 

Identyfikacja szczepów E. coli O157:H7 metodą 
hodowlaną polega na wysiewaniu badanego materiału 
na podłoże z D-sorbitolem – SMAC (sorbitol Mac-Con-
key). Selektywność i czułość tej metody można zwięk-
szyć stosując czynniki selekcyjne: cefeksim i  telluryt 
potasu (agar SMAC-CT), preinkubacja w ciągu 2 godz. 
w  pH  2,0 w bulionie EEB (Enterohemorrhagic E. coli 
Enrichment Broth) czy separacja immunomagnetyczna 
z pomocą kulek paramagnetycznych pokrytych prze-
ciwciałami monoklonalnymi anty-E. coli O157. Metodą, 
która daje powtarzalne wyniki, kompatybilne z uzyska-
nymi sposobem wzbogaconej selekcji i dające się sto-
sować w badaniach przesiewowych jest PCR z  sondą 
fluorogenną najczęściej dla genu eaeA [57]. W  celu 
potwierdzenia identyfikacji izolatów niefermentujących 
sorbitolu przeprowadza się reakcję Real Time PCR ze 
starterami dla genów eaeO157, rfbEO157 i fliC [78].

Obok elektroforezy pulsacyjnej (PFGE, Pulsed Field 
Gel Electrophoresis) jedną z metod różnicowania blisko 
spokrewnionych szczepów jest niedawno opracowana 
technika analizy polimorfizmu wielkości amplikonu 
(ALP), oparta na zastosowaniu precyzyjnie wybranych 
starterów w oparciu o tzw. wskaźnik genomowy (“gene-
tic index”) ustalany dla kompletnie zsekwencjonowa-
nych szczepów. W przypadku E. coli O157 do ustalenia 
indeksu wybrano genomy dwu referencyjnych szczepów 
O157: O157:H7 EDL933 i  O157:H7B Sakai oraz od- 
nośny szczep laboratoryjny E. coli K-12 MG1655 [67].

Jednym z problemów różnicowania szczepów E. coli 
O157:H7 jest ich bliskie pokrewieństwo ze szczepami 
E. coli O157:NM, (NM, Non-motile) nie wykazują-
cymi ruchu, fermentującymi sorbitol i wytwarzającymi 
β-glukuronidazę. Są one izolowane prawie wyłącznie 
od dzieci (ok. 20% przypadków zespołu HUS) i nie są 
wykrywane na podłożu (SMAC). Markerem wykorzy-

stywanym do ich identyfikacji jest klaster genów sfp, 
kodujący fimbrie Sfp, obecne wyłącznie w szczepach 
E. coli O157 fermentujących sorbitol (SF) [96]. Szczepy 
fermentujące sorbitol O157:NM są szczególnym zagro-
żeniem ze względu na wysoką częstość nabywania genu 
stx2 w wyniku lizogenizacji fagami (np. φ297) ulegają-
cymi integracji w genie yecE („hot spot”) [50].

Szczepy O157:NM są bliżej spokrewnione z O157:H7 
aniżeli szczepy O157 wykazujące ruch i wytwarzające 
antygeny flagelarne inne niż H7. Dodatkowymi cechami 
szczepów E. coli O157 z antygenami rzęskowymi innymi 
niż H7 jest polimorfizm dotyczący ponad 20 enzymów, 
a także brak toksyn Stx1 i Stx2 oraz intymny. 

8.	 Epidemie EHEC E. coli przenoszące się
	 drogą wodną

W ostatnich latach przypadki zakażeń EHEC czę-
sto mają charakter epidemii. Centrum Kontroli Chorób 
i  Prewencji (CDC) podaje liczbę 75 000 przypadków 
rocznie w Europie. Najczęstszym źródłem zakażeń jest 
żywność; w USA stanowią one 66% przypadków. Około 
12% to infekcje związane ze spożyciem wody pitnej [18] 
lub jako efekt przypadkowego połknięcia wody w trak-
cie kąpieli w jeziorach lub basenach [13].

Dane literaturowe potwierdzają rosnącą liczbę 
przypadków zachorowań, wywoływanych przez E. coli 
O157, przenoszących się drogą wodną (Tab. I). Źród
łem zakażenia jednej z najwcześniej odnotowanych 
epidemii (na przełomie 1989/1990 roku) w USA (Mis-
souri) była niedezynfekowana woda przeznaczona do 
spożycia [85]. Kolejne epidemie, miały miejsce w USA 
(Wyoming) źródłem zakażenia była woda do picia 
z ujęć powierzchniowych [61]. W roku 1999 w Nowym 
Jorku źródłem zakażenia była woda do picia z  ujęć 
podziemnych [11] oraz podczas jednej z największych 
epidemii w roku 2000 w Kanadzie (Walkerton) kiedy 
zachorowało aż 2300  osób [32]. Pierwszą epidemię, 
której źródłem była woda z kąpielisk odnotowano 
w USA (Oregon) w roku 1991 [39]. 

Cabool, Missouri, USA, 1989/1990	 243	 woda do picia	 [85]
Portland, Oregon, USA, 1991	 21	 jezioro	 [39]
Szkocja, Wielka Brytania, 1993	 6	 basen	 [13]
Alavus, Finlandia, 1997	 14	 jezioro	 [62]
Alpine, Wyoming, USA, 1998	 157	 woda do picia	 [61]
Nowy Jork, USA, 1999	 775	 woda do picia	 [11]
Walkerton, Ontario, Kanada, 2000	 2300	 woda do picia	 [32]
Kornwalia, Wielka Brytania, 2004	 7	 plaża 	 [33]

Tabela I
Epidemie E. coli O157:H7 przenoszące się drogą wodną

Miejsce i rok Liczba
zachorowań Źródło Piśmien-

nictwo
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W Europie infekcje spowodowane enterokrwo-
toczną E. coli O157 są rzadziej rejestrowane. W corocz-
nym raporcie Europejskiego Urzędu ds. Bezpieczeństwa 
Żywności (EFSA) stwierdza się, że liczba przypadków 
zakażeń Shigatoksycznymi szczepami E. coli jest na 
czwartym miejscu po zakażeniu Campylobacter, Sal­
monella i Yersinia. W 24 państwach Unii Europej-
skiej (z wyjątkiem Czech, Grecji oraz Portugalii) oraz 
w  krajach spoza UE: Norwegii, Szwajcarii, Islandii 
–  wykazano ponad 3500  przypadków zakażeń ludzi 
szczepami EHEC/STEC, najwięcej w  Wielkiej Bry-
tanii, Niemczech, Holandii i Irlandii. Szeroko opi-
sywaną w  mediach epidemię odnotowano w  2011 
w  Niemczech, w  której czynnikiem etiologicznym 
był szczep E. coli O104:H4 wykazujący cechy E. coli 
EHEC i  EAEC (Enteroaggregative E. coli). Zachoro-
wało wówczas ponad 4  tys. osób. Źródłem epidemii 
były nasiona kozieradki [90]. 

9.  Zapobieganie

Ważnym działaniem prewencyjnym jest eliminacja 
chorobotwórczych bakterii E. coli O157 z przewodu 
pokarmowego zwierząt nosicieli. Dodatek do pasz np. 
siarczanu neomycyny lub nizyny w połączeniu z sorbi-
nianem sodu lub z polimleczanem powoduje zmniej-
szenie wydzielania kałowego E. coli O157:H7 [15, 37].

Udowodniono, że podanie bakterii probiotycz-
nych do hodowli komórkowych nabłonka jelitowego 
linii HEp-2 i T84 hamuje adhezję oraz zmiany cytosz-
kieletu indukowane przez szczepy E. coli O157:H7 
i O127:H6 [80].

Zastosowanie jako szczepionki mutantów E. coli 
O157 w genach hha (białko regulujące ekspresję hemo-
lizyny) i  sepB (ATP-aza kontrolująca ekspresję LLE-
-kodowanych białek) powodowało wyraźną reduk-
cję kolonizacji jelit bydła i wydzielania z odchodami 
szczepu dzikiego typu [77]. 

Podstawową rolę w zapobieganiu epidemiom od- 
grywa nadzór sanitarno-epidemiologiczny wody do 
picia i celów rekreacyjnych. Ze względu na istotne 
zagrożenie zdrowia i życia ludzi w przypadku zaka-
żeń STEC ustanowiono dyrektywą 2003/99/WE Par-
lamentu Europejskiego nakazującą wprowadzenie 
działań monitoringowych Shigatoksycznych szczepów 
E. coli. Ustawa o zapobieganiu oraz zwalczaniu zakażeń 
i chorób zakaźnych u ludzi (Dz.U. 2008 nr 234) określa 
zgłaszanie każdego przypadku wykrycia Shigatoksycz-
nych pałeczek E. coli O157 w materiale klinicznym. 
Jakość wody w kąpieliskach i przeznaczonej do spożycia 
jest w  Polsce systematycznie kontrolowana zgodnie 
z harmonogramem pobierania próbek (dla kąpielisk 
zgodnie z  zapisami ustawy – Prawo wodne Dz. U. 
z 2005 r. Nr 239). 

10.  Podsumowanie

Liczba publikacji na temat chorobotwórczości 
i  epidemii wywoływanych przez enterokrwotoczne, 
Shigatoksyczne szczepy E. coli (STEC) z dominującym 
serotypem O157:H7 świadczy o rosnącym znaczeniu 
tych patogenów. W Polsce notuje się stosunkowo małą 
liczbę epidemii spowodowanych przez E. coli O157. 
Dane eksperymentalne potwierdzają, że bakterie E. coli 
O157 mają zdolność przeżywania w środowiskach ubo-
gich w  organiczne źródła węgla i  w  niskiej tempera-
turze nawet do kilku miesięcy. Infekcje spowodowane 
przez serotyp O157:H7 mogą być przyczyną zacho- 
rowań związanych z układem pokarmowym (perfora-
cja i krwawienia z okrężnicy) i chorób pozajelitowych, 
jak zespół hemolityczno-mocznicowy – HUS. 

Większość czynników determinujących wirulencję 
szczepów STEC jest kodowana przez geny zlokalizo-
wane w wyspach patogenności na chromosomie (locus 
LEE) i na plazmidach wirulencji (plazmid pO157). Naj-
ważniejszym czynnikiem odpowiedzialnym za zmiany 
histopatologiczne w jelitach i układzie moczowym 
jest toksyna Shiga i jej warianty kodowane przez geny 
fagowe. Pozostałe czynniki są kodowane przez locus 
LEE a ich ekspresja, podobnie jak genów toksyn może 
być regulowana przez czynniki zewnętrzne. Udoku-
mentowano regulację ekspresji genów operonu ecf na 
plazmidzie pO157 przez temperaturę, która wpływa na 
pojawianie się określonych białek związanych z innymi 
składnikami powierzchniowymi bakterii, co ma zwią-
zek z adaptacją do różnych środowisk. 

Określenie serotypu E. coli jest jednym z  najważ-
niejszych kryteriów w badaniach epidemiologicznych. 
Analiza genetyczna operonu rfb biosyntezy antygenu 
somatycznego i immunochemiczna LPS szczepów 
serogrup O157 i nie-O157 ujawniła zróżnicowanie na 
poziomie nukleotydowym i strukturalnym. Sekwencjo-
nowanie genu rfbE kodującego syntetazę perozaminy, 
cukru wchodzącego w skład determinanty antygenowej 
wskazuje na nabycie tego genu w drodze poziomego 
transferu z bakterii innych niż E. coli. Podobieństwo 
sekwencji aminokwasowych epimerazy Gnu obecnej 
w  szczepach zawierających jako cukier redukujący 
N-acetylogalaktozaminę, jak LPS E. coli O157 wska-
zuje na różne drogi ewolucji szlaków biosyntezy anty-
genów O szczepów STEC. Wyjaśnienie związku między 
czynnikami wirulencji a  ekspresją określonego anty-
genu somatycznego wymaga dalszych badań. Porów-
nanie struktury antygenów  O i  korelacji z ekspresją 
antygenów H w połączeniu z analizą genetyczną przy-
bliży wyjaśnienie mechanizmów dopasowania struktur 
bakterii do gospodarza i  środowiska. Wyniki analizy 
sekwencji genów rdzeniowych i  nabytych w drodze 
poziomego transferu w  szczepach patotypu EHEC 
wskazują na wielość dróg ewolucji tych patogenów.
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1.  Wprowadzenie

Wśród zależności kooperacyjnych między organiz
mami, w tym mikroorganizmami, wyróżnia się m.in. 
neutralizm, komensalizm, współzawodnictwo, antago-
nizm, syntropizm oraz drapieżnictwo i pasożytnictwo. 
Interakcje między różnymi gatunkami mikroorgani-
zmów promują silny wzrost i/lub dominację specyficz-
nych ich grup, jednocześnie stanowiąc ważny element 
łączący różne grupy organizmów ze względu na możli-
wość ich współwystępowania na tym samym obszarze, 
dzięki czemu mogą koegzystować w danym środowisku. 
Ma to wpływ na różnorodność organizmów na danym 
obszarze oraz sprzyja obiegowi pierwiastków w przy-
rodzie [4, 19, 25]. W przedstawionej pracy przybliżono 
odziaływanie bakteriofagów, bakterii drapieżnych 
z grupy BALO obejmującej bakterie Bdellovibrio i orga-
nizmy do nich podobne (Bdellovibrio and like organi-
sms) oraz pierwotniaków na populacje bakterii w środo-
wisku, które wpływając pośrednio lub bezpośrednio na 
siebie nawzajem, w znacznym stopniu przyczyniają się 
do kontrolowania populacji bakterii w środowisku [7, 
19, 39, 41, 50, 51]. Poznając te relacje przybliżamy się do 
poznania mechanizmów regulujących liczebność bak-
terii, w tym patogennych, co jest m.in. istotne w dobie 

walki z mikroorganizmami opornymi na stosowane 
obecnie antybiotyki i chemioterapeutyki.

Mikroorganizmy drapieżne wraz z bakteriami będą-
cymi celem ich ataku, odgrywają w środowisku bardzo 
ważną rolę w tzw. pętli mikrobiologicznej, która stanowi 
zespół procesów odpowiedzialnych za transfer i udo-
stępnianie rozpuszczonej w wodzie materii organicz-
nej (dissolved organic matter – DOM) różnym mikro- 
i  makroorganizmom heterotroficznym, tworzącym 
sieci troficzne w danym ekosystemie. Bakterie poprzez 
asymilację i biokonwersję DOM tworzą upostaciowaną 
tzw. cząsteczkową materię organiczną (particulate orga­
nic matter POM), która z kolei może być wykorzystana 
przez organizmy na innych poziomach troficznych, 
w tym m.in. bakterie z grupy BALO czy pierwotniaki 
[4, 25, 26, 33, 57]. Naturalna złożoność populacji 
mikroorganizmów charakteryzuje się ogromnym zróż-
nicowaniem, zarówno pod względem filogenetycznym, 
ale również pod względem ich stanu fizjologicznego 
i przystosowań fenotypowych komórek [26]. Z badań 
wynika, że największą śmiertelność bakterii w środowi-
sku obserwuje się na skutek żerowania pierwotniaków, 
które są znacznie większe od swojej ofiary, dzięki czemu 
wykorzystują głównie mechanizm endocytozy umoż- 
liwiający pochłanianie w całości komórki bakteryjnej 
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[19, 25, 26, 27]. Jednakże wykorzystanie tego zjawiska 
wśród mikroorganizmów jest ograniczone wielkością 
ofiary, która musi być mniejsza od drapieżnika [5, 51]. 
Również bakteriofagi oraz bakterie drapieżne z grupy 
BALO są zaliczane do bardzo skutecznych czynników 
biologicznych limitującymi ilość bakterii w środowisku, 
choć mechanizm ich ataku jest odmienny ze względu na 
to, że są one mniejsze od komórki ofiary. Stąd w pierw-
szym etapie zachodzi przyleganie do powierzchni bak-
terii, a następnie wniknięcie czynnika infekującego do 
jej wnętrza, przy czym czas od wniknięcia do śmierci 
komórki bakteryjnej może być różny [11, 26, 27]. 

2.  Bakteriofagi a bakterie w środowisku

Bakteriofagi (fagi) występują we wszystkich środo-
wiskach. Szacuje się, że ich populacja wynosi ok. 1031 

i  stanowi najbardziej zróżnicowaną grupę jednostek 
biologicznych na świecie, przez co w  bardzo istotny 
sposób wpływają i warunkują liczebność bakterii w róż-
nych ekosystemach [31, 50, 57]. W środowisku wod-
nym ilość bakteriofagów waha się między 104 a 108 ml–1, 
czyli występują 3–10 razy liczniej od bakterii [59]. Fagi 
atakując bakterie wykorzystują swoiste receptory na 
powierzchni komórki docelowej, wykazując specyficz-
ność w stosunku do gospodarza. Przyłączenie się faga 
do komórki bakteryjnej przebiega w dwóch etapach. 
Pierwszy etap – dyfuzyjny transport faga – jest odwra-
calny i zależy od stężenia cząstek fagowych, tempera-
tury otoczenia oraz od ilości komórek bakteryjnych 
w środowisku. Drugim etapem jest związanie się faga 
ze specyficznym receptorem na powierzchni komórki 
ofiary i  enzymatyczne uszkodzenie ściany komórko-
wej, a  następnie wprowadzenie do jej wnętrza mate-
riału genetycznego faga i jest to proces nieodwracalny 
[57, 59]. Mimo, że bakteriofagi w większości przypad-
ków wykazują specyficzność w stosunku do gatunku, 
a nawet szczepu gospodarza, to opisano również fagi 
o  szerokim spektrum gospodarza np. wśród cyjano-
fagów infekujących morskie Synechococcus spp. [26]. 
Jednocześnie bakteriofagi są niekiedy rozpatrywane 
dwojako jako pasożyty lub drapieżniki [7, 11, 25, 26, 
57], w zależności od strategii wykorzystywanej przez 
nie do ich replikacji. U bakteriofagów opisane zostały 
strategie tj. lizogenna, pseudolizogenna, chroniczna 
oraz lityczna. Genomy bakteriofagów będących w trak-
cie cyklu lizogennego pozostają w komórce gospoda-
rza w formie utajonej – w postaci profaga – replikując 
razem z gospodarzem, aż do momentu przejścia w cykl 
lityczny, który może zostać zaindukowany różnymi 
czynnikami środowiskowymi, np. zmianą tempera-
tury czy promieniowaniem UV [26, 57, 59, 60]. Jedno-
cześnie geny profaga wbudowane w genom komórki 
gospodarza mogą wpływać na jego fenotyp w procesie 

tzw. konwersji lizogennej, przez co nadają komórce 
bakteryjnej nowych cech [2]. W stanie chronicznym 
cząstki fagowe są tworzone i uwalniane w sposób ciągły 
z zainfekowanej komórki gospodarza, nie prowadząc 
do jego lizy. W  przypadku stanu pseudolizogennego 
materiał genetyczny bakteriofaga występuje w komórce 
niezintegrowany z genomem gospodarza, a jednocześ
nie w wyniku niekorzystnych warunków wzrostu bak-
terii, nie ma systemu utrzymywania swojego genomu 
w komórce bakteryjnej. Wykazano, że duża część bak-
teriofagów w populacji bakterii ma charakter lizogenny 
i stąd są one opisywane jako „pasożyty”, ze względu na 
swoje uzależnienie od aktywnego aparatu metabolicz-
nego gospodarza oraz występowanie z nim w formie 
zintegrowanej [2, 26, 60]. W cyklu litycznym, mimo 
konieczności wykorzystania maszynerii metabolicznej 
komórki atakowanej, metabolizm gospodarza jest prze-
kierowywany na produkcję potomnych cząstek bak
teriofagowych i cykl faga kończy się uwolnieniem ich ze 
zlizowanej w wyniku działalności enzymów fagowych 
komórki bakteryjnej. Dlatego też charakter tej relacji, 
określany jest niekiedy jako drapieżnictwo [7, 26, 57]. 
Fagi są więc czynnikami atakującymi biernie, choć 
swoiście. Co więcej liza komórek bakteryjnych wyni-
kająca z aktywności faga jest drugim (po aktywności 
pierwotniaków) najważniejszym czynnikiem powodu-
jącym śmiertelność wśród bakterii [26, 59]. Stąd uważa 
się, że bakteriofagi mają duży wpływ na skład popula-
cji bakterii, na produkcję DOM i obieg związków od- 
żywczych pochodzenia bakteryjnego. Należy również 
zwrócić uwagę na fakt, iż śmiertelność bakterii w środo-
wisku wodnym wywołana fagami zmienia się sezonowo 
(ze zmianą temperatury otoczenia i nasłonecznienia) 
oraz wraz z głębokością, na której występują [26, 57]. 
Badania w tym zakresie dotyczące innych środowisk 
są ograniczone, jednak duże ilości wirusów odnotowa-
nych w osadach oraz glebach sugerują ich zasadniczą 
rolę w  regulacji liczebności bakterii również w  tych 
środowiskach [6, 26, 57]. Przyjmuje się, że mimo opi-
sanej dużej ilości fagów wykazujących duże zróżnico-
wanie, nadal ogromna ich część nie została „odkryta” 
ze względu na to, że większość mikroorganizmów śro-
dowiskowych jest niehodowalna, w tym gospodarze 
fagów. Jednocześnie analiza różnorodności wirusów 
bakteryjnych w oparciu o sam materiał genetyczny jest 
trudna, z uwagi na brak wspólnych markerów genetycz-
nych dla wszystkich bakteriofagów [50, 57]. 

3.	 Bakterie drapieżne z grupy BALO a bakterie
	 w środowisku

Bakterie z grupy BALO zostały opisane po raz 
pierwszy w latach 60 i są one najlepiej scharakteryzo-
waną grupą bakterii drapieżnych, choć obecnie opi-
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sanych jest już wiele innych grup organizmów proka-
riotycznych, prowadzących także drapieżny tryb życia 
[26]. Są one bardzo rozpowszechnione w wielu środo-
wiskach, również ekstremalnych, oraz bardzo zróżni-
cowane pod względem filogenetycznym. Mikroorga-
nizmy te początkowo zaliczane były do jednej rodziny 
Bdellovibrionaceae, jednakże dzięki zastosowaniu do 
identyfikacji nowoczesnych metod biologii moleku-
larnej, opisano inne grupy, co przyczyniło się do ich 
reklasyfikacji [27]. Początkowo do grupy tych mikro-
organizmów BALO zaliczano bakterie należące do czte-
rech rodzajów to jest Bdellovibrio, Bacterovorax, Mica­
vibrio oraz Vampirovibrio, które zaklasyfikowano do 
rodziny Bdellovibrionaceae, klasy δ-proteobacteria [18]. 
Analizy ostatnich lat wskazują jednak na ich większe 
zróżnicowanie [15, 16, 56] . Na chwilę obecną do klasy 
δ-proteobacteria zalicza się rodzaj Bdellovibrio i Vam­
pirovibrio z rodziny Bdellovibrionaceae oraz rodzaj Bac­
teriovorax i nowo opisany rodzaj Peredibacter z rodziny 
Bacteriovoracacea, zaś do klasy α-proteobacteria należy 
rodzaj Micavibrio, który jest najbardziej spokrewniony 
z rzędem Rhodospirialles [14, 15, 56]. Dodać należy, że 
rodzaj Vampirovibrio, jako jedyny z rodziny Bdello­
vibrionaceae, żeruje nie na bakteriach, a na eukario-
tycznych komórkach alg z rodzaju Chlorella [18]. 

Bakterie z grupy BALO izolowane były z wielu śro-
dowisk m.in. wód powierzchniowych, ścieków, osadów 
morskich i oceanicznych, z gleby, ale także z przewo-
dów pokarmowych zwierząt i człowieka. Szacuje się że, 
liczba bakterii z grupy BALO w środowisku wodnym 
waha się miedzy 101 a 104 pfu/ml, przy czym w wodach 

powierzchniowych może być ich do 106 pfu/ml, nato-
miast w 1g gleby ilość BALO waha się średnio między 
102 a 104 pfu [58]. Wykazano nadto, że w środowisku 
wodnym największe ilości bakterii z  grupy BALO 
występują w biofilmach tworzących się na powierzchni 
obiektów oraz zwierząt występujących w tym środowi-
sku, choć także w warstwach powierzchniowych wody, 
jednak ich ilość zależy w dużej mierze od ilości bak
terii występujących tam. Bakterie z grupy BALO odgry-
wają istotną rolę w kontrolowaniu składu bakteryjnych 
populacji w biofilmie. Dane te zostały przedstawione na 
podstawie eksperymentów w laboratorium w oparciu 
o hodowalne szczepy referencyjne, jednakże nie wyklu-
cza się, że ilość BALO w  naturalnych ekosystemach 
może być dużo większa [14, 21, 23, 28, 58]. 

Bakterie z grupy BALO to małe, bardzo ruchliwe 
Gram-ujemne bakterie o kształcie pałeczek lub prze-
cinków, które obligatoryjnie żerują na innych Gram-
-ujemnych bakteriach, a spektrum ich ofiar obejmuje 
zarówno bakterie niepatogenne, jak i patogenne dla 
ludzi, zwierząt i roślin [14]. Są one wyposażone w wici 
i  rzęski, umożliwiające im szybki ukierunkowany 
ruch w stronę ofiary oraz przyleganie do niej [5, 40, 
48]. Bakterie z rodzaju Bdellovibrio wykorzystują wić 

w celu przemieszczania się w kierunku ofiary, zaś pile 
w celu przylegania i przedostania się do wnętrza ata-
kowanej komórki. Bakterie te podczas przemieszcza-
nia się na powierzchni biofilmu i na podłożach stałych 
oraz podczas wydostawania się ze zlizowanej komórki 
ofiary, wykazują ruch ślizgowy [4, 36, 37, 40]. Po ich 
przyłączeniu się do ściany komórkowej bakterii i prze-
dostaniu się do jej wnętrza, przeprowadzają atak i wyłą-
czają metabolizm ofiary, w wyniku czego zaatakowane 
komórki giną w ciągu 15 minut [4]. W zależności od 
zagęszczenia komórek ofiary oraz rodzaju środowiska, 
cykl życiowy BALO może trwać 3–4 h [23]. Jednocześ- 
nie, w  odróżnieniu od bakteriofagów, bakterie te są 
zdolne do żerowania na komórkach bakteryjnych będą-
cych w różnym stadium rozwojowym, również mar-
twych, przy czym cykl rozwojowy drapieżnika w tym 
przypadku jest wydłużony [55]. Bakterie drapieżne 
z  grupy BALO mogą występować w różnych fenoty-
pach: wewnątrz komórki atakowanej (fenotyp periplaz­
matyczny – rozwijający się między błoną zewnętrzną 
a  wewnętrzną bakterii Gram-ujemnej, fenotyp cyto- 
plazmatyczny – rozwijający się w cytoplazmie ofiary) lub 
na jej powierzchni (fenotyp epibiotyczy – wzrastający 
się na powierzchni komórki ofiary) [4, 17]. Najczęściej 
mikroorganizmy te charakteryzują się podwójnym 
cyklem życiowym, na który składa się faza życia poza 
komórką ofiary, tzw. faza ataku oraz faza ich wewnątrz-
periplazmatycznego wzrostu, mająca miejsce w  peri-
plazmie bakterii zaatakowanej, gdzie formowana jest 
struktura zwana bdelloplastem. Bakterie te po wnik-
nięciu do komórki ofiary uruchamiają mechanizmy 
prowadzące do „rozłożenia” zawartości swojej ofiary, 
w celu pozyskania związków odżywczych niezbędnych 
do swojego wzrostu i rozmnażania [23, 37, 41]. Wyka-
zano także, w oparciu o analizy genetyczne, możliwy 
udział bakterii z rodzaju Bdellovibrio w  horyzontal-
nym transferze genów [46]. Często spotykaną strate-
gią jest również bezpośrednie przyłączenie się bakterii 
drapieżnej do zewnętrznej ściany komórkowej ofiary, 
a następnie degradacja komórki gospodarza i asymi-
lacja uzyskanych składników odżywczych poprzez 
specjalistyczne struktury, jak się dzieje w  przypadku 
np. Vampirococcus spp., czy wytwarzanie czynników 
litycznych, co zarejestrowano w przypadku Ensifer spp. 
[26]. W obrębie prokariotycznych mikroorganizmów 
drapieżnych mogą być wykorzystywane również inne 
strategie polowania, przy których nie jest wymagany 
bezpośredni ich kontakt z ofiarą. Na przykład specy-
ficzna dla bakterii z rodzaju Myxococcus i Lysobacteria 
tzw. strategia stadna (wolfpack strategy), polegająca na 
produkcji przez drapieżnika zewnątrzkomórkowych 
enzymów hydrolitycznych, powodujących uszkodze-
nie komórek bakteryjnych znajdujących się w  bez- 
pośrednim ich otoczeniu, bez konieczności wnikania 
do wnętrza ofiary [5, 26].
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4.  Pierwotniaki a bakterie w środowisku

Badania wykazują, że żerowanie pierwotniaków 
w  środowisku ma bardzo istotny wpływ na kształ-
towanie liczebności bakterii i składu ich populacji, 
a także na obieg materii organicznej w danym ekosys-
temie [2, 26, 33, 34, 51, 53]. Interakcje między pier-
wotniakami a bakteriami w różnych środowiskach są 
bardzo podobne, przy czym środowisko gleby jest tym, 
w  którym dyfuzja i przemieszczanie się mikroorga
nizmów są bardziej ograniczone w porównaniu ze 
środowiskiem wodnym, co sprawia, że występowa-
nie pierwotniaków ogranicza się do filmów wodnych 
i porów wypełnionych wodą, zaś mikropory występu-
jące w  macierzy glebowej mogą być nawet schronie-
niem dla bakterii przed tymi drapieżnikami [51].

Do pierwotniaków odżywiających się innymi 
mikroorganizmami, w tym bakteriami, należą orzęski, 
wiciowce i ameby, przy czym największą grupę bak-
teriożerców stanowią pierwotniaki heterotroficzne 
lub miksotroficzne tj. heterotroficzne nanowiciowce 
(heterotrphic nanoflagellata, HNF) i mikrowiciowce, 
a w mniejszym stopniu orzęski oraz ameby [26, 33, 34, 
51, 53]. Średnia ilość komórek HNF w środowisku wod-
nym waha się między 102 a 105 ml–1, mikrowiciowców 
ok. 102 ml–1, natomiast ilość bakteriożernych orzęsków 
wynosi od 1 do 103 ml–1, przy czym ilość tych pierwot-
niaków zależy od ilości bakterii, stanu eutroficznego 
środowiska, a także od ilości drapieżników żerujących 
na pierwotniakach [26, 33, 53]. Jednocześnie liczebność 
eliminowanych przez pierwotniaki bakterii w środo-
wisku wodnym w ciągu godziny wynosi od 101 do 
105 ml–1, choć ilość ta związana jest z warunkami śro-
dowiska, dlatego też żerowanie pierwotniaków w okre-
sie zimowym (ze względu na spadek ich liczebności 
i aktywności) ma dużo mniejsze znaczeniu w regulacji 
liczebności bakterii [19, 33, 34]. 

Pod względem odżywiania wyróżnia się trzy pod-
stawowe mechanizmy wykorzystywane przez komórki 
pierwotniaków do pobierania związków odżywczych: 
wchłanianie proste, pinocytozę oraz fagocytozę [30, 53]. 
Wchłanianie proste umożliwia pobieranie ze środowi-
ska wody oraz prostych związków np. aminokwasów, 
bezpośrednio przez błonę komórkową. Pinocytoza 
u pierwotniaków ma miejsce w określonych miejscach 
na błonie komórkowej, gdzie tworzą się wpuklenia, 
a  następnie powstają pęcherzyki zawierające wielko-
cząsteczkowe związki, które są rozkładane po dołą-
czeniu lizosomów. Ostatnim i najbardziej złożonym 
mechanizmem pobierania pokarmu przez pierwotniaki 
jest fagocytoza, która umożliwia pobieranie całych 
komórek małych mikroorganizmów. Podczas tego pro-
cesu pokarm zostaje wchłonięty w ściśle określonym 
miejscu na powierzchni komórki, czyli w tzw. cytosto-
mie. Po utworzeniu wodniczki pokarmowej dołączane 

są do niej lizosomy i zawartość jej jest trawiona, przy 
czym niestrawione resztki usuwane są na zewnątrz 
komórki w ściśle określonym miejscu – tzw. cytopyge. 
W przypadku ameb i niektórych wiciowców wodniczka 
pokarmowa powstaje poprzez otoczenie pożeranego 
mikroorganizmu lub cząstki za pomocą tzw. pseudo-
podiów w dowolnym miejscu komórki [26, 30, 53]. Nie-
które pierwotniaki polują na mniejsze mikroorganizmy 
za pomocą tzw. ekstrusomów, które umożliwiają im 
chwytanie i unieruchomienie ofiary, a następnie wysy-
sanie jej zawartości. Z kolei młode orzęski przyczepiają 
się do powierzchni stałych, tracąc swoje rzęski i w tej 
formie odżywiają się również poprzez czułki przypo-
minające ekstrusomy [47, 53]. Generalnie pierwotniaki 
żerują na mikroorganizmach mniejszych (komórki 
o  objętości <0,1 μm–3) lub podłużnych [43]. Zazwy-
czaj preferowaną przez nie wielkość komórki, którą 
pochłaniają, bakterie osiągają tuż przed podziałem 
i to one są najefektywniej eliminowane ze środowiska 
przez pierwotniaki. Ponadto drapieżniki te wykazują 
dużo większą preferencję konsumpcji bakterii aktyw-
nych metabolicznie w stosunku do form martwych lub 
„uśpionych”, przez co regulują one zarówno liczbę bak-
terii występujących w środowisku, jak i stosunek liczby 
komórek aktywnych metabolicznie do liczby komórek 
nieaktywnych oraz ilość komórek małych i dużych, 
ale także obecność różnych morfotypów w populacji 
bakterii mniejszych [33].

5.  Drapieżniki bakterii a biofilm

Mikroorganizmy w środowisku naturalnym mogą 
występować w postaci wolnej jako tzw. plankton, choć 
często wykazują tendencję do adsorpcji na granicy faz 
ciało stałe – ciecz, ciecz – gaz czy ciecz – ciecz. Two-
rząc skupiska w postaci biofilmu mogą one przylegać 
zarówno do stałych powierzchni abiotycznych lub 
biotycznych – komórek innych organizmów. Biofilm 
jest tworem wielokomórkowym, przy czym mikro-
organizmy wchodzące w jego skład mogą należeć do 
jednej, bądź wielu różnych grup systematycznych 
–  bakterii, archeonów, grzybów czy pierwotniaków, 
i mogą to być zarówno organizmy niechorobotwórcze, 
jak i patogenne [13, 32, 45]. Biofilm tworzy swojego 
rodzaju wysoce zorganizowany układ biologiczny, 
w  którym mikroorganizmy tworzą skoordynowaną 
dynamiczną strukturę, a ich komórki komunikują 
się ze sobą i kooperują w procesie rozkładu substan-
cji oraz pozyskiwania energii. Zdolność kolonizacji 
powierzchni stałych mikroorganizmy zawdzięczają 
właściwościom adhezyjnym, natomiast cały biofilm 
stabilizowany jest dzięki polimerycznym substancjom 
wchodzącym w skład ściany komórkowej lub wydzie-
lanym pozakomórkowo, jako tzw. EPS (extracellular 
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polymeric substances). Jednocześnie komórki drobno-
ustrojów wchodzących w skład biofilmu wykazują spe-
cjalizację do pełnienia różnych funkcji oraz wykazują 
inne cechy niż te same komórki występujące w postaci 
wolnej. Konsorcja komórek mikroorganizmów zgru-
powane w  biofilm są dzięki temu chronione przed 
niekorzystnymi czynnikami środowiskowymi, w tym 
przed drapieżnikami, ale również forma taka stwarza 
zdecydowanie łatwiejszy dostęp do związków odżyw-
czych. Ponadto prawidłowe funkcjonowanie biofilmu 
jest możliwe między innymi dzięki zjawisku quorum 
sensing. Mechanizm ten oparty jest na produkcji cząstek 
sygnalnych przez komórki występujące w biofilmie i ich 
swobodnej dyfuzji do innych komórek w jego obrębie, 
które dzięki odpowiednim receptorom są w  stanie 
reagować na dany bodziec. Sposób, w jaki mikroor-
ganizmy grupują się i funkcjonują w postaci biofilmu, 
może więc przypominać prymitywny organizm, jed-
nak to zapewnia im często możliwość funkcjonowania 
w warunkach, w których jako pojedyncze komórki nie 
miałyby możliwości przeżyć [13, 32]. W środowisku 
biofilm jest powszechny i co więcej, bierze aktywny 
udział w wielu procesach mikrobiologicznych tj. samo-
oczyszczanie się wód powierzchniowych, podziemnych 
czy gruntowych, dzięki obecności wielu mikroorgani-
zmów zapewniających prawidłowe procesy rozkładu. 
Z  drugiej jednak strony mikroorganizmy tworzące 
biofilm mogą być także źródłem rozprzestrzeniania się 
patogenów, a także strat w gospodarce, poprzez koloni-
zację powierzchni roboczych i urządzeń medycznych 
oraz przemysłowych, a nawet produktów spożywczych. 
Mikroorganizmy chorobotwórcze zdolne do tworzenia 
biofilmu są często przyczyną groźnych chorób ludzi, 
zwierząt oraz roślin i takie skupiska drobnoustrojów 
w postaci biofilmów są bardziej oporne na działanie 
związków przeciwdrobnoustrojowych czy czynników 
fizykochemicznych, co sprawia, że walka z nimi jest 
dużo trudniejsza [32, 45].

Badania wykazały, że Bdellovibrio bacteriovorus 
również wpływa na tworzenie biofilmu bakterii, jako 
że jego obecność nie tylko istotnie wpływa na jego 
formowanie, ale fizycznie zaburza strukturę biofilmu 
i przesuwa równowagę populacji mikroorganizmów 
z  formy osiadłej, prowadząc do uwolnienia pojedyn-
czych komórek do środowiska. Wykazano również 
zdolność wnikania tych drapieżników w głąb biofilmu 
i niszczenia bakterii w nim występujących, co odróżnia 
bakterie z grupy BALO od bakteriofagów czy pierwot-
niaków. Bakterie te są zdolne do produkcji i wydziela-
nia olbrzymiej ilości enzymów hydrolitycznych, w tym 
proteolitycznych i nukleolitycznych, wykorzystywanych 
do wydajnego niszczenia struktur komórkowych ofiary. 
Ze względu na to, że bakterie te żywią się bakteriami 
Gram-ujemnymi, oddziałując na biofilm w znacznym 
stopniu wpływają na skład całej populacji mikroorga-

nizmów tworzących tę strukturę, choć mogą również 
doprowadzić do jego całkowitego niszczenia [17, 44, 
45]. Co więcej bakterie z grupy BALO są w stanie żywić 
się martwymi i nieaktywnymi komórkami bakterii, 
co sprawia, że bakterie uśpione w biofilmie, są nadal 
celem ataku, mimo iż mogą być niewrażliwe na infekcje 
fagowe czy antybiotyki, których efekt działania zależny 
jest od możliwości wzrostu i rozmnażania się komórki 
bakteryjnej [17, 45].

6.	 Mechanizmy obronne bakterii oraz ich interakcje
	 z drapieżnikami

Jak wykazano, komórki bakteryjne nie są całko-
wicie bezbronne w walce z drapieżnikami, jako że 
powszechne jest pojawianie się w środowisku mutan-
tów bakteryjnych opornych na obecne w środowisku 
drapieżniki, a nadto bakterie wykształciły różne mecha-
nizmy umożliwiające im uniknięcie ataku [26, 41]. 
W warunkach naturalnych konsorcja bakterii tworzące 
biofilm z jednej strony mają ułatwiony dostęp do sub-
stancji odżywczych oraz są chronione przed niekorzyst-
nymi warunkami zewnętrznymi, w tym przed działa-
niem środków przeciwdrobnoustrojowych, a  także 
struktura ta chroni je przed atakami drapieżników [32, 
42, 45, 57]. W przypadku obrony bakterii przed fagami 
i bakteriami z grupy BALO, głównie wykorzystywany 
jest mechanizm „maskowania”, polegający na zmien-
ności cząsteczek LPS oraz białek na powierzchni ściany 
komórkowej bakterii, co zapobiega ich rozpoznaniu 
przez drapieżniki [5, 7, 20]. 

W przypadku fagów przyjmuje się, że obrona bak
terii przed nimi obejmuje cztery mechanizmy, a miano-
wicie: (1) blokowanie przylegania faga do powierzchni 
komórki poprzez zmiany w eksponowanych na po- 
wierzchni receptorach i tworzenie biofilmu, (2) bloko-
wanie wprowadzania materiału genetycznego faga do 
komórki poprzez zmiany w budowie ściany i nabycie 
oporności na lizyny fagowe, (3)  występowanie sys-
temu restrykcji-modyfikacji, który degraduje mate-
riał faga po wniknięciu do komórki gospodarza oraz 
(4) infekcja poronna polegająca na samobójczej śmierci 
komórki uniemożliwiając w ten sposób replikację 
faga [3, 57]. Znany jest również system CRISPR-Cas, 
który w  komórkach bakteryjnych pełni rolę swo-
jego rodzaju „adaptacyjnego układu odpornościo-
wego komórek prokariotycznych” na poziomie kwa-
sów nukleinowych. W jego skład wchodzą sekwencje 
CRISPR (clustered regularly interspaced short palin­
dromic repeats) oraz geny kodujące enzymy z grupy 
Cas, położone w pobliżu CRISPR (CRIPSR associated 
sequences). Enzymy z grupy Cas odpowiedzialne są za 
mechanizm regulacji oporności i dzięki nim podczas 
infekcji fagowej obce DNA jest trawione, a następnie 
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uzyskane fragmenty wbudowane są do sekwencji 
CRISPR, jako nowe sekwencje łącznikowe. System ten 
funkcjonuje analogicznie do systemu interferencyj-
nego RNA w komórkach organizmów eukariotycznych, 
przez co wprowadzone do genomu bakterii sekwencje 
DNA fagowego nadają im trwałą oporność na koleją 
infekcję tym fagiem [3, 24].

Wykazano, że bakteriofagi i bakterie z grupy BALO 
występujące w tym samym środowisku, mogą atako-
wać bakterie z tego samego gatunku, a nawet te same 
komórki (koinfekcja) [11, 54]. Nie ma jednak dowodów 
na to, jakoby wnikanie jednego z tych dwóch czynni-
ków warunkowane było obecnością drugiego. Hipo-
tetyczny przebieg koinfekcji przedstawiono w oparciu 
o znajomość cyklu życiowego bakterii z grupy BALO 
oraz stwierdzoną obecność cząstek fagowowych wystę-
pujących w bdelloplaście. Przypuszcza się, że w pierw-
szej kolejności komórka bakteryjna jest atakowana 
przez bakteriofaga, który zaczyna replikować i  two-
rzyć potomne cząstki fagowe wykorzystując aparat 
metaboliczny gospodarza, przy czym obecność tego 
faga w komórce bakteryjnej nie wyklucza jej z  puli 
komórek, które mogą zostać zaatakowane przez bak-
terie z grupy BALO. Kiedy do komórki bakteryjnej 
wnika komórka BALO, dochodzi do wyłączenia meta-
bolizmu komórki atakowanej, a następnie drapieżnik 
pożywia się jej zawartością. Stan taki powoduje ogra-
niczenie, a nawet zatrzymanie replikacji faga w zainfe-
kowanej komórce, przy czym bakteria z grupy BALO 
może kontynuować wzrost i  rozmnażanie, nie będąc 
wrażliwa na obecnego w bakterii faga, co kończy się 
lizą komórki ofiary i uwolnieniem zarówno komórek 
BALO, ale także powstałych cząstek fagowych. Dodać 
należy, że fagi wydajniej replikują w komórkach bakte-
ryjnych będących w fazie szybkiego wzrostu, natomiast 
bakterie z grupy BALO lepiej rosną na hodowli bakte-
ryjnej w fazie stacjonarnej [11, 54]. Stwierdzono rów-
nież, że wzrost liczby komórek BALO wzrasta z liczbą 
komórek bakterii [26], przy czym podczas rywalizacji 
o pożywienie, bakterie z grupy BALO mają przewagę 
w stosunku do komórek ofiary, która ma ograniczony 
dostęp do związków odżywczych i rośnie wolniej. 
W przypadku koinfekcji bakterii przez faga i komórkę 
BALO stan ten może być korzystny dla obu stron, ale 
ma też swoje konsekwencje. Bdelloplasty, powstałe po 
wniknięciu drapieżnika z grupy BALO do komórki 
bakteryjnej, stanowią ochronę przed niekorzystnymi 
warunkami zarówno dla bakterii z grupy BALO, jak 
i  dla faga, choć drapieżcy rywalizują o tego samego 
gospodarza. Taką rywalizację można by określić jako 
„konkurencyjny sojusz” [11]. Jednocześnie wykazano, 
że bakterie z grupy BALO tj. Bdellovibrio bacteriovorus 
[1, 22, 29] są wrażliwe na pewną grupę bakteriofagów 
(bdellofagów), przy czym niektóre bdellofagi są w stanie 
namnażać się jedynie w tzw. układzie potrójnym (three­

-membered system) składającym się z faga, bakterii dra-
pieżnej i jej ofiary [29, 49]. Bdellofagi te przyłączają się 
do ściany komórkowej swojego gospodarza, przy czym 
po wprowadzeniu swojego materiału genetycznego do 
jego wnętrza, komórka Bdellovibrio spp. traci zdolność 
ruchu, co sprawia, że po kilku minutach od infekcji 
uniemożliwione jest jej przyłączanie do swojej ofiary. 
Jednocześnie zauważono, że po wniknięciu bdellofaga 
do komórki Bdellovibrio spp. przyłączonej już do swojej 
ofiary, nadal może dochodzić do penetracji komórki 
drapieżnej. Wykazano [29], że bdellofagi przyłączają 
się do powierzchni bakterii drapieżnej w momencie jej 
wnikania do zaatakowanej komórki, a po wprowadze-
niu swojego materiału genetycznego puste kapsydy są 
usuwane podczas przenikania Bdellovibrio spp. przez 
ścianę komórkową bakterii. Po wniknięciu do wnętrza 
zainfekowana komórka Bdellovibrio spp. nie wydłuża 
się i nie dzieli tak, jak komórka niezainfekowana bdello-
fagiem, przy czym w obu przypadkach komórka ofiary 
w efekcie końcowym jest lizowana, co pozwala na uwol-
nienie nowopowstałych cząstek bdellofaga. 

Rozważając zależność między bakteriami a  bak
teriofagami warto zauważyć, że niekiedy wchodzą one 
w korelacje oparte na lizogenii, odnosząc tym samym 
obopólne korzyści. Wykazano, że infekcje fagowe 
mogą wzmagać metabolizm komórki bakteryjnej, jej 
oporność, rozprzestrzenianie się, co może kształtować 
w pozytywnym aspekcie proces ewolucji [50]. Bakte-
riofagi integrując się z genomem gospodarza mogą nie 
tylko rozprzestrzeniać się, ale także nabywać nowych 
cech genetycznych, przez co uczestniczą w horyzontal-
nym transferze genów, niosąc niekiedy korzystne geny 
dla komórki bakteryjnej, a to z kolei w dużym stopniu 
może wpływać na zmienność i tym samym różnorod-
ność bakterii [2, 7, 39, 50]. Wiele bakteriofagów niesie 
geny kodujące enterotoksyny, które w zależności od 
typu faga mogą być produkowane podczas cyklu lizo-
gennego, litycznego po indukcji profaga lub w obu przy-
padkach [2]. Stan taki powoduje, że bakterie wykorzy-
stując profagi jako broń przeciwko żerującym na nich 
pierwotniakom, stanowią nową formę obrony przed 
drapieżnikami [2, 7, 39]. Mechanizm ten został opisany 
na przykładzie komórek Escherichia coli i Corynebacte­
rium diphtheriae, produkujących odpowiednio toksynę 
Shiga (Stx) i toksynę błoniczą (Dtx), które kodowane 
są przez geny występujące w genomie profaga. Podczas 
ataku na bakterie, drapieżne pierwotniaki z  rodzaju 
Tetrahymena wydzielają nadtlenek wodoru uszka-
dzający komórki bakteryjne, jednocześnie powodując 
indukcję profaga w komórkach bakteryjnych będących 
w otoczeniu drapieżnika. W przypadku pierwotniaków 
z rodzaju Tetrahymena obie toksyny tj. Stx i Dtx, po 
uwolnieniu do środowiska są zdolne do wiązania się 
z odpowiednimi receptorami na powierzchni komórki 
drapieżnika, a wnikając do jego wnętrza prowadzą do 
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śmierci, tym samym chroniąc pozostałą część populacji 
zaatakowanych bakterii [2, 39, 35]. Jednak, co ciekawe, 
w przypadku pierwotniaków z rodzaju Acanthamoeba, 
na powierzchni ich komórek nie wykryto receptorów 
dla toksyn Stx i  Dtx. Toksyny te powodują śmierć 
drapieżnika wyłącznie po pochłonięciu przez niego 
bakterii niosących geny tych toksyn, co powoduje, że 
bakterie te zachowują się jak „koń trojański”, niszcząc 
drapieżnika od wewnątrz. Dzięki takiej strategii moż-
liwe jest wykorzystanie profaga do walki z drapieżnymi 
pierwotniakami nawet, jeżeli nie są one wrażliwe na 
obecność produkowanych przez bakterie toksyn w śro-
dowisku. Co więcej, badania wykazały, że pochłonięte 
bakterie niezdolne do produkcji toksyn są w  stanie 
przeżyć wewnątrz Acanthamoeba, co z kolei sugeruje, 
że pierwotniak ten może również pełnić rolę ochronną 
dla bakterii, a jednocześnie być ich wektorem [2, 39].

W przypadku pierwotniaków, jednym z  wyko
rzystywanych mechanizmów obrony przez komórki 
bakterii przed ich atakiem jest formowanie struktur 
wielokomórkowych i biofilmu, bądź zmiany morfo
logii komórki poprzez jej zwiększanie, co w  znacz-
nym stopniu utrudnia pochłonięcie ofiary [4, 5, 7, 
20, 33, 43, 51]. Dlatego też gatunki bakterii wykazu-
jące tzw. polimorfizm komórkowy, czyli genetyczne 
możliwości tworzenia ekstremalnie dużych lub ma- 
łych komórek, są lepiej przystosowane do środowisk, 
w  których obserwuje się silną presję pokarmową ze 
strony pierwotniaków [33]. Innym sposobem ochrony 
bakterii przed drapieżnymi pierwotniakami jest ten-
dencja do zwiększania ruchliwości komórki potencjal-
nej ofiary w połączeniu ze zmniejszeniem jej rozmia-
rów, co także utrudnia jej schwytanie. Obserwuje się 
także uwalnianie toksyn przez zaatakowane komórki 
bakteryjne, co powoduje lizę komórki pierwotniaka 
i uwolnienie jej zawartości, w rezultacie stanowiąc 
dodatkowe źródło związków odżywczych dla bakterii 
[4, 5, 7, 20, 43, 51]. Wykazano również, że niektóre bak-
terie wytwarzają związki barwne takie jak wiolaceina, 
która znacznie obniża liczbę pierwotniaków żerujących 
na populacji tych bakterii. Produkowana wiolaceina 
indukuje u pierwotniaków proces podobny do apop-
tozy występującej w  komórkach organizmów wielo-
komórkowych, co potwierdzono na liniach komórek 
ssaczych, w których związek ten aktywował apoptozę 
badanych komórek, co może mieć w przyszłości duże 
znaczenie terapeutyczne [43]. 

7.  Praktyczne wykorzystanie drapieżników bakterii

Drapieżne bakterie, które żerują na innych bakte-
riach oraz produkują związki przeciwbakteryjne mogą 
być doskonałym źródłem nowych antybiotyków [8, 
10, 12]. Badania nad możliwością wykorzystania bak-

terii z grupy BALO wskazują na ich wysoki potencjał 
w  walce z mikroorganizmami patogennymi (w  tym 
antybiotykoopornymi) dla ludzi oraz zwierząt. Wyka-
zano, że opracowywanie nowych strategii do walki 
z patogenami z wykorzystaniem bakterii drapieżnych, 
analogicznie jak stosowanie bakteriofagów, może być 
naturalną bronią przeciwko tym mikroorganizmom. 
Ponadto, podobnie jak fagi, bakterie z grupy BALO nie 
mają negatywnego wpływu na komórki eukariotyczne 
[9, 12, 17, 21, 23, 38, 44, 57]. Badania prowadzone nad 
wpływem Bdellovibrio bacteriovorus na infekcję oka 
wywołaną przez Shigella flexneri u  królika wykazały, 
że bakterie drapieżne są w stanie w znacznym stopniu 
ograniczyć, a nawet cofnąć zakażenie wywołane tym 
patogenem. Również analizując odchody zwierząt 
domowych wykazano zależność między ich stanem 
zdrowia a ilością izolowanych bakterii z grupy BALO. 
Wykazano, że w próbach pochodzących od zwierząt 
z infekcjami jelitowymi lub płucnymi występuje znacz-
nie niższa ilość bakterii drapieżnych, co wskazuje na 
istotny wpływ tych bakterii na „kondycję” przewodu 
pokarmowego oraz ich znaczenie w kontroli patogen-
nych enterobakterii tj. Pseudomonas spp., Pasteurella 
spp. czy Campylobacter spp. [52, 58]. Ponadto dowie-
dziono, że mikroorganizmy z grupy BALO żerują rów-
nież na bakteriach patogennych dla człowieka. Badania 
wykazały, że Bdellovibrio bacteriovorus atakuje bakterie 
patogenne z rodzajów Acinetobacter spp., Aeromonas 
spp., Bordetella spp., Burkholderia spp., Citrobacter spp., 
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Listonella spp., Morga­
nella spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., Salmonella 
spp., Serratia spp., Shigella spp., Spirillum spp., Vibrio 
spp.czy Yersinia spp. [17]. Słabszą stroną wykorzysta-
nia bakterii z grupy BALO jest fakt, że nie wykazują 
one zdolności atakowania i żerowania na bakteriach 
Gram-dodatnich, które stanowią dużą grupę bakterii 
patogennych dla człowieka. Jednak udowodniono [44], 
że bakterie z grupy BALO wydzielając zewnątrzkomór-
kowe enzymy tj. proteazy/peptydazy i inne hydrolazy 
niezbędne w procesie niszczenia makromolekuł swojej 
ofiary, są jednocześnie zdolne do hamowania formo-
wania się biofilmu bakterii Gram-dodatnich takich 
jak Staphylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis. 
Co więcej, wydzielane enzymy mogą obniżać również 
wirulencję patogennych bakterii S. aureus czy Listeria 
monocytogenes [44] poprzez hydrolizę białek wystę-
pujących na ich powierzchni, będących czynnikami 
wirulencji. Inne badania prowadzone w  kierunku 
wykorzystania bakterii drapieżnych sprawiają, że roz-
waża się również opcję zastosowania ich nie tylko jako 
alternatywę dla antybiotyków, ale również jako ewen-
tualne probiotyki, które mogłyby chronić makroorga-
nizm m.in. przed mikroorganizmami patogennymi 
[17, 45]. Jednocześnie warte zastanowienia się jest 
stosowanie podejścia dwubiegunowego, gdzie bakterie 
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z grupy BALO mogłyby być stosowane w połączeniu 
np. z antybiotykami, związkami chemicznymi, czynni-
kami fizycznymi, a nawet innymi drapieżnikami bak-
terii, głównie w celu zwiększenia wydajności usuwania 
biofilmów, czy zwalczania patogenów [45]. Wykazano 
także, że bakterie drapieżne np. Bdellovibrio bacterio­
vorus mogłyby znaleźć zastosowanie przy kontrolowa-
niu i usuwaniu biofilmów występujących w środowisku, 
dzięki czemu mogłyby być z powodzeniem wykorzy-
stane przy niwelowaniu niepożądanych bakterii z natu-
ralnych zbiorników wodnych, zbiorników do hodowli 
ryb, a nawet ścieków [17, 44, 45, 58, 59]. Zakłada się, że 
dzięki mikroorganizmom drapieżnym oraz bakteriofa-
gom możemy w znacznym stopniu usprawnić niektóre 
procesy technologiczne oraz ograniczyć ilość patogen-
nych bakterii, które mogą zagrażać człowiekowi, zwie-
rzętom czy roślinom [25]. 

8.  Podsumowanie

Reasumując można stwierdzić, że drapieżnictwo 
wśród mikroorganizmów, mimo iż jest stosunkowo 
słabo poznane, to nie ma wątpliwości, że ma znaczący 
wpływ na mikroorganizmy występujące w środowisku 
[5, 7, 11]. Obecnie coraz więcej bakterii patogennych 
jest opornych na stosowane antybiotyki, co wiąże się 
z koniecznością poszukiwania nowych związków prze-
ciwdrobnoustrojowych i metod walki z  tymi mikro-
organizmami, a także poszukiwania alternatywy dla 
antybiotyków i chemioterapeutyków. Stąd uważa się, 
że bardzo ważnym elementem w tej walce jest natura, 
jako źródło nowych leków i związków przeciwdrob-
noustrojowych. Przykładem mogą być drapieżniki 
bakterii, które żerują na nich oraz naturalnie pro-
dukują związki przeciwbakteryjne, a więc mogą być 
doskonałym źródłem nowych antybiotyków [8, 10]. 
Co więcej, ze względu na różny zakres atakowanych 
komórek bakteryjnych, rodzaj usuwanych bakterii 
przez drapieżniki może być bardzo specyficzny lub 
polegający na ograniczeniu ogólnej ich liczby. Stosując 
bakteriofagi i wykorzystując ich wysoką specyficzność 
w stosunku do gospodarza, można eliminować bakterie 
należące do konkretnej grupy taksonomicznej. Bakte-
rie drapieżne z kolei atakują przede wszystkim bakte-
rie Gram-ujemne niekoniecznie należące do tej samej 
grupy systematycznej. Wykorzystanie pierwotniaków 
natomiast prowadzi do usuwania ogólnej liczby bakterii 
w środowisku. Również o wyborze drapieżnika mogą 
decydować warunki środowiska oraz stadium rozwo-
jowe eliminowanych bakterii [25].

Badania nad możliwością wykorzystania bakte-
rii z  grupy BALO wskazują na ich wysoki potencjał 
w  walce z patogenami u zwierząt, a w przyszłości 
również u ludzi [9]. Dlatego też sugeruje się opraco-

wywanie nowych strategii przeciwdrobnoustojowych, 
wykorzystujących do walki z patogenami, w tym anty-
biotykoopornymi, bakterii drapieżnych oraz bakte-
riofagów będących naturalną bronią przeciwko tym 
mikroorganizmom, a jednocześnie nieuszkadzających 
komórek eukariotycznych [12]. Stąd zakłada się, że wie-
dza o zależnościach między organizmami w środowisku 
naturalnym może być nieocenionym źródłem zarówno 
informacji na temat ich koegzystencji, jak również 
źródłem mikroorganizmów i związków przez nie pro-
dukowanych, które mogłyby w przyszłości być wyko-
rzystane w walce z drobnoustrojami zarówno patogen-
nymi, jak i zakażającymi hodowle mikroorganizmów 
wykorzystywanych w procesach biotechnologicznych. 
Ponadto ważnym elementem może być także pozyski-
wanie enzymów i biokatalizatorów dla biotechnologii 
pochodzących z mikroorganizmów drapieżnych, bakte-
riofagów czy pierwotniaków [17, 41]. Zauważyć należy, 
że coraz częściej podejmowane są próby wykorzystania 
drapieżników bakterii w różnych gałęziach przemysłu, 
poczynając od wspomnianej alternatywy dla antybio-
tyków, przez utrzymanie czystości hodowli przemy-
słowych, do oczyszczania zbiorników wodnych oraz 
ścieków [9, 17, 23, 59]. Duży udział drapieżników bak-
terii w regulacji liczby i składu populacji mikroorganiz
mów może mieć istotne znaczenie już teraz w ochronie 
środowiska, w tym przy oczyszczaniu ścieków [19, 25, 
59]. Stąd badania prowadzone w tym kierunku wydają 
się mieć ogromny potencjał zarówno poznawczy, jak 
i biotechnologiczny.
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1.  Wstęp

Łańcuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain 
reaction; PCR) pozwala na amplifikację oraz detekcję 
określonego fragmentu kwasu nukleinowego, co znala-
zło zastosowanie w wielu dziedzinach nauki. Technika 
ta została opracowana w latach 80.  XX  wieku przez 
K a r y’e g o  M u l l i s a  [29], który w 1993 r. otrzy- 
mał za jej odkrycie Nagrodę Nobla. W  roku  1992 
H i g u c h i  i  wsp. stworzyli system pozwalający na 
wykrywanie produktów w czasie ich akumulacji, gdzie 
do mieszaniny reakcyjnej dodano bromek etydyny, 
który interkalował między powielone fragmenty dwu-
niciowego DNA. Próbki naświetlane były promienio-
waniem UV, a poziom otrzymanej fluorescencji wykry-
wano po każdym cyklu reakcji za pomocą kamery 
CCD połączonej z komputerem [15]. W ten sposób po 
raz pierwszy przeprowadzono PCR z analizą w czasie 
rzeczywistym (real-time PCR; qPCR). Real-time PCR 
pozwala na szybkie wykrywanie oraz powielanie kwa-
sów nukleinowych, a także obserwację przebiegu reakcji 
w czasie jej trwania. Technika ta w oparciu o dane krzy-
wej wzorcowej fluorescencji, pozwala także na ozna-
czenie liczby kopii wirusa w mieszaninie na początku 

reakcji (ilościowy real-time PCR) [47]. Możliwość prze-
prowadzenia oznaczeń ilościowych znalazła szerokie 
zastosowanie w naukach przyrodniczych, w tym także 
w wirusologii. Dzięki temu qPCR jest cennym narzę-
dziem diagnostycznym dającym możliwość przewidy-
wania stanu zakażenia, identyfikację różnych etapów 
wirusowego zakażenia czy monitorowanie skuteczności 
zastosowanej terapii przeciwwirusowej [24, 27, 37, 46]. 

2. Sposoby detekcji wykorzystywane w real-time PCR

Analiza przyrostu produktu w czasie rzeczywistym 
możliwa jest dzięki zastosowaniu odpowiednich barw-
ników lub sond fluorescencyjnych. Aparat, w którym 
przeprowadzana jest reakcja mierzy zmiany we fluores
cencji badanej próbki podczas każdego cyklu amplifika- 
cji. Emisja sygnału fluorescencji jest proporcjonalna do 
ilości produktu powstałego w każdym cyklu reakcji, a tym 
samym do ilości matrycy. Na początkową ilość DNA 
wskazuje pierwszy znaczący wzrost emisji fluorescencji 
przekraczający zdefiniowany próg (threshold cycle; Ct). 
Im większa wyjściowa liczba kopii amplifikowanego 
DNA, tym niższa wartość progowa cyklu [45, 47].
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W powszechnym użyciu są zarówno swoiste sondy 
oraz nieswoiste barwniki fluorescencyjne. Do tych 
ostatnich należą związki, które po wniknięciu między 
dwuniciowe fragmenty DNA emitują fluorescencję. 
Początkowo stosowany barwnik nieswoisty – bro-
mek etydyny – został zastąpiony przez bezpieczniej-
szą w  użyciu pierwszą generację barwników takich, 
jak: jodek propidyny, SYBR Green I® czy też BEBO, 
z których najczęściej wykorzystywany jest wciąż SYBR 
Green I®. Barwnikami nieswoistymi drugiej genera-
cji są fluorochromy umożliwiające analizę krzywych 
topnienia o wysokiej rozdzielczości (high resolution 
melting; HRM), do których należą związki znane 
pod handlowymi nazwami EvaGreen®, ResoLight, LC 
Green® czy SYTO 9. W przeciwieństwie do wcześniej-
szych barwników niespecyficznych, związki te wysycają 
niemal w  100% dsDNA bez wpływu na efektywność 
amplifikacji, a co za tym idzie umożliwiają wykrycie 
nawet pojedynczo nukleotydowych mutacji w obrębie 
amplifikowanej sekwencji [41, 47].

Test real-time PCR z użyciem barwników nieswo-
istych jest tani i łatwy do modyfikacji z konwencjo-
nalnej techniki PCR, zaś wynik reakcji nie jest uzależ-
niony od sekwencji kwasu nukleinowego, natomiast 
w zależności od długości amplifikowanego produktu 
otrzymuje się mniej lub bardziej intensywny sygnał 
fluorescencji [46]. Wadą opisywanych związków, 
zwłaszcza pierwszej generacji, jest jednak możliwość 
wnikania między produkty niespecyficzne lub dimery 
starterów, w  wyniku czego możliwe jest uzyskanie 
wyników fałszywie dodatnich, zwłaszcza przy małych 
ilościach matrycowego DNA [2, 10]. Po zakończeniu 
reakcji z użyciem barwników nieswoistych należy prze-
prowadzić analizę krzywej topnienia produktu reakcji. 
Podczas tej analizy próbki są podgrzewane przy jed-
noczesnym pomiarze fluorescencji. Gwałtowny spadek 
fluorescencji następuje przy denaturacji dwuniciowego 
DNA, a temperatura topnienia jest uwarunkowana dłu-
gością kwasu nukleinowego oraz zawartością par zasad. 
Sekwencje niespecyficzne będą ulegały denaturacji 
w  innej temperaturze niż docelowy produkt reakcji. 

Zważywszy na niską specyficzność, ten wariant real-
-time PCR nie powinien być wykorzystywany w ruty-
nowej diagnostyce chorób zakaźnych [10, 25]. 

Sondy swoiste są wyznakowanymi fluorescencyjnie 
oligonukleotydami komplementarnymi do amplifiko-
wanych fragmentów DNA, wobec czego emisja fluo
rescenji możliwa jest wyłącznie w obecności swoistej 
matrycy [47]. Dostępne są różne rodzaje sond oligo-
nukleotydowych, w zależności od użytego systemu 
ich znakowania. Najczęściej stosowane sondy hydro-
lizujące typu TaqMan® wyznakowane są na końcu 5’ 
fluorochromem (reporterem; R), natomiast na końcu 
3’ wygaszaczem (quencher; Q). Bliska obecność wyga-
szacza w  natywnej formie sondy pochałania energię 
fluorescencji barwnika reporterowego. Jeżeli w  mie-
szaninie reakcyjnej znajduje się swoisty produkt PCR, 
następuje hybrydyzacja sondy do komplementarnej 
nici DNA. Podczas wydłużania produktu reakcji sonda 
ulega degradacji przez zmodyfikowaną polimerazę Taq 
o własnościach 5’-egzonukleazy, w wyniku czego fluo
rochrom zostaje oddzielony od wygaszacza. Proces ten 
powoduje emisję fluorescencji, której natężenie mie-
rzone jest po każdym cyklu reakcji [10, 26, 47].

Sondy hybrydyzujące (HybProbes®) stanowią układ 
dwóch oligonukleotydów komplementranych do tej 
samej nici DNA. Sondy te hybrydyzują w bliskiej odle-
głości od siebie, gdyż dzieli je około 10 nukleotydów 
[26, 47]. Pierwsza z sond znakowana jest na końcu 3’ 
fluoresceiną (FITC), zaś druga na końcu  5’ jednym 
z barwników z serii LightCycler Red. Sondy te są tak 
zaprojektowane, by podczas etapu wydłużania wiązały 
się z produktem PCR w niewielkiej odległości od sie-
bie, dzięki czemu po wzbudzeniu FITC na końcu  3’ 
pierwszej sondy energia fluorescencji jest przekazywana 
na fluorochrom końca 5’ drugiej sondy. Zjawisko to, 
określane jako transfer energii fluorescencji (FRET), 
powoduje wzbudzenie barwnika LightCycler Red 
i emisję światła o  innej długości fali, która następnie 
jest wykrywana przez detektor termocyklera. Sondy 
typu HybProbes® pozwalają na wyznaczenie krzywej 
topnienia amplifikowanego produktu i określenie jego 

Ryc. 1. Wzrost fluorescencji próbki podczas amplifikacji w czasie 
rzeczywistym (obserwacje własne)

Ryc. 2.  Schemat działania barwników nieswoistych
[wg 26, 45 – zmienione]
hV – promieniowanie UV
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temperatury topnienia, jednak ze względu na kłopo-
tliwy proces optymalizacji warunków reakcji oraz ogra-
niczenia patentowe są stosunkowo rzadko wykorzysty-
wane w testach komercyjnych [10, 26, 47].

Sondy o kształcie szpilki do włosów (Molecu-
lar Beacons®) posiadają odpowiednio wyznakowane 
reporterem i wygaszaczem komplementarne do siebie 
końce 3’ i 5’, a komplementarny do produktu PCR frag-
ment środkowy tworzy jednoniciową pętlę. W  obec-
ności swoistej matrycy sonda ulega hybrydyzacji do 
fragmentu docelowego, co powoduje jej linearyzację 
oraz rozdzielenie cząsteczek reportera i wygaszacza 
w wyniku czego po wzbudzeniu obserwuje się emisję 
fluorescencji [26, 47]. 

Sondami specyficznymi są także rzadziej używany 
układ starterów/sond typu SCORPIONSTM, kwasy 
peptydonukleinowe (Peptide Nucleic Acid; PNA) czy 
też zmodyfikowane sondy typu TaqMan wiążące się 
z mniejszą bruzdą DNA (Minor Groove Binding; MGB) 
[46, 47]. 

3.  Zalety i wady techniki real-time PCR

Choć istnieją inne metody biologii molekularnej 
umożliwiające przeprowadzenie oznaczeń ilościowych, 
większość z nich posiada pewne ograniczenia. Są one 
czasochłonne i pracochłonne, wykazują też niedosta-
teczną czułość, wymagają użycia radioaktywnych izoto-
pów lub są wrażliwe kontaminację produktu. Przykła-
dami takich technik są hybrydyzacja typu Northern czy 
też Southern, PCR-hybrydyzacja-ELISA (PCR-ELHA), 

hybrydyzacja in situ oraz systemy wykorzystujące kla-
syczny PCR z rozdziałem DNA w żelu agarozowym 
[18, 45]. Metoda teal-time PCR ma nad nimi przewagę 
z różnych powodów; przede wszystkim umożliwia prze-
prowadzenie analizy ilościowej kwasów nukleinowych 
w bardzo szerokim zakresie – minimum 7–8 jednostek 
logarytmicznych, co przedkłada się na wysoką czułość, 
pozwalającą na wykrycie nawet kilkunastu kopii bada-
nej sekwencji. Dzięki temu możliwa jest też analiza 
próbek o niewielkiej objętości. Przeprowadzenie reakcji 
w  systemie zamkniętym utrudnia kontaminację pro-
duktu, co minimalizuje ryzyko otrzymania wyników 
fałszywie pozytywnych. Szybkość oraz powtarzalność 
metody są jej kolejnymi zaletami. Wszystko to sprawia, 
że real-time PCR jest metodą coraz cześciej wykorzy-
stywaną zarówno w rutynowej diagnostyce, jak i bada-
niach naukowych. [22, 25]

Real-time PCR posiada jednak pewne ograniczenia: 
jej przebieg może być zakłócony obecnością inhibito-
rów w materiale klinicznym [40]. Przy ocenie ekspresji 
genów bardzo ważna jest jakość wykorzystanej matrycy. 
Nieprawidłowa izolacja wpływa na jakość RNA, co 
warunkuje wiarygodność uzyskanych wyników. Bar-
dzo ważny jest też dobór odpowiedniego enzymu do 
przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji, gdyż jakość 
otrzymanego cDNA będzie ważna dla prawidłowej 
oceny ekspresji [6]. Najważniejszym ograniczeniem 
są jednak błędy ludzkie przy projektowaniu metody. 
Wybór odpowiednich sekwencji sondy i starterów, 
dobór warunków reakcji oraz określenie jej specy-
ficzności powinny być powtórzone wielokrotnie oraz 
zwalidowane. Nieprawidłowości na którymkolwiek eta-
pie projektowania testu mogą powodować otrzymanie 
zafałszowanych wyników [45].

 

4.	Zastosowanie real-time PCR
	 w diagnostyce wirusologicznej

Przez wiele lat diagnostyka wirusologiczna była 
utrudniona ze względu na koszty, pracochłonność oraz 
brak umiejętności personelu w prowadzeniu hodowli 

Tabela I
Zalety i ograniczenia techniki real-time PCR [wg 25, 26, 36, 45, 47]

Zalety Ograniczenia

Eksponencjalny przyrost ilości 
produktu
Możliwość nakładania się widm 
emisji
Ryzyko zahamowania reakcji
przez inhibitory PCR
Błędy przy zaprojektowaniu 
metody

Szeroki zakres oznaczanych 
stężeń
Wysoka czułość
Precyzyjność
Powtarzalność
Minimalne ryzyko kontami-
nacji
Wysoka przepustowość
Szybkość

Ryc. 3. Schemat działania swoistych sond fluorescencyjnycj
a) hydrolizujących, b) hybrydyzujących, c) sond o kształcie szpilki 

do włosów [wg 25, 26, 45 – zmienione]
A – akceptor, D – donor, hV – światło, Q – wygaszacz, P – polimeraza,

R – reporter



78 SYLWIA RYNANS, SZYMON WALTER DE WALTHOFFEN, TOMASZ DZIECIĄTKOWSKI, GRAŻYNA MŁYNARCZYK

komórkowych, których wykorzystanie było „złotym 
standardem” w  wykrywaniu zakażeń wirusowych. 
Hodowle komórkowe charakteryzowały się stosun-
kowo niską czułością; dodatkowo izolacja niektórych 
wirusów nie była, lub też wciąż nie jest, możliwa. Wyko-
rzystywane do dzisiaj badania serologiczne, wykrywa-
jące wirusowe antygeny czy też swoiste przeciwciała 
w  klasach IgM i IgG, są nieprzydatne we wczesnej 
fazie choroby oraz w detekcji zakażeń u osób z zabu-
rzeniami odporności. Dlatego też wprowadzenie metod 
biologii molekularnej, w  tym real-time PCR, przy- 
czyniło się do znacznej poprawy diagnostyki wiruso- 
logicznej [36].

Technika real-time PCR jest często wykorzystywana 
do diagnostyki wirusowych zakażeń układu oddecho-
wego, ośrdkowego układu nerwowego, zakażeń prze- 
noszonych drogą krwi czy też zakazeń u osób podda-
nych immunosupresji [9]. Przy wielu zakażeniach wiru-
sowych należy przeprowadzić oznaczenia ilościowe, 
które pozwalają na monitorowanie przebiegu zakaże- 
nia oraz skuteczności wdrożonej terapii przeciwwi- 
rusowej [14, 16, 19]. 

Badanie poziomu wiremii przy zakażeniu ludzkim 
wirusem niedoboru odporości (human immunode-
ficiency virus; HIV) jest ważnym elementem kontro-
lującym przebieg terapii. Wzrost wiremii w trakcie 
stosowania leków antyretrowirusowych może świad-
czyć o nabyciu oporności HIV na dany lek oraz pro-
gresji zakażenia, natomiast przy skutecznym działaniu 
leków wiremia jest zazwyczaj niewykrywalna [28]. 
Według rekomendacji Polskiego Towarzystwa Nauko-
wego AIDS, po rozpoczęciu leczenia antyretrowiruso-
wego, badanie HIV RNA powinno być wykonane po 
2–8  tygodniach, po 3 miesiącach, a następnie raz na 
3–6 miesięcy. Uzyskanie wiremii poniżej 400 kopii/ml 
po 3 miesiącach, oraz < 50 kopii/ml po 6 miesiącach 
leczenia uznawane jest za osiągnięcie supresji wiru-
sologicznej. Pojawienie się wykrywalnej wiremii HIV 
w trakcie trwania leczenia jest wskazaniem do przepro-

wadzenia badania lekooporności oraz zmiany terapii 
antyretrowirusowej [16]. 

Terapię wirusowego zapalenia wątroby typu  B 
można rozpocząć m.in. jeżeli poziom DNA wirusa 
zapalenia wątroby typu  B (hepatitis B virus; HBV) 
wynosi powyżej 2 000 IU/ml dla osób HBe(–) i powy-
żej 20 000 IU/mL dla osób HBe(+) [19]. W trakcie 
trwania terapii wymagane jest także monitorowanie 
jej skuteczności poprzez oznaczenia ilościowe HBV 
DNA. Jeżeli po 12  tygodniach od rozpoczęcia lecze-
nia nie dojdzie do zmniejszenia wiremii o minimum 
2 log10 względem wartości wyjściowej należy przer
wać podawanie leków. Jeżeli nastąpi spadek poziomu 
wiremii terapia jest kontynuowana, a oznaczenie HBV 
DNA należy przeprowadzić również w 24 i 48 tygo-
dniu jej trwania. Obniżenie wartości HBV DNA poni-
żej 2 000 IU/ml bezpośrednio po zakończeniu terapii 
można uznać za dobrą prognozę, zważywszy na praw-
dopodobne odległe skutki leczenia interferonem. Osta-
tecznie skuteczność terapii uznaje się przy osiągnięciu 
wartości HBV DNA poniżej progu wykrywalności 
w surowicy (< 15 IU/ml) [19]. Technika multiplex real-
-time PCR wykorzystywana jest również do genoty
powania HBV [36].

Przy wirusowym zapaleniu wątroby typu  C 
(WZW C) oznaczenia ilościowe poziomu RNA wirusa 
zapalenia wątroby typu C (hepatitis C virus, HCV) 
pozwalają na identyfikację pacjentów wymagających 
leczenia, monitorowanie jego przebiegu oraz doku-
mentacje niepowodzeń terapii [3, 14]. Technika real-
-time PCR pozwala także na genotypowanie HCV, 
które należy wykonać obowiązkowo przed rozpoczę-
ciem terapii [13]. Oznaczenie ilościowe należy wykonać 
koniecznie w 12 tygodniu terapii zakażeń genotypem 
1, 4, 5 oraz 6. Brak wykrycia RNA HCV w 12 tygodniu 
leczenia daje 75% szansy na uzyskanie trwałej odpowie-
dzi immunologicznej, natomiast jeżeli nie stwierdza się 
spadku wiremii o minimum 2 log10 względem wartości 
wyjściowej należy wówczas przerwać leczenie. W dal-

Ośrodkowy układ nerwowy	 Płyn mózgowo-rdzeniowy	 CMV, EBV, enterowirusy, HHV-6, HHV-7,
		  HSV, HTLV, wirus wścieklizny
Górne i dolne drogi oddechowe	 Wymaz z nosa lub gardła, popłuczyny	 wirusy grypy, PIV, RSV, HAdV
	 pęcherzykowo-oskrzelowe, aspirat tchawiczy
Spojówki 	 Wymaz z rogówki lub worka spojówkowego	 HSV, HAdV
Zmiany na narządach płciowych	 Wymaz ze zmian bezpośrednich	 HSV, HPV
Zmiany pęcherzykowe na skórze	 Płyn z pęcherzyków	 HSV, VZV
Zapalenie wątroby	 Surowica krwi	 HBV, HCV
Zakażenia u osób poddanych	 Surowica krwi	 BKV, CMV, HAdV, HIV, HTLV, HHV-6 
immunosupresji

Tabela II
Zastosowanie real-time PCR w diagnostyce zakażeń wirusowych [wg 3, 9, 10, 22, 36, 37, 46]

Układ/narządy docelowe Materiał kliniczny Czynnik etiologiczny
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szych tygodniach terapii możliwe jest przeprowadzenie 
oznaczeń ilościowych, jak i jakościowych [11, 14].

Oznaczanie poziomu wiremii jest także powszech-
nym standardem w monitorowaniu zakażeń wiru-
sem cytomegalii (cytomegalovirus; CMV), zwłaszcza 
u pacjentów poddanych przeszczepieniu macierzystych 
komórek krwiotwórczych (haematpoietic stem cell 
transplantation; HSCT). CMV jest jedną z głównych 
przychyn zachorowań oraz zgonów u osób poddanych 
immunosupresji, w tym biorców HSCT [24]. W moni-
torowaniu reaktywacji tego wirusa przez wiele lat jako 
„złoty standard” stosowano ozaczenie antygenu wcze-
snego CMV – fosfoproteiny pp65 (produkt genu UL83 
CMV). Ze względu na pewe ograniczenia tej metody, 
od kilku lat z powodzeniem wykorzystywana jest w tym 
celu technika real-time PCR [12, 24]. Według Zaleceń 
Europejskiej Grupy Przeszczepiania Komórek Hema-
topoetycznych (European Society for Blood and Bone 
Marrow Transplantation; EBMT) u biorców komórek 
krwiotwórczych zalecane jest monitorowanie DNAemii 
dwa razy w tygodniu, co najmniej do setnego dnia po 
zabiegu przeszczepienia [40]. Wykrycie DNA CMV 
w  surowicy pacjenta oraz obserwowanie narastania 
wiremii umożliwia zastosowanie terapii wyprzedzającej 
przed pojawieniem się objawów klinicznych zakażenia. 
Oznaczenia ilościowe umożliwiają także ocenę skutecz-
ności zastosowanej terapii przeciwwirusowej [8, 35].

Technika real-time PCR znalazła również zastoso-
wanie w wykrywaniu oraz genotypowaniu wirusa bro-
dawczaka ludzkiego (human papillomavirus; HPV). 
Ze względu na wagę problemu dostępnych jest obecnie 
wiele testów komercyjnych pozwalających na detekcję 
oraz różnicowanie poszczególnych typów HPV [1]. 
Wykrycie wysokoonkogennych typów wirusa umożli-
wia wczesną identyfikację ryzyka rozwoju raka szyjki 
macicy lub też nowotworów głowy i szyi oraz wczesne 
podjęcie leczenia rozpoznanych zmian [21, 31].

4.	 Wykorzystanie real-time PCR w wirusologicznych
	 badaniach naukowych

W badaniach naukowych technika real-time PCR 
wykorzystywana jest do wykrywania i oznaczania ilości 
genomów wirusów, nie objętych rutynowymi procedu-
rami diagnostycznymi, badania ekspresji wirusowych 
genów czy też do wykrywania mutacji punktowych 
w obrębie genomu wirusów.

Ponieważ większość firm skupia się przede wszyst-
kim na projektowaniu zestawów wykrywających naj-
popularniejsze patogeny wirusowe, jest wciąż duża 
grupa wirusów w odniesieniu do których brak jest na 
rynku stosownych testów diagnostycznych. Istnieje 
wówczas możliwość zaprojektowania, optymalizacji 
czy też walidacji własnej metody opartej na technice 

real-time PCR, wykrywającej sekwencję genetyczną 
konkretnego wirusa. Przykładem może być badanie 
obecności i poziomu wiremii ludzkich adenowirusów 
(HAdV) u pacjentów z zaburzeniami odporności [4, 
33]. Choć kliniczne znaczenie zakażeń HAdV wśród 
osób poddanych immunosupresji zostało wielokrotnie 
opisane, procedury monitorowania DNA adenowiru-
sów nie zostały dotychczas ujęte w schemat postępowa-
nia potransplantacyjnego [34]. Wykorzystanie techniki 
qPCR umożliwia poznanie zmian liczby kopii wirusa na 
mililitr materiału badanego w czasie trwania potencjal-
nego leczenia, na podstawie czego można wnioskować 
o skuteczności zastosowanej terapii [33, 44]. Biorąc 
pod uwagę ilościowy wynik badania łatwiej jest pod-
jąć decyzję o zmniejszeniu dawek leków przeciwwiru-
sowych przy pojawieniu się skutków ubocznych lub 
o zmianie leczenia na skuteczniejsze [27, 44]. 

Podobna zależność istnieje także w przypadku pro-
wadzenia molekularnego nadzoru epidemiologicznego 
nad wirusami grypy, których duża zmienność sprawia, 
że opracowywanie nowych reakcji PCR z nowymi zesta-
wami starterów i sond pozostaje stale aktualną potrzebą 
[37, 39]. Większość dostępnych testów komercyjnych 
skupia się jedynie na rozróżnianiu typów wirusa A i B, 
ewentualnie włączeniu do tego schematu wykrywania 
wyłącznie jednego podtypu wirusa, zwykle A(H5N1) 
lub A(H1N1)pdm09 [30, 38]. Z epidemiologicznego 
punktu widzenia niezbędne jest również wykrywa-
nie pozostałych wariantów wirusa grypy krążących 
w populacji na danym terenie, przy czym testy opra-
cowane samodzielnie w laboratoriach referencyjnych 
mogą mieć zastosowanie zarówno do bezpośredniego 
badania próbek klinicznych, jak i do wstępnej identyfi-
kacji izolowanych szczepów wirusa grypy [17, 39]. 

Analizę ekspresji genu za pomocą metody real-
-time PCR można przeprowadzić na dwa sposoby. 
Sposób bezwzględny pozwala okreslić poczatkową ilość 
matrycy np. liczbę kopii badanego genu w  komórce. 
Amplifikacja matrycy uzyskanej w trakcie odwrotnej 
transkrypcji pozwala określić ilość cDNA w  badanej 
próbie. Jeżeli jednak badamy zmianę ekspresji w obec-
ności różnych czynników lub wprowadzonych genów 
należy przeprowadzić analizę względną, której wynik 
porównywany jest do próby kontrolnej [6]. Docelowy 
gen zostaje powielany w mieszaninie reakcyjnej zawie-
rającej cDNA oraz gen referencyjny (tzw. „housekeeping 
gene”), którgo poziom ekspresji jest stały we wszystkich 
komórkach. Najcześciej wykorzystywanymi genami 
referencyjnymi są ulegające konstytutywnej ekspresji 
geny metabolizmu podstawowego m.in. gen dehydroge-
nazy aldehydu-3-fosfoglicerynowego, gen β-aktyny, gen 
β2-mikroglobuliny oraz geny 18S i 28S rybosomalnego 
RNA [7]. Otrzymany wynik, podawany jako procent 
zmiany eksresji badanego genu w danej próbce w sto-
sunku do przyjętej 100% ekspresji genu referencyjnego 
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w próbce kontrolnej, pokazuje pewien obraz rzeczywi-
stego poziomu transkrypcji w komórce. W wirusologii, 
analiza ekspresji genów jest wykorzystywana do bada-
nia patogenezy zakażeń wirusowych oraz odpowiedzi 
immunologicznej gospodarza na zakażenie [45]. 

Real-time PCR pozwala także na analizę polimor-
fizmu pojedynczych nukleotydów (Single Nucleotide 
Polymorphism; SNP). Do wykrywania pojedynczych 
zmian wykorzystuje się analizę HRM, która polega na 
monitorowaniu zachowania wcześniej zamplifikowa-
nych fragmentów DNA w trakacie denaturacji. Porów-
nanie profili topnienia poszczególnych fragmentów 
kwasów nukleinowych pozwala na selekcję fragmen-
tów wykazujących różnice w przebiegu denaturacji, co 
odzwierciedla zmiany w sekwencji DNA [32, 41]. Tech-
nika HRM wykorzystywana jest do badania zmienności 
genetycznej m.in. wirusów grypy czy też HIV [5, 20]. 
Wirusy grypy wykazują znaczną zmienność gene-
tyczną na skutek zmian atygenowych. W następstwie 
mutacji punktowych okreslanych jako przesunięcie 
(dryf antygenowy) lub reasortacji genetycznej (skok 
antygenowy) powstają nowe warianty antygenowe. 
Powoduje to utrudnienia w diagnostyce oraz jest przy-
czyną powstania nowych, wysoce zakażnych podtypów 
wirusa. Real-time PCR wykorzystujący technikę HRM 
pozwala na szybkie różnicowanie istniejących wirusów 
grypy oraz wykrywanie nowo pojawiających się warian-
tów klinicznych [23]. Wysoką zmienność genetyczną 
spowodowaną m.in. szybkim tempem replikacji oraz 
spontanicznymi i  licznymi mutacjami punktowymi 
wykazuje także HIV. Zmiany w sekwencji genomu tego 
wirusa mogą powodować nieskuteczność stosowanej 
terapii antyretrowirusowej; sa też przyczyną ciągłych 
niepowodzeń w opracowaniu skutecznej szczepionki 
przeciwko HIV. Wykrywanie zmienności genetycznej 
HIV przy użyciu techniki HRM jest stosowane coraz 
częściej, zwłaszcza iż metoda ta jest tańsza niż sekwen-
cjonowanie [42].

Przy korzystaniu z testów real-time PCR opraco-
wywanych samodzielnie w laboratoriach należy jed-
nak pamiętać, że zgodnie z załącznikiem II do Roz-
porządzenia Ministra Zdrowia z dn. 12.01.2011 (Dz.U. 
nr 16 poz. 75), część wirusów należy do patogenów 
z wykazu A (HIV, HTLV, HBV, HCV) lub też wykazu B 
(CMV, wirus różyczki), a więc wszystkie testy stoso-
wane do diagnostyki zakażeń nimi u człowieka muszą 
posiadać znak CE/IVD [48]. Obostrzenie to nie doty-
czy oczywiście zestawów wykorzystywanych wyłącznie 
w celach naukowych.

5.  Podsumowanie

Metoda qPCR umożliwia obserwację przebiegu 
reakcji w trakcie jej trwania oraz pozwala określić liczbę 
kopii DNA w próbce, co znalazło szerokie zastosowanie 

w wirusologii; zarówno w diagnostyce, jak i w bada-
niach naukowych. Real-time PCR pozwala nie tylko na 
wykrywanie wirusów, ale również oznaczenia poziomu 
wiremii w różnych materiałach klinicznych. Oznacze-
nie liczby kopii wirusa jest ważne przy monitorowaniu 
terpii zakażeń HIV, HBV, HCV czy też CMV, a obser-
wowany spadek wiremii świadczy o skuteczności wdro-
żonego leczenia. W  badaniach naukowych real-time 
PCR wykorzystywany jest do analizy ekspresji genów 
oraz analizy polimorfizmu pojedynczych nukleotydów. 
Użycie techniki qPCR połączonej z analizą HRM ze 
względu na swą czułość oraz niezbyt wysokie koszty jest 
coraz powszechniej stosowane do badania zmienności 
genetycznej m.in. wirusów grypy oraz HIV.
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INFORMACJA DLA AUTORÓW

Postępy Mikrobiologii zamieszczają artykuły przeglądowe ze 
wszystkich dziedzin mikrobiologii nie drukowane w innych cza-
sopismach, prace przeglądowe metodyczne oraz w dziale Nowości 
Wydawniczych recenzje nowych książek z zakresu mikrobiologii 
i nauk pokrewnych, które ukazują się w Polsce. Artykuły i ilustracje 
drukowane w Postępach Mikrobiologii nie mogą być bez zgody 
Redakcji publikowane w innych periodykach.

1.  Sposób przygotowania manuskryptu

1.1.  Tekst

Prace należy przysyłać do Redakcji w postaci elektronicznego 
zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word dowolnej edycji w wer-
sji PL jako załącznik poczty elektronicznej. Objętość pracy nie 
powinna przekraczać wraz z piśmiennictwem i ilustracjami 30 
stron (wielkość czcionki 12, odstęp pomiędzy wierszami 1,5). Po 
tytułach wydzielonych nie należy stawiać kropek. Na oddzielnej 
stronie (strona tytułowa) należy podać tytuł pracy, pod nim w peł-
nym brzmieniu imiona i nazwiska autorów, adresy autorów i afi-
liacje, telefony oraz e-mail z zaznaczeniem autora koresponden-
cyjnego, spis treści (tytuły poszczególnych rozdziałów) oraz kilka 
(nie więcej jak pięć) słów kluczowych (keywords). Tytuł pracy, 
spis treści i   słowa kluczowe należy powtórzyć w języku angiel-
skim. Słowa kluczowe mogą bądź nie pojawiać się w tytule pracy 
– należy je podać w porządku alfabetycznym. Na oddzielnej stro-
nie za stroną tytułową należy dołączyć krótkie streszczenie pracy 
w języku angielskim (maksymalnie 250 słów). Tekst pracy powinien 
być zgodny z zaleceniami szczegółowymi Redakcji. Praca powinna 
kończyć się krótkim podsumowaniem, zawierającym najistotniej- 
sze elementy treści.

W przypadku prac kierowanych do działu „Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przygotowane wg. wyżej wymienionych 
wytycznych należy przesłać na adres Redaktora Działu. Przesłane 
do redakcji prace winny być napisane poprawną polszczyzną. 
Redakcja rekomenduje P.T. Autorom Słownik Poprawnej Polsz-
czyzny (Wydawnictwo Naukowe PWN. Warszawa) jako pomoc 
w  redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postępy Mikrobiologii są pol-
skojęzyczne, nie wyklucza się druku prac napisanych po angielsku.

1.2. Ilustracje i tabele

Tabele i rysunki powinny być dostarczone jako osobne pliki. 
Maksymalne rozmiary rysunków i tabel planowanych w artykule 
w  jednej szpalcie nie powinny przekraczać szerokości 82 mm, 
a zaplanowanych w obszarze dwóch szpalt – 169 mm. Dozwolona 
wysokość grafik wynosi 246,6 mm.

W manuskrypcie nie należy pozostawiać wolnych miejsc na 
tabele, rysunki i zdjęcia, a tylko w tekście zaznaczyć miejsce, 
w którym powinny być umieszczone, np. tab. I, rys. 1. Liczbę rysun-
ków i tabel należy ograniczyć do istotnie niezbędnej ilości. Te same 
wskazówki odnoszą się do pojedynczych wzorów chemicznych. 
Każda tabela powinna być oznaczona kolejnym numerem rzym-
skim oraz mieć nagłówek opisujący jej treść. Na osobnej kartce 
należy załączyć spis z objaśnieniami jakie powinny się znaleźć pod 
rysunkami lub z uwagą “objaśnienia w tekście”. Podpisy pod wykre-
sami, rysunkami, zdjęciami należy umieścić na osobnej stronie.

 Pliki cyfrowe zawierające ilustracje akceptowane do druku 
należy przygotować zgodnie z zaleceniami Redakcji. Ilustracje we 
wstępnej wersji artykułu przeznaczonej dla recenzentów mogą być 
dostarczone jako dowolne pliki graficzne lub tekstowe, ale w wer-
sji ostatecznej do druku powinny być dostarczone jako pliki TIFF 
albo EPS. Grafiki należy przesyłać w ich naturalnym planowanym 
formacie, aby nie istniała konieczność ich powiększania lub zmniej-
szania w Wydawnictwie. Minimalna rozdzielczość stosowana w ilu-
stracjach powinna wynosić 300 dpi dla zdjęć szarych i kolorowych, 
600 dpi dla liter i 1200 dpi dla linii w wykresach. Kolorowe ilustra-
cje muszą pozostawać także w systemie CMYK jako obrazy CMYK 
TIFF o rozdzielczości 300 dpi. Wydawca pobiera opłatę za wydruk 
kolorowych ilustracji. Pliki pochodzące z programu Microsoft 
Office (Power Point, Word) akceptowane są jedynie w wersji ilu-
stracji czarno białej. Wszystkie rysunki (oprócz czarno białych z MS 
Office) wyeksportowane do formatu bitmapy muszą być zachowane 
w skali szarości albo w systemie CMYK (Cyan, Magenta, Yellow, 
blacK). Nie należy stosować zapisu w systemie RGB (Red, Green, 
Blue). Obrazy stonowane (zróżnicowanie gęstości lub cienie) muszą 
być sporządzone w skali szarości (nie używać bitmapy). Redakcja 
nie akceptuje kolorowych ilustracji wykonanych w Microsoft Office 
ponieważ są one zapisane w systemie RGB. 

Wszystkie ostateczne napisy, oznaczenia czy też klucze ozna-
czeń muszą być wprowadzone do rysunków. Każdy rysunek musi 
być dołączony jako osobny plik, a rysunki wielo panelowe muszą 
być podane w jednym pliku. Aby uniknąć problemu z różnymi fon-
tami Redakcja zaleca stosowanie następujących czcionek: Times 
New Roman, Times New Roman Pl, Arial, Arial Pl oraz Symbol. 
W  celu szczegółowej informacji proszę wysyłać zapytanie przez 
e-mail na adres sekretarza redakcji.

1.3.  Piśmiennictwo

Cytowaną literaturę (Piśmiennictwo) należy wpisać oddzielnie 
jako ostatnie strony manuskryptu, wymieniając pozycje w kolej
ności alfabetycznej. W wykazie powinny być podane kolejno: liczba 
porządkowa, nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska 
współautorów pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejności poda-
nej w cytowanej pracy), pełny tytuł cytowanej pracy, skrócony tytuł 
czasopisma, tom, strona, i rok wydania (w nawiasie), np.:

1.	 Adams G.M., Blumenthal R.M.: Gene pvuIIW: a possible 
modulator of PvuII endonuclease subunit association. Gene, 
157, 193–199 (1999) 

2.	 Beld J., Woycechowsky K.J., Hilvert D.: Diselenides as uni-
versal oxidative folding catalysts of diverse proteins. J. Bio-
technol. 150, 481–489 (2010)

Lista stosowanych nazw i skrótów czasopism znajduje się 
w bazie Journal Title Abbreviations – Web of Science. W przypadku 
gdy liczba współautorów pracy przekracza 10 (przytoczona poniżej 
praca jest dziełem 42 autorów), należy podać nazwiska i  inicjały 
pierwszego oraz ostatniego współautora a następnie dodać uwagę 
i wsp., np.:

1.	 Tomb J.F., Venter J.C. i wsp.: The complete genome sequence 
of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature, 338, 
539–543 (1997)

Cytacje prac z czasopism ukazujących się tylko w sieci inter-
netowej powinny zawierać następujące dane: liczba porządkowa, 
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nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska współautorów 
pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejności podanej w cytowa-
nej pracy), pełny tytuł cytowanej pracy, skrócony tytuł czasopisma, 
tom, strona (lub jej odpowiednik), i rok wydania (w nawiasie). 
W  przypadku, gdy wydawnictwo nie stosuje numeracji stron, 
należy podać numer DOI, np.:
1.	 Esberg A., Muller L.A., McCusker J.H.: Genomic structure of 

and genome-wide recombination in the Saccharomyces cerevisiae 
S288C progenitor isolate EM93. PloS one, 6, e25211 (2011)

2.	 Stachowiak R., Łyżniak M., Budziszewska B.K., Roeske K., 
Bielecki J., Hoser G., Kawiak J.: Cytotoxicity of bacterial meta-
bolic products, including Listeriolysin O, on leukocyte targets. 
J. Biomed. Biotechnol. DOI:10.1155/2012/954375 (2012)

Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych należy podać 
kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora lub współautorów, 
tytuł dzieła, wydawnictwo, miejsce i rok wydania. W przypadku 
odwoływania się do artykułu w pracy zbiorowej należy dodatkowo 
podać tytuł tej pracy oraz nazwisko jej redaktora, wydawnictwo, 
miejsce wydania, rok, tom oraz na końcu stronę, np.:
1.	 Boulton R.B., Singleton V.L, Bisson L.F., Kunkee R.E. Principles 

and practices of winemaking. Chapman Hall, New York, 1996
2.	 Portnoy D.A., Sun A.N., Bielecki J.E. Escape from the phagosome 

and cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes (w) Microbial 
Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L. Świtalski, Springer, 
New York, 1992, s. 85–94

Powoływanie się w tekście na pozycje cytowanej literatury nastę-
puje przez wymienienie liczby porządkowej w nawiasach np. [10]. 
Liczba cytowań w piśmiennictwie nie może przekraczać 100 pozycji.

1.4.  Piśmiennictwo danych cytowanych z sieci internetowej

Preferowane jest cytowanie informacji pochodzących z prac 
oryginalnych wydawanych przez uznane w środowisku naukowym 
oraz recenzowane czasopisma. Redakcja będzie również uznawać 
cytacje informacji ze źródeł autoryzowanych przez uznane w śro-
dowisku autorytety z dziedziny nauk przyrodniczych. Warunkiem 
koniecznym przy użyciu informacji ze strony internetowej jest 
sprawdzenie i aktualizacja zapisu informacyjnego na stronie WEB 
w dniu wysyłania pliku. W przypadku niewłaściwego adresu i nie-
możliwości odtworzenia informacji z sieci komputerowej, prace 
będą zwracane autorom. Cytowanie informacji publikowanej na 
stronach sieci internetowej powinno wyglądać następująco: autorzy 
(jeśli są znani), tytuł artykułu, strona, adres www, (data ostatniego 
sprawdzenia adresu) np.:
1.	 Poliomyelitis. World Health Organization, http://www.who.int/

mediacentre/factsheets/fs114/en (06 marca 2014 roku)

2.  Prawo autorskie

W polskim prawodawstwie autorskie prawo osobiste intere-
sujące szczególnie autorów Postępów Mikrobiologii oraz autorskie 
prawo majątkowe reguluje Ustawa z dn. 4-tego lutego 1994 r. (Dz.U. 
Nr 90, poz. 631 ze zm.).

Autorskie prawo osobiste, zwane dalej w Informacji dla Auto-
rów prawem autorskim dotyczy niemajątkowych interesów twórcy 
związanych z danym utworem oraz określa zasady ochrony więzi 
twórcy z utworem. Do praw tych między innymi należy: 

•	 prawo do autorstwa utworu – wyrażające m.in. zakaz „przy-
właszczania” utworu przez inne niż twórca osoby (zakaz 
dokonywania plagiatów)

•	 prawo do oznaczenia utworu swoim nazwiskiem albo udo-
stępnienia utworu anonimowo 

•	 prawo do nienaruszalności treści i formy utworu oraz jego 
rzetelnego wykorzystania. 

Konieczność ochrony Autorskich praw osobistych innych 
Autorów przez Redakcję Postępów Mikrobiologii obliguje nas do 
przyjęcia następującej procedury:
(a)	 Reprodukcja utworów wytworzonych przez innych Autorów 

w pracy własnej, przesłane do opublikowania w P.M. tj. cudzych 
rysunków lub tabel – pochodzących z oryginalnej, pierwot-
nej pracy innego Autora/twórcy – bądź cytowanie fragmen-
tów cudzego tekstu, wymaga od Autorów P.M. wcześniejszego 
uzyskania przez nich pisemnej zgody od Autorów pierwot-
nej pracy lub Wydawnictwa (z której materiały te pochodzą) 
na ich reprodukcję. Zgodę tę w formie oryginalnego zaświad-
czenia należy przysłać wraz z materiałami reprodukowanymi 
do Redakcji P.M. 
•	 Pod cytowanym rysunkiem należy w opisie podać nazwi-

sko pierwotnego Autora, pełną bibliografię pracy z której 
pochodzi rysunek oraz informację o zgodzie Wydawnictwa 
lub Autora na jego reprodukcję.

•	 Cytowany tekst powinien być wyraźnie oznaczony w odpo-
wiednim miejscu manuskryptu, zaś u dołu strony powinna 
być zamieszczona informacja dotycząca pochodzenia cytatu 
oraz uzyskanej zgody na przedruk.

(b)	 Dozwolone jest wprowadzanie zmian w cytowanych rysunkach 
innych Autorów/twórców pod warunkiem każdorazowego 
uzyskania ich zgody ( lub osób upoważnionych przez nich) na 
dokonanie takich zmian. Zmiany w oryginalnych rysunkach 
mogą wynikać z chęci Autorów P.M. do dokonania nowego 
opracowania lub nowego przedstawienia omawianego przez 
siebie zagadnienia. W tych przypadkach wskazane jest, aby 
zgoda twórcy wskazywała na zakres dokonywanych zmian, 
gdyż pozwoli to uniknąć wątpliwości odnośnie zakresu wyra-
żonej tak zgody. Wreszcie konieczność uzyskania zgody pier-
wotnego Autora/twórcy na dokonanie zmian w reprodukowa-
nym rysunku wynika z możliwości ingerencji Autorów P.M. 
w autorskie prawo osobiste w postaci nienaruszalności formy 
i treści utworu oraz jego rzetelnego wykorzystania. 

(c)	 Warunkiem przyjęcia przez Redakcję P.M. manuskryptu pracy 
oraz poddania jej dalszej procedurze wydawniczej jest złoże- 
nie wraz z manuskryptem Oświadczenia dotyczącego praw 
autorskich.

3.  Zalecenia szczegółowe*

3.1.  Nazewnictwo drobnoustrojów

Należy stosować dwuczłonowe nazwy zawierające nazwę rodza-
jową oraz gatunkową (np. Escherichia coli). Nazwy rodzajowe mogą 
być użyte same tj. bez nazwy gatunkowej, natomiast nie można użyć 
samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy podaje się pierw-
szy raz nazwę gatunku, musi ona składać się z pełnych wyrazów, 
przy ponownym użyciu tej nazwy, podaje się tylko pierwszą literę 
nazwy rodzajowej (zawsze dużą) oraz nazwę gatunkową w pełnym 
brzmieniu np. E. coli. Nazwy gatunku, rodziny, rzędu, klasy, działu 
oraz królestwa należy pisać kursywą. Informacje szczegółowe 
dotyczące pisowni oraz prawidłowego nazewnictwa (zgodnego 
z wymogami współczesnej systematyki ) – przyjęte przez Redak-
cję Postępów Mikrobiologii, za instrukcją ASM – można znaleźć 
w Instructions to Authors, J. Bacteriol. 

Zgodnie z propozycjami WHO – Collaborating Centre for 
Reference and Research on Salmonella (“Antigenic Formulas of 
the Salmonella Serovars” (M.Y. Popoff i L.Le Minor, WHO Colla-

*  Fragmenty instrukcji dla autorów czasopism wydawanych przez 
American Society for Microbiology – wykorzystywanie w P.M. za zgodą 
Journals Departments ASM.)
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borating Centre for Reference and Research on Salmonella, Institut 
Pasteur, Paris, France, 1997) and “Identification and Serotyping 
of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White Scheme” 
(A. C. McWhorter-Murlin and F. W. Hickman-Brenner, Centers for 
Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.)) do rodzaju Salmo­
nella należą tylko dwa gatunki tj. S. enterica i S. bongori – pierwszy 
z nich podzielony został na 6 podgatunków. Stosowane dotychczas 
zwyczajowe nazwy, nie posiadające statusu taksonomicznego, takie 
jak serotyp, typ serologiczny, zostały zastąpione nazwą serowaru 
(w oryginale serovar, sv.). Nazwę serowaru należy pisać dużą literą 
oraz prostym pismem (np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium itp.). 
Zgodnie z powyższym, nazwę pierwszego podgatunku rodzaju 
Salmonella można zapisać: S. enterica subsp. enterica sv. Typhimu-
rium lub Salmonella subsp. I. sv. Typhimurium, bądź po prostu, 
Salmonella Typhimurium.

3.2.  Nomenklatura genetyczna

Właściwości genetyczne szczepu opisywane są w terminach 
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane właści
wości organizmu. Genotyp określa genetyczną strukturę organi-
zmu, zwykle odnosi się do szczepu dzikiego. Ww. określenia są 
bliżej objaśnione w pracy Demerec i wsp. Genetics 54 61: 76, 1966. 
(a)	 Fenotypowe określenie właściwości organizmu stosuje się gdy 

zmutowane loci nie zostały zidentyfikowane oraz zmapowane. 
Może być także użyte w przypadku, gdy identyfikuje się pro-
dukt genu np. białko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo składa 
się z trzech liter, nie można ich pisać kursywą, pierwsza litera 
powinna być zawsze dużą literą. Preferuje się użycie liczb rzym-
skich lub arabskich dla oznaczania bliźniaczych fenotypów 
np. Pol1, Pol2, Pol3 itd. Typ dziki można zapisać dodatkowym 
oznaczeniem plus (Pol+); w odróżnieniu do tego oznaczenie 
minus określać będzie fenotyp mutanta (Pol–). Czasami pewne 
charakterystyczne właściwości organizmu można zapisać uży-
wając liter np. (StrS ).

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

(c)	 Typ dziki alleli można zaznaczyć wpisując dodatkowe oznacze-
nie plus nad oznaczeniem genu np. ara+, his+, nie oznacza się 
natomiast zmutowaych alleli znakiem minus. 

(d)	Miejsca mutacji oznacza się poprzez wstawiania liczby kolej-
nych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus (np. 
araA1, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie locus 
istnieje, lub gdy nie wiadomo w którym kolejnym locus mutacja 
powstała – po oznaczeniu genu wstawia się myślnik w miejscu 
dużej litery oznaczającej locus , zaś dalej podaje się liczbę izo-
lacji ( np. ara-23). 

(e)	 Zapis genotypu może być wzbogacony innymi oznaczeniami, 
jak plus dla typu dzikiego – można wprowadzić oznaczenia 
określające mutacje jak np. mutacja Amber (Am), mutant 
termowrażliwy (Ts), mutant konstytutywny (Con), mutant 
wrażliwy na niskie temperatury (Cs), białko hybrydowe (Hyb) 
np. araA230(Am), his D21(Ts). Wprowadzanie innych wzboga-
ceń powinno być poprzedzone w tekście odpowiednim wyjaś
nieniem. 

(f)	 Dodatkowe oznaczenia mogą też być użyte w przypadku 
konieczności rozróżnienia tego samego genu znajdującego się 
w różnych organizmach lub szczepach tego samego gatunku np. 
hisE.coli lub hisK–12. Dodatkowe oznaczenia stosuje się również dla 
rozróżnienia pomiędzy genetycznymi elementami o tej samej 
nazwie np. promotory operonu gln; glnA1 i glnA2.

(g)	 Delecję oznacza się symbolem ,∆ usytuowanym przed zde-
lecjonowanym genem lub regionem np. ∆ trpA432, ∆ (aroP­
-aceE)419, lub ∆ his(dhuA hisJ hisQ)1256. Fuzję genów ara i lac 
można przedstawić w ten sam sposób – F (ara-lac)1256. Podob-
nie F (araB’ -lacZ+)(Hyb) oznacza, że fuzja nastąpiła pomiędzy 
genami araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana następująco IN 
(rrnD-rrnE)1. Insercję genu his E. coli do plazmidu pSC101 
w  pozycji 0 zasad (0kb) zapisuje się następująco pSC101 W 
(Okb::K-12hisB)4. Oznaczenie obecności episomu polega na 
podaniu jego symboli w nawiasie po nazwie szczepu rodziciel-
skiego np. W3110/F’ 8(gal+).

3.3. Skróty nazw chemicznych

Nie wymagają dodatkowych wyjaśnień skróty nazw, takich jak: 
–	 nazwy miar i wag regulowanych przez Systeme International 

dc Unites (SI), ogólnie akcetowane jednostki takie jak bp, kb, 
Da, masa cząst., m. cząst. 

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

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

–	 nazwy powszechnie stosowanych technik biologii moleku-
larnej np. PCR, SDS-PAGE, nazwy ogólnie znanych linii 
komórkowych np. HeLa, J774

–	 nazwy jednostek biologicznych; PFU ( jednostka formowania 
łysinek), CFU (jednostka formowania kolonii), MIC (mini-
malne stężenia hamujące wzrost), itp. 

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

3.4.  Pisownia danych numerycznych

Standardowe jednostki metryczne są stosowane dla określania 
długości, wagi i objętości. W przypadku przedstawiania tych war
tości oraz molarności należy stosować przedrostki m, µ , n oraz p 
dla wartości 10–3, 10–6, 10–9 oraz 10–12. Temperaturę należy przed-
stawiać tylko w stopniach Celsjusza np. 37°C.

3.5.  Pisownia substancji znakowanych izotopami

Jeśli wyznakowana jest pojedyncza cząsteczka w związku che-
micznym należy nazwę tego związku zapisać w następujący sposób 
14CO2, 

3H2O, H2
35SO4. Taki sam sposób zapisu stosuje się gdy radio-

aktywna cząsteczka nie występuje w naturalnej formie wyznako-
wanego związku np. 32S-ATP lub gdy symbol izotopu związany jest 
z niespecyficzną nazwą związku np. 14C aminokwasy, 3H-liganty 
itp. W  przypadku niektórych specyficznych związków chemicz-
nych można stosować nawiasy kwadratowe obejmujące symbole 
radioaktywnej cząsteczki przed nazwą chemiczną związku np. [14C] 
mocznik, L-[metylo-14C] metionina, [g–32P] ATP.

4.  Proces recenzowania

Prace przysyłane do Redakcji w celu ich opublikowania w Postę­
pach Mikrobiologii podlegają podwójnej ocenie tj. ich wartości 
merytorycznej (Recenzje) oraz poprawności pod względem redak-
cyjnym (układ pracy, język, załączniki ilustrujące tekst, oświad
czenia autorów).
•	Każda praca przesłana do Redakcji jest oceniana przez jednego 

ze stałych Recenzentów P.M. (lista Recenzentów, patrz Rada 
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Redakcyjna jest również publikowana w każdym zeszycie P.M. 
oraz na stronie internetowej http:www.pm.microbiology.pl). 
W  przypadku braku w Radzie Redakcyjnej P.M. Recenzenta 
o odpowiedniej specjalności lub jego braku z innych ważnych 
przyczyn, Redaktor naczelny powołuje Recenzenta spoza Rady 
Redakcyjnej.

•	Recenzje są anonimowe oraz dokonywane na specjalnie do tego 
przygotowanych arkuszach 

•	Recenzenci nie otrzymują zapłaty od PTM za wykonaną pracę.
•	Nazwiska Recenzentów z poza Rady Redakcyjnej są wraz z po- 

dziękowaniami publikowane w każdym 4-tym zeszycie P.M. 
odpowiedniego roku.

•	W przypadku ujemnej oceny pracy przez Recenzenta oraz jego 
sugestii skierowanej do Redaktora naczelnego odrzucenia recen-
zowanej pracy, bądź jej znacznego przeredagowania, Autor P.M. 
ma prawo odwołania się od tej sugestii do Redaktora naczelnego. 
W opisywanym przypadku decyzją Redaktora powoływany jest 
dodatkowy Recenzent z poza Rady Redakcyjnej P.M.

5.  Uwagi dodatkowe

Redakcja zastrzega sobie możliwość dokonywania skrótów 
i poprawek nie wpływających na treść pracy. W przypadku koniecz-
ności wprowadzenia zmian w treści odsyła się autorowi manuskrypt 
pracy w celu dokonania poprawek. Adresy instytucji, w których 
pracują autorzy (adres pocztowy oraz e-mail) należy podawać 
w pracy na dole strony tytułowej. Prace nie odpowiadające wyma-
ganiom Redakcji będą odsyłane autorom bez rozpatrzenia mery-
torycznego. Za datę wpływu przyjmuje się dzień otrzymania pracy 
w formie zgodnej z instrukcją dla autorów. Za prace opublikowane 
w  Postępach Mikrobiologii nie przewiduje się honorariów autor-
skich. Zgodnie z decyzją Zarządu Głównego Polskiego Towarzy-

stwa Mikrobiologów pobierane są opłaty za prace przyjmowane 
do druku w naszym piśmie. Przesłanie podpisanego zobowiązania 
do zapłaty za artykuł zakwalifikowany do wydania jest warunkiem 
uruchomienia procedury wydawniczej.

Pracę należy przesyłać na adres poczty elektronicznej Sekreta-
rza naukowego Redakcji: 

Dr Radosław Stachowiak
e-mail: radeks@biol.uw.edu.pl

W przypadku prac kierowanych do działu „Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przeglądowe przygotowane zgodnie 
z  ogólną instrukcją dla Autorów oraz zasadami wymienionymi 
w informacjach dotyczących prac kierowanych do działu „PMiS” 
należy przesłać w wersji elektronicznej na adres Redaktora Działu:

Prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba
e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@pum.edu.pl

Przed wysłaniem pracy do Redakcji prosimy o sprawdzenie 
kompletności wysyłanych plików przy pomocy poniższej listy:

1.  Strona tytułowa (ze streszczeniem)
2.  Manuskrypt (opcjonalnie)
3.  Rysunki
4.  Opis do rysunków
5.  Tabele

Wymagane dokumenty:
1.  Deklaracja oryginalności pracy.
2.  Oświadczenie dotyczące praw autorskich. 
3.  Oświadczenie dotyczące konfliktu interesów. 
4.  Zobowiązanie do zapłaty w przypadku przyjęcia pracy
     do druku.
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INFORMACJE DOTYCZĄCE PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

W dziale zatytułowanym PUBLIKACJE METODYCZNE 
I STANDARDY publikowane są artykuły przeglądowe o charak
terze metodycznym, reprezentujące dowolną dziedzinę mikro- 
biologii. Redakcja Postępów Mikrobiologii (PM), w porozumieniu 
z Zarządem Głównym PTM ustaliła, iż drukowanych będzie rocz
nie nie więcej niż cztery artykuły tej kategorii. 

Redaktorem odpowiedzialnym za wartość merytoryczną, 
redakcję tekstu oraz ostateczne przyjęcie pracy do druku jest 
prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba (adres: ul. Malinowa 11, 
72-003 Wołczkowo, tel. 605 031 324, fax: (91) 311 31 86, e-mail: 
kalemba@mp.pl lub kalemba@pum.edu.pl)

Prace metodyczne przeznaczone do druku podlegają ocenie 
dokonywanej przez stałych Recenzentów lub Ekspertów powoły
wanych każdorazowo przez Redaktora działu. 

Lista stałych Recenzentów, patrz Zalecenia dla Autorów, pkt. 5. 
Strona tytułowa każdego artykułu zaopatrzona będzie w infor

macje, iż praca należy do PUBLIKACJI METODYCZNYCH 
I STANDARDÓW oraz każdorazowo podana będzie data otrzy
mania od Autorów manuskryptu jak i data zaakceptowania godo 
druku.

Zalecenia dla Autorów:

1.  Przesyłanie publikacji:
●	Manuskrypt (w dwu egzemplarzach w formie papierowej 

oraz jednym egzemplarzu na nośniku elektronicznym wraz 
z  rysunkami, tabelami itp.) proszę przesyłać bezpośrednio 
do Redaktora PUBLIKACJI METODYCZNYCH I  STAN-
DARDÓW.

●	Podając adres/y Autorów publikacji należy zaznaczyć Autora 
korespondencyjnego – prócz adresu pocztowego, numeru 
telefonu i ew. faxu należy obligatoryjnie podać adres e-mail 
Autora korespondencyjnego. 

2.	 Sposób przygotowania manuskryptu – Pracę należy opracować 
zgodnie z ogólnymi zaleceniami zawartymi w INFORMACJI 
DLA AUTORÓW aktualnie wydanego Tomu Postępów Mikro-
biologii (Zeszyt 1) z uwzględnieniem następujących zmian:
●	Objętość pracy nie może przekraczać wraz z piśmiennictwem 

i ilustracjami 20 stron.
●	Ilość cytowań w rozdziale Piśmiennictwo nie powinna prze

kraczać 50 pozycji.

●	W spisie cytowanego piśmiennictwa należy umieszczać wy- 
łącznie prace drukowane w czasopismach naukowych, nie-
dopuszczalne jest zamieszczanie danych bibliograficznych 
prospektów reklamowych lub promocyjnych firm farmaceu
tycznych.

 
3.	 Prawa autorskie – do każdej przygotowanej do druku publika

cji załączyć Oświadczenie dotyczące praw autorskich. Wzór 
oświadczenia można pobrać ze strony internetowej P.M.

4.	 Zalecenia i uwagi dodatkowe: 
	 W celu uniknięcia kryptoreklamy, proszę o zwrócenie szcze

gólnej uwagi na sposób przedstawienia czytelnikom produktów 
komercyjnych lub metod opracowanych przez producentów. 
Autorzy są również zobowiązani do ujawnienia (jeżeli takie 
istnieją) wszelkich powiązań (honoraria, granty, płatne eks-
pertyzy lub inne formy uzyskiwania korzyści osobistych) mię-
dzy Autorami a firmą, której produkt ma istotne znaczenie 
w nadesłanej pracy. W tym celu każdy z Autorów proszony jest 
o złożenie Oświadczenia o oryginalności pracy, Oświadczenia 
dotyczącego praw autorskich oraz Oświadczenia dotyczącego 
„konfliktu interesów”. Konflikt interesów występuje, kiedy Autor 
lub zakład pracy Autora ma finansowe lub osobiste związki 
z innymi osobami lub instytucjami, które mogą wpływać na jego 
działania i  decyzje. Wzór deklaracji można pobrać ze strony 
internetowej M. 

●	 Redakcja PM zastrzega sobie prawo ostatecznej decyzji 
o akceptacji pracy przeznaczonej do druku w dziale PUBLI-
KACJE METODYCZNE I STANDARDY. 

●	 Wszelkie proponowane zmiany w INFORMACJI DLA 
AUTORÓW P.M. zostaną przedstawione PT Czytelnikom 
Postępów Mikrobiologii przed ich wprowadzeniem.

5.	 Stali recenzenci działu
	 PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY:

	 Jerzy Długoński (Uniwersytet Łódzki) 
	 Waleria Hryniewicz (Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego) 
	 Józef Kur (Politechnika Gdańska) 
	 Anna Przondo-Mordarska (Akademia Medyczna we Wrocławiu)
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[Wzór]

Oświadczenie o oryginalności pracy

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
        Nazwisko i imię autora (korespondencyjnego)

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Tytuł pracy

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
    Data złożenia pracy w Redakcji Postępów Mikrobiologii

Oświadczam, że złożona przeze mnie praca, zatytułowana jak wyżej, jest moim oryginalnym utworem i stanowi przedmiot prawa 
autorskiego w myśl Ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dn. 4 lutego 1994 r. 

Oświadczam również, że praca ta ani w całości, ani we fragmentach nie została opublikowana wcześniej w żadnym innym czasopiśmie 
lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, iż ww. pracy nie wysłano równolegle do opublikowania w innym czasopiśmie 
naukowym lub wydawnictwie. 

Warszawa, dnia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

– podpis Autora korespondencyjnego –

– – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – –

[Wzór]

Oświadczenie dotyczące praw Autorskich

1.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
(nazwisko/a i imię/ona autora/ów – proszę podkreślić autora korespondencyjnego)

Adres autorów:  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Tytuł pracy: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

 2.  Oświadczenie (proszę wypełnić a lub b) 
(a)	Oświadczam, iż w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, są dziełem mojej/naszej oryginalnej 

twórczości (tzn. zostały wymyślone i zaprojektowane przez autorów przedkładanego Redakcji manuskryptu), nie są obciążone jakimi
kolwiek prawami osób trzecich, ani nie naruszają jakichkolwiek przepisów prawa i interesów dóbr osób trzecich. W pracy nie ma 
cytatów z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy czym wszystkie 
zamieszczone cytaty zostały należycie oznaczone wraz z wymienieniem twórcy i źródła cytatu.

	 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
 (miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

(b)	Oświadczam, iż uzyskałem/liśmy wymaganą prawem zgodę uprawnionych autorsko podmiotów na reprodukcję rysunków

	 nr: . . . . . . . . . . . . . . . . . . , zamieszczonych w: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Oświadczam, iż uzyskałem/liśmy wymaganą prawem zgodę uprawnionych autorsko podmiotów na reprodukcję tabel

	 nr: . . . . . . . . . . . . . . . . . . , zamieszczonych w: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
	 (* podać bibliografie prac oryginalnych z których reprodukowane będą rysunki lub tabele) 

	 Do Oświadczenia załączam oryginalne zezwolenia reprodukcji w liczbie: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

	 rysunków: . . . . . . . . . . . . . . .  tabel: . . . . . . . . . . . . .  cytowanego tekstu: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
 (miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)
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[Wzór]

Oświadczenie dotyczące „konfliktu interesów”1

1.	Nazwisko i imię autora: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

2.	Tytuł pracy: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
 
	 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

	 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

3.	Oświadczenie (proszę wypełnić a lub b, niepotrzebne skreślić)

	 (a) Oświadczam, że „konflikt interesów” nie występuje

	 (b) Oświadczam, że występuje „konflikt interesów”, który polega na: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

	 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

	 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
                         (miejsce, data) (podpis korespondencyjnego autora)

1 Konflikt interesów występuje, kiedy autor lub zakład pracy autora ma finansowe lub osobiste związki z innymi osobami lub instytucjami, które mogą 
wpływać na jego działania i decyzje.

INFORMACJA DLA AUTORÓW
o opłatach za prace publikowane w Postępach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autorów PM, że zgodnie z decyzją Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów z dnia 
6 lutego 2007 roku oraz z dnia 2 marca 2011 r. wprowadzono zasady płatności za prace przyjmowane do druku w naszym piśmie. Autorzy 
manuskryptów proszeni są o wnoszenie opłat w wysokości 250 PLN + VAT 23% – razem 307,50 PLN za każdy artykuł na konto Polskiego 
Towarzystwa Mikrobiologów:

BGŻ SA 57 2030 0045 1110 0000 0261 2550

Opłatę można wnosić indywidualnie. W imieniu Autorów opłatę może wnosić sponsorująca instytucja, fundacja itp. W takim przy-
padku proszę przesłać do Zarządu Głównego PTM informacje potrzebne do wystawienia faktury na adres: kizmikrob@cm.umk.pl. Opłatę 
należy wnieść po uzyskaniu od Redakcji informacji, że praca została przyjęta do druku. Dodatkowo, Wydawca pobiera opłaty za wydruk 
kolorowych ilustracji w wysokości 300 PLN + VAT 23% (369 PLN) za stronę.

Otrzymanie przez Redakcję pracy wraz z zobowiązaniem zapłaty jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej. Do 
zobowiązania zapłaty należy dołączać informacje zawierające tytuł pracy i nazwisko Autora korespondencyjnego.
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INSTRUKCJA DLA AUTORÓW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTĘPY MIKROBIOLOGII

W celu ułatwienia publikowania w jednym miejscu artykułów o podobnej problematyce, Postępy Mikrobiologii wydawać będą w formie 
suplementów, następujące prace naukowe:

1.	Referaty z sesji plenarnych Zjazdów naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjów organizowanych staraniem Zarządu 
Głównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów oraz Komitetu Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk. Manuskrypt pojedynczego 
referatu nie powinien przekraczać 25-ciu stron i powinien być przygotowany wg Informacji dla Autorów Postępów Mikrobiologii. 
Całość materiałów przygotowanych do jednego suplementu nie może przekraczać 150 stron.

2.	Streszczenia przyjętych przez organizatorów referatów oraz doniesień prezentowanych na ww. Zjazdach naukowych, Konferen-
cjach oraz Sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczać jednej strony tekstu i kończyć się nie więcej jak trzema pozycjami 
cytowanego piśmiennictwa.

W suplemencie nie będą publikowane oryginalne prace doświadczalne prezentowane na ww. Zjazdach naukowych. Prace te po odpo
wiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcją dla autorów, można przesyłać do Redakcji Polish Journal of Microbiology (Acta Microbiologica 
Polonica) lub innego czsopisma naukowego.

Autorzy lub zamawiający suplement ponoszą pełny koszt jego opracowania oraz wydania. Możliwy jest druk czterech suplementów 
rocznie. Ponieważ materiały przeznaczone do suplementu nie są opracowywane oraz nie podlegają ocenie Zespołu Redakcyjnego Postępów 
Mikrobiologii, zamawiający suplement, tj. osoba upoważniona przez Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów lub Komitet 
Mikrobiologii PAN, bierze całkowitą odpowiedzialność za redakcję oraz wartość merytoryczną suplementu. Wydanie suplementu powinno 
być poprzedzone jego akceptacją przez Zespół Redakcyjny Postępów Mikrobiologii.

Oferta Reklamy

Postępy Mikrobiologii udostępnią w każdym numerze kilka stron (łącznie z wewnętrznymi stronami okładek) reklamie.
Pismo nasze dociera co kwartał do kilku tysięcy odbiorców. Są wśród nich specjaliści różnych dziedzin mikrobiologii, pracujący jako 

nauczyciele wyższych uczelni, szkół średnich oraz pracownicy naukowi instytutów badawczych, biotechnolodzy oraz lekarze. Dużą grupę 
naszego pisma stanowią studenci.

Cena ogłoszenia czarno-białego wewnątrz numeru wynosi:
1/2 strony 250,– zł
cała strona 500,– zł
Proponujemy również ogłoszenia kolorowe – cena do uzgodnienia.

Teksty opracowanych graficznie reklam proszę składać na adres Redakcji Postępów Mikrobiologii, 02-007 Warszawa, ul. Oczki 3, 
tel. 628 08 22.

Redakcja nie ponosi odpowiedzialności za treść reklam i ogłoszeń
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