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Wplyneto w listopadzie 2012 1.

1. Wstep. 2. Znaczenie mikrobiomu jelitowego w etiopatologii niektorych choréb. 3. Czynniki wplywajace na ksztattowanie si¢ mikro-
biomu. 4. Interakcje pomiedzy bakteriami jelitowymi i gospodarzem - systemy komunikacji. 5. Mikrobiom a zachowanie homeostazy.
6. Podsumowanie

The role of gut microbiome in the maintenance of host homeostasis

Abstract: Recent study on intestinal microbiome irrevocably altered the view that mammalian metabolism is solely influenced by their
genome. Intestinal microbiota harbor a repertoire of protein encoding genes that by far exceed the gene pool found in the host genome.
This has established the importance of the gut microbiome, because part of the responsibility for host metabolic regulation is devolved
to the microbial symbionts. Subtle changes in co-metabolic profiles in response to physiological perturbations or environmental factors
lead to many diverse disease processes including inflammatory bowel diseases, colorectal cancer, obesity, circulatory disease, and others.
In most mammals, the gut microbiome is dominated by four phyla: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria and Proteobacteria. The host
has evolved to establish many processes that sustain unresponsiveness toward the commensal bacteria while at the same time maintaining
responsiveness toward pathogens. The intestinal microbiome and mucosal tissues are intertwined by multiple interactions influencing
host health or disease. Microbes, in response to environmental or host cues, form highly coordinated, multi-cellular networks trough
intercellular cross-species and cross-domain signaling pathways, resulting in potent expansion of adaptive response to environmental
changes. Similarly, the host is constantly sampling and assessing colonizing organisms and regulates defense mechanism. Under
physiological conditions, the intestinal community serves the host via several ways including maturation and regulation of intestinal
immune system, energy metabolism, intestinal response to epithelial cell injury and others. Changes to the intestinal milieu influence
this advantageous balance is seriously injured, as benign commensals sensing danger rapidly switch to feared pathogens and initiate
a coordinated program to invade the succumbed tissues. Molecular mechanisms responsible for recognizing the intestinal microflora
are diverse, including numerous pathways like Toll-like receptors (TLRs), formylated peptide receptors (FPRs), nucleotide binding
oligomerization-like receptors (NODs) and others with corresponding signal transduction routs. NF-kB depending signaling induce the
inflammatory and proapoptotic response. Gastric and mucosal mucosa is engaged, with the ability to respond to inflammatory signals
via production of different mediators, i.e. TNFa, IL-1, II-6, IL-8 and IL-12. Many commensal bacteria have the ability to activate anti-
inflammatory responses inducing expression of target genes mediating anti-inflammatory and antiapoptotic effects i.e. IL-10 and TGF-.
Under physiological circumstances, these host-microbiome interactions are considered to be placed at the exquisitely equilibrated state
between pro-inflammatory and anti-inflammatory responses.

1. Introduction. 2. The role of the gut microbiome in etiopathogenesis of some systemic diseases. 3. Factors influencing gut microbiome
composition. 4. Bidirectional relationship between gut microbiome and host-cross talk process. 5. Microbiom in the maintenance of host
homeostasis. 6. Concluding remarks

Stowa kluczowe: jelitowy mikrobiom, molekularna interakcja miedzy gospodarzem i drobnoustrojami, utrzymanie homeostazy
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1. Wstep

Po niecatej dekadzie od zsekwencjonowania genomu
czlowieka dochodzimy do przekonania, ze metabolizm
ssakow nie zalezy wylacznie od produktéw ich gendw,
ale podlega rowniez wpltywowi zasiedlajacych okreslone
nisze ekologiczne mikroorganizméw. Ich caloksztalt
wraz ze wspolnym genomem okreslany jest mikrobio-
mem. Samych tylko bakterii jest prawie 10 razy wiecej
niz komorek somatycznych gospodarza i w wigkszosci
zlokalizowanych w przewodzie pokarmowym. Genom
czlowieka, a takze innych ssakow zostal wiec wzboga-
cony przez miliony genéw koewolujacych z nimi dro-
bnoustrojow dzieki czemu gospodarz uzyskal poten-

cjalnie wiele nowych biologicznych mozliwosci zakodo-
wanych we wspolnym interaktywnym genomie. Dzieki
temu uzyskal przydomek super organizmu [6, 26, 29,
51]. W wyniku uksztaltowanego mutualizmu, po czesci,
za regulacje metabolizmu gospodarza odpowiadaja wiec
symbiotyczne mikrobionty. Sciste fizyczne i funkcjo-
nalne powigzanie mikrobiomu jelitowego z lokalnym
ukladem immunologicznym mozna uzna¢ za pewnego
rodzaju szczegdlny narzad odpowiedzialny za miejs-
cowy i ogolny stan fizjologiczny lub patologiczny orga-
nizmu, jak np. reakcje autoimmunologiczne, alergie,
otylos¢, zaburzenia w krazeniu, nieswoiste zapale-
nia jelit, rak jelita, metabolizm lekéw, pooperacyjna
rekonwalescencje, czy nawet autyzm [33, 42]. Nie bez
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znaczenia pozostaje rowniez fakt, ze okoto 10% energii,
ktérg uzyskuje gospodarz pochodzi z bakteryjnych
produktéw fermentacji [40]. U wigkszosci ssakow
mikrobiom jelitowy stanowig glownie bakterie zali-
czane do czterech typow, tj. Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria i Proteobacteria. Ich kompozycja i sta-
bilnos¢ specyficznie zwigzane sg z gospodarzem [59].
Na podstawie dwuletniej obserwacji dynamiki mikro-
biomu jelitowego czlowieka ustalono, ze 60% bakterii
nie podlega zmianie [16, 46]. Réznice w ich skladzie
s bardziej znaczace u niemowlat niz oséb dorostych.
U tych ostatnich w miare postepu zycia mikrobiom jeli-
towy stabilizuje si¢ i skupia podobne typy bakterii [50].
Zréznicowanie jelitowych mikrobioméw pomiedzy
poszczegolnymi osobnikami i populacjami, w sensie
zaréwno kulturowym, socjalnym, jak i geograficznym
stawia pytanie o to, co nalezy rozumie¢ pod pojeciem
tzw. ,,zdrowego” mikrobiomu oraz, czy istnieje stata
jego cze$¢ okreslana jako rdzenna, charakterystyczna
dla okreslonej populacji i decydujaca o zachowaniu
zdrowia. Dokonujacy si¢ postep w technologiach
sekwencjonowania DNA stwarza mozliwosci wykorzy-
stania analizy metagenomowej w badaniach ztozonych
ekosystemow, jakim bez watpienia pozostaje ekosystem
jelitowy. Zaklada sig¢, ze liczne sekwencje w losowo
badanych metagenomach odpowiadaja liczniej wste-
pujacym gatunkom bakterii, za$ gatunki wystepujace
rzadko reprezentowane sg przez nieliczne sekwencje.
Na tej podstawie mozemy zaréwno poréwnawczo ana-
lizowa¢ dany ekosystem, jak i bada¢ na niego wplyw
wielu czynnikéw srodowiskowych, w tym srodkéw lecz-
niczych [55, 63, 68]. Tak wiec metagenomowa analiza
pozwala posrednio na uzyskiwanie informacji na temat
funkcji okreslonych populacji drobnoustrojow, ponie-
waz ich obecnos¢ lub nieobecnos¢ moze by¢ wigzana
z aktualnym stanem fizjologicznym makroorganizmu.
W badaniach Gill i wsp. [24], dotyczacych mikrobiomu
koncowego odcinka jelit dwojga zdrowych oséb stwier-
dzono znaczace réznice w ich metagenomie, co z kolei
przekfadalo sie na réznice w obecnosci szeregu klas
genow, wérdd nich tych angazowanych w wytarzanie
energii, transport cukréw, aminokwasow, nukleotydow
i co-enzymu, a takze genow, ktoérych produkty biorg
udzial w biosyntezie, transporcie jonéw nieorganicz-
nych i wtérnym metabolizmie. Istotne réznice funk-
cjonalne mikrobiomu pomiedzy poszczegolnymi osob-
nikami ponownie sktaniajg do pytania o zdefiniowanie
stalego (rdzennego) mikrobiomu, a wiec kluczowych
gatunkow bakterii, czy nawet szczepéw od obecnosci,
ktorych zaleze¢ bedzie zdrowie gospodarza. Odpowiedz
nie wydaje si¢ jednoznaczna i w niektérych opiniach,
rdzenny mikrobiom w rozumieniu zbioru gatunkéw
czy szczepow bakterii prawdopodobnie nie istnieje,
natomiast przejawia si¢ na poziomie funkcjonalnym,
a wiec produkty okreslonych gendéw angazowane sa
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Rys. 1. Typowe proporcje poszczegélnych typow i klas bakterii skla-
dajacych sie na mikrobiom jelitowy ssakow

w metabolizm gospodarza [64, 65]. Wydaje si¢ row-
niez, ze niektore gatunki bakterii stale i stabilnie zasie-
dlaja jelita roznych gatunkéw gospodarzy. Poréwnanie
DNA bakterii obecnych w kale psa, otylych i normal-
nych myszy oraz czlowieka wykazalo, ze w 35% byty
to sekwencje typowe dla Bacteroidetes/ Chlorobi oraz
Firmicutes, w 13-15% typowe dla Proteobacteria i 7-8%
typowe dla Fusobacteria (Rys. 1). Hierarchiczne pogru-
powanie kilku metagenow jelitowych wspomnianych
gospodarzy wykazato ich filogentyczne i metaboliczne
podobienstwo [36, 62, 64].

O ile udzial i znaczenie bakterii w jelitowym mikro-
biomie jest przynajmniej we fragmentach poznane,
o tyle rola wiruséw, grzybow i pasozytow pozostaje
ciagle niejasna. Ze wstepnych danych wynika, ze w prze-
ciwienstwie do mikrobioméw bakteryjnych, wiromy
pozostaja unikatowe i $cisle zwigzane z poszczegol-
nymi osobnikami, niezaleznie od stopnia ich genetycz-
nego powigzania. Z drugiej strony ich miedzy perso-
nalne zréznicowanie pozostaje niewielkie [54]. Z kolei
z badan nad podawaniem zdrowym osobom antybioty-
kéw o szerokim spektrum dziatania, posrednio wynika,
ze w jelitach dochodzi do wzrostu liczby drozdzakéw
z rodzaju Candida. Jak wiadomo, C. albicans ulatwiaja
translokacje Escherichia coli poprzez bariery jelitowe,
co skutkuje nie tylko drastycznymi zmianami w jelito-
wym mikrobiomie, ale réwniez rozprzestrzenianiem
sie drobnoustrojow poza przewodd pokarmowy [18].
Co do znaczenia pasozytow jelitowych w zachowaniu
zdrowia gospodarza wiadomo niewiele. Jedna z hipo-
tez powstawania niektdrych wspolczesnych chordb, jak
np. alergii, nieswoistego zapalenia jelit, cukrzycy I typu,
a takze stwardnienia rozsianego wskazuje ma ich pod-
toze wynikajace z nadmiernej higieny. Udowodniono
zwigzek pomiedzy zmniejszona ekspozycja na pato-
geny, a zwigkszona odpowiedzig zapalng u takich oséb
oraz z drugiej strony mniejsza aktywnoscia i zaburze-
niami ze strony ukladu immunologicznego u nosicieli
robakow jelitowych [18, 25].
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Wydaje si¢ zatem, ze mutualizm pomiedzy jelito-
wym mikrobiomem a gospodarzem moze by¢ scislejszy
niz poczatkowo sadzono i jego odkrywanie na pozio-
mie proteomu i metabolomu przyczyni sie do lepszego
zrozumienia w nim funkcji mikroorganizmoéw, a takze
takiego ich modulowania, aby stuzyty zachowaniu zdro-
wia makroorganizmu.

2. Znaczenie mikrobiomu jelitowego w etiologii
niektérych chorob

Udzial mikrobiontéw jelitowych w wywolywaniu
wielu choréb przewodu pokarmowego jest powszech-
nie znany. W mniejszym stopniu zmiany w tym $ro-
dowiskiem wiaze si¢ z chorobami systemowymi, obej-
mujgcymi inne tkanki i bardziej odlegta okolice ciata
gospodarza, jak np. mdzg, serce, czy naczynia obwo-
dowe. Jednymi z najczgsciej odnotowanych choréb
dotykajgcych zamozne spoteczenstwa sa nieswoiste
zapalenia jelit (inflammatory bowel disease — IBD),
ktorych etiologie, przynajmniej po czeéci, wigze sie
z jako$ciowym skladem jelitowego mikrobiomu.
Z dos$wiadczen na zwierzetach wynika, ze do wywota-
nia zapalenia jelit konieczne sg bakterie, a z poréwna-
nia sktadu mikroflory 0séb cierpigcych na IBD i 0s6b
zdrowych, ze u tych pierwszych ma miejsce mniejsze
zréznicowanie w obrebie Firmicutes i Bacteroides. Do
nasilenia objawow choroby przyczyniaja si¢ szczepy
E. coli, ktore wykazuja zdolnos¢ penetracji przez sluz
jelitowy [23]. Wydaje sie, Ze w patogenezie IBD istotng
role odrywa polimorfizm genu kodujgcego wewnatrz-
komoérkowy receptor NOD2, dzigki czemu odpowiedz
gospodarza na bakteryjny peptydoglikan jest ostabiona.
Nosiciele NOD2 wykazujg od 1, 75 do 4 razy wyzsza
podatno$¢ na chorobe Lesniowskiego-Crohna. Dal-
sze reakcje pomiedzy gospodarzem i drobnoustrojami
modulowane sg przez liczne prozapalne i antyzapalne
cytokiny uwalniane przez gospodarza w odpowiedzi na
bakteryjna stymulacje [35] .

Podobnie, dostrzegany jest zwigzek pomiedzy jeli-
towa mikroflorg a zachorowaniami na nowotwory,
przede wszystkim przewodu pokarmowego. Rak okrez-
nicy zajmuje trzecie miejsce wérdd najczesciej wystepu-
jacych choréb nowotworowych w zindustrializowanych
spoleczenstwach oraz drugie jako przyczyna $mierci
w tej grupie chorych. Doswiadczenia na zwierzetach
laboratoryjnych potwierdzaja udzial w etiologii nowo-
tworow jelitowych mikrobiontéw. W doswiadczeniu,
w ktérym myszy pozbawiono genu kodujacego trans-
krypcyjny czynnik wzrostu beta 1 (Tgfb1), stwierdzono
ze w odpowiedzi na konwencjonalng mikroflore zwie-
rzeta reagowaly rozwojem przewlektego raka okreznicy
[21]. Z kolei myszy germ-free (GF) z niedoborem IL-10
odporne na raka okreznicy zachorowaty na t¢ chorobe
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po zasiedleniu przez normalng mikroflore jelitowg [66].
Za podstawowy mechanizm w bakteryjnej etiologii
jelitowych nowotworéw przyjmuje sie zmiane skladu
mikrobiontéw spowodowang dietg i w konsekwencji
pojawieniem si¢ metabolitow indukujacych rozwoj
choroby [47, 58]. Istnieje epidemiologiczny zwiazek
pomiedzy wystepowaniem raka okreznicy i prostnicy,
a zwiekszong produkejg siarkowodoru przez bakterie
redukujace siarke, jak np. Desulfovibrio vulgaris [11].
Rozwojowi tej grupy bakterii sprzyja dieta bogata
w migso, szczegolnie czerwone. Bakterie redukujace
siarke konkuruja z drobnoustrojami metanogennymi
o wododr, ktéry wykorzystuja do wytwarzania siarko-
wodoru, a ten hamuje utlenianie kwasu n-mastowego
w komorkach nabtonka jelitowego. Kwas mastowy pelni
potencjalng funkcje inhibitora deacetylazy histono-
wej, sprzyja proliferacji kolonocytow, a takze wptywa
na ekspresje genu p21, przez co zapobiega rozwojowi
raka okreznicy [29]. Innym bakteryjnym czynnikiem
indukujacym rozwoj raka okreznicy jest 4-parakrezol.
Czynnik ten wytwarzany jest miedzy innymi przez
Clostridium difficile i niektdre szczepy Lactobacillus.
Krezol powstaje z przemian tyrozyny i fenyloalaminy
w szlaku 4-hydroksy octanofenylu, ktéry nastepnie
podlega bakteryjnej dekarboksylacji. Z kolei u cho-
rych na osteosarcoma wykrywano takie metabolity
bakterii jelitowych jak: putresceina, hipuran, i pro-
pionian 4-hydroksyfenylu, a u chorych na raka piersi
mleczan 4-hydroksyfenylu bedacy produktem bak-
teryjnej degradacji tyrozyny. Wysokobiatkowa dieta
cechujaca spoteczenstwa krajow rozwinietych wptywa
réwniez na zwiekszong sekrecje pierwszorzedowych
kwaséw zdtciowych, przeksztalcanych nastepnie przez
bakterie w okreznicy do kwaséw drugorzedowych.
Jeden z nich, jakim jest kwas dezoksycholowy jest
czynnikiem karcinogennym. Jego obecnos¢ skorelo-
wana jest z wystepowaniem bakterii wytwarzajacych
7a-dehydroksylazy, jak np. Clostridium [27].

Drobnoustrojom jelitowym przypisuje si¢ réwniez
znaczenie w wywolywaniu cukrzycy. Pozbawienie
myszy cukrzycowych receptora MyD88 rozpoznajg-
cego bakterie powodowalo ich opornos¢ na cukrzyce
typu pierwszego, natomiast pozbawienie ich mikroflory
powodowalo objawy cukrzycy. Przytoczony fakt suge-
ruje, ze bakterie jelitowe odgrywaja role w etiopato-
genezie tej choroby [27, 33]. Cukrzyca drugiego typu
(oporna na insuling) silnie powiazana jest z otyloscia.
Na choroby te wptywaja okreslone przemiany metabo-
liczne bedace wynikiem zaburzen w skladzie jelitowej
mikroflory. Z doswiadczen na zwierzetach wynika,
ze opornos¢ na insuline uwarunkowana jest miedzy
innymi bakteryjnymi produktami przemiany choliny
i kwasow zdtciowych [22].

Ostatnie badania wskazujg réwniez na bakteryj-
na etiopatogeneze otylosci. Dieta wysokottuszczowa
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przyczynia sie do obniZenia ogolnej liczby bakterii
jelitowych oraz wzrostu bakterii Gram-ujemnych.
Odkryto réwniez mechanizmy poprzez, ktére bakterie
wplywaja na zwigkszone przyrosty wagowe gospodarza.
Nalezg do nich:

- zwigkszenie biodostepnosci energetycznej w wy-
niku przeksztalcanie niestrawnych skladnikow
pokarmowych do zwigzkdéw absorbowalnych,

- w wyniku wewnetrznego bakteryjnego metabo-
lizmu dochodzi do zwickszonej syntezy SCFAs
i aktywacji syntezy tréjgliceryddéw,

- wysokottuszczowa dieta zmienia metabolizm bak-
terii w wyniku ktérego cholina ulega przemianom
do metyloamin. Opisana sytuacja skutkuje defi-
cytem choliny co z kolei doprowadza do choréb
watroby,

- zdolno$¢ jelitowego mikrobiomu do wplywania
na ekspresje genéw gospodarza sprzyjajacych
rozwojowi otylosci, jak np. w wyniku hamowa-
nia genu kodujgcego angiopoetynowo-podobny
czynnik 4 (Angptl4), ktorego produkt przyczynia
sie do obnizenia aktywnosci lipazy lipoproteino-
wej lub indukcji czynnika FIAF (fasting-induced
adipose factor) wplywajacego na zwiekszenie
wolnych kwasow tluszczowych i ttuszczy w ogole.
Z obserwacji na myszach, jak i ludziach wynika,
ze u otylych osobnikéw dochodzi do obnize-
nia liczby Bacteroidetes i wzrostu Firmicutes, od
ktérych moze zaleze¢ zwigkszone spozywanie
zywnosci [4, 19].

Dieta wysokottuszczowa prowadzi do dyslipidemi
manifestujgcej si¢ wzrostem cholesterolu, trdjglicery-
dow i lekkiej frakeji cholesterolu oraz spadkiem frakeji
cigzkiej. Dyslipidemia powoduje przesuniecie w skla-
dzie mikroflory jelitowej na korzys¢ bakterii Gram-
-ujemnych. Obecnos¢ tluszczy sprzyja transportowi
lipopolisacharydu ze $wiatfa jelit do krwi, co prowadzi
do endotoksemi i indukcji odpowiedzi prozapalne;j.
Jak wykazano w doswiadczeniu na szczurach podawa-
nie LPS-u prowadzito do wzrostu masy ciata zwierzat,
opornosci na insuling oraz nadmiaru tluszczy odkla-
danych w watrobie [7].

Oprécz wielu choréb zwigzanych z przewodem,
pokarmowym, jelitowej mikroflorze przypisuje sie row-
niez wplyw na funkcjonowanie innych narzadoéw, jak
np. ukladu nerwowego. Pojawianie si¢ zaburzen ze
strony przewodu pokarmowego u pacjentéw autystycz-
nych zwrécily uwage na mikroflore jelitowg jako poten-
cjalny czynnik przyczyniajacy sie do rozwoju wspom-
nianej choroby. Poréwnanie mikroflory dzieci zdro-
wych i chorych wskazalo u tych ostatnich 10-krotny
wzrost liczby Clostridium spp. [61]. Niewykluczone, ze
wytwarzane przez klostridia neurotoksyny moga przy-
czynia¢ si¢ do manifestowania si¢ niektérych objawow
autyzmu. W moczu u takich pacjentéw stwierdzono
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podwyzszona ilos¢ hipuranu, fenyloacetylo glutaminy
oraz produktéw przemian tryptofanu/kwasu nikotyno-
wego bedacych produktami kometabolizmu gospodarz-
-mikrobiom jelitowy [69].

Jak wynika z krétkiego przegladu niektérych cho-
réb, ktorych etiopatogeneze wiaze si¢ z jelitowym
mikrobiomem, istotng role w ich powstawaniu odgrywa
dieta gospodarza. W wyniku kometabolizmu gospo-
darza i drobnoustrojow jelitowych powstajg okreslone
metabolity o bezposrednim szkodliwym dziataniu lub
stanowigce chemiczne sygnaly aktywujace uktad immu-
nologiczny, szlaki przekaznictwa sygnatu w komorkach,
prowadzace np. do apoptozy itp. Poznanie, bakteryj-
nych produktéow powstajacych ze specyficznych sub-
stratow wchodzacych w sklad diety gospodarza pozwo-
lifoby na sterowanie metabolizmem ssakéw zaréwno
poprzez dobodr skladnikdéw pokarmowych, jak i skla-
dowych mikrobiomu.

3. Czynniki wplywajace na ksztaltowanie sie
mikrobiomu

W warunkach naturalnych sktad mikrobiontéw jeli-
towych podlega $cistej kontroli i jest regulowany przez
gospodarza, jak i przez same drobnoustroje. W procesie
tym zaangazowanych jest wiele mechanizméw z obu
stron, czesto wzajemnie powigzanych. Drobnoustroje
stymulujg miedzy innymi gospodarza do produk-
cji $luzu, ktéry w jelitach grubych wewnetrzng war-
stwa o gesciejszej konsystencji przylega do komoérek
nablonka jelitowego i stanowi fizyczng bariere zapo-
biegajaca penetracji do nich bakterii. Z kolei w luzniej-
szej warstwie skierowanej do $witala jelit usytuowane
sg liczne receptory odpowiadajace epitopom mikro-
biontéw (microbiota-associated molecular patterns
- MAMPs) warunkujgc specyficzng adherencje [48].
Rozpoznawanie drobnoustrojow jelitowych przez
gospodarza odbywa sie na drodze wielu mechanizmoéw,
w tym poprzez usytuowane na wielu komoérkach biatka
blonowe, jak receptory Toll-podobne (Toll-like recep-
tors), biatka NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain) i IPAF (IL-1B-converting enzyme protease
activator factor) nalezace do rodziny receptoréw NLR
(nucleotide-binding oligomerization domain), recep-
tory formylowanych peptydéw (formylated peptide
receptors — FRPs), lektyny typu C itp. Wigzanie sie
poszczegolnych epitepéw drobnoustrojow ze wspom-
nianymi receptorami powoduje aktywacje komorek
gospodarza i uruchamianie szlaku transdukeji sygnatu.
W nastepstwie aktywacji przez jelitowe patogeny czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB dochodzi do odpowiedzi
zapalnej i proapoptotycznej. Dla zachowania réwno-
wagi, wiele komensalicznych bakterii ogranicza zalezna
od NF-«B transdukcje sygnatu oraz indukuje wytwa-
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rzanie TGF-p oddzialujacego antyzapalnie i antyapop-
totycznie [48]. Zaangazowanie bakteryjnych gendéw
w regulacje przekaZnictwa sygnalu w komorkach
nablonka jelitowego wykazano na przykladzie komo-
rek linii HT-29 transfekowanych plazmidem z wklo-
nowanym genem alkalicznej fosfatazy, bedacym pod
kontrolg czynnikow wigzacych zaleznych od NF-kB.
Na podstawie analizy metagenomowej odkryto dwa
loci prawdopodobnie wystepujace u nowego gatunku
Bacteroides, ktore kodowaly zalezy od ATP transport
oraz lipoproteine odpowiedzialne za oddziatywanie
na NF-xB [37].

Ciekawym mechanizmem przyczyniajacym sie
do ksztaltowania si¢ sktadu jelitowych mikrobiontéw
przez gospodarza jest modulowanie przez limfocyty
CD3*CD11c* T zaleznej od bialka NOD2 aktywacji
komorek nabtonka jelitowego przez bakteryjne pep-
tydoglikany. W wyniku ekspresji amidazy PGLYRP-2
(Peptidoglycan recognition proteins -2), ktdra trawigc
polaczenia pomiedzy cukrowcowym rdzeniem i pepty-
dami niszczy rozpoznawane przez NOD2 epitopy pep-
tydoglikanu. W nastepstwie zmienionej konformacji
wspomnianej struktury, nie dochodzi do pobudzenia
komorek niosagcych NOD2 i w konsekwencji odpowiedz
gospodarza na bakteryjne peptydoglikany pozostaje
ograniczona. PGLYRP2 na drodze opisanego mecha-
nizmu moze réwniez ksztaltowaé wrodzong odpowiedz
gospodarza zalezng od bialek NOD [20]. Niektore
mikrobionty jelitowe wplywajg na stosunek obecnych
w $luzéwee jelit limfocytéw regulatorowych Tdo T,
Te ostatnie stanowig specyficzna subpopulacje limfo-
cytéw CD4* T odpowiedzialnych za produkeje IL-17,
IL-17F i IL22 [3]. Uczestnicza w indukcji odpowiedzi
immunologicznej przeciwko jelitowym patogenom
i odpowiedzi zapalnej skierowanej przeciwko pato-
genom bakteryjnym i grzybiczym. W utrzymywaniu
homeostazy w jelitach zaangazowanych jest wiele
roznych populacji limfocytéw T o aktywnosci supre-
sorowej, uczestniczacych w hamowaniu odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko jelitowym
komensalicznym drobnoustrojom, miedzy innymi
poprzez sekrecje oddzialujacej przeciwzapalnie IL-10
[34]. W nabywaniu przez nie pamigci uczestnicza
komorki nablonka jelitowego, komoérki dendrytyczne
blony podstawnej i weztéw chlonnych. Dodatkowo
miedzynabtonkowe limfocyty TCR y§* w miejscach
uszkodzenia komorek nabtonka jelitowego wydzie-
laja keratynocytowy czynnik wzrostowy uczestniczacy
w odtworzeniu ich warstwy [48].

Do innych waznych mechanizméw biorgcych
udzial w regulacji jelitowego mikrobiomu nalezy zali-
czy¢ indukcje przez komensaliczne mikroorganizmy
sekrecji przez komorki Panetha peptydu angiogeniny 4
o aktywnosci skierowanej przeciwko bakteriom Gram-
-dodatnim pozwalajacym na utrzymanie w dominuja-
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cej liczbie bakterii Gram-ujemnych [13, 28]. Podobnie
stymulowanie przez mikroorganizmy wytwarzania
lektyny typu-C-Regllly przyczynia si¢ w sumie do
ograniczania liczby bakterii [67]. Produkowane przez
komorki nabtonka jelitowego defensyny wraz z krypty-
dynami oddzialujg bezposrednio antybakteryjnie oraz
immunomodulacyjnie ksztaltujac w ten sposéb kom-
pozycje bakterii jelitowych. Z kolei interakcje pomie-
dzy samymi bakteriami, w tym antagonizm, wigzanie
sie ze specyficznymi receptorami bialek mucynowych,
indukcja wytwarzania przez komoérki gospodarza fuko-
zylowanych glikanéw wykorzystywanych jako zrédto
energii rowniez w istotny sposob stuzy ksztaltowaniu
jelitowego mikrobiomu [48]. Zatem ,,zdrowy” mikro-
biom decyduje o zachowaniu w $rodowisku home-
ostazy, oddzialuje antyapoptotycznie, reguluje swdj
sktad, dostarcza niedostepnych dla gospodarza czyn-
nikéw odzywczych, jak np. krétkotancuchowych lot-
nych kwasow ttuszczowych, a takze hamuje rozwdj
flory patogenne;.

4. Interakcje pomiedzy bakteriami jelitowymi
i gospodarzem - systemy komunikacji

Mikrobionty okreslonych ekosyetméw wyksztal-
cily zlozony system odczuwania zmian zachodzacych
w $rodowisku, w ktérym wystepuja i reagowania na
nie. W odpowiedzi moga zmienia¢ swéj fenotyp, np.
na zjadliwy czy tez modulowa¢ liczebnos¢ populacji.
W warunkach dostatku skfadnikéw pokarmowych
i innych korzystnych czynnikéw, zbiorowisko mikro-
organizméw wykazuje stabilny i powolny wzrost.
Natomiast w sytuacji zagrozenia i wspodlzawodnic-
twa o pokarm, wspolnota mikroorganizméw ulega
destabilizacji, moze dochodzi¢ do ujawnienia sie cech
zjadliwosci, np. manifestujacych si¢ konkurowaniem
z gospodarzem o skladniki odzywcze, inwazja do
komorek i tkanek, uruchomieniem szeregu procesow
obronnych, jak np. tworzenie biofilmu, produkeja tok-
syn itp. [60]. Bakterie wyksztalcity w tym celu wiele
struktur i mechanizméw bfonowego i transostonowego
przekaznictwa i przetwarzania sygnatow, poprzez ktdre
odbierajg bodzce ze srodowiska i odpowiadaja na nie.
Wieloskladnikowe blonowe ,bioczujniki” zdolne sa
do odbierania zaréwno sygnaléw fizjochemicznych,
jak np. pH, obecnosci skladnikéw pokarmowych,
ci$nienia osmotycznego, jak réwniez rozpuszczalnych
i strukturalnych sktadnikéw gospodarza, np. sklado-
wych powierzchni jego komorki, stanu mikrosrodo-
wiska, obecnosci sktadnikéw odpornosciowych, np.
interferonu gamma, dynorfin, produktéw uszkodze-
nia tkanek, czy koncowych produktéw niedotlenie-
nia tkanek jak np. adenozyny [1, 38, 60]. Czynniki
srodowiskowe zbierane sg na powierzchni komorki
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bakteryjnej i nastgpnie transportowane do cytopla-
zmy, gdzie sa przetwarzane przez drugi system czu-
ciowy, znany jako quorum sensing signaling system.
Jest to hierarchiczny system regulacji, poprzez ktéry
zbiorowisko bakterii moze oszacowac i regulowac swoja
liczebno$¢, jak réwniez zsynchronizowa¢ zachowanie
populacji za pomocg matych dyfundujacych czasteczek
przeptywajacych pomiedzy sasiadujgcymi komoérkami.
Okazuje sie, ze bakterie wykorzystuja quorum sensing
system nie tylko do kontrolowania swojej populacji ale
réwniez do odpowiedzi na czynniki gospodarza uwol-
nione w nastepstwie uszkodzenia jego tkanek, elementy
ukladu odpornosciowego, konicowe produkty niedo-
tlenienia tkanek itp. W odpowiedzi na wspomniane
sygnaly tworza wysoce skoordynowang, wielokomor-
kowa sie¢ powigzan obejmujaca zaréwno komorki
roznych gatunkow bakterii, jak i gospodarza, przede
wszystkim komorki nablonka jelitowego, komorki
zaangazowane w indukcje odpowiedzi immunologicz-
nej (dendrytyczne, prezentujace antygen) i komorki
zaangazowane w rozwodj odczynu zapalnego (limfo-
cyty, granulocyty). Tak wiec dochodzi do miedzydo-
menowego molekularnego dialogu (chemical crosstalk)
pomiedzy bakteriami, a réznymi tkankami gospodarza.
W ten sposob np. czasteczki uczestniczace w systemie
obronnym gospodarza moga aktywowac lub wycisza¢
bakteryjny quorum sensing system i podobnie czasteczki
uczestniczace w quorum sensing system moga aktywo-
wacé sygnaly wysylane przez gospodarza, lub je wyci-
szac¢ [1, 60]. Przetwarzanie informacji pochodzacych
ze srodowiska uzaleznione jest od genetycznych mozli-
wosci mikroorganizmoéw i zachodzi poprzez wiaczanie
lub wytaczanie okreslonych genéw, ich wymiane lub
wyciszanie. W konsekwencji drobnoustroje uzyskuja
nowe wlasciwosci, dzigki ktorym sa bardziej przysto-
sowane do okreslonego srodowiska, jak rowniez ujaw-
niajg si¢ lub nie ich cechy zjadliwosci. Z drugiej strony,
gospodarz stale kontroluje i ocenia zasiedlajagce go
mikroorganizmy i odpowiednio reguluje te procesy za
posrednictwem réznych mechanizméw odpornoscio-
wych zapobiegajacych rozwojowi zakazenia. Opisane
procesy dynamicznych powiazan i wymiany informacji
odbywaja sie w przygranicznej strefie na styku bakterii,
komorek nabtonka jelitowego, komoérek dendrytycz-
nych, limfocytéw, granulocytéw i innych okreslanej
jako interaktom. Opisane zjawisko funkcjonowania
wielokierunkowej sieci powigzan, poprzez ktdrg moz-
liwe jest przesylanie sygnalu i porozumiewanie si¢
bakterii z bakteriami, bakterii z gospodarzem i gospo-
darza z bakteriami zasadniczo zmienia dotychczasowe
spojrzenie zaréwno na mechanizmy ksztaltowania si¢
i funkcjonowania okreslonych ekosystemow, jak i pato-
geneze bakteryjnych choréb. Podobnie, innej ocenie
podlegaja same mikroorganizmy, ktére juz nie stanowia
zbiorowiska autonomicznych komorek, ale mikrobiolo-
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giczne konsorcja, bedace swego rodzaju prototkankami,
w ktorych komorki zdolne sg do wzajemnego komu-
nikowania si¢ i przetwarzania informacji. Mozna wigc
pokusic si¢ o stwierdzenie, Ze na wzor grup spolecznych
tworzg strukturalne i socjalne wspolnoty z wyodrebnio-
nymi centrami ,decyzyjnymi” i weztami przesyfania
informacji [5].

5. Mikrobiom a zachowanie homeostazy

Sposéb w jaki jelitowy mikrobiom wptywa na zacho-
wanie ogdlnej homeostazy gospodarza nie jest do konca
jasny. W warunkach fizjologicznych mikroflora komen-
saliczna aktywnie uczestniczy w utrzymaniu jelitowej
bariery gospodarza poprzez stymulowanie wytwarza-
komoérek nablonka i sprawnosci jelitowego ukfadu
immunologicznego [59]. Na zasadzie kompetencyj-
nego wykluczania i antagonizmu chronig przed kolo-
nizowaniem si¢ drobnoustrojow patogennych, indukuja
wytwarzanie przeciwcial IgA, uczestnicza w trawieniu
zwigzkow wielkoczgsteczkowych, zmniejszajac w ten
sposob pule potencjalnych antygenow. Wytwarzaja
takze krotkolancuchowe kwasy tluszczowe (SCFAs)
stanowiace sktadniki odzywcze dla komérek nablonka,
reguluja ich wzrost i réznicowanie, zmniejszajg prze-
puszczalno$¢ polfaczen miedzykomoérkowych i indu-
kujg wytwarzanie ochronnych bialek szoku cieplnego
i mucyny. SCFAs dodatkowo indukuja synteze dekar-
boksylazy ornityny, ktéra reguluje synteze poliamin
odgrywajacych role we wzroscie komorek i naprawie
uszkodzen komorek sluzowki [41, 48, 49, 53]. Jelitowy
ukfad immunologiczny obejmuje komorki nabtonka
jelitowego, miedzykomorkowe limfocyty, kepki Peyera,
wiele komoérek ulokowanych w blonie podstawnej
i wezly chtonne krezkowe. Komorki nabtonka jelito-
wego mimo, Ze nie s3 profesjonalnymi komdrkami
prezentujacymi antygen to takie zdolnosci wykazuja.
Sa spolaryzowane i dochodzi u nich do ekspresji kla-
sycznego MHC I, MHC II i nieklasycznego MHC L.
Sekrecja mikroczasteczek zawierajacych MHC stuzy
do rozpoznania antygendw bakterii znajdujacych sie
w $wiatle jelit. Limfocyty obecne miedzy komdrkami
nablonka jelitowego zapewniaja ochrong gospodarzowi
poprzez regulowanie odpowiedzi zapalnej oraz uczest-
nictwo w naprawianie uszkodzen nablonka (limfocyty
TCR 0" wydzielajg keratynocytowy czynnik wzrostu
niezbedny do odtworzenia nablonka) [9, 10, 12, 43, 45].

Funkcjonowanie opisanych struktur podlega zabu-
rzeniom w okreslonych sytuacjach, jak np. znacznych
zranien i krwotokdéw w nastepstwie ktérych moze
dochodzi¢ do zmniejszonej produkcji Sluzu jelito-
wego. Podobnie, w nastepstwie wielobakteryjnej sepsy,
dochodzi do zmniejszonego wytwarzania jelitowego



ZNACZENIE JELITOWYCH MIKROBIONTOW W UTRZYMANIU OGOLNE] HOMEOSTAZY GOSPODARZA

biatka TFF3 (intestinal trefoil factor 3) stabilizujacego
warstwe $luzowg i wplywajacego na naprawe uszko-
dzen $luzéwki. Wspomnianemu zjawisku towarzyszy
zmniejszona sekrecja przez komorki Paneth’a defensyny
5 charakteryzujacej si¢ szerokim antybakteryjnym spek-
trum dzialania [70]. Wiele patogendéw jelitowych powo-
duje zmiany w $rodowisku jelit i skladzie mikroflory
skutkujgce drastycznymi zaburzeniami w ,,szczelnosci”
nablonka i sprawnosci ukladu immunologicznego.
Enteropatogenne E. coli (EPEC), toksyny wytwarzane
przez C. difficile, czy Vibrio cholerae, lektyna PA-I pro-
dukowana przez Pseudomonas aeruginosa poprzez
modulacje miedzykomorkowej macierzy zwigkszaja
jej przepuszczalnos¢ 2, 48]. Okazuje sig, ze do podob-
nych efektéw dochodzi w nastepstwie zakazen zloka-
lizowanych réwniez poza przewodem pokarmowym,
jak np. zapalenia pluc i bedacego jego efektem niedo-
tlenienia, czy sepsy skutkujacej zaburzeniami w kraze-
niu [15]. Dodatkowo w wyniku wielobakteryjnej sepsy
oraz niedokrwienia jelit dochodzi do gwaltownego
zmniejszenia sie liczby limfocytéw w przestrzeniach
miedzykomorkowych, bfonie podstawnej oraz kepkach
Peyera. Obserwuje si¢ rowniez zwigkszong apoptoze
komorek nabtonka i limfocytéw B blony podstawne;.
Bardzo istotnym zmianom podlega takze wytwarzanie
przeciwcial IgA. Obserwuje si¢ ich spadek w nastep-
stwie endotoksemii, poparzen czy tez sepsy, chociaz
w tym ostatnim przypadku dane sg sprzeczne. Obni-
zona odpowiedz immunologiczna przejawiajaca sie
zahamowaniem wytwarzania IgA moze by¢ spowo-
dowana zwiekszona apoptoza, lub tez niedostateczng
produkcja IL-5 stymulujgcg produkcje wspomnianych
immunoglobulin [17, 31, 39]. Sluzéwka zotadka i jelit
w odpowiedzi na czynniki indukujgce zapalenie reaguje
wytwarzaniem wielu réznych bioaktywnych czyn-
nikéw, jak IFNy, TNFa, biatko duzej mobilnosci B1
(high-mobility group B1 - HMGB1), IL-2, IL-4, IL-13
oraz sygnaly zalezne od RAGE (receptor for advanced
glycation end products), ktére wptywaja na funkcjono-
wanie bariery jelitowej, w tym przepuszczalnos¢ slu-
zOwki. Z kolei IL-10 oraz TGFp przyczyniaja sie do jej
uszczelnienia [44, 52, 56, 57]. Endotoksemia powoduje
uwalnianie gtéwnie przez enterocytyty oraz niektore
komorki blony podstawnej jelita cienkiego i okreznicy
IL-6. Podobny wplyw wywiera IL-15. Na podstawie
doswiadczen in vitro wykazano, ze IFNy bierze udzial
w transcytozie E. coli poprzez komoérki nablonka, co
powoduje, ze wspomniane bakterie moga penetrowaé
poprzez Sluzéwke jelit niezaleznie od jej szczelnosci
[13]. Do ograniczania translokacji bakterii przez war-
stwe komorek nablonka przyczynia si¢ natomiast insu-
linopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1) [30]. Podobnie
alkaliczna fosfataza uczestniczac w defosforylacji reszt
fosforanowych LPS-u przyczynia sie do detoksykacji
tej substancji co zapobiega penetracji drobnoustrojow
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przez barier¢ komoérek nablonka i przyczynia sie do
utrzymywania homeostazy w jelitach [59].

Na znaczenie drobnoustrojow jelitowych w etio-
logii uogdlnionych zapalen i dysfunkcji wielu narzadéw
zwrdcono uwage juz w latach 80. XX wieku. Okreslone
drobnoustroje lub ich konsorcja indukowaty systemowe
zapalenie doprowadzajace do postepujacej dysfunkeji
wielu narzagdéw. Niesprawne mechanizmy bariery jeli-
towej w polaczeniu z niewydolnym uktadem immu-
nologicznym umozliwialy translokacje bakterii do
krazenia i wywolywanie sepsy [8, 13]. Poznanie i zrozu-
mienie mechanizméw towarzyszacych wspomnianym
zjawiskom jest niezwykle trudne poniewaz wymaga
biezacego $ledzenia dynamicznych proceséw na pozio-
mie mikrobiomu (genéw mikrobiontéw kodujacych
czynniki zjadliwosci i ich produktéw) inflamasomu
(gendw gospodarza uczestniczacych w indukeji zapa-
lenia i odpowiedzi immunologicznej oraz ich produk-
tow) i interaktomu (sygnatéw srodowiskowych i mie-
dzy domenowej komunikacji), ktorych wypadkowa
jest zachowanie homeostazy lub rozwoj choroby. Co
wiecej nawet czgsciowe monitorowanie zachodzacych
interakcji pomigdzy produktami gendéw mikrobion-
tow, a produktami genéw gospodarza zawsze bedzie
spoznione i bedzie sie odnosilo do sytuacji przesztej.
Mnogosé¢ drobnoustrojow oraz ich niezwykle mozli-
wosci adaptacyjne w odpowiedzi na wiele sygnalow
gospodarza i Srodowiska sprawiaja, ze nawet przy
wspolczesnych mozliwosciach komputerowej analizy
danych nie jesteSmy w stanie przewidzie¢ mozliwego
kierunku ich zmian i wytworzenia zjadliwego feno-
typu [60]. Czg¢sciowo poznano mechanizm wywoly-
wania sepsy przez jelitowe P. aeruginosa w nastepstwie
zabiegu operacyjnego (Rys. 2.). Podczas wspomnianego
zabiegu dochodzi do uwalniania si¢ fosfatonin, ktére
z kolei zwigkszajg wydalanie wraz z moczem fosforanéw.

Operacja
chirurgiczna
— uwalnianie

fosfatonin

/

sepsa

"

Zwigkszenie
wydalania wraz
z moczem fosforanow

\ )

PA-I utatwia przyczepianie si¢ P aruginosa poprzez PstSPhoB
bakterii do komérek nabtonka,  powigzany z QSSS wykrywa
przetamanie bariery jelitowej, brak fosforanéw. Wytwarza
przedostanie sie do krazenia zjadliwe biatko PA-I

Rys. 2. Mozliwy mechanizm wywolywania sepsy
przez jelitowe szczepy Pseudomonas aeruginosa w nastepstwie
zabiegu operacyjnego



214

Jelitowe szczepy P. aeruginosa wykrywaja brak fosfo-
randw poprzez wysoce konserwatywny wieloskladni-
kowy fosfoczuciowy system regulatorowy PstS-PhoB
powiazany z quorum sensing, obecny takze u innych
patogendw jelitowych, jak np. Klebsiella, Serratia, czy
Enterococcus [32]. W konsekwencji dochodzi do eks-
presji zaleznego od quorum sensing bialka zjadliwosci,
PA-T lektyny/adhezyjny. Powstale biatko utatwia przy-
czepianie si¢ bakterii do komdrek nabtonka jelitowego,
w ktérego konsekwencji dochodzi do przetamania ba-
riery jelitowej i przedostawanie si¢ do krazenia syste-
mowego produkowanych letalnych cytotoksyn, jak np.
egzotoksyny A, a to skutkuje sepsa.

W warunkach doswiadczalnych, doustne podanie
myszom fosforandw podczas zabiegéw chirurgicznych
na jelitach chronilo zwierzeta przed rozwojem sepsy
jelitowej spowodowanej przez P aeruginosa, w tym
réwniez przez szczepy wielooporne, co moze potwier-
dza¢, ze podjeta terapia przyczynila si¢ do niwelacji
sygnatow wystanych do $rodowiska przez gospodarza
i doprowadzila do braku reakgji ze strony potencjalnych
patogenow [60, 71]. Na podstawie przeprowadzonego
dos$wiadczenia mozna postawi¢ dalsze pytania, a mia-
nowicie, czy niedostatek fosforanéw moze by¢ uniwer-
salnym sygnatem dla innych patogenéw do ujawniania
swojego zjadliwego fenotypu oraz, czy obecnos¢ wspo-
mnianych zwigzkéw moze by¢ wyrazem dobrej kondy-
cji gospodarza? Opisany przyklad pokazuje jednak, ze
poprzez poznanie okreslonych sygnatéw uwalnianych
przez gospodarza do $rodowiska i reakeji na nie skla-
dowych mikrobiomu mozliwe jest wptywanie na zacho-
wanie jego zdrowia lub rozwoju choroby. Podejmowane
badania, w oparciu o metagenomike, metatranskryp-
tomike, proteomike i metabolomike bardzo przybli-
zaja nas do wspomnianego celu oraz przyczyniajg sie
do poznania jednostkowej odpowiedzi gospodarza na
zakazenie i podejmowane leczenie. Niewykluczone, ze
juz w niedalekiej przyszlosci bedziemy dysponowali
kompletng wiedza na temat obecnych u czlowieka
i zwierzat mikroorganizméw, wystepujacych u nich
genow i potencjalnych ich produktéw, ktére w danym
czasie i miejscu beda aktywowane przez sygnaly wysy-
tane przez gospodarza i bedg wptywaly na powstanie
i rozwoj okreslonego zakazenia. Pozwoli nam to na
zrozumienie, dlaczego te same drobnoustroje raz pozo-
staja niegroznymi kolonizatorami naszych tkanek,
a kolejnym razem groznymi dla Zycia patogenami.
Aktualnie matematyczne metody modelowania i symu-
lacji w oparciu o dotychczas poznane molekularne
cechy drobnoustrojéw, komorek i tkanek gospodarza
bedace ekstrapolacja danych laboratoryjnych i badan
klinicznych, staraja si¢ komputerowo wizualizowac
okreslone scenariusze stuzace rozwigzywaniu proble-
mow klinicznych, koordynowaniu terapii i rozwoju
badan nad nowymi lekami.

MARIAN BINEK

6. Podsumowanie

Mikrobionty bytujace w przewodzie pokarmowym
ssakow stanowia najliczniejszy ekosystem zywych orga-
nizmoéw. Szacuje si¢, ze u czlowieka liczba komorek
przedstawicieli Bacteria i Archea na obszarze jelit osig-
gajacym okolo 400 m* moze wynosi¢ od 10" do 10"
oraz od 10" do 10" towarzyszagcym im bakteriofagow
nie uwzgledniajac innych wiruséw i eukariotycznych
pasozytow [59]. Gospodarz i bytujaca w jego przewo-
dzie pokarmowym mikroflora tworza uksztaltowany
przez tysiaclecia wspolistnienia kompleksowy system
ekologiczny, bedacy forma zwigzku przynoszacego nie
tylko obopdlne korzysci, ale wrecz uzalezniajgcy ist-
nienie jednych od drugich. Geny mikrobiontow zwiek-
szaja ogolng pule gendw gospodarza, a potencjalne
ich produkty interferujg z jego Zyciowymi procesami.
Mikroorganizmy wyksztalcity na drodze ewolucyjnej
mechanizmy zmiennosci i przystosowawcze do okres-
lonych warunkéw zycia. Wytwarzajg w tym celu wiele
struktur i mechanizméw bfonowego i transostonowego
przekaznictwa i przetwarzania sygnatow, poprzez ktdre
odbierajg bodzce ze srodowiska i odpowiadaja na nie.
Podobnie, odpowiedz ze strony gospodarza nie zalezy
tylko od potencjalnych cech kodowanych w bakteryj-
nym genomie, ale réwniez od proceséw na poziomie
molekularnym towarzyszacym relacjom bakterie-
-gospodarz, ich dynamiki i przestrzeni, w ktorej maja
miejsce, jak rowniez czasu ich trwania. Pokazuje to
istnienie wielokierunkowej sieci powigzan, poprzez
ktéra mozliwe jest przesylanie sygnatu i porozumie-
wanie sie bakterii z bakteriami, bakterii z gospodarzem
i gospodarza z bakteriami i jest ilustracja chemicznego
i molekularnego jezyka pomiedzy mikro- i makroorga-
nizmami, na drodze ktdrego ksztaltuja sie ich wzajemne
relacje stuzace utrzymaniu delikatnej réownowagi. Wia-
czenie w ostatnich dekadach do badan mikroflory jeli-
towej nowych technik opartych na sekwencjonowaniu
metagenomu i wykrywaniu specyficznych dla okreslo-
nych gatunkow, a nawet klonéw sekwencji, znacznie
przyblizyty nam zjawiska i relacje pomiedzy gospo-
darzem a jego mikroflorag. Uzyskana wiedza znajduje
praktyczne zastosowanie do zindywidualizowanego
leczenia, poszukiwania punktéw odniesienia dla sto-
sowanych lekéw, jak réwniez celowego ksztaltowania
pomiedzy jelitowymi mikrobiontami i gospodarzem
relacji stuzacych zachowaniu homeostazy.
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Virophages - new biological elements

Abstract: Virophages are viruses whichinfect mainly giant viruses, from so-called super-family NCLD (nucleocytoplasmic large DNA
viruses), which includes Mimivirus, Mamavirus, Lentille, CroV or Phycodna virus. They occurre in the aquatic environment as infectious
agents, especially for protozoa, flagellates, algae and micro-algae (mainly Spirulina sp. and Chlorella sp.). The first known virophage was
Sputnik, for which the dominant host is Mamawirus living on the protozoa Acanthamoeba (A.) polyphaga. However, it can infect also
Mimivirus living on protozoa A. castellanii. Sputnik was also considered as satellite virus, as its replication cycle requires the presence of
Mamavirus or Mimivirus and also its genetic material is DNA,. Thus, it is the first described dsDNA satellite virus. This virophage has
its own gene encoding the capsid and its replication takes place in the Mamavirus and/or Mimivirus “factories’, creating a link between
viruses and the animated world. The second discovered virophage after Sputnik was Sputnik 2, which was found in amoeba contaminated
fluid (Acantamoeba polyphaga) infected with the giant virus — Lentille. Sputnik 2, similarly to Sputnik, has the ability to introduce its DNA
into the host genome, as evidenced by the discovery of its small fragments in the Lentille virus genome. The third discovered virophage was
Mavirus, for which the host is a CroV virus (Cafeteria roenbergensis virus) infecting algae Cafeteria (C.) roenbergensis. Mavirus differs from
Sputnik and Sputnik 2 as its cubic capsid has a diameter of 60 nm and its genome was found to be closely related to the class of eukaryotic
DNA transposons Thus, it has been proposed that Mavirus might have given a start to DNA transposons in Maverick/Polinton class. The
fourth described virophage is the Organic Lake Virophage (OLV). It has been identified by similarity in its capsid protein sequence to the
already discovered protein sequences in Sputnik. In addition to the four virophages described in this work, there are also other registered
virophages, such as Yellowstone Lake Virophage (YSLCV) 1, 2, 3, 4 and Ace Lake Mavirus - ALM.

1. Introduction. 2. Sputnik virophage. 3. Sputnik 2 virophage. 4. Mavirus virophage. 5. OLV virophage. 6. Other virophages. 7. Virophages
and satellite viruses. 8. Summary

Stowa kluczowe: ALM, OLYV, Sputnik 1, 2, wirofagi, YSLV

Key words: ALM, OLYV, Sputnik 1, 2, virophage, YSLV's

1. Wprowadzenie

Jedna z najbardziej zdumiewajgcych informacji
z zakresu faktow biologicznych w ostatnich kilku latach
byla wiadomos¢ o istnieniu wiruséw mogacych ata-
kowa¢ wirusy, a ktore nazwano wirofagami - ,,poze-
raczami wiruséw” [29, 35]. Fakt, ze wirusy atakuja
komorki bakteryjne byl znany juz od 1896 roku i te
okreslono jako bakteriofagi. Wérod wiruséw opisano
réwniez bardzo ciekawe, grozne patogeny infekujace
rosliny, nazwane od 1971 roku wiroidami. Natomiast
obecnie zarejestrowano zdumiewajacy fakt, Ze wirus nie
bedacy organizmem komdrkowym, potrafi atakowaé
inne wirusy, tez nie bedace komodrkami.

Wykazano, ze wirofagi infekujg gléwnie olbrzymie
wirusy — powyzej 400 nm - m.in. z rodzaju Mimivi-
rus, ktorego przykladem jest APMV (Acanthamoeba
polyphaga mimivirus), pierwszy opisany przedstawiciel
wiruséw olbrzymich, czy wirusy olbrzymie z rodzaju

Mamavirus [8, 9, 29]. Wedlug La Scola [22] oprocz tych
dwdch wiruséw olbrzymich - Mimi- i Mamawirusow
- wystepuja takze inne wirusy olbrzymie, okreslane
jako NCLDV (Nucleocytoplasmic Large DNA Viru-
ses), ktorych 19 wyizolowano z préb srodowiskowych,
w latach od 2008 do 2010. Przyjmuje si¢, Ze az 14 z nich,
to wirusy o wymiarze wigkszym niz 400 nm, wykazu-
jace podobienstwo do pierwszego scharakteryzowa-
nego wirusa olbrzyma — Mimiwirusa, ktore sg infeko-
wane przez wirofagi [6, 8, 21, 26, 29]. Opisane obecnie
wirofagi, rzucaja nowe $wiatto na istote ,,zycia’, w tym
wiruséw i pokazuja, ze zostala przekroczona bariera
dzielagca wirusy od organizméw komdrkowych [6, 26,
27, 35], co w szczegolnoséci wiaze sie z faktem opisa-
nia wirusa nazwanego Mamawirusem, wiekszego od
odkrytego wczesniej Mimiwirusa [5, 29]. Wykazano, ze
oba te wirusy olbrzymie (Mimiwirus i Mamawirus), pod
wieloma aspektami sg do siebie podobne [5, 6, 8, 21,
26], a ponadto wykazano, ze na kapsydzie Mamawirusa
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Tabela I
Opisane wirofagi [4, 7, 8, 14, 16, 27, 31, 34]

Lp. Wirofagi Miejsce wystepowania Zaobserwowane miejsce zakazenia i miejsce odkrycia
1. |Sputnik Mamavirus i Mimivirus Pierwotniak (Acanthamoeba (A) polyghaga) - woda

z wiezy wiertniczej w Bradford Pierwotniak (A. castellanii)
2. |Sputnik 2 Lentille virus Pierwotniak (A. polyghaga) - ptyn soczewek

kontaktowych u kobiety

3. |Mavirus CroV

Wiciowiec jednokomorkowy (Cafeteria roenbergensis)
- woda morska Texasu bogata w zooplankton

4. |OLV (Organic Lake Virophage) Phycodna virus

Glony morskie - woda silnie zasolonego Jeziora
Organicznego na Antarktydzie

5. |YSLV 1 (Yellowstone Lake Virophage 1)
- material metagenomowy

Phycodna lub Mimivirus (?)

Mikroalgi? - wody jeziora w pakru Yellowstone

6. |YSLV 2 (Yellowstone Lake Virophage 2)
- material metagenomowy

Phycodna lub Mimivirus (?)

Mikroalgi? — wody jeziora w pakru Yellowstone

7. |YSLV 3 (Yellowstone Lake Virophage 3)
- material metagenomowy

Phycodna lub Mimivirus (?)

Mikroalgi? - wody jeziora w pakru Yellowstone

8. |YSLV 4 (Yellowstone Lake Virophage 4)
- material metagenomowy

Phycodna lub Mimivirus (?)

Mikroalgi? - wody jeziora w pakru Yellowstone

9. |ALM (Ace Lake Mavirus)
- material metagenomowy

Mimivirus (?)

Pierwotniaki? — wody Antarktyki

jest maly intruz, bedacy takze wirusem [5, 6, 8, 21, 26].
Temu ,,pasazerowi’ nadano sympatyczng nazwe Sput-
nik (ros. ,towarzysz podrozy”), na czes¢ nazwanego tak
pierwszego satelity Ziemi [6, 8, 20, 26, 28, 29]. Wyka-
zano takze, ze dominujagcym gospodarzem dla Sputnika
jest Mamawirus, Zyjacy na pierwotniakach Acantha-
moeba (A) polyphaga, cho¢ dowiedziono, ze Sputnik
moze rowniez skutecznie infekowaé Mimiwirusa zyjg-
cego na pierwotniakach A. castellanii i co wazne, z ta
samg kinetyka replikacji [8, 28]. Fakty te daly poczatek
badaniom tych niecodziennych ,elementéw” biolo-
gicznych jakimi sg opisane wirofagi (tab.I), sposréd
ktorych, w obecnej pracy opisano cztery - to jest Sput-
nik, Sputnik 2, Mawirus i OLV.

2. Wirofag Sputnik

Sputnik mozna uzna¢ za najstarszy i pierwszy po-
znany - w 2008 roku - wirofag, ktéry jest malym
dsDNA wirusem o ikosahedralnym kapsydzie srednicy
ok. 74nm [5]. Jego kapsomery sa formowane z trime-
rycznych czasteczek gtéwnego biatka kapsydu, ztozo-
nych w pseudoheksamerycznych i pentamerycznych
jednostkach, tworzacych zewnetrzna powloke kapsydu
w wirionie [21] i sg ulokowane w wierzchotkowej czesci
kapsydu, nie tworzac wypuklen. W centralnej czesci pen-
tameru tworza jame, ktéra moze stuzy¢ jako portal do
wyjécia lub wejscia DNA [31, 34]. Badania mikroskopia
elektronowa wirofaga Sputnik wykazaly takze obecnos¢
dwuwarstwowej lipidowej btony pod jego kapsydem, co
potwierdzono badaniami za pomoca spektrometrii mas,

a ktora to btona sktada sie od 12% do 24% z lipidow,
w tym gldéwnie z fosfatydyloseryny, co dowodzi o ist-
nieniu tluszczowej membrany wewnatrz Sputnika, ota-
czajacej DNA [8]. Obecnie wiadomo, ze infekcja ameb
A. polyphaga przez Sputnik, zachodzi tylko z udziatem
Mamawirusa oraz Mimiwirusa. Potwierdzeniem tych
faktow sa badania zespotu La Scola [8, 21], w ktdrych
wykazano, ze infekcja tych ameb Sputnikiem, przy jed-
noczesnym braku Mama- czy Mimiwirusa, nie spowo-
dowata lizy komodrek ameby, co potwierdzone zostalo
wykazaniem braku czastek Sputnika w tych amebach,
w obrazie mikroskopii elektronowej (TEM) i immuno-
fluorescencyjnym, cho¢ nadal droga wnikania Mama-
czy Mimiwiruséw do ameb, jest malto poznana [8, 21].
Jedynie wykazano, ze w przypadku Mimiwirusa dostaje
si¢ on do ludzkich i mysich makrofagéw na drodze fago-
cytozy, czyli mechanizmu najczesciej utozsamianego
z pochlanianiem zarazkow przez komorki fagocytujace
np. komoérki PMN (polimorfonuklearne - granulo-
cyty obojetnochtonne) [8]. Ponadto dowiedziono, ze
wldokna powierzchniowe tak Mamawirusa jak i Mimiwi-
rusa, majace glikozylowane biatka diugosci ok. 140 nm
i $rednicy 1,4 nm, przyczyniajac si¢ do ich wyjatkowej
wielko$ci i sg oddzielone bialkiem czolowym o okoto
25kDa, ktore jest przymocowane do kapsydu [20]. To
geste pokrycie kapsydu tymi wioknami, tworzy warstwe
ochronng, odporng na proteazy, co sprawdzono traktu-
jac te wirusy lizozymem [31]. Pokrycie to przypomina
peptydoglikan wystepujacy w bakteriach i mozliwe,
ze ten element przyczynia si¢ tez do aktywacji mecha-
nizmu wej$cia Mamawirusa i Mimiwirusa, w tym takze
innych olbrzymich wiruséw min. do ameb [6, 8, 20, 27,
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31]. Wykazano, ze dzigki widknom powierzchniowym
olbrzymich wiruséw, wirofag Sputnik moze by¢ pochta-
niany wraz z Mama- i Mimiwirusami przez ameby, do
tej samej wakuoli endocytarnej [8, 29]. Dowiedziono
to przy pomocy immunofluorescencji mysimi przeciw-
cialami anty-Sputnik, ktére wykryto wewnatrz ameby,
juz w 30 min po infekcji wirusami olbrzymimi (Mamo-
i Mimiwirusem) [8]. Ponadto lokalizacja sygnalow
Sputnika i Mimiwirusa u ameb dodatkowo wskazuje,
ze oba te wirusy rozpoczynaja funkcjonowanie, w tych
samych endocytarnych wakuolach [8]. Natomiast
jak do tej pory, nieopisano mechanizmu uwalniania
genomu Sputnika z cytoplazmy ameb, cho¢ przyjmuje
sie, ze prawdopodobnie uwalnia si¢ on dzieki ,,dosta-
wom” do ameb miedzy innymi Mimiwirusa [8]. Obec-
nie wiadomo jest, Ze w trakcie replikacji, genom Mimi-
wirusa wydostaje si¢ przez otwdr utworzony w blonie
endocytarnej wakuoli w amebie i wewnetrznej bionie
wirusowej, co stanowi element procesu zwigzanego
z przegrupowaniem na duzg skale kapsydu Mimiwi-
rusa [34]. Stwierdzono, ze genom Mimiwirusa, jest
zamkniety w pecherzyku (rdzen Mimiwirusa), ktéry
prawdopodobnie pochodzi z wewnetrznej btony wirusa
[34]. Mikroskopig elektronowa stwierdzono, ze trans-
krypcja nowosyntetyzowanych czasteczek mRNA
Mimiwirusa zachodzi do$¢ szybko, bo jego gromadze-
nie rejestruje sie juz 4 godziny po infekcji w obszarach
polozonych na obwodzie rdzenia wirusa, a uwalnianie
wirionéw potomnych Mimiwiruséw zachodzi mig-
dzy 6 i 8 godzing po zakazeniu [8]. Ta mimiwirusowa
»fabryka” dziata tak, Ze potomne wiriony Sputnika
zaczynaja by¢ wytwarzane na jednym biegunie, przed
synteza nowych czasteczek Mimiwiruséw, ktéra zacho-
dzi na drugim biegunie. Czasami proces ten wydaje si¢
by¢ podzielony na dwie czesci: A — cze$¢ wypelniona
»potomstwem” Sputnika i B - produkujgca Mimiwirusa
[8, 17]. Zarejestrowano, Ze po 16 godzinach od infekcji
ameby przez Mimiwirus, komorki tych organizméw sa
calkowicie wypelnione nowo utworzonymi wirionami
Mimiwirusa, ale takze wirofagami Sputnika, z tym, ze
czastki Sputnika lokalizuja sie w cytoplazmie ameby lub
w okolicach lipidowej blony wakuoli [8, 17]. Wykazano
tez [8], ze okoto 92% komorek ameb ulega lizie po 24 h
hodowli z kulturami Mamawirusa, podczas gdy tylko
79% lizuje po infekcji Mamawirusem i koinfekeji Sput-
nikiem, to znaczy, ze obecnos¢ Sputnika w 13% obniza
miano zakazenia Mamavirusa, co wskazuje, ze Sputnik
jest ,lekiem” dla ameb. Wykazano, ze Sputnik zwigzany
jest tylko ze szczegdlnym typem gospodarza, bo np. nie
replikuje z Marseillevirus - innym olbrzymim wirusem
NCLDYV, stwierdzonym w zainfekowanej amebie [2]
i innymi wirusami, podobnymi do niego [1]. Zatem
Sputnik moze ,,zy¢” - bytowaé, w tzw. zwigzku z wiru-
sami, ale tylko podobnymi do Mimi-, czy Mamawirusa,
chociaz ma wyzsze powinowactwo do Mamawirusa [8].
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Genom (dsDNA) Sputnika jest wielkosci 18,343 pz,
ktérego 21 gendw koduje biatka o wielkosci od 88 do
779 aminokwaséw, a kodony START i STOP, to glow-
nie AUG i UAA [21]. Organizacja jego genomu jest
podobna do organizacji innych genoméw wiruso-
wych, w tym bardzo szczelny jest uklad zbudowany
z matych nakladajacych si¢ otwartych ramek odczytu
(ORF) [8, 21]. Srednia odlegto$¢ miedzy dwoma ORF
wynosi ok. 190 reszt nukleotydéw [8, 21]. Dystrybucja
genow kodujacych biatka Sputnika wykazuje stronni-
czo$¢ nici w kierunku dodatniej nici 17 ORF, a wysoka
zawarto$¢ A+T (73%) w jego genomie, upodabnia go
do Mamawirusa i Mimiwirusa [8]. Zarejestrowano
takze, ze ekspresja gendw Sputnika nie koduje wlasnej
zaleznej od DNA polimerazy RNA, stad przypuszcza
sie, ze moze on wykorzystywac te z transkrypcji Mimi-
wirusa. Dowodem na to jest wykrycie sygnatu polia-
denylacji w unikalnej strukturze ,,spinki do wlosow”
Mimiwirusa [2, 3] oraz obecnos$¢ pdznego promotora
w genomie Sputnika [8]. Podobnie jak w przypadku
innych wiruséw eukariotycznych, u Mimiwirusa biatka
kodujace geny ulegaja ekspresji w postaci poliadeny-
lowanych transkryptéw. Ponad 80% z jego dojrzatych
czasteczek mRNA, na koncu 3] zawiera sekwencje
palindromowe, umozliwiajac doskonale sparowania,
z co najmniej 13 kolejnymi nukleotydami o struk-
turze podobnej do struktur ,,spinki do wloséw” [2],
ktorych jak sie zaklada, w genomie Sputnika jest 16
[3]. Wykazano takze, ze rozklad tych sygnaléw nie jest
przypadkowy, poniewaz 14 z nich, znajduje si¢ w regio-
nach miedzygenowych, natomiast tylko 2 znajduja sie
w samych genach. Badajac transkrypty mRNA Mimi-
wirusa dowiedziono, ze transkrypcja jego gendw jest
regulowana przez wczesne, $rednie i pézne promotory,
tak jak ma to miejsce u Sputnika [8]. Oceniajgc biatka
z oczyszczonych czasteczek Sputnika za pomocy elek-
troforezy dwuwymiarowej wykazano [21], ze biatka
kodowane przez ORF 20, s3 w 55 sposrod 60 wykrytych
miejsc i odpowiadaja one gtéwnie ostonce biatkowej
wirionéw [21]. Zidentyfikowano tez dwa inne biatka
kodowane przez ORF 8 i ORF 19, ktdre mogg odpowia-
da¢ drobnym biatkom wiriondw, wykazujacych acety-
lacje ich N-koncowych aminokwaséw, powszechnych
w komérkach eukariotycznych. Dowiedziono, ze wiru-
sowe czastki Sputnika zawieraja wszystkie wirusowe
RNA, z wyjatkiem ORF 17, ktéry koduje transpozazy,
cho¢ ORF 17 mRNA, wykryto juz po 4 h od infekcji, co
dokumentuje, ze gen ten jest funkcjonalny [10].

3. Wirofag Sputnik 2

Drugi po odkryciu Sputnika, stwierdzony w plynie
zanieczyszczonym ameba (Acantamoeba polyphaga)
zakazong przez olbrzymi wirus — Lentille, to wirofag,
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ktory nazwano Sputnik 2. Ciekawym faktem w przy-
padku tego wirofaga jest to, ze w jego wnetrzu zna-
leziono mate fragmenty DNA w postaci ruchliwych,
niezaleznych kawalkow, ktore takze stwierdzone byty
w genomie wirusa Lentille. Takie ruchliwe czasteczki
»pasozytniczego” DNA moga sie wlaczy¢ samodziel-
nie w genom gospodarza - tak jak to czynig inne
wirusy (np. HIV i Herpeswirus) umieszczajac swoje
DNA w genomie np. zakazonych zwierzat, lub zosta¢
na zewnatrz. Fragmenty tego DNA nazwano trans-
powironami, honorujagc podobny ich charakter do
transpozondw — tzw. gendw skaczacych [5, 9]. Sg przy-
puszczenia, ze dzigki takiej cesze Sputnika 2, moze on
stanowi¢ pewien ,$rodek transportu” — przenoszenia
genéw pomiedzy gospodarzem (amebg), a wirusem
olbrzymim - w tym przypadku wirusem Lentille [9].
Ponadto cecha ta moze by¢ wyjasnieniem tego, ze rézne
wirusy olbrzymie maja czesto podobne geny.

4. Wirofag Mawirus

Podczas badan majacych na celu lepsze poznanie
biologii wirusa CroV (Cafeteria roenbergensis virus)
infekujacego algi Cafeteria (C.) roenbergensis odkryto
wirofag, ktory. nazwano Mawirusem (nazwa pochodzi
od Maverick virus) [4, 7, 8, 14, 16]. Mawirus rdzni si¢
od Sputnika i Sputnika 2 tym, ze ma kubiczny kapsyd
o $rednicy 60 nm. U tego wirofaga nie znany jest sklad
bialek jego wirionu, z wyjatkiem opisanego, gléwnego
biatka kapsydu MV 18 (putative major capsid protein)
[8, 15, 16]. Dodatkowo wykazano, ze biatka kapsydu,
zar6wno Mawirusa, jak i Sputnika sg do siebie podobne,
natomiast nie wykazuja one podobienstwa w stosunku
do bialek kapsydu innych wiruséw [15, 16].

Genom Mawirusa jest kolistg czasteczkg dwunicio-
wego DNA (dsDNA) i sklada si¢ z 19063 pz. W jego
genomie stwierdza sie obecnos¢ 20 sekwencji CDSs
(protein-coding sequences) o sredniej dlugosci 883 nt,
nazwanych MV01, MV02, MV03, MV06, MV13,
MV15, MV16, MV18, MV19 i MV20 [15]. Ekspresja
genéw Mawirusa podlega ,,maszynerii” transkrypcyj-
nej wirusa CroV w pdznym stadium infekcji [15, 16].
Dziesi¢¢ sekwencji CDSs Mawirusa wykazalo homo-
logie z sekwencjami biatkowymi eukariontéw, retro-
wiruséw i bakterii oraz wiruséw dsDNA, a takze, co
najmniej z czterema genami opisanymi u Sputnika
[15, 16]. Stwierdzono, ze Mawirus i Sputnik majg
homologiczne geny kodujace biatko kapsydu i stad
jak wspomniano, biatko kapsydu tych dwdch wirofa-
gow jast podobne [15,16]. Zarejestrowano, takze, ze
gen MVO01 koduje superrodzine 3 helikaz (SF3H heli-
case) podobnych do D5 ATPazy, ktora jest uwazana za
gléwna helikaze replikacyjng u wiruséow NCLD [18].
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W przeciwienstwie do NCLDV, gdzie domena SF3H
znajdujaca si¢ na C-koncu primazy-helikazy biatka
fuzyjnego, domena S3H Mawirusa zlokalizowana jest
na N-koncu i niewyjasniono do tej pory jej funkeji [14,
16, 18]. Natomiast gen MV02 koduje integraze nalezaca
do superrodziny retrowirusowych integraz (rve-INTs)
[11]. Odkryto réwniez, ze zaréwno integrazy Mawirusa,
jak i organizméw eukariotycznych zawierajg C-termi-
nalng domenge CHROMO, ktora jest konserwatywnym
regionem ~60 aa, zdolnym do interakeji z poszczegol-
nymi czesciami chromatyny [14, 15, 16]. MV03 koduje
polimeraze B DNA (predicted protein-primed DNA
polymerase B), ktérej homologi wystepuja u bakterio-
fagow, adenowirusow, jak réwniez jako genom mito-
chondrialny roélin, grzybéw i sluzowcéw [15]. MV06
koduje endonukleazy GIY-GIY, zas§ MV13 zawiera
domeny hydrolaz alpha/beta podobne do domen
znalezionych w lipazach [35]. MV15 koduje ATPaze
FtsK-HerA, za§ MV 16 proteaze¢ cysteinowa, natomiast
MV 18 koduje gtéwne biatko kapsydu [15]. Wykazano,
ze domena C-terminalna MV19 ma znaczgce podo-
bienstwo do tancuchéw powierzchniowych $ciany
komorkowej Bdellovibrio bacterivorous, za$ ostatnie
biatko MV20 tego wirofaga zwiera trzy powtdrzenia
FNIP/IP22 [15]. Te trzy powtorzenia o dlugosci ~22 aa,
sa obecne u Mimiwirusow, sluzowcéw Dictyostelium
discoideum i Polysphondylium pallidum, alg Ectocar-
pus siliculosus, a takze w genomie wirusa olbrzymiego
CroV [25]. Wykazano, ze genom Mawirusa okazal si¢
by¢ $cisle zwiazany z klasg eukariotycznych transpo-
zon6éw DNA i stad zaproponowano, by Mawirus dawatl
poczatek transpozonom DNA w klasie Maverick/Polin-
ton. Powstala hipoteza, ze pierwotne jego formy stano-
wily ochrong przed infekcjami wiruséw litycznych, co
doprowadzito do transformacji, rozproszenia i utrwale-
nia pochlonietych wiruséw w genomie wielu komoérek
eukariotycznych [14, 16]. Mimo, ze nie jest mozliwe
odtworzenie tak wczesnych ewolucyjnych wydarzen,
wydaje si¢, ze wirusowa teoria transpozogenezy two-
rzy nowe pytania, m.in. czy wirofagi moga ingerowaé
do genomu komorki eukariotycznej oraz czy wirofagi
moga uczestniczy¢ w poziomym transferze genéw
pomiedzy gigantycznymi wirusami [14, 16]. Przy uzy-
ciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego dowie-
dziono, ze wirofag Mawirus dostaje si¢ do komorki
C. roenbergensis na drodze endocytozy, za posrednic-
twem biatka klatryno-zaleznego i rozpoczyna replikacje
w CroV, co prowadzi do powstawania nieprawidtowych
struktur jego kapsydu [15, 16]. Wykazano, ze w trakcie
zakazenia jadro gospodarza (C. roenbergensis) pozostaje
nienaruszone, a czasteczek wirusow, zaréwno CroV, jak
i Mawirusa nie zaobserwowano w nim az do péznych
etapow infekcji, co sugeruje, ze replikacja tych wiro-
fagow nastepuje wylacznie w cytoplazmie [15, 16].
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5. Wirofag OLV

Wirofag Jeziora Organicznego (OLV - Organic Lake
Virophage,) zostal opisany po raz pierwszy podczas
badan prowadzonych w latach 2006-2008 w wodach
antarktycznego Jeziora Organicznego, przez australij-
ski zespot badawczy prowadzony przez mikrobiologa
Ricardo Caviccholi z Uniwersytetu Nowej Potudniowej
Walii [33]. Zidentyfikowano go dzigki podobienstwu
jego sekwencji bialkowych w kapsydzie do odkrytych
juz wezesniej sekwencji biatkowych znajdujgcych sie
w Sputniku [33]. Jego genom zostal wykryty mie-
dzy sekwencjami genomowymi Phycodnawiruséw,
ktére sa duzymi wirusami atakujgcymi algi morskie
z rodzaju Pyramimonas [32, 33]. OLV infekujac Phy-
codnawirusy stwarza w tym $rodowisku warunki do
lepszego wzrostu glonéw w wodach jeziora i stwarza
im warunki przetrwania [24, 32, 33]. Analiza sekwencji
nukleotydowych pochodzacych z probek wody pobra-
nej z Jeziora Organicznego, wykazata obecno$¢ nowych
Phycodnawiruséw — duzych dsDNA wiruséw infeku-
jacych glony, wsrdd ktorych zidentyfikowano wirofag
OLYV, posiadajacy kulisty genom o wielkosci 26 421 pz.
Przyjmuje sie, ze OLV replikuje w komorkach zaka-
zonych Phycodnawirusem, hamujac jego dalsza repli-
kacje [24, 32, 33]. Wykazano, ze az sze$¢ genéw OLV
jest zwigzanych z genami Phycodnawirusow, co suge-
ruje, ze nastapita wymiana genéw miedzy wirusami,
a wirofagami prawdopodobnie podczas jednoczesnego
zakazenia tego samego gospodarza. W zwiazku z tym,
ze jeziora antarktyczne majg dlugie cykle dnia i nocy,
to wzrost $miertelnosci Phycodnawiruséw spowodo-
wany atakiem wirofagéw, moze mie¢ istotny wplyw na
utrzymanie stabilnosci mikrobiologicznej. Sekwencje
genomu OLV stwierdzono réwniez w probkach wody
pobranych z jeziora Ace [24, 32, 33], co sugeruje, ze
OLV moze wystepowa¢ w srodowiskach wodnych na
roznych obszarach naszej planety [32]. Ciekawym jest
fakt wykrycia homologéw Sputnika w OLV, w regionach
V20 kodujacych biatka chemotaktyczne monocyta MCP,
V3 - kodujace ATPaze DNA oraz biatka V13 - kodu-
jace domniemang polimeraze DNA, a takze homologi
gendw o nieznanej funkcji w regionach V9, V18, V21
i V32 [33]. Ponadto, w genomie OLV wykryto region
OLV12 pochodzacy od wirusa infekujacego Chlorella,
co oznacza, ze musiala nastapi¢ wymiana materialu
genetycznego miedzy OLV, a dsDNA Phycodnawi-
rusem. Poréwnujac genom OLV z genomem OLPV
(Organic Helper Phycodnaviruses) wykazano, ze 7408 pz
OLYV, kodujacych 6 bialek (OLV17-22) jest podobnych
w 32-65% do sekwencji zaréwno w regionach OLPV-1
i OLPV-2, obecnych u Phycodnawirusa atakujacego algi
morskie. Badania te umozliwily zrozumienie roli niekto-
rych regionéw wykazujac, ze regiony OLV20 i OLV13,
kodujg tréjniciowa strukture kolagenu [33]. Stwier-
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dzono, ze OLV22 koduje male bialko (152AA) o nie-
znanej funkcji, jednak o wysokim podobienstwie do
APMV. Natomiast niektdre geny znajdujace si¢ w regio-
nach OLV19 i OLV20 kodujace - podobnie jak regiony
OLV201i 13 - bialka takie jak kolagen, prawdopodobnie
ulatwiajg interakcje pomiedzy wirofagiem, a atakowa-
nym przez nie wirusem [33]. Opisano, ze region OLV12
jest unikalny dla OLV, poniewaz skfada si¢ z C-konca
i posiada konserwatywna domene hipotetycznych
bialek nalezacych do Chlorella wiruséw oraz domene
N-koncowg najbardziej zblizong do 3 klasy lipaz, ktdre
moga odpowiada¢ za selektywnos¢ OLV w stosunku
do PVs (Protein Variability Server), jak tez homologi
NCLDV, ktére sg zaangazowane w replikacji DNA [33].
Domena helikaz OLV25 jest podobna do biatka obec-
nego u zielonej algi morskiej Ostreococcus lucimarinus,
co sugeruje zwigzek OLV z gospodarzem. Wykazano,
ze geny charakterystyczne dla OLV, wskazujg na umie-
jetno$¢ dostosowania sie do systemu replikacyjnego
OLPV [30]. Wirus OLV przede wszystkim posiada N6
adenospecyficzng metylotransferaze DNA, podobnie
jak OLPV. W OLPV-1 geny bakteryjne restrykcyjnego
systemu modyfikacji znajdujg sie w sgsiedztwie genu
kodujacego metylaze-S typu I, rozpoznajaca biatko
domeny i helikaze DNA odlegla ale zwigzang z III typem
podjednostki endonukleazy restrykyjnej [33]. Zareje-
strowano, ze prototyp Chlorella wirusa PBCV-1, ma
zdolno$¢ ograniczania aktywnosci endonukleaz dosta-
jacych sie do wirionu i degradujacego DNA gospodarza
wkrotce po zakazeniu [33]. Wskazuje to, ze N6 adeno-
-specyficzna metylotransferaza DNA obecna w OLYV,
zmniejsza atak endonukleolityczny za posrednictwem
OLPV na komorki gospodarza [33]. W celu dokonania
oceny, w jaki sposéb OLV wplywa na aktywno$¢ OLPV
oraz dynamike wzrostu i rozwoju populacji gospoda-
rza, wykonano stymulacje Lotka-Volterra, w ktérej zato-
zono, ze OLV jest drapieznikiem atakujacym OLPV. To
doswiadczenie wykazalo, ze zmniejszyta si¢ liczba OPLV
w komorkach populacji algi morskiej, co udowadnia,
ze wirofag zmniejsza ogélng $miertelno$¢ glonéw, na
ktérych bytuje oraz co manifestuje si¢ zwigckszong ich
czestotliwoscig zakwitdw w okresach letnich [19, 23, 33].

6. Inne wirofagi

Poznanie istoty gtéwnie wystepowania wirofaga
Sputnika, cho¢ zapewne takze i wystepowanie innych
wirofagow (tab. I), rzuca nowe $wiatto na temat ,,zycia”
w tym wiruséw [6, 8, 26, 28, 35]. W$rdd innych wirofa-
gow oprocz Sputnika, Sputnika 2, Mawirusa, Organic
Lake Virophage — OLV, zarejestrowano wystepowanie
jeszcze 5 innych tj. Yellowstone Lake Viropgage 1, 2, 3,
4 - YSLV-1, 2, 3,4 i Ace Lake Mavirus — ALM (tab. I).
Wirofagi te wystepuja gléwnie na wirusach olbrzymich
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z tak zwanej super - rodziny NCLD - nucleocytopla-
smic large DNA viruses, jak Mimivirus, Mamavirus,
Lentille, CroV czy Phycodna, ktdre s3 glownie ich
gospodarzem i ktére wystepuja w srodowisku wodnym
jako czynniki zakazne gléwnie dla mikroalg (gtéwnie
Spirulina sp. i Chlorella sp.) jak i prawdopodobnie
pierwotniakow (tab.I). Przypuszcza sie i to, ze wirusy
te moga z czasem wyewoluowac i zakaza¢ takze inne
morskie organizmy [8]. Ponadto zwracajac uwage na
obserwowane miejsca zakazenia i miejsce odkrycia
wszystkich opisanych dotad wirofagow (tab. I), jak wody
z wiezy wiertniczej w Bradford, ptyn do soczewek kon-
taktowych, wody morskie Texasu, silnie zasolone wody
Jeziora Organicznego na Antarktydzie czy wody jeziora
parku Yellowstone (tab. I) wskazuja, Ze nie ma granicy
$rodowiska wodnego, co do ich obecnosci [8]. Przypusz-
cza si¢, ze by¢ moze juz wkrotce, bedzie mozna klasy-
tikowa¢ opisane wirofagi (tab.I) jako czwarta domene
zycia, co jeszcze kilka lat temu wydawaloby sie absur-
dalne, bo przeciez o samym wirusie wcigz nie mozna
powiedzie¢, ze ,,zyje”, chociaz fakt, ze moze on by¢ infe-
kowany przez inne wirusy, zmienia podejscie do istot-
nych aspektow definiujacych ,,Zycie”, wlasnie tych czyn-
nikéw zakaznych [6, 8, 26, 28, 35]. Najbardziej poznany
sposrod wirofagéw Sputnik [29], stal sie ogniwem
faczacym wirusy ze $§wiatem ozywionym, stad mozna
zalozy¢, ze w $wiecie mikrobiologii, w tym wirusologii,
fakty z nim zwiazane rzucaja nowe spojrzenie, na te
zdawatoby si¢ dobrze dotad poznane czynniki zakazne,
jakimi sg wirusy, a wérod ktorych dochodzi do licznych
zmian ewolucyjnych. Ponadto metagenomiczne bada-
nia oceanu z ostatnich lat, ujawnily mndstwo sekwencji
genetycznych $cisle zwigzanych z wirusami olbrzymami,
co nasuwa podejrzenia, ze s one pasozytami planktonu
i mozliwe, ze no$nikami nowych wirofagéw, do tej pory
nie zarejestrowanych. Waznym wydaje si¢ by¢ i to, ze
podczas tych badan wdd oceanu, wsrdd zidentyfiko-
wanych w nich genéw, ponad 70% jest takich, ktoérych
nigdy wczesniej nie identyfikowano [26].

7. Wirofagi, a wirusy satelitarne

Wirusy satelitarne sg czynnikami, ktdre zaleza od
innego wirusa tzw. pomocniczego, ktéry jest im po-
trzebny do replikacji. Poniewaz pierwszy opisany wiro-
fag Sputnik wymaga obecno$ci Mamavirusa lub Mimi-
wirusa aby osiagnac¢ swoj cykl replikacji ale posiadajacy
wlasny gen kodujacy kapsyd, mozna go uznac za wirus
satelitarny. Termin wirus satelitarny — satelita, zostal
po raz pierwszy wprowadzony w 1962 roku przez Kas-
sanisia, opisujacego zwigzek miedzy wirusem nekrozy
tytoniu (TNV) i towarzyszagcym mu malym wirusem
nekrozy tytoniu (STNV) [8]. Wsrod wirusow satelitar-
nych sg dwie klasy, to jest wirusy wewnetrzne — o geno-
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mie kodujacym wiasne biatka kapsydu oraz kwasy
nukleinowe (ssDNA lub ssRNA) i wirusy o genomie
nie kodujacym zadnych biatek strukturalnych [8].

Pierwsza klasa jest reprezentowana przez jeden
z ludzkich wiruséw zwigzanych z adenowirusami
- wirusami towarzyszacymi adenowirusom - AAV,
(adeno-associated ~ virus), ktore zostaly odkryte
w 1965 roku w preparatach wirusowych jako male, bez-
ostonkowe wirusy z kapsydem ikosaedralnym w zakre-
sie 0od 20 do 24 nm $rednicy [8]. Obecnie AAV sg skla-
syfikowane jako Dependovirus w rodzinie Parvoviridae,
ale nie sg ujete w grupie satelitarnych wiruséw w klasy-
fikacji ICTV [12]. Druga klasa satelitarnych wirusow
obejmuje wszystkie wirusy satelitarne [12] sklada sie
z wiruséow ssRNA infekujacych owady (podgrupa 1)
i rodliny (podgrupa 2). Przykladem wirusa z pod-
grupy 1 jest wirus satelitarny powodujacy chroniczny
paraliz pszczot (CBPSV), ktory po raz pierwszy zostal
opisany w 1980 roku [12], charakteryzujacy sie wielkos-
cig ok. 17nm i posiadajacy jedno biatko kapsydowe
wielko$ci ok. 15 kDa [8]. Genom wirusa CBPSYV, sklada
sie z trzech fragmentow ssRNA réwnej wielkosci i okolo
1100 reszt nukleotydowych kazdy, o réznych struktu-
rach drugorzedowych. Jednak nie jest do konca pewne,
czy CBPSV jest prawdziwym wirusem satelitarnym
[8]. Obecnie, za najbardziej uznane wirusy satelitarne
uwaza si¢ jednak te, ktore przypominaja STNV (wiru-
sem nekrozy tytoniu), bedacy przedstawicielem pod-
grupy 2 i wszystkie one zalezg od wiruséw roélinnych,
potrzebnych im do replikacji. Stad w przypadku Sput-
nika mozna uznac go za satelite (wirus satelitarny), gdyz
wiadomo, ze do swojej replikacji wymaga on obecnosci
Mamawirusa i/lub Mimiwirusa. Sputnik jest pierwszym
opisanym wirusem satelitarnym dsDNA, posiadajacym
genom o wielkosci 18,3 pz i kapsydzie o okoto 50 nm
($rednicy o okoto 74nm) i o gléwnej masie czgstecz-
kowej biatka kapsydu wynoszacej 65 kDa, co pokazuje
jego wielko$¢ i co oznacza, ze jest on wiekszy niz obec-
nie znane wirusy satelitarne. Ponadto w przeciwien-
stwie do AAV, Sputnik nie moze zainfekowa¢ ameby
w przypadku braku Mamawirusa i/lub Mimiwirusa,
stad stwierdza si¢, ze namnozenie Sputnika odbywa
sie w ,,fabrykach” Mamawirusa i/lub Mimiwirusa, co
potwierdzono hybrydyzacjg in situ, za pomoca sondy
specyficznej dla Sputnika w Mamawirusie [8]. Ponadto
zarejestrowano, ze obnizenie zjadliwosci wirusow jest
m.in. zwigzane ze zmniejszeniem ich replikacji, co jest
czesto obserwowane w zwigzku z wirusami satelitar-
nymi, cho¢ w takich przypadkach nie zarejestrowano
zmian w ich morfologii. Warto doda¢, ze wirofag Sput-
nik rézni sie od innych wiruséw satelitarnych i tym, ze
nie hamuje procesu replikacji gospodarza, co prowadzi
do wytwarzania czgstek Mamawirusa, ale z nadmierng
gruboscig warstwy ostonki i niekompletnych skupisk
wiokien na obwodzie jego czastek [8, 28].
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Podsumowanie

Wirdd takich niecodziennych form zycia, jakim

sa wirofagi, w tym wirofag Sputnik, ktéry mozna tak
nazwa¢ glownie w ze wzgledu na jego miejsce wyste-
powania i mozliwo$¢ zakazania, zarejestrowano takze
i takie, ktére kolonizujg wirusy ale i atakuja wyzsze
organizmy, nie tylko pierwotniaki, ale takze wiciowce,
glony i mikroalgi. Te formy ,zycia’, wydaje sie, ze
stwarzaja nadzieje, iz w niedlugim czasie mogg sta¢
sie nowymi elementami i formami, wérod opisanych
obecnie trzech domen zycia.
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Virulence factors of Candida species important in the pathogenesis of infections in patients with total parenteral nutrition

Abstract: Fungal infections constitute a vital clinical issue concerning various groups of patients, among them patients with total parenteral

nutrition. The most common etiological infection factors, affecting the aforementioned group of patients, are among others yeastlike

fungi. In clinical specimens, the predominant genus of yeastlike fungi, as isolated from the patients with total parenteral nutrition, is

Candida spp. The species of yeastlike fungi of the Candida genus generate various pathogenic factors enabling invasion process and the

progression of the subsequent infection stages. The most crucial of them are:

« ability to adhere and ability to form biofilms. This feature, with the mediation of adhesion proteins, enables the fungi to grow on the
biomaterial surfaces, to invade the host’s tissue, and conditions survival and existence in the environment;

o dimorphism. Creation of two antigenically different forms - yeast and hyphae - conditions specific escape from the immunological
system of the macroorganism;

« high enzymatic activity. Hydrolytic, proteolytic and lipolytic activity, featuring primarily the adaptative function, is the indicator of the
metabolic stimulation required for the infection process,

Due to the insignificant pathogenic potential of the Candida genus fungi, associated with the fact of their natural existence on skin and

mucous membrane, the research is currently often directed at detection of the factors responsible for the colonisation and development of

the fungal infections. These research attempts are aimed at differentiating between both processes.

1. Introduction. 2. Risk factors of fungal infections. 3. Virulence factors of the Candida genus. 4. The phenomenon of biofilm formation.

5. Hydrolytic enzymes secretion. 6. Dimorphism. 7. Conclusions

Stowa kluczowe: czynniki wirulencji, infekcje grzybicze, zywienie pozajelitowe
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1. Wstep

W grupach pacjentéow chirurgicznych otrzymuja-
cych okolooperacyjne zywienie pozajelitowe stwierdza
sie wiecej komplikacji infekcyjnych niz w grupach nie-
otrzymujgcych TPN (total parenteral nutrition - catko-
wite zywienie pozajelitowe). U tych pacjentéw wystepuje
wiecej komplikacji nie infekcyjnych. Powiklania infek-
cyjne towarzyszace najczesciej zywieniu parenteralnemu
to zapalenie ptuc i bakteriemia [63]. Uogdlnione infek-
cje odcewnikowe sg powodem znacznej $miertelnosci
w grupach pacjentow otrzymujacych TPN. Kolonizacja
cewnika moze réwniez prowadzi¢ do rozwiniecia infek-
¢ji miejscowych: septycznego, zakrzepowego zapalenia
zyl, wsierdzia i innych infekcji ogniskowych [25].

Jako gléwna przyczyne infekcji pochodzenia od-
cewnikowego wskazywane sa: gronkowce - Staphy-
lococcus aureus i Staphylococcus epidermidis; pateczki
Gram-ujemne - Serratia marcescens, Escherichia coli
i Klebsiella pneumoniae oraz grzyby drozdzopodobne.
Wedlug najnowszych danych infekcje odcewnikowe

moga by¢ spowodowane réwniez przez inne mikro-
organizmy, w tym ostatnio stwierdzone w Japonii
zakazenie odcewnikowe Bacillus cereus [39]. Wéréd
izolatow grzyboéw drozdzopodobnych kolonizujgcych
cewniki naczyniowe i najczesciej powodujacych zaka-
zenia, dominuja gatunki Candida albicans [40] oraz
Candida parapsilosis [9]. Wykazano, ze ponad polowe
wszystkich mikroorganizméw izolowanych z epizo-
déw infekeji uogolnionych u 0séb otrzymujacych dhu-
goterminowe leczenie Zywieniowe stanowia bakterie
Gram-dodatnie. Wéréd nich dominujg rodzaje Sta-
phylococcus i Enterococcus. Bakterie Gram-ujemne to
ok. 23% wszystkich izolatéw. Najczesciej w materiatach
klinicznych tej grupy chorych wystepuja K. pneumoniae
i E. coli. Grzyby drozdzopodobne hodowane s3 z 22%
wszystkich materiatéw. Autorzy podkreslaja rowniez,
iz ok. 23% wszystkich epizodéw infekeji uogélnionych
posiada etiologie mieszang [42, 43]. Obecnie obserwuje
sie staly wzrost zakazen o etiologii grzybiczej. Zhao
i wsp. oszacowali w swoich badaniach czestos¢ zakazen
grzybiczych na 29% [82].

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Chalubinskiego 5,

02-004 Warszawa; tel. 628-37-29; e-mail: sikorka78@yahoo.com
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2. Czynniki ryzyka wystgpienia zakazenia
o etiologii grzybiczej

Dane literaturowe wskazuja potencjalne czynniki
ryzyka wystapienia kandydozy uogodlnionej, ktérymi
sa: cewnikowanie wewnatrzzylne (97% przypadkow),
antybiotykoterapia (91%), zywienie pozajelitowe (54%),
przebyty zabieg operacyjny (46%), terapia immunosu-
presyjna (38%), guz zlosliwy (27%), wczedniej przebyta
grzybica (26%), transplantacja narzadu (16%), neutro-
penia (12%) oraz wczesniejsza kolonizacja (11%) [I,
28]. Najczesciej infekcje powodowane przez grzyby
z rodzaju Candida rozwijaja si¢ u pacjentéw z neutrope-
nia lub defektem w funkcji neutrofili badz makrofagow
[28]. Dowiedziono, ze stosowanie catkowitego Zywienia
pozajelitowego zwieksza ryzyko wystgpienia kandyde-
mii 3,8-krotnie w poréwnaniu do pacjentdéw nie prze-
chodzacych infekeji. Jako czynniki ryzyka predysponu-
jace do rozwoju wystgpienia kandydemii wymieniane
sa: leukopenia, przewlekla niewydolno$¢ nerek, zabieg
operacyjny w obrebie jamy brzusznej, pobyt na oddziale
intensywnej terapii, cewnikowanie wewnatrzzylne,
stosowanie zywienia parenteralnego i dlugookresowa
kortykoterapia [2]. U pacjentéw z rozwinieta kandy-
demia obserwowana jest podwyzszona czesto$¢ kolo-
nizacji grzybami z rodzaju Candida oraz wystgpowanie
wezesniejszych infekeji np. kandydurii. Stosowanie TPN
zostalo zakwalifikowane jako czynnik predysponu-
jacy do rozwoju kandydemii i moze sta¢ si¢ przyczyng
nawracajacych infekeji grzybiczych [9]. Zaobserwowano
réwniez nastepujaca interakcje pomiedzy stosowaniem
calkowitego zywienia parenteralnego, a neutropenia
wystepujaca u pacjentow. Stosowanie TPN stanowi
czynnik ryzyka wystgpienia kandydemii jedynie w przy-
padku braku neutropenii. Natomiast sama neutropenia
jest czynnikiem ryzyka jedynie przy braku TPN [30].
Drozdzaki Candida spp. znajduja sie w chwili obecnej na
czwartym miejscu wsrod najczesciej spotykanych czyn-
nikéw etiologicznych infekcji uogélnionych; ich liczba
wzrasta na oddziatach intensywnej terapii. Chow i wsp.
wyodrebnili szes¢ niezaleznych czynnikéw predyspo-
nujacych do rozwoju infekcji uogélnionych o etiologii
innej niz C. albicans miedzy innymi: operacja przebyta
przed przyjeciem na oddzial intensywnej terapii oraz
stosowanie TPN. Natomiast do czynnikéw ryzyka
predysponujacych do rozwoju infekcji uogdélnionych
o etiologii C. albicans zakwalifikowano miedzy innymi
operacje przeprowadzone podczas pobytu na oddziale
intensywnej terapii i ponownie stosowanie TPN [12].
Wedtug niektérych danych 80% infekcji uogdlnionych
o etiologii Candida spp., zwiazanych z wysoka — 50%
$miertelnoscig, rozwija si¢ u pacjentéw przebywaja-
cych na oddziatach intensywnej terapii i ambulatoryj-
nych cewnikowanych do zyly centralnej. Stwierdzono,
ze istotnym czynnikiem ryzyka u tych pacjentow jest
stosowanie Zywienia parenteralnego [1, 13].
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2.1. Candida spp. jako czynnik etiologiczny infekcji

Ponad 17 gatunkéw z rodzaju Candida to czynniki
etiologiczne zakazen u ludzi [57]. Wsr6d nich drobno-
ustrojami najczesciej wywotujacym infekcje jest C. albi-
cans. Inne gatunki to C. parapsilosis, C. glabrata i C. tro-
picalis [57, 69]. Moga one wywolywa¢ zakazenia endo-
genne i egzogenne. Natomiast C. krusei nie wystepujaca
wsrod flory fizjologicznej — wylacznie egzogenne [69].
Czestos¢ infekeji egzogennych zwigksza sie wraz ze
wzrostem zastosowania cewnikowania wewnatrznaczy-
niowego i Zywienia pozajelitowego [21].

Infekcje inwazyjne powodowane przez grzyby z ro-
dzaju Candida stanowig powazny problem u chorych
z obnizona odpornoscia. Gléwnymi czynnikami ryzyka
sg: obecnos¢ cewnika w Zyle centralnej, zywienie poza-
jelitowe, antybiotykoterapia, przewlekla niewydolnos¢
nerek [3, 62] oraz dlugi pobyt na oddziale intensywnej
terapii i wezesniejsza kolonizacja bton sluzowych przez
komorki grzyba z rodzaju Candida [62]. Barberino i wsp.
w oparciu o analiz¢ jednozmienng ustalili, Ze wérod
69 przypadkow jedynie 14 szczepow zostalo zidentyfi-
kowane jako C. albicans. Inne gatunki z rodzaju Candida
odnaleziono w 8 przypadkach: C. tropicalis (4 izolaty),
C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. famata
(po jednym izolacie). Autorzy wskazujg na staly wzrost
gatunkow z grupy non-albicans jako czynnikéw etio-
logicznych fungemii. Podkreslaja réwniez, ze wzrost
wystepowania tego rodzaju infekcji notowany jest glow-
nie na oddziatach internistycznych i chirurgicznych,
nie w klinikach onkologicznych lub transplantacyj-
nych. Sugeruja, ze infekcje grzybicze przestaly dotyczy¢
jedynie pacjentéw z niesprawnie dzialajacym uktadem
immunologicznym [3]. Przyjmuje si¢, ze 90% przypad-
kow grzybiczych infekcji uogélnionych powodowanych
jest przez gatunki Candida albicans, C. glabrata, C. para-
psilosis, C. tropicalis i C. krusei. Candida albicans jako
czynnik infekeji uogélnionych wystepuje z rézng cze-
stoscig wahajaca si¢ od 37% w Ameryce Lacinskiej do
70% w Norwegii [42, 57, 62]. Dominacja w materiatach
klinicznych gatunkéw Candida z grupy non-albicans:
C. glabrata (49%), C. tropicalis (19%) oraz C. parapsi-
losis (18%), wskazuje najprawdopodobniej na stosowa-
nie w leczeniu, u tych pacjentow, flukonazolu w terapii
i profilaktyce [12, 43]. Obecnie notowane s3 réwniez
przypadki kandydemii o etiologii Candida famata,
C. lusitaniae, C. krusei, C. dubliniensis i innych [42].

2.1.1. C. glabrata i C. krusei - czynniki etiologiczne
infekcji

Pomimo, ze Candida albicans nadal jest dominu-
jacym gatunkiem wsrdd czynnikéw etiologicznych
inwazyjnej kandydozy na drugie miejsce pod wzgledem
czestosci izolowanych gatunkéw wysuwa sie Candida
glabrata. Stanowi ona istotny odsetek wsrdd izolatow:
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20-24% catkowitej ich liczby w Stanach Zjednoczo-
nych, 10-14% w Europie i 4-7% w Ameryce Lacin-
skiej [57, 62]. Czestos¢ izolacji tego gatunku zalezy od
miejsca toczacej si¢ infekcji. W ostatnich latach izolo-
wany jest coraz czgsciej z blon §luzowych jamy ustnej
pojedynczo lub jako gatunek towarzyszacy C. albicans.
Stal si¢ réowniez czestym czynnikiem etiologicznym
zakazen ukladu moczowego infekcji uogdlnionych
[41]. Gatunek ten wykazuje zmniejszong wrazliwos¢
na flukonazol, jeden z najczesciej stosowanych lekow
przeciwgrzybicznych. Infekcje powodowane przez
C. glabrata stanowia powazny problem terapeutyczny.
Wyniki badan donosza, ze zanotowano istotny zwig-
zek pomigdzy zwigkszong zachorowalno$cig na infek-
cje pochodzenia C. glabrata, a wzrastajacym wiekiem
pacjentow [57]. Drugi z gatunkéw niosgcy naturalng
oporno$¢ na flukonazol - Candida krusei, jest obecnie
coraz czgsciej izolowany, jakkolwiek odsetek izolatow
nie osiaga liczby szczepow C. glabrata. Sytuacja ta jest
najprawdopodobniej spowodowana powszechnym
stosowaniem flukonazolu réwniez w profilaktyce, co
w konsekwencji prowadzi do selekcji gatunkéw natu-
ralnie opornych [18, 30, 62]. W chwili obecnej najwiek-
szy odsetek infekcji uogélnionych o etiologii C. glabrata
stwierdza si¢ w Stanach Zjednoczonych [1].

2.1.2. C. parapsilosis i C. tropicalis - czynniki
etiologiczne infekcji

Wiréd patogendw grzybiczych izolowanych z przy-
padkow fungemii odcewnikowych notowany jest staty
wzrost wyhodowan C. parapsilosis, C. glabrata i C. tropi-
calis. Fungemie o etiologii C. albicans stanowig jedynie
ok. 1/5 przypadkéow [43].

Fungemie powodowane przez gatunki C. parapsi-
losis i C. tropicalis dominuja w szpitalach w Europie,
Kanadzie i Ameryce Lacinskiej [1, 29]. Przyjmuje sie,
iz ok. 38% zakazen C. parapsilosis stanowi przypadki
pozaszpitalne, zwigzane ze stosowaniem cewnikow
wewnatrzzylnych i zywienia pozajelitowego [57]. Gatu-
nek ten dominuje wsrdd izolatow wyhodowanych ze
$rodowiska cewnika. Jako przyczyne wysokiej czes-
tosci jego izolacji autorzy podaja zdolnos¢ do wytwa-
rzania biofilmu na powierzchni biopolimeréw [1, 13].
C. parapsilosis stala si¢ rowniez drugim pod wzgledem
czgstosci izolacji gatunkiem wystepujacym u pacjen-
tow z kandydemig. Przyczyna wzrostu liczby tego typu
infekgji jest w chwili obecnej tematem dyskusji. Przyj-
muje sie, Ze gatunek ten posiada znacznie wigksza zdol-
no$¢ adhezji do powierzchni sztucznych np. akrylu niz
C. albicans. Cecha ta zwigksza mozliwos¢ kolonizacji
i ekspansji gatunku [1].

C. tropicalis jest czwartym najczestszym gatunkiem
powodujacym zakazenia uogélnione w Ameryce Pot-
nocnej (7% przypadkow). Czynnikami ryzyka zwigza-
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nymi z wystgpieniem infekcji sa: neutopenia i wyste-
powanie mukozytéow [57].Wykazano, ze gatunek ten
jest najczestszym czynnikiem etiologicznym fungemii
u pacjentow onkologicznych [29, 54].

3. Czynniki wirulencji grzybow drozdzopodobnych
z rodzaju Candida

Mozliwos¢ inwazji do tkanek gospodarza, przezycie
i bytowanie w jego organizmie (dzigki stworzeniu odpo-
wiedniej niszy) oraz rozwdj infekcji, grzyby drozdzopo-
dobne zawdzigczajg posiadanym czynnikom wirulencji.
Tavanti 1 wsp. wyrdznili nastepujace czynniki wirulencji
u C. albicans: zmiana fenotypu, adhezyny, dimorfizm
oraz wydzielanie enzymoéw hydrolitycznych takich
jak proteazy aspartylowe i fosfolipazy [73]. Zdolno$¢
adhezji do tkanek gospodarza, zmian morfologii oraz
sekrecji enzymoéw hydrolitycznych zostaly opisane
u wszystkich gatunkoéw z rodzaju Candida [68]. Atry-
buty wirulencji odgrywaja istotng role podczas procesu
kolonizacji oraz rozwoju infekcji, stajac sie tym samym
czynnikami o dwoistej funkcji [50]. Patogeneza réznych
form kandydozy zalezy od zréznicowanej i czasowej
regulacji ekspresji genéw zwigzanych z dimorfizmem,
adhezjg i sekrecjg enzymow [47]. Ze wzgledu na niski
potencjal wirulencji grzyboéw z rodzaju Candida, jedy-
nie korzystne warunki panujace w organizmie gospo-
darza umozliwiaja im rozwoj infekcji. Zmiana formy
komensalnej na inwazyjng mozliwa jest podczas osta-
bienia mechanizméw obrony gospodarza [15, 47, 68].

3.1. Zjawisko adhezji

Pierwszym, krytycznym etapem zakazenia grzybi-
czego jest adhezja komorek [36], zlozony, wieloczyn-
nikowy proces, angazujacy kilka typow adhezyn [52].
Biatka te wykazuja rozna ekspresje na komorkach
drozdzowych i na powierzchni strzepek oraz posred-
nicza w adhezji poprzez réznorodne mechanizmy [83].
W pierwotnym wigzaniu sie komoérek Candida do kolo-
nizowanej powierzchni posredniczg zaréwno czynniki
niespecyficzne np. hydrofobowos¢ powierzchni lub
sily elektrostatyczne jak i specyficzne biatka adhezyjne
[59]. Adhezja zachodzi zar6wno na powierzchni bton
§luzowych gospodarza jak réwniez na powierzch-
niach sztucznych i zalezy od réznorodnych czynnikow
[18]. Komérki Candida wigzg sie do kilkunastu bia-
fek matrix zewnatrzkomodrkowego tkanek zywiciela,
wérod ktérych wymieni¢ nalezy: fibronektyne, lami-
nine fibrynogen, czy kolagen typuIiIV [8]. Kluczowa
role w procesie kolonizacji odgrywajg substancje adhe-
zyjne, umozliwiajace przyleganie komoérek patogenu do
komorek zywiciela.
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3.2. Bialka adhezyjne Candida spp. - mannoproteiny

Gtéwne adhezyny Candida spp. - mannoproteiny
sg zawarte w $cianie komorkowej grzyba i posredni-
czgce w przyleganiu do nabtonkoéw. Szczepy cechujace
sie wyzsza zdolno$cig adhezyjng cechuje tym samym
wieksza patogennos¢ [20]. W poréwnaniu z gatun-
kami C. albicans, C. tropicalis i C. parapsilosis mniejsze
wlasciwosci adhezyjne posiada C. glabrata. Jako przy-
czyne tego zjawiska podaje si¢ brak zdolnosci tworzenia
strzepki wlasciwej przez ten gatunek [47]. Mannoprote-
iny wigza sie do powierzchni epitelium poprzez recep-
tor glukozydow, ktory moze by¢ glikosfingolipidem lub
antygenem grupy krwi. Istotng role w przyleganiu pelni
réwniez hydrofobowo$¢ powierzchni komérki, ma ona
znaczenie w szczegdlnosci podczas adhezji do mate-
rialéw sztucznych [18]. Mannoproteiny posiadajg réw-
niez dodatkowe znaczenie, pochodzacy z nich wielo-
cukier jest zwigzkiem o dziataniu degradujacym tkanki
i hamujacym funkcje neutrofiléw [20].

3.3. Bialka adhezyjne Candida spp. - EPA i ALS

Gléwne adhezyny wystepujace u C. glabrata to pro-
dukty genéw EPA (epithelial adhesin — nablonkowe
biatka adhezyjne) [53]. Rodzina gendéw EPA sklada sie
z kilkunastu przedstawicieli, wérdd nich najistotniejsza
role odgrywa EPA1 kodujacy lektyne. Udowodniono,
ze mutanty pozbawione produktu genu EPA1 wykazuja
zredukowane wlasciwosci przylegania do powierzchni
kolonizowanej [41, 80]. Delecja genu EPA6 powoduje
natomiast zredukowanie zdolnosci tworzenia bio-
tilmu [34]. U gatunku C. albicans istotng role w adhezji
odgrywa rodzina genéw ALS (agglutinin-like sequence,
sekwencja genu przypominajgca aglutyning) kodujaca
osiem biatek [11, 53] przypominajacych budowa prote-
iny powierzchniowe Epa. Wykazuja one duzg homologie
z aglutyninami S. cerevisiae [8]. W ich sekwencji ami-
nokwasowej wykryto domeny odpowiedzialne za for-
mowanie agregatow o charakterze amyloidu. Komorki
drozdzowe ekspresjonujace ten typ adhezyn powierzch-
niowych wykazujag szybkie tempo agregacji, agregaty
posiadaja cechy amyloidu [61]. Przyleganie komorek
Candida do podtoza i dalszy rozwoj biofilmu zalezy od
dwoch typow bialek powierzchniowych: Als1/3 oraz
Hwpl1 (hyphal-specific cell wall protein - biatko $ciany
komorkowej charakterystyczne dla formy strzepkowe;j).
Uwaza sie, ze funkcjonuja one jako wzajemnie uzupet-
niajace si¢ adhezyny powierzchniowe. Alsl i Als3 s3 do
siebie bardzo zblizone zaréwno pod wzgledem sekwen-
cji, regulacji i funkcji. Hwp1 to proteina znana jako sub-
strat dla transglutaminazy, umozliwiajaca kowalentne
wigzanie C. albicans do komorek epitelium. Dostepne
dane sugeruja, iz w trakcie powstawania srodowiska bio-
filmu biatka Als1/3 wigzg sie do powierzchni sgsiednich
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komorek poprzez biatko Hwpl [53, 83]. Proces wzajem-
nego wigzania sie¢ pojedynczych strzgpek jest waznym
etapem procesu tworzenia biofilmu [83]. Biatko Alsl
jest szczegolnie istotne w procesie adhezji do bton slu-
zowych we wczesnym etapie infekcji [80]. Wielu bada-
czy podkresla role pozostatych biatek z rodziny Als w
procesie adhezji. Udowodniono, ze do osiggniecia mak-
symalnego poziomu adhezji do komérek endotelium
wymagany jest rownoczesny, wysoki poziom ekspresji
dwoch adhezyn Als2 i Als4 [24]. Podczas gdy Als 1, 3
i 5 posredniczg w wigzaniu komorek drozdzowych do
wielu skladnikéw tkankowych gospodarza np. komérek
epitelium jamy ustnej, Als 6 19 posiadajg znacznie bar-
dziej ograniczone wilasciwosci wigzan i nie wykazuja

adherencji do komoérek nabltonkowych [83].

3.4. Inne istotne w procesie przylegania biatka
adhezyjne Candida spp.

Podczas badan nad heterologiczng ekspresja bialek
przez gatunki grzybéw drozdzopodobnych u C. albicans
zostala wykryta adhezyna Eapl (extracellular adhe-
rence protein — zewnatrzkomorkowe biatko adhezyjne).
Jej struktura przypomina biatka z rodziny Als. Udo-
wodniono, ze Eapl posredniczy w wigzaniu komorek
grzybiczych do nabtonka nerkowego oraz do materia-
téw sztucznych np. polistyrenu [83]. Bialko Int1(inte-
grin-like protein - biatko przypominajace integryne)
C. albicans odgrywa istotna role w adhezji i filamenta-
cji komorek tego gatunku. Umozliwia ono wigzanie do
fibrynogenu, lamininy i kolagenu, a mutanty pozba-
wione Intl cechuje zmniejszona wirulencja i adhezja
do komorek epitelium. Proteina ta przypomina budowa
receptory komodrek ssaczych - integryny. Dostepne
dane wymieniajg jeszcze inng wazng czastke adhezyjna
C. albicans, biatko Mnt1 (Mannosyltransferase — trans-
feraza mannozy). Blonowa proteina typu II istotna
jest w procesie glikozylacji bialek mannanem [8, 80].
Wirdd innych gatunkoéw z rodzaju Candida geny kodu-
jace biatka Als wykryto u C. tropicalis i C. dubliniensis
[80, 83] oraz C. parapsilosis, C. lusitaniae i C. guillier-
mondii [83].

4. Zjawisko wzrostu w postaci biofilmu

Biofilm definiowany jest jako spoteczna struktura
mikroorganizméw zwigzana z podlozem i zamknieta
w zewnatrzkomorkowej matrix [10, 59].
4.1. Budowa biofilmu

Biofilm tworzy si¢ zardwno na powierzchniach

sztucznych materialéw jak réwniez na blonach §luzo-
wych w organizmie Zywiciela. Sklada si¢ on z komoérek
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jednego lub wigcej gatunkéow mikroorganizméw oraz
z wytwarzanego przez nie zewnatrzkomdrkowej matrix
[17]. Matrix zbudowane jest zazwyczaj z glikoprotein
i polisacharydéw syntetyzowanych przez komoérki drob-
noustrojow tworzacych strukture [10]. Posiada kanaly,
poprzez ktore odbywa sie transport substancji pomie-
dzy warstwa powierzchniows, a warstwami biofilmu
potozonymi glebiej. Komorki otoczone matrix $cisle do
siebie przylegaja. Biofilm jest strukturg heterogenna,
ponadto zorganizowang [19] i posiadajaca wyspecja-
lizowane warstwy. Mikroorganizmy znajdujgce sie
w dojrzatej formie biofilmu wykazuja réznice w tempie
wzrostu, metabolizmie, syntezie substancji zewnatrzko-
morkowej, wymagan odzywczych czy tez poboru tlenu
[17]. Strzepki sa podstawowym elementem wprowa-
dzajacym strukturalng integralno$¢ i wielowarstwowa
architekture charakterystyczng dla dojrzalego, w pelni
rozwinietego biofilmu [59]. Biofilm utworzony przez
grzyby drozdzopodobne z grupy non - C. albicans to
twor jednowarstwowy z nieregularnymi skupiskami
komorek Y i niewielkiej ilosci matrix [19]. Biofilm
C. parapsilosis nie wykazuje dwufazowego ukladu
odrebnych warstw. Sklada si¢ z nieregularnych pasm
utworzonych z komdrek [48]. Szczepy tego gatunku
tworza mniejsze ilosci biofilmu, o mniej ztozonej struk-
turze niz gatunek C. albicans. Formy pseudostrzepkowe
C. parapsilosis generuja jego wieksze ilosci w poréwna-
niu z fenotypami ztozonymi z komoérek drozdzowych,
dodatkowo cechuje si¢ on wigkszg inwazyjnoscig [75].
Architektura biofilmu C. albicans zalezy od powierzchni
kolonizowanego substratu. Biofilm wytworzony na
gladkiej, hydrofobowej powierzchni posiada wyrazna,
dwufazows strukture ztozong z warstwy zaadherowa-
nych blastospor pokryta elementami strzgpkowymi,
osadzong w warstwie pozakomoérkowej matrix. Podczas
gdy biofilm tworzony na powierzchni szorstkiej i nie-
regularnej to geste pasma komorek rosnacych wzdluz
nieréwnych krawedzi powierzchni podczas fazy dojrze-
wania, z przerostami komorek i macierzy w biofilmie
dojrzatym [48]. W zaleznosci od rodzaju i hydrofobo-
wosci kolonizowanej powierzchni biofilm moze osigga¢
grubo$¢ 25-450 um [45]. Skfad bialek i weglowodanow
w matrix zewnatrzkomorkowej rézni sie¢ w zaleznosci
od stadiéw rozwoju biofilmu. W fazie wczesnego wzro-
stu zawiera ona mniej zwigzkéw weglowodanowych
w poréwnaniu do fazy dojrzatej [48].

4.2. Wystepowanie oraz rola biofilmu

Zjawisko wytwarzania przez komorki Candida spp.
biofilmu jest jedna z wazniejszych cech umozliwiajg-
cych rozwoj infekeji, ma duze znaczenie w patogen-
nosci oraz w samym procesie zakazenia [45]. Zjawisko
to jest czynnikiem powodujacym 65% wszystkich
infekgji szpitalnych [17, 45]. Udowodniono, Ze infek-
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cje powodowane przez izolaty C. albicans, C. parapsi-
losis, C. tropicalis czy C. glabrata posiadajace zdolnos¢
wytwarzania biofilmu cechuje wysoka $miertelnos¢
[75]. Wiele danych sugeruje, ze dwa gatunki C. albi-
cans i C. parapsilosis, w szczegdlnosci izolaty pocho-
dzace z zakazen uogolnionych posiadaja najwigksza
zdolnos¢ tworzenia biofilmu. Udowodniono réwniez,
iz stosowanie TPN stymuluje rozwoj biofilmu, glow-
nie C. parapsilosis [36, 67, 72]. Wzrost drozdzakow np.
C. albicans w preparatach do zywienia pozajelitowego
jest postrzegany jako wazny czynnik ryzyka rozwoju
fungemii odcewnikowych u tej grupy chorych. W trak-
cie rozwoju struktury biofilmu, wytwarzane w odpo-
wiedzi na duzg dostgpnos¢ emulsji lipidowych formy
strzgpkowe, wspomagaja adhezje patogenu i inwazje
do tkanek. Struktura ta charakteryzuje si¢ obecnoscia
zwiekszonej liczby elementdw strzgpkowych w pordw-
naniu do biofilmu wytworzonego bez dostepu do
substancji lipidowych [72]. Biofilm Candida czgsto
powstaje na biomateriatach, z ktérych wykonywane sa
implanty, cewniki, dreny oraz protezy [19, 48], maja-
cych bezposredni kontakt z tkankami pacjenta [45].
Wigkszos¢ mikroorganizméw odpowiedzialnych za
rozwoj infekcji, zwigzanych z uzywaniem tego rodzaju
materialow, jest w stanie przetrwac na ich powierzchni
w bogatym w polisacharydy srodowisku [48]. W orga-
nizmie zZywym wystepowanie biofilmu najczesciej
obserwuje si¢ w jelicie grubym i jamie ustnej, gdzie
zazwyczaj pelni role fizjologiczng [19].

4.3. Rozwdj biofilmu

Podczas rozwoju biofilmu wyréznia si¢ nastepujace
fazy: wczesna, posrednia, dojrzewania oraz rozsiewu.
Faza wczesna trwa ok. 11 godzin od momentu adhezji
pierwszych komoérek do kolonizowanej powierzchni.
Komorki drozdzowe w formie planktonicznej osiadaja
na niej i tworzg $ciste polaczenia. Po uplywie 3-4 godzin
pojawiaja si¢ mikrokolonie. Nastepujaca potem faza
posrednia (12-30 godzin) cechuje si¢ wytwarzaniem
przez komorki matrix sktadajace;j si¢ z glikozylowanych
polisacharydéw mannanowych. Na tym etapie komorki
réznicuj si¢ na pseudostrzepki i strzepki. W fazie doj-
rzewania nastepuje dalsza produkcja macierzy, komorki
grzybowe zostaja calkowicie w niej uwiezione [11, 14,
19, 48, 72]. Strzepki tworzace si¢ w warstwie podstaw-
nej przerastajg zewngtrzkomorkowa matrix siegajac
od blastospor poprzez calg szerokos¢ warstwy [11].
Ostatnim etapem tworzenia biofilmu jest faza rozsie-
wania. Po osiggnieciu maksymalnej gestosci komo-
rek w jego wnetrzu cze$¢ blastospor posiadajacych
zdolnos¢ do odlaczania si¢ od macierzy rozprasza si¢
i inicjuje nowy biofilm w miejscu jeszcze niezajetym.
Uwaza sig, Ze jest to proces regulowany przez czasteczki
sygnalne, wydzielane w systemie komunikacji komoérek.
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Blastospory uwalniane ze skolonizowanej powierzchni
posiadajg istotng cech¢ umozliwiajacg im opuszczenie
zajmowanego srodowiska — reguluja posiadane adhe-
zyny zmniejszajac wlasng zdolnos¢ adhezji [14, 22, 44].
Nalezy podkresli¢, iz na rozwoj biofilmu ma wplyw
wiele czynnikéw, w tym cechy szczepu i srodowisko
wzrostu [72].

4.4. Opornos¢ biofilmu na leki przeciwgrzybicze

Cechg charakterystyczna szczepdw grzybow tworza-
cych biofilm jest ich oporno$¢ na wigkszos¢ lekow sto-
sowanych w terapii [19, 48] oraz ochrona przed ukla-
dem immunologicznym gospodarza. Stezenie lekdw
przeciwgrzybiczych wykazujace skuteczno$¢ w sto-
sunku do szczepow zasiedlajacych biofilm osiaga war-
tosci od 5 do 8 razy wyzsze niz w przypadku szczepow
nie osiadlych [46]. Badania dowiodty, ze wykazujg one
wrazliwo$¢ jedynie na echinokandyny i lipidowe formy
amfoterycyny B. Tolerancja wysokich stezen zwiazkow
przeciwgrzybiczych moze by¢ spowodowana obecnos-
cig struktury stanowigcej ostong¢ komorek przed nie-
korzystnymi warunkami $rodowiska zewnetrznego.
Wsréd przyczyn odgrywajacych istotng role w rozwoju
opornosci biofilmu podawane sa: czynny wyrzut leku
- efflux, niewystarczajaca mozliwo$¢ jego penetracji
w glab macierzy, obecnos¢ steroli w btonach komor-
kowych grzybdéw, zjawisko ,phenotypic switching”
(przelaczanie fenotypowe), niska aktywno$¢ metabo-
liczna komdrek oraz tworzenie komdrek przetrwatych
[10, 46, 48]. Niektore dane sugeruja rowniez, ze noto-
wana oporno$¢ biofilmu moze by¢ wynikiem bardzo
duzej gestosci/liczebnosci komorek wystepujacych w tej
strukturze [66].

5. Sekrecja enzymow hydrolitycznych

Enzymy wydzielane przez grzyby do $rodowiska s
znanymi czynnikami wirulencji wszystkich grzybow
drozdzopodobnych. Jednakze ich profil moze wykazy-
wa¢ znaczne réznice w zaleznosci od rozpatrywanego
gatunku [36]. Profil wydzielanych enzymoéw a takze ich
aktywnos¢, moze wskazywaé na stopien zjadliwosci
danego szczepu.

5.1. Hydrolazy

Enzymy hydrolityczne posrednicza w adhezji i inwa-
zji komorek patogenu do tkanki gospodarza. N-acetylo-
B-glukozaminidaza i a-mannozydaza hamuja migracje
neutrofili i ostabiaja aktywnos¢ granulocytéw obojet-
nochtonnych. Esteraza, lipazy i fosfatazy s3 uwazane za
szczegolnie wazne w pierwszej fazie zakazenia, ponie-
waz umozliwiaja dostarczenie grzybom wegla niezbed-
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nego do wszystkich proceséw zyciowych, a nastepnie
do rozwoju zakazen [4, 16]. Umozliwiajg one penetra-
cje patogenu do tkanek, przerywanie ich ciagtosci i lize
blon komoérkowych, w szczegélnosci w jamie ustnej
i drogach rodnych [76].

5.2. Proteazy

Proteazy aspartylowe wydzielane zewnatrzkomor-
kowo degraduja keratyne i kolagen [5], a takze biatka
zwigzane z odpowiedzig immunologiczng gospodarza:
tanicuch cigzki przeciwcial IgG, a,-makroglobuline,
biatko C,, B-laktoglobuling, laktoperoksydaze [58].
Doprowadzaja do uszkodzenia nablonka w miejscu
inwazji i umozliwiaja przemieszczanie si¢ patogenu
w obrebie tkanki. Natomiast proteazy kwasne ochra-
niajg komorki grzyba przed fagocytoza [5]. Szczepy
grzybow charakteryzujace si¢ wysoka sekrecja enzy-
mow cechuje wieksza zdolno$¢ adherencji do komorek
nablonkowych i wigksza zjadliwos¢ [38]. Dowiedziono,
ze wyzsza aktywno$¢ proteaz asparaginowych wyste-
puje u szczepow izolowanych z ostrych stanow infek-
cyjnych [37].

Proteazy aspartylowe (Saps-secreted aspartyl pro-
teases) zostaly rozpoznane jako czynniki wirulencji od
momentu ich odkrycia. Proteazy aspartylowe C. albi-
cans s3 kodowane przez wielogenowa rodzing obejmu-
jaca przynajmniej 10 réznych wysoko regulowanych
genow (SAPI-10) [73]. Geny zostaly sklasyfikowane
w trzy odrebne podrodziny w oparciu o sekwencje ami-
nokwasowg. Enzymy Sap1-3 utworzyly grup¢ o podo-
bienstwie sekwencji 75%, natomiast Sap4-6 90% [23, 32,
33]. Proteazy te syntetyzowane s3 jako preproenzymy
i wydzielane zewnatrzkomodrkowo za posrednictwem
$ciezki sekrecyjnej [51]. Produkty biatkowe genow
SAP1-3 produkowane sg zaréwno przez komorki droz-
dzowe oraz formy pseudostrzepkowe C. albicans. Prote-
azy Sap4-6 wydzielane sg gtéwnie przez pseudostrzepki
[23, 32]. Geny SAP1-3 wykazujg ekspresje w poczat-
kowym stadium kolonizacji epitelium oraz podczas
postepujacego uszkadzania tkanek. Wskazuje to na
role proteaz Sapl-3 w inicjowaniu infekcji w obrebie
powierzchni bton §luzowych [50]. Geny kodujace pro-
teazy aspartylowe SAP7 i SAP8 C. albicans nie wyka-
zuja pokrewienstwa miedzy sobg ani z pozostalymi
genami SAP. Podobny brak pokrewienstwa ustalono dla
genow SAP9 i SAP10. Istotng cechg proteaz Sap9 i 10
jest C-terminalna sekwencja aminokwasowa, kotwi-
czaca te biatka w blonie komoérkowej [47]. Analiza ich
sekwencji dowiodta znacznego podobienstwa do gendéw
proteaz YPSI i 2 S. cerevisiae [35]. Ekspresja genow
SAP8-SAP10 wystepuje stale pod wplywem wigk-
szosci czynnikow srodowiskowych zaréwno u formy
drozdzowej jak i strzepkowej grzyba [32]. Produkcja
kilku enzymoéw Sap posiadajacych rozne optimum pH
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najprawdopodobniej umozliwia C. albicans koloniza-
cje i infekcje roznych tkanek i sSrodowisk. Podczas gdy
optymalne pH do aktywnosci proteaz wydzielanych
przez forme drozdzowa (Sapl-3) wynosi pomiedzy
3-5, optimum pH dla Sap4-6 - wydzielanych przez
forme strzgpkowa to 5-7. Najwyzsze ilosci transkryp-
tow genoéw SAP5, 6 i 9 wykryto wewnatrz struktury
dojrzalego biofilmu [50].

Gatunek C. albicans nie jest jedynym gatunkiem
Candida wydzielajagcym proteazy. Ich sekrecje wyka-
zano réwniez u innych gatunkéw z rodzaju Candida
np. u C. tropicalis i C. parapsilosis [5, 47]. Wykazano,
ze wiele patogennych gatunkow Candida posiada geny
SAP lacznie z: C. dubliniensis, C. tropicalis i C. parapsi-
losis [52]. C. tropicalis posiada cztery geny SAP, C. para-
psilosis trzy, natomiast C. dubliniensis osiem [52, 56].

Geny kodujgce proteazy aspartylowe C. tropicalis s3
od siebie odrebne i nie mozna ich sklasyfikowac jako jed-
nej rodziny, tak jak to przedstawiono u C. albicans. Podo-
bienstwo ich sekwencji nie przekracza 63%. Gen SAP1
C. tropicalis jest jednak spokrewniony z SAP8 C. albi-
cans, a gen kodujacy SAP4 z rodzing SAP1-3 [47, 81].

Gatunek C. glabrata, ktdry w ostatniej dekadzie
zyskal duze znaczenie kliniczne, nie posiada w genoty-
pie genow SAP, w zwigzku z tym wykazuje niski poziom
zewnatrzkomorkowej aktywnosci proteolitycznej [41].
Wedtug najnowszych danych gatunki nie wytwarzajace
proteaz Sap, produkuja bialka o aktywnosci proteaz
aspartylowych blisko spokrewnionych z yapsynami
Saccharomyces cerevisiae. Enzymy te, nazwane prote-
azami Yps odgrywaja wazng role w wirulencji Candida
glabrata [34,35]. W genotypie grzyba C. glabrata ziden-
tytikowano klaster 11 genéw YPS kodujacych proteazy
aspartylowe, ktére pelnig istotng role w utrzymaniu
integralno$ci $ciany komorkowej, adherencji do komo-
rek gospodarza, przezyciu komorek grzyba wewnatrz
makrofagéw oraz wirulencji [34, 56]. Dowiedziono, ze
enzymy Yps zwigzane sg kowalentnie ze $ciang komor-
kowa C. glabrata, ich miejsce aktywne posiada kontakt
ze srodowiskiem zewngtrznym [78].

5.3. Fosfolipazy

Fosfolipazy to kolejna grupa enzyméw odpowie-
dzialna za wirulencje grzybow z rodzaju Candida. Biora
one udzial w adherencji komodrek do tkanek gospoda-
rza i ich penetracji [65]. Nazwa fosfolipazy odnosi si¢
do grupy enzymoéw hydrolizujgcych wigzania estrowe
w glicerofosfolipidach. W zaleznosci od miejsca doce-
lowego dzialania enzymy te dzielg si¢ na fosfolipazy A,
B, CiD oraz lizofosfolipazy (Lyso-PL) [27]. Pomimo, ze
fosfolipaza to wazny czynnik wirulencji C. albicans jej
rola u innych gatunkéw pozostaje niejasna. Wiele szcze-
péw C. parapsilosis wydziela fosfolipaze jednakze nie
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ustalono korelacji pomiedzy jej aktywnosciag a miejs-
cem rozwoju infekcji lub obecnoscig innych czynnikow
wirulencji [36]. Komorki C. albicans syntetyzuja kilka
hydrolaz wykazujacych aktywnos¢ fosfolipazy: A, Bl,
B2, C oraz D. Fosfolipaza B1 zostata scharakteryzowana
jako gléwny czynnik wirulencji grzyba [64]. Obie formy
enzymu: Plbl oraz PIb2 sa wydzielane zewnatrzkomor-
kowo [52]. Enzym ten posiada aktywnosci hydrolazy:
fosfolipazy B i lisofosfolipazy oraz transacetylazy [27].
Fosfolipaza A jest zwigzana z procesem paczkowa-
nia, natomiast D odgrywa istotng role w przemianie
formy drozdzowej w strzepkowa [64]. Sekrecja fosfo-
lipazy C. albicans zachodzi podczas rozwoju strzepki.
Jej najwyzsza aktywnos¢ wystepuje na koncu strzepki,
w miejscu kontaktu z tkanka. Ilos¢ produkowanej przez
komorki grzyba fosfolipazy rézni sie¢ w zaleznosci od
szczepu i od miejsca infekeji. Izolaty hodowane z krwi
wydzielaja znacznie wigksze ilosci tego enzymu niz izo-
laty z moczu. Sekrecja enzymu powigzana jest rowniez
z fenotypem szczepu. Wykazano, iz fenotypy C. albicans
»star” i ,ring” wydzielajg fosfolipaze w ilosci podob-
nej do fenotypu ,,dzikiego”. Natomiast fenotyp ,,stip-
ple” wydziela jej do 34% wiecej [27]. Mukherjee i wsp.
udowodnili, ze szczep pozbawiony genu PLB1 kodu-
jacego fosfolipaze cechuje si¢ zmniejszong wirulencja
[49]. Wydzielanie fosfolipaz zostalo wykryte rowniez
u innych gatunkéw z rodzaju Candida. Gatunek C. gla-
brata charakteryzuje sie sekrecja enzymu o aktywnosci
fosfolipazy B oraz lizofosfolipazy podobnie jak to zaob-
serwowano u C. albicans [27, 41]. Pomimo obecno$ci
i ekspresji genow kodujacych fosfolipazy, ich rola w
wirulencji gatunku C. glabrata jest wcigz analizowana
i pozostaje kwestig sporna [34].

6. Zjawisko dimorfizmu

Wiele gatunkéw w tym C. albicans posiada zdolnoé¢
wzrostu zaréwno w formie jednokomorkowej (droz-
dzowej) i pseudostrzepkowej lub strzepkowej [77].
Zdolnoé¢ ta polegajaca na zmianie morfologii komorki
nazwana zostata dimorfizmem [50]. Paczkujace blasto-
spory Candida okreslane s3 mianem komorek Y (forma
Y-yeast) natomiast forma micelialna nosi nazwe komo-
rek M (forma M-mycelium). Zmiana form komoérek
uzalezniona jest w duzym stopniu od warunkéw sro-
dowiska [19]. Morfologiczna zmiana komorek grzyba
z drozdzopodobnej na pseudostrzepkows jest jedna
z najwazniejszych cech umozliwiajacych kolonizacje,
inwazje oraz przezycie w tkankach gospodarza pod-
czas infekcji [26]. Komorki drozdzowe pelnig istotng
role w procesie rozsiewu patogenu do tkanek zywiciela,
natomiast formy strzepkowe sa najbardziej istotne
w trakcie inwazji [55, 72, 74]. Udowodniono, ze obie
formy C. albicans sa zdolne do wytworzenia struktury
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biofilmu [11]. Morfologiczna rozbieznos¢ form C. albi-
cans zwigzana jest z rozwojem infekcji, ,ucieczky”
przed dzialaniem lekéw przeciwgrzybicznych [26] oraz
przed systemem immunologicznym gospodarza [65].
Mikroorganizm ten jest w stanie wzrasta¢ w postaci
dwoch form jednoczesnie: paczkujacych komorek
drozdzowych oraz wydluzajacych si¢ form strzepko-
wych. Z miejsca toczacego si¢ zakazenia izolowane sg
zazwyczaj obie formy grzyba, jednakze uwaza sie, ze to
forma strzepkowa rozwinela si¢ pierwotnie jako mecha-
nizm penetracji tkanek [26, 79]. Formowanie strzgpki
jest, wiec istotne w rozwoju rozsianych infekeji glebo-
kich [55]. Czynniki, ktére maja wplyw na morfologie
grzybow sa réznorodne. Sygnaly srodowiskowe: pH,
temperatura, stezenie glukozy i tlenu sg stymulato-
rami wlaczajacymi zmiany genetyczne zaangazowane
w ekspresje swoistych gendw. Synteza bialek regula-
torowych i enzyméw tworzy biochemiczng podstawe
do wzrostu dimorficznego. Surowica krwi jest znanym
czynnikiem majgcym wplyw na transformacje komorek
C. albicans [26]. N-acetyloglukozamina zwigzek synte-
tyzowany przez drobnoustroje bytujace w przewodzie
pokarmowym indukuje proces filamentacji komdrek
drozdzowych zasiedlajacych blony sluzowe jelit. Udo-
wodniono réwniez, ze zwigzek ten jest silnym induk-
torem zjawiska ,,phenotypic switching” i wplywa na
powstawanie strzepkowych form morfologicznych
drozdzakéw [31]. Wsréd czynnikéw transkrypcyjnych
odpowiedzialnych za dimorfizm u grzybéw drozdzopo-
dobnych wielu autoréw za najistotniejszy uwaza biatko
EFG1. Czynnik transkrypcyjny EFGI jest aktywatorem
procesu transformacji formy drozdzowej w pseudo-
strzepkowa poprzez oddziatywanie na szlak cAMP [26].
Aby uniemozliwi¢ rozdzial komodrek w strzepce, geny
kodujace enzymy odpowiedzialne za ten proces muszg
zosta¢ zahamowane. Fosforyzowany, tym samym akty-
wowany czynnik Efgl wigze si¢ do promotoréw tych
genow, powodujac supresje ekspresji enzymow [77].
Obnizony poziom ekspresji czynnika EFG1 hamuje
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tworzenie formy strzepkowej lecz nie pseudostrzepko-
wej. Podwojne mutanty Efgl/Efgl wytwarzajg strzepki
morfologicznie rézne od formy ,,dzikiej” [71]. Podczas
rozwoju infekcji mutanty pozbawione czynnika EFG1
wykazujg wysoce zredukowang zdolnos¢ do tworzenia
strzepki, pociaga to za soba zmniejszenie syntezy pro-
teaz Sap4-Sap6 [32, 50]. Udowodniono tez, ze mutanty
nie posiadajgce genéw filamentacyjnych wykazuja
zmniejszong wirulencje i nizszy poziom infekcyjnosci
w stosunku do komorek endotelium [60]. Efgl jest row-
niez kluczowym czynnikiem niezbednym dla formowa-
nia i rozwoju biofilmu Candida [59, 60]. Drugi szlak
sygnalowy decydujacy o zmianie morfotypu Candida
to $ciezka bialek Ste [7, 8, 80]. Bialtko Stel2 to czyn-
nik transkrypcyjny odpowiedzialny miedzy innymi za
wzrost w postaci pseudostrzepkowej [7, 80]. Zidenty-
tikowano liczne biatka bedace supresorami morfoge-
nezy u grzybow. Najistotniejszymi z nich sg biatka Tup1
i Rbfl1. Szczep C. albicans pozbawiony biatka Tup1 stale
tworzy forme strzgpkowa [6, 8, 80]. Dowiedziono, iz
gen TUP1 C. albicans koduje supresor gendw odpowie-
dzialnych za generowanie wzrostu filamentowego [6].

7. Podsumowanie

Pacjenci otrzymujacy TPN stanowia jedng z grup
predysponowanych do rozwoju grzybic o etiologii
Candida spp. Wiele dostepnych danych literaturowych
podkresla, iz szczepy grzybéw drozdzopodobnych cha-
rakteryzujg si¢ roznymi poziomami wirulencji. Nie-
zaprzeczalnym stal sie fakt, ze nie wszystkie szczepy
jednego gatunku posiadajg te same cechy inwazyj-
nosci i wirulencji. Najwazniejszymi cechami wirulencji
istotnymi w rozwoju zakazenia grzybiczego w grupie
pacjentéw otrzymujacych catkowite zywienie pozaje-
litowe sa: adhezja i zdolno$¢ do tworzenia $srodowiska
biofilmu oraz sekrecja enzymoéw proteo- i lipolitycz-
nych. W tabeli zestawiono czynniki wirulencji grzybow

Tabela I
Czynniki wirulencji grzybéw drozdzopodobnych z rodzaju Candida oraz wptyw na rozwdj infekeji

Cecha wirulencji

Wplyw na rozwoj infekcji grzybiczej

ADHEZJA - kolonizacja cewnika do Zywienia pozajelitowego
- brak mozliwoéci mechanicznego usunigcia komorek grzyba
- mozliwos$¢ rozwiniecia fungemii odcewnikowej

BIOFILM - kolonizacja cewnika do Zywienia pozajelitowego

- brak mozliwoéci mechanicznego usunigcia komorek grzyba
- mozliwos$¢ rozwiniecia fungemii odcewnikowej

- ochrona przed dziataniem antymikotykéw

- aktywne namnazanie i rozsiew komorek patogenu

PRODUKCJA LIPAZ - umozliwienie wykorzystania czynnikéw odzywczych zawartych w emulsji do Zywienia pozajelitowego

PRODUKCJA PROTEAZ | - umozliwienie wykorzystania czynnikéw odzywczych zawartych w emulsji do zywienia pozajelitowego
- umozliwienie rozsiewu komdrek patogenu do tkanek
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drozdzopodobnych z rodzaju Candida oraz ich wptyw
na rozwdj infekeji.

Biorac pod uwage przedstawione czynniki nalezy

podkresli¢, iz sterylne przygotowywanie preparatow do
zywienia, odpowiednia higiena cewnikéw oraz regu-
larne monitorowanie mikrobiologiczne chorych to klu-
czowe drogi zabiegania rozwojowi zakazen grzybiczych
u pacjentow otrzymujacych TPN.
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Microbiological aspects of slurry management

Abstract: The animal manure may be a source of many pathogenic microorganisms, including Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica or Campylobacter spp. The agricultural utilization of slurry poses a serious threat related to the
transfer of pathogens to the environment. Some of the bacterial strains are antibiotic-resistant and their resistance genes can be transferred
horizontally to the soil microflora. In order to avoid the pathogens’ transmission into the environment, different methods of slurry disinfection
are necessary. Biological treatment seems to be the most common technique of slurry hygienization. Storage, anaerobic digestion, aeration
or composting may result in effective reduction of pathogen level and guarantee biosafety of slurry application as soil fertilizer. Physical and
chemical methods are not commonly used due to their reduced effectiveness in slurry decontamination and relatively high costs.
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1. Wstep

Gnojowica to mieszanina kalu i moczu zwierzat
gospodarskich z wodg, wykorzystywana w rolnictwie
jako nawoz naturalny pod roéliny uprawne [86, 96].
Zawiera od 8 do 10 % suchej masy, a jej sktad chemiczny
zalezy od wielu czynnikéw - przede wszystkim gatunku
zwierzat, od ktorych jest pozyskiwana, ale réwniez ich
wieku czy sposobu zywienia. Srednia zawarto$¢ azotu
w gnojowicy wynosi - 0,2-0,35%, potasu 0,2-0,3%,
natomiast fosforu tylko 0,05 - 0,1%. Dostepnos¢ sktad-
nikéw zawartych w gnojowicy dla roslin jest wyzsza niz
w przypadku obornika. Duza zawartos¢ azotu rozpusz-
czalnego w wodzie (okolo 50%) powoduje, ze gnojo-
wica uwazana jest za nawoz szybkodziatajacy [29, 50].

Rolnicze wykorzystanie ptynnych odchodow zwie-
rzecych do celéw nawozowych jest najczestsza forma
ich zagospodarowania. W przypadku niedoboru grun-
tow, na ktorych mozliwe jest rozlewanie gnojowicy,
nalezy ja transportowac i stosowac na innych, czesto
odleglych polach lub uzytkach zielonych. Najczes-
ciej jednak w takiej sytuacji rolnicy decydujg si¢ na
przekraczanie dopuszczalnych dawek nawozowych
i rozlewajg calg wytworzong gnojowice we wlasnym
gospodarstwie, bez wzgledu na jego areal [101]. Jest
to sytuacja bardzo niebezpieczna, zaréwno z sanitar-

nego, jak i ekologicznego punktu widzenia. Gnojowica
jest bogata w pierwiastki biogenne, ktore trafiajac do
wod powierzchniowych i gruntowych, powoduja ich
przezyznienie i prowadza do eutrofizacji zbiornikow
wodnych [99, 101]. Rozlewanie gnojowicy wigze sie
takze ze znaczna ucigzliwo$cig zapachowa wynikajaca
z obecnosci w niej kwaséw organicznych, amoniaku,
fenoli, amin i innych zwigzkéw lotnych [18].
Zagospodarowanie gnojowicy do celéw rolniczych
jest rowniez limitowane przez szereg przepisOw praw-
nych. Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 16 kwietnia 2008 r. w sprawie
szczegotowego sposobu stosowania nawozéw oraz pro-
wadzenia szkolen z zakresu ich stosowania (Dz.U. 2008
nr 80 poz.479) [83] i Rozporzadzeniem Ministra Rol-
nictwa i Rozwoju Wsi z dnia 18 czerwca 2008 r. w spra-
wie wykonania niektorych przepiséw ustawy o nawo-
zach i nawozeniu (Dz.U. 2008 nr 119 poz.765) [84]
gnojowice mozna stosowa¢ w okresie od 1 marca do
30 listopada. Wyjatek stanowi nawozenie roslin upra-
wianych w szklarniach, inspektach i namiotach folio-
wych. Gnojowice rozlana na pola nalezy wymieszaé
z gleba najpdzniej nastepnego dnia po jej zastosowa-
niu, oprocz jej wykorzystania w lasach i na uzytkach
zielonych. Gnojowicy nie wolno stosowa¢ na terenach
potozonych blizej niz 20 m od strefy ochrony Zrédet
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wody, uje¢ wody, brzegu zbiornikéw i ciekéw wodnych,
kapielisk oraz obszaréw morskiego pasa nadbrzeznego.
Nawoz ten mozna stosowa¢ na glebe, gdy poziom wody
podziemnej znajduje sie¢ ponizej 1,2 m oraz na terenach
poza obszarami plytkiego wystepowania skal szczeli-
nowych [82]. Ustawa o nawozach i nawozeniu [97]
zabrania stosowania gnojowicy na glebach zalanych
woda, przykrytych $niegiem, zamarznigtych do gtebo-
kosci 30 cm, a takze podczas opaddw deszczu. W mysl
Ustawy [97] niedopuszczalne jest nawoZenie gnojowica
gleb pozbawionych okrywy roslinnej, potozonych na
stokach o nachyleniu wigkszym niz 10% oraz stosowa-
nie tego nawozu podczas wegetacji rodlin przeznaczo-
nych do bezposredniej konsumpcji przez ludzi. Prze-
pisy ustalajg maksymalna roczng dawke gnojowicy na
poziomie, ktéry gwarantuje wprowadzenie do gleby nie
wiecej niz 170 kg azotu w czystym sktadniku na hektar
(22, 43, 82, 97]. Wedlug KDPR [43] dawki gnojowicy
powinny by¢ cisle dostosowane do rzeczywistego zapo-
trzebowania roslin na skladniki pokarmowe. Roczna
dawka gnojowicy nie powinna przekracza¢ 45 m*/ha.
W przypadku gruntéw ornych jej wielko$¢ ustala sie
w oparciu o zawarto$¢ azotu w glebie, natomiast na
uzytkach zielonych pierwiastkiem determinujgcym jest
potas [37, 51, 54, 55].

2. Mikroflora gnojowicy

W sktad mikroflory gnojowicy wchodza wirusy,
bakterie, grzyby oraz pasozyty.

Wirusy, stanowiace jej sktadnik o szczegdlnym zna-
czeniu epidemiologicznym i epizootycznym, dostaja sie
do gnojowicy przede wszystkim wraz z katem zwierzat
[71,91]. W gnojowicy bydlecej dominujg enterowirusy,
parwowirusy, adenowirusy, reowirusy i rinowirusy
[91]. Stwierdzenie obecnosci i przezywalnosci wiru-
sOW w gnojowicy jest zagadnieniem bardzo zlozonym.
Enterowirus bydta jest bardzo wrazliwy na temperature
magazynowania gnojowicy. W prébach tego nawozu
przechowywanych w temperaturze 4°C wirus ten prze-
zywa nawet do 167 tygodni, a jego tygodniowe tempo
eliminacji wynosi 0,03 log. Wzrost temperatury, w kto-
rej skladowana jest gnojowica do 20°C powoduje, ze
czas przezycia enterowirusa bydla maleje do 8 tygodni,
ajego tygodniowe tempo eliminacji wzrasta do wartosci
0,65 log [68]. W gnojowicy stwierdza si¢ takze wirusy
choroby Aujeszky, przezywajace 3-15 tygodni, wirusy
choroby Borna - okoto 22 dni, wirusy choroby Mareka
— okolo 7 dni, wirusy choroby cieszynskiej — 3-25 dni,
wirusy afrykanskiego pomoru $win - 6-160 dni oraz
wirusy pryszczycy — 21-103 dni [91].

Bakterie s3 dominujacym skladnikiem w zespole
organizmow zasiedlajacych gnojowice. Obecne s3 tu
zaréwno bakterie saprofityczne, jak i chorobotwor-
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cze [68]. Ogodlna liczba bakterii tlenowych i wzglednie
beztlenowych wynosi 10°-10" jednostek tworzacych
kolonie (j.t.k.) w 1 cm® gnojowicy [71]. W gnojowicy
pochodzacej od zdrowego stada dominuje naturalna
mikroflora jelitowa, cechujgca si¢ umiarkowang lub zni-
koma zjadliwoscia [76]. W jej sklad wchodza zaréwno
drobnoustroje typowe dla gnojowki, jak i dla obornika
[93]. Drobnoustroje typowe dla gnojowki sg repre-
zentowane przez bakterie mocznikowe, spelniajace
funkcje amonifikatoréw oraz inne bakterie wytwarza-
jace ureazeg, takie jak: Pseudomonas fluorescens, Proteus
vulgaris czy Azotobacter spp. [93]. Obecne sa takze
drobnoustroje mineralizujace kwas benzoesowy, fenol
i benzen (np. Brevibacterium helvolum) oraz rozkla-
dajace kwas moczowy (np. Pseudomonas aeruginosa)
[93]. Dominujaca role odgrywaja jednak drobnoustroje
wnoszone do gnojowicy wraz z katem. Bakteriami naj-
czesdciej izolowanymi z gnojowicy sa paleczki z rodziny
Enterobacteriaceae oraz enterokoki [71]. Dominujaca
role ma gatunek Escherichia coli wystepujacy w liczbie
10°-10°j.t.k. x cm™ oraz paleczki z rodzaju Salmonella,
obecne w liczbie 10%j.t.k. x cm™ [68, 71]. W gnojowicy
moze wystepowaé kazdy drobnoustrdj, ktéry wraz
z odchodami zostal wydalony z organizmu zwierzecia.
Z tego wzgledu w nawozie tym stwierdza si¢ sporadycz-
nie Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica oraz
bakterie z rodzaju Campylobacter. Czas przezycia tych
drobnoustrojéw w gnojowicy jest zblizony do ich prze-
zywalno$ci w wodzie gnojowej i w nieznacznym stop-
niu zalezy od temperatury. Pateczki Y. enterocolitica sa
izolowane z gnojowicy przez okoto 10 dni, a bakterie
z rodzaju Campylobacter przez 3 dni [27].

Gnojowica pochodzaca od stad, w ktérych wystepuja
zwierzeta chore lub nosiciele jest istotnym Zrédlem sze-
rzenia si¢ zoonoz i epizootii [91]. Lista bakterii, ktorych
pojawienie si¢ w gnojowicy moze stanowi¢ powazne
zagrozenie dla ludzi i zwierzat w warunkach europej-
skich, obejmuje: Brucella spp., Chlamydia spp., E. coli
(enteropatogenne szczepy oporne na antybiotyki), Lep-
tospira spp., Rickettsia spp., Salmonella spp., Treponema
hyodysenteriae, Bacillus anthracis, Erysipelothrix rhu-
siopathiae, Mycobacterium spp. (m.in. M. tuberculosis,
M. bovis, M. aviumcomplex). Ich obecno$é¢ i liczba uza-
lezniona jest od czynnikow srodowiskowych, gatunku
zwierzat, od ktérych pochodzi gnojowica oraz jej fizyko-
-chemicznych wiasciwosci i sktadu [91].

Wirod grzybow zasiedlajacych gnojowice dominujg
drozdzopodobne, natomiast grzyby plesniowe s3 mniej
liczne i reprezentowane gléwnie przez rodzaje: Mucor,
Penicillium, Aspergillus, Botryotrichum. Stosunkowo
rzadko w gnojowicy stwierdza si¢ grzyby patogenne [91].

Negatywna role odgrywa rowniez obecno$¢ w gno-
jowicy pasozytdé w oraz ich jaj i oocyst [71]. Orga-
nizmy te sg przyczyng rozprzestrzeniania si¢ choréb
inwazyjnych [68]. W gnojowicy pochodzacej od bydta
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stwierdza si¢ najczesciej znaczng ilo$¢ oocyst pier-
wotniakdw z rodzaju Trichostrongylus, ktérych larwy
charakteryzuja si¢ najdiuzsza przezywalnoscig wéréd
pasozytow, dochodzaca nawet do 92 dni. Jaja pierwot-
niakdéw Trichostrongylus colubriformis oraz Cooperia
punctata przezywaja w gnojowicy magazynowanej
w temperaturze 8°C przez 64 dni, natomiast w tem-
peraturze 18°C - 26 dni. Larwy tych pierwotniakow,
w zaleznosci od stadium rozwoju, przezywaja w gno-
jowicy przechowywanej w temperaturze 8°C od 4 do
76 dni, a w temperaturze 18°C od 4 do 37 dni [91]. Do$¢
powszechnie wystepuja w gnojowicy jaja bardzo opor-
nej na czynniki srodowiskowe motylicy watrobowej
(Fasciola hepatica). W nawozie tym spotyka sie takze
jaja i larwy robakoéw z rodzaju Strongyloides oraz larwy
z rodzaju Dictyocaulus, ktore charakteryzuja sie wysoka
wrazliwoscig na czynniki srodowiskowe. W gnojowicy
odnotowuje si¢ réwniez obecnos¢ robakéw z rodzaju
Dicrocoelium i Moniezia, ktére w rozwoju osobniczym
wymagaja zywicieli posrednich. Bardzo rzadko wykazy-
wana jest niezwykle oporna na niesprzyjajace warunki
$rodowiska Toxocara vitulorum. W gnojowicy $winskiej
wystepuja pierwotniaki z rodzaju Eimeria i Balantidium
oraz robaki z rodzaju Ascaris i ich jaja, a takze robaki
Oesophagostomum spp. Jaja glist w gnojowicy skla-
dowanej w temperaturze 8°C zachowujg inwazyjnos¢
przez 75-85 dni, natomiast w temperaturze 18-26°C
przezywaja przez okoto 28 dni. Z kolei dojrzate cztony
tasiemca uzbrojonego przezywajag w gnojowicy $win-
skiej w temperaturze 8°C przez 76 dni [54, 55, 91].

Sposrod stawonogdw w gnojowicy bydlecej wyste-
puja przedstawiciele rodzajow: Psoroptes, Chorioptes
i Sarcoptes [91]. Znaczaca role odgrywaja takze pier-
wotniaki z rodzaju Giardia oraz Cryptosporidium,
wykazujgce czg$ciowg oporno$¢ na procesy higienizacji
gnojowicy [68].

3. Mozliwo$¢ mikrobiologicznej kontaminacji
srodowiska

Ogromne ilosci odchodéw produkowane przez
zwierzgta gospodarskie, po wprowadzeniu do gleby
stwarzajg potencjalne ryzyko szerzenia si¢ licznych
choréb wirusowych, bakteryjnych i pasozytniczych
[14]. Obligatoryjne i fakultatywne patogeny obecne
w gnojowicy moga rozprzestrzeniac si¢ w srodowisku
glebowym i wodnym [68, 91] oraz przez dlugi czas
zachowywac¢ zakaznos¢ [92]. Sposrdd znanych bakterii
patogennych, az 39,4% stanowia drobnoustroje zdolne
do przenoszenia si¢ zardwno pomiedzy zwierzetami,
jak i ze zwierzat na ludzi [17]. Patogeny te znacznie
czesciej rozprzestrzeniajg sie drogami posrednimi (np.
wraz z gnojowica) niz na skutek bezposredniego kon-
taktu. Nawozowe wykorzystanie niehigienizowanej
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gnojowicy jest glownym zrédlem szerzenia sie zaka-
zen na fermach i przenikania patogenéw do tanicucha
pokarmowego ludzi, szczegélnie w przypadku, gdy na
nawozonych gruntach uprawiane sg roéliny przezna-
czone do bezposredniej konsumpcji lub na pastwiskach
bezposrednio przed wypasem [27, 38].

Zagrozenie stwarza réwniez wykorzystanie do
nawadniania upraw wody, do ktorej trafily patogeny
z gnojowicy [27]. Skazeniu ulegaja najczesciej warzywa
korzeniowe lub te, ktérych czesci jadalne majg kontakt
z gleba, np. salata. Znane sg przypadki zachorowan po
spozyciu salaty kontaminowanej paleczkami E. coli
0O157:H7 [65]. Ryzyko takie dotyczy takze owocdw,
ktdre spadajg na ziemie, a nastepnie sg zbierane i spo-
zywane lub przetwarzane bez obrdbki cieplnej [8]. Rol-
nicze zagospodarowanie gnojowicy zawierajacej pato-
geny, stwarza nie tylko ryzyko zachorowan wsrdd ludzi,
ale moze tez prowadzi¢ do wymiernych strat ekono-
micznych na skutek choréb i upadkéw inwentarza [5].

4. Problem antybiotykoopornosci wsrod szczepow
pochodzacych z produkcji zwierzecej

Ryzyko zwigzane z nawozowym wykorzystaniem
nieodpowiednio przetworzonej gnojowicy dotyczy
nie tylko skazenia $rodowiska przez drobnoustroje
chorobotworcze. Istotnym zagrozeniem jest rowniez
wprowadzenie do tego srodowiska antybiotykow i ich
metabolitéw oraz drobnoustrojéw antybiotykoopor-
nych, ktérych obecnos¢ w gnojowicy jest wysoce praw-
dopodobna.

Antybiotyki stosowane sa w hodowli zwierzat
na bardzo szeroka skale. Dla celéw terapeutycznych,
powinny by¢ one aplikowane wyltacznie tym osobni-
kom, u ktérych potwierdzono wystapienie zakazenia.
Ogolnie przyjeta praktyka jest jednak podawanie anty-
biotyku calemu stadu (cel metafilaktyczny). W wyjat-
kowych sytuacjach (szczepienia, odsadzanie mlodych,
mieszanie osobnikéw z réznych stad) profilaktycznie
otrzymujg go zwierzeta, u ktorych nie stwierdzono
zakazenia, ale wobec ktérych istnieje podwyzszone
ryzyko jego wystapienia [9, 99, 102]. Uzywanie antybio-
tykéw jako stymulatorow wzrostu (ASW - antybioty-
kowe stymulatory wzrostu) w krajach Unii Europejskiej
jest od kilku lat zakazane.

Sprzedaz przeciwbakteryjnych produktéw leczni-
czych weterynaryjnych w 2012 roku w Polsce wyniosta
519 ton, z czego 211 ton stanowily tetracykliny, 130 ton
penicyliny a 50 ton sulfonamidy. Lacznie, produkty
z tych trzech grup stanowily 76% catkowitej sprzedazy
[62].

Ilos¢ substancji przeciwbakteryjnych dodawanych
do paszy zalezna jest od gatunku zwierzecia, spo-
sobu prowadzenia chowu oraz rodzaju antybiotyku
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i wynosi od 3 do 220 g- Mg paszy [99]. Wsrdd zwie-
rzat gospodarskich najwigcej podaje si¢ ich $winiom,
ze wzgledu na duze zaggszczenie zwierzat na jednostce
powierzchni. W rezultacie, w odchodach $winskich
znajduje si¢ tez najwiecej antybiotykdw i ich pozosta-
tosci [10]. Poniewaz stopien przyswajania i wchtaniania
substancji przeciwbakteryjnych w jelitach zwierzat jest
relatywnie niski, wiekszo$¢ z tych substanciji, jak réw-
niez ich bioaktywne metabolity, wydalana jest w ciagu
kilkudziesigciu godzin od momentu aplikacji. Szacuje
sie, ze do $rodowiska wraz z odchodami moze trafia¢
nawet 90% podanej dawki antybiotyku [32, 42, 56, 79].

Dowiedziono, ze niektore antybiotyki zawarte w gno-
jowicy moga wplywac hamujaco na efektywno$¢ proce-
sOw jej higienizacji, np. fermentacji metanowej. Karba-
doks, kwas lasalowy i monensin hamuja bioaktywnos¢
bakterii metanogennych i produkcje biogazu, w prze-
ciwienstwie do, np. awoparcyny, tylosiny i erytromy-
cyny [52]. W badaniach Panseri i wsp. [73] wydajnos¢
produkcji biogazu pod wplywem niektorych antybio-
tykow (danofloksacyna, linkomycyna/spektomycyna)
obnizata si¢ nawet o 25%. Ci sami autorzy podaja, ze
fermentacja metanowa powodowata spadek ilo$ci anty-
biotykéw w gnojowicy w stopniu wyzszym niz pod-
danie jej dziataniu wysokiej temperatury. Inaktywacje
niektdérych antybiotykéw notowano réwniez w trakcie
kompostowania odchodéw zwierzecych oraz w proce-
sie fotodegradacji bedacej skutkiem promieniowania
stonecznego lub UV [42, 95, 107].

Najwigksza grupe antybiotykéw weterynaryjnych
stanowig tetracykliny, sulfonamidy i makrolidy [42].
Wysoki, w przypadku izolatéw wyosobnionych od
zwierzat, odsetek szczepow opornych na tetracykliny
jest modelowym przyktadem potwierdzajacym bezpo-
$redni zwigzek miedzy podawaniem zwierz¢tom sub-
stancji przeciwbakteryjnych a wyksztalceniem mecha-
nizméw opornoéci u bakterii. O ile w latach 40.
XX wieku ludzkie i odzwierzece izolaty Salmonella
Typhimurium byly wrazliwe na dziatanie tetracykliny,
aktualnie ich opornos¢ na te antybiotyki ksztaltuje si¢
na poziomie 90-100%. Dotyczy to réwniez innych
gatunkow i rodzajow bakterii, gléwnie pochodzenia
jelitowego [9, 45, 101]. Stosowanie awoparcyny, poda-
wanej zwierzetom w krajach Unii Europejskiej jako
ASW, przyczynito sie do wzrostu liczebnosci wankomy-
cynoopornych enterokokéw (VRE - Vancomycin-Resi-
stant Enterococcus) izolowanych od ludzi i zwierzat.
Zjawisko takie nie notowano w USA, gdzie zwierzeta
nie otrzymywaly awoparcyny [9].

Powszechne uzywanie antybiotykéw w produkeji
zwierzecej jest réwniez jednym z czynnikéw odpo-
wiedzialnych za pojawienie si¢ szczepu LA MRSA
(Livestock Associated Methicillin Resistant S. aureus),
izolowanego gléwnie od $win i cielat [35], wykazuja-
cego opornos¢ na antybiotyki beta-laktamowe oraz na
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tetracykliny, makrolidy, linkozamidy, aminoglikozydy,
trimetoprim oraz, w niewielkim odsetku, na fluorochi-
nolony [28]. Szczepy LA MRSA, nalezace gléwnie do
kompleksu klonalnego CC398, stwarzajg duze zagro-
zenie dla hodowcdw zwierzat, os6b majacych z nimi
bezposredni kontakt oraz czlonkéw ich rodzin. Wyka-
zano nizszg liczbe tych gronkowcéw u pracownikow
gospodarstw, ktorych kontakt ze zwierzetami zostat
czasowo ograniczony [28]. Badania potwierdzaja czesta
obecno$¢ LA MRSA réwniez w kurzu zanieczyszczaja-
cym powietrze na terenie ferm hodowlanych, w ktérym
przezy¢ moga wiele miesiecy [24]. Dotychczas przy-
padki nosicielstwa szczepdw z kompleksu CC398 byly
znacznie czestsze niz liczba powodowanych przez nie
zakazen. Nie mozna jednak lekcewazy¢ informacji
o zapaleniu wsierdzia, zapaleniu ptuc oraz podwyzszo-
nym ryzyku zakazenia ran, ktorych drobnoustroj ten
byt potwierdzong przyczyna [46, 98].

Pojawienie si¢ szczepow antybiotykoopornych za-
chodzi na drodze selekeji naturalnej eliminujgcej ze
srodowiska drobnoustroje nie wykazujace cech opor-
nosci i jest efektem powtarzalnego kontaktu bakterii
z antybiotykami oraz mozliwo$cia nabywania przez
nie genéw opornosci [99]. Zjawisko to dotyczy najcze-
$ciej bakterii enteropatogennych, przede wszystkim
paleczek Salmonella spp., E. coli i Campylobacter spp.
W zwigzku z tym, ze geny kodujace antybiotykoopor-
nos¢ zlokalizowane s3 najczesciej w obrebie ruchomych
elementéw genetycznych, opornos¢ nabywana i prze-
kazywana jest na drodze horyzontalnego transferu tych
genow poprzez transpozony, plazmidy i integrony [9,
80]. Plazmidy zawierajagce geny warunkujace opor-
no$¢ na antybiotyki moga by¢ przenoszone za posred-
nictwem $rodowiska ptynnego (woda, gnojowica) lub
przy udziale bakteriofagéw [6]. Oprocz wyzej wymie-
nionych szczepdw S. aureus opornych na meticyline,
z odchodéw zwierzgcych izoluje sie bakterie takze
z innymi mechanizmami opornosci. Przyktadem moga
by¢ szczepy wytwarzajace beta-laktamazy o rozszerzo-
nym zakresie substratowym (ESBL - Extended Spec-
trum Beta-Lactamase), hydrolizujgce penicyliny, cefa-
losporyny oraz monobaktamy. Ich obecnos¢ wykryto
u Salmonella Enterica, E. coli oraz Klebsiella pneumoniae
izolowanych z katu $win, bydta i koni [86, 103]. Obec-
nie jednym z najistotniejszych probleméw w zakresie
antybiotykoopornosci jest pojawienie si¢ Gram-ujem-
nych pateczek jelitowych wykazujacych opornos¢ takze
wobec karbapenemow [16, 23].

Niepokojace s3 wyniki badan potwierdzajace wysoka
czestotliwo$¢ pojawiania si¢ w odchodach zwierzat
szczepow charakteryzujacych sie opornoscia na dwa lub
wiecej antybiotykow [35, 100]. W jednym z doswiad-
czen odsetek szczepow Salmonella spp. wyizolowa-
nych z gnojowicy swinskiej wykazujacych opornoé¢ na
dwa antybiotyki wyniost okolo 58%, prawie 35% byto
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opornych na trzy, a niespetna 8% na cztery leki [101].
Wyniki kolejnych badan dowiodly, ze opornos¢ w sto-
sunku do czterech lub wiecej antybiotykéw stwierdzona
u 13,4% paleczek E. coli, 19,6% Enterococcus faecalis
i25,3% Enterococcus faecium izolowanych ze $winskich
odchodow [34].

Wprowadzenie do srodowiska glebowego wraz z gno-
jowica bakterii opornych na antybiotyki powodowaé
moze czasowy wzrost ich liczebnodci i, co wazniejsze,
przyczyni¢ si¢ moze do przekazania tej cechy bakteriom
glebowym, takim jak: Proteus spp. i Pseudomonas spp.
[4, 66, 102]. Zwigksza sie rdwniez prawdopodobienstwo
pojawienia si¢ szczepdw antybiotykoopornych w zloka-
lizowanych w poblizu ferm hodowlanych $rodowiskach
wodnych, jak tez u dzikich zwierzat (myszy, nornice,
ryjowki) zyjacych na ich terenie [45].

Prawdopodobienstwo pojawienia si¢ bakterii opor-
nych na antybiotyki pochodzenia zwierzecego u ludzi
dotyczy przede wszystkim osob majacych bezposredni
kontakt ze zwierzetami, ich otoczeniem lub odchodami.
Jednak wprowadzanie do gleby nawozéw zawierajacych
lekooporne drobnoustroje stwarza dodatkowe ryzyko
ich rozprzestrzeniania si¢ na osoby nie majace kontaktu
ze zwierzetami wraz z czastkami kurzu lub przez zyw-
no$¢ uprawiang na nawozonych polach [32].

Ograniczeniu zjawiska antybiotykoopornosci bak-
terii w produkcji zwierzecej stuzy¢ ma przede wszyst-
kim wprowadzanie ograniczen w ilosciach stosowa-
nych lekéw, przy réwnoczesnej optymalizacji metod
hodowli w warunkach intensywnej produkcji zwie-
rzat. Ponadto, podejmowane s3 proby wprowadzania
do pasz probiotykdw, jako alternatywy dla zakazanych
oficjalnie ASW [10].

5. Metody higienizacji gnojowicy na cele rolnicze

Swiadomo$¢ zagrozen zwigzanych z wprowadzeniem
do gleby wraz z gnojowica zasiedlajacych ja drobno-
ustrojow patogennych i mozliwoscig ich dalszego roz-
przestrzeniania droga wodna, powietrzng lub pokar-
mowg3 obliguje do wezesniejszego poddania tego nawozu
zabiegom ograniczajacym obecno$¢ w nim drobno-
ustrojow, zwlaszcza tych potencjalnie szkodliwych.

Ocena wplywu wybranej metody higienizacji gnojo-
wicy na przezywalnos¢ zasiedlajacych ja patogendw jest
podstawowym kryterium pozwalajacym na wiarygodne
oszacowanie stopnia jej skutecznosci.

Przezywalno$¢ badanych drobnoustrojow w gno-
jowicy uzalezniona jest od szeregu czynnikéw, czesto
silnie ze soba powiazanych. Do najwazniejszych z nich
nalezg [11]:

— temperatura,

— gatunek zwierzat, od ktérych pochodzi gnojowica

(typ gnojowicy),
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— zawarto$¢ suchej masy i suchej masy organicznej,
odczyn,

obecno$¢ antagonistycznej mikroflory naturalnej,
wyj$ciowa liczebno$¢ badanych drobnoustrojow,
wlasciwosci danego serotypu i szczepu,
zasobno$¢ gnojowicy w sktadniki odzywecze,

— rozpuszczone substancje gazowe oraz potencjal

REDOX.

Jednoznaczng interpretacje wynikéw dotyczacych
czasOw przezycia patogenéow w odchodach zwierze-
cych utrudnia fakt, ze sklad ekskrementow jest bardzo
zroznicowany [74]. Ponadto, istnieja wyrazne réznice
przezywalnosci $rodowiskowych szczepoéw bakterii
patogennych w warunkach polowych oraz analogicz-
nych szczepéw hodowlanych wykorzystywanych do
badan laboratoryjnych [47]. Powazne utrudnienie dla
uzyskania jednoznacznych i poréwnywalnych wynikéw
stanowi takze zdolnos¢ niektérych drobnoustrojow do
sporulacji, przejscia w stan ,,zywe, lecz nie dajace si¢
hodowa¢” (viable but nonculturable, VBNC) oraz do
wzajemnej agregacji lub przylegania do czastek statych,
co ogranicza mozliwo$¢ ustalenia rzeczywistej liczby
patogenow metodami hodowlanymi [99].

Uzyskane w réznych badaniach réznice dotyczace
czasu przezycia patogenow w gnojowicy moga wynikac
takze z sezonu poboru préb, z odmiennych fizyko-che-
micznych wlasciwos$ci gnojowicy oraz z innych sposo-
béw zywienia poszczegélnych stad zwierzat. Nie bez
znaczenia pozostaje tez zréznicowany wiekowo i gatun-
kowo sklad inwentarza oraz wykorzystanie do badan
réznych szczepdw bakterii testowych. Nawet dziatania
majace na celu ujednolicenie parametréw fizycznych
probek gnojowicy nie zapewniajg mozliwosci dokony-
wania bezpo$rednich poréwnan [36, 64, 74].

Metody stosowane w celu higienizacji gnojowicy
mozna podzieli¢ na fizyczne, chemiczne i biologiczne
(Rys. 1).

5.1. Metody biologiczne higienizacji

Skladowanie

Skladowanie gnojowicy jest najprostsza oraz najtan-
szg metoda obrobki tego nawozu. Z tego wzgledu cieszy
sie bardzo duzg popularnoscig i stosowane jest znacz-
nie czg$ciej niz inne metody uzdatniania gnojowicy
na cele rolnicze. Gtéwnymi czynnikami ograniczaja-
cymi skutecznos¢ tej metody sg temperatura oraz czas
skladowania.

Wrhasciwosci fizyko-chemiczne gnojowicy powo-
dujg, ze w trakcie skfadowania nie ulega ona samoza-
grzaniu, i charakteryzuje si¢ stabilng temperatura, ktéra
wynosi ok. 6°C zima i 18°C latem. Brak zdolnosci gno-
jowicy do generowania ilosci ciepla niezbednej do bio-
termicznego samoodkazania wyraZnie ogranicza inten-
sywnos¢ higienizacyjng procesu skladowania [68, 80].
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Rys. 1. Metody higienizacji gnojowicy

Skfadowanie jest metoda obrébki gnojowicy, w czasie
ktdrej nie sg podejmowane zadne aktywne metody sta-
bilizacji tego nawozu, z wyjatkiem stosowanego niekiedy
mieszania ptynnych odchodéw. Metoda ta wykorzystuje
brak zdolno$ci wiekszosci bakterii patogennych i paso-
zytéw do namnazania si¢ poza organizmem gospodarza
[14]. Ponadto, drobnoustroje podlegaja naturalnej stop-
niowej eliminacji w czasie skladowania. Przezywalnos¢
ich podczas tego procesu jest do$¢ zréznicowana i moze
by¢ liczona w tygodniach lub miesigcach [14]. Elimi-
nacja bakterii fekalnych podczas sktadowania zachodzi
szybciej w poréwnaniu do pozostatych drobnoustrojow
wchodzacych w sklad mikroflory gnojowicy, jednak czas
przezycia wigkszosci bakterii patogennych moze wyno-
si¢ nawet 20 tygodni [54]. Inaktywacja drobnoustrojow
w czasie sktadowania jest mozliwa pod warunkiem, ze
W czasie procesu nie s3 wprowadzane nowe porcje gno-
jowicy, stanowiace zrédto skladnikéw odzywczych oraz
kolejnych drobnoustrojéw.

W metodzie sktadowania drobnoustroje najdluze;
przezywaja w niskiej temperaturze. Jej wzrost, wiazacy
sie z uwalnianiem wigkszych ilosci amoniaku w gno-
jowicy, skraca czas przezycia drobnoustrojow [33].
Olszewska i Skowron [70] wykazali, ze przezywalno$¢
paleczek z rodzaju Salmonella uzalezniona jest zardwno
od temperatury sktadowania, jak i od typu gnojowicy
oraz serotypu bakterii. W przypadku S. Typhimurium
wahata si¢ 0d 30,27 do 101,10 dnia, a dla S. Senftenberg
wynosifa od 32,50 do114,24 dnia. Dane z pi$miennic-
twa wskazuja takze na wplyw temperatury sklado-
wania gnojowicy na przezywalnos¢ paleczek E. coli
(10°C/30 dni, 4°C/40 dni) i enterokokow [47, 69]. Bru-
cella abortus w gnojowicy bydlecej skladowanej w tem-
peraturze 10°C przezywa przez okres 47-70 dni, pod-
czas gdy w temperaturze 20°C w tej samej gnojowicy jej
przezywalnos¢ skraca sie do 20 dni [14, 44].

Podczas pierwszych 2-4 tygodni sktadowania gno-
jowicy dochodzi do powstawania lotnych kwasow
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tluszczowych, co prowadzi do przejsciowego obnize-
nia si¢ pH tego nawozu [46]. Przemiany te powoduja,
ze wiekszos¢ patogendw obecnych w gnojowicy ulega
w 90% eliminacji w wyzej wymienionym przedziale
czasowym [44]. Potwierdzajg to badania Kearney i wsp.
[40], ktorzy wykazali, ze czas potrzebny do 90% reduk-
cji Y. entercolitica w gnojowicy sktadowanej w tempe-
raturze 4°C wynosi 20,8 dnia, a w 17°C skraca sie do
12,8 dnia.

Wielu autoréw [14, 36, 91, 92] wykazalo wplyw
na przezywalno$¢ bakterii réwniez gatunku zwie-
rzat, od ktérych pochodzi gnojowica. Wedtug nich,
pateczki z rodzaju Salmonella moga przezywaé w skla-
dowanych odchodach $winskich ponad 110 dni [36],
a w bydlecych nawet 286 dni [92]. Udzial suchej masy
w sktadowanej gnojowicy réwniez wyraznie wplywa
na przezywalnos$¢ wybranych bakterii wskaznikowych.
Przewazajaca wigkszo$¢ wynikow wskazuje na dluzszy
czas przezycia drobnoustrojow w odchodach zwierze-
cych wraz ze wzrostem zawartosci suchej masy [60,
89]. Wyzszy udzial substancji statych prawdopodobnie
wplywa ochronnie na patogeny, poprzez umozliwienie
ich agregacji lub adsorpcji na powierzchni czgstek sta-
tych zawartych w gnojowicy [39].

Pomimo problemdw z rozwarstwianiem si¢ gnojo-
wicy, emisjg gazdéw w trakcie jej magazynowania oraz
dos¢ dtugim czasem przezycia drobnoustrojow, sktado-
wanie stanowi skuteczna metode¢ pozyskiwania nawozu
o zmniejszonej uciazliwosci zapachowej i znikomym
negatywnym wplywie na §rodowisko.

Fermentacja metanowa

Sklad gnojowicy, zapewniajacy obecnos¢ wszystkich
substancji niezbednych dla rozwoju drobnoustrojow,
przyczynia si¢, z jednej strony, do podwyzszenia ryzyka
sanitarnego, z drugiej pozwala na wykorzystanie jej
w kontrolowanym procesie biodegradacji w czasie fer-
mentacji metanowej.

Proces fermentacji metanowej opiera si¢ na wspot-
dzialaniu licznych grup drobnoustrojéw. Pierwsza
grupe stanowia bakterie hydrolizujace, uczestniczace
w procesie hydrolizy i powodujace rozklad polimerycz-
nych zwiazkow organicznych (bialka, ttuszcze i weglo-
wodany) do substancji prostszych (aminokwasy, pep-
tydy i cukry proste). Do drugiej grupy naleza bakterie
hydrolizujace acidogenne, ktére uczestnicza w kwaso-
genezie i powoduja hydrolityczny rozkltad aminokwa-
sow, peptydow i cukréow prostych do kwasow tlusz-
czowych, kwasow organicznych, alkoholi, aldehydow
i ketonow [1]. Zaliczamy tuaj gtéwnie drobnoustroje
z rodzajoéw: Bacillus, Pseudomonas, Clostridium, Bifi-
dobacterium, Streptococcus 1 Enterobacterium [19].
Trzecig grupg sg bakterie octanogenne wytwarzajace
octany z wykorzystaniem wegla i energii z produktow
kwasogenezy (syntrofy bakterii metanogennych) lub
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z CO, i H, (bakterie homooctanogenne) [1]. Nalezg tu
m.in. rodzaje: Syntrophomonas i Syntrophobacter [19].
Czwartg grupe stanowia metanogenne Archaeabacterie
wigzace CO, i H, z wytworzeniem CH, i H,O lub roz-
ktadajgce octany do CH, i CO, [1]. Do tej grupy zali-
czamy rodzaje: Methanobacterium, Methanospirillum,
Methanococcus, Methanosarcina, Methanobrevibacter,
Methanomicrobium i Methanothrix [104].

Fermentacja metanowa gnojowicy moze by¢ pro-
wadzona w warunkach mezofilnych lub termofilnych
oraz sporadycznie w psychrofilnych [14].

Na przezywalnos¢ bakterii w czasie fermentacji
wplywa szereg czynnikéw, do ktérych naleza: czas
hydraulicznej retencji, koncentracja lotnych kwaséw
tluszczowych, pH, temperatura oraz typ gnojowicy,
zawarto$¢ suchej masy i typ procesu fermentacji [40].

Fermentacja metanowa prowadzona w warunkach
mezofilnych jest najczesciej stosowanym typem procesu
anaerobowego. Charakteryzuje sie on duza stabilnoscia
warunkow i nizszymi nakltadami energetycznymi [14].
W naturalnej mikroflorze gnojowicy wigkszos¢ bak-
terii beztlenowych i wzglednie beztlenowych stanowia
mezofile rozwijajace si¢ optymalnie w temperaturze
30-40°C [53]. Proces mezofilny jest jednak mniej
efektywny i wymaga dluzszego czasu retencji gnojo-
wicy w reaktorze. Eliminacja drobnoustrojow patogen-
nych obecnych w gnojowicy zachodzi znacznie wol-
niej i mniej wydajnie w warunkach mezofilnych [14].
W celach higienizacyjnych zaleca si¢ poprzedzac wlas-
ciwg fermentacje metanowa w warunkach mezofilnych
procesem pasteryzacji prowadzonym w temperaturze
70°C przez 20 minut [87].

Proces termofilny jest najbardziej wydajnym typem
fermentacji metanowej. Wszystkie reakcje sktadajace
sie na proces produkcji metanu z gnojowicy zacho-
dza znacznie szybciej i efektywniej, przez co mozliwe
jest stosowanie reaktoréw o mniejszej objetosci [31].
Proces termofilny wymaga jednak znacznie wigkszych
nakladéw energetycznych. Problem stanowi takze fakt,
ze mikroflora termofilna jest stosunkowo nieliczna
w gnojowicy i musi namnozy¢ si¢ do odpowiedniego
poziomu, aby fermentacja mogla przebiega¢ prawi-
dfowo. W zwigzku z tym niezbedne jest zapewnienie
warunkow termofilnych juz przy rozruchu reaktora [1,
2]. Fermentacja prowadzona w warunkach termofil-
nych przyczynia si¢ do praktycznie calkowitej elimina-
cji patogendw z gnojowicy, dzieki czemu otrzymywany
nawoz jest znacznie bardziej bezpieczny pod wzgledem
sanitarno-higienicznym [58].

Inaktywacja wirusow w trakcie fermentacji meta-
nowej réwniez uzalezniona jest w znacznym stopniu
od parametréw termicznych procesu. Prowadzona
w przedziale temperatury 50-55°C powoduje utrate
zakaznosci wirusa pryszczycy (FMDV - Foot-and-
-Mouth Disease Virus) w ciagu godziny. Obnizenie
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temperatury do 35°C przedluza ten okres do 24 godzin.
Szczegolnie wysoka opornos¢ wykazal si¢ parwowirus
$win (PPV - Porcine Parvovirus), ktdrego inaktywacja
w temperaturze 55°C trwala ponad tydzien [12]. Ente-
rowirus bydlecy wprowadzony do gnojowicy poddanej
fermentacji metanowej w 55°C eliminowany jest juz po
30 minutach, podczas gdy w warunkach mezofilnych
przezywal 13 dni [96].

Tappouni [92] stwierdzil, Ze wzrost stgzenia lotnych
kwasow tluszczowych w gnojowicy powoduje spadek
odczynu i przyczynia si¢ do redukgji liczby bakterii
w tym nawozie. Rozwoj znacznej populacji bakterii
metanowych posiadajacych zdolno$¢ do produkcji
antybiotykow w gnojowicy poddanej fermentacji réw-
niez powoduje wyrazne skrécenie czasu przezycia pato-
genow [44].

Badania Kumara i wsp. [49] wykazaly z kolei, ze
przezywalnosc¢ Salmonella Typhi w procesie fermenta-
cji psychrofilnej byta zalezna od zawartosci suchej masy
w gnojowicy. W nawozie zawierajagcym 5-10% suchej
masy bakterie te przezywaly w temperaturze pokojowej
przez 20 dni, podczas gdy, w tych samych warunkach
termicznych, przy udziale suchej masy réwnym 15%,
przezywalnos¢ wzrastata do 25 dni [49].

Liczne badania potwierdzaja takze wplyw typu pro-
cesu fermentacji na przezywalnos¢ wybranych drob-
noustrojéow. Badania Kearney i wsp. [39] dowodza
roznic w przezywalnosci bakterii patogennych w pro-
cesie mezofilnej fermentacji metanowej w zaleznosci
od sposobu jej realizacji. Czas dziesi¢tnej eliminacji
pateczek S. Typhimurium wynidst 0,9 dnia w systemie
zamknietym oraz 1,1 dnia w systemie pdlciagltym [39].
Z kolei w trakcie ciaglej fermentacji mezofilnej czas
ten obejmowat okres 2-4 dni [67]. Inne dos§wiadczenia
wykazaly spadek liczby wyzej wymienionych bakterii
w gnojowicy do poziomu 10°j.t.k./ml w ciaggu 60 dni
skladowania oraz 8 i 10 dni mezofilnej fermentacji
prowadzonej odpowiednio w systemie zamknietym
i polciaglym [39]. Szybsze tempo eliminacji bakterii
patogennych w systemie zamknietym moze wynikaé
z niedoboru substancji odzywczych, spowodowanego
brakiem dostaw $wiezej gnojowicy do reaktora oraz
wyzszej koncentracji lotnych kwasow ttuszczowych,
zwigzanej z nieodprowadzaniem porcji przefermento-
wanej gnojowicy w trakcie procesu [94]. W przypadku
pateczek E. coli Kearney i wsp. [39] wykazali, ze czas
dziesigtnej eliminacji byl rowny 0,8 dnia w systemie
zamknietym oraz 1,5 dnia w polciaglym. Z kolei pod-
czas ciaglej fermentacji mezofilnej czas ten wynosit
1-2 dni [67].

Napowietrzanie

Proces napowietrzania polega na wprowadzaniu do
gnojowicy drobnych pecherzykéw powietrza w celu
przyspieszenia procesu jej stabilizacji poprzez mikro-
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biologiczne utlenianie zawartych w tym nawozie sub-
stancji organicznych [14]. Wprowadzony tlen pozo-
staje w formie wolnej lub rozpuszcza si¢ w gnojowicy
i zostaje wykorzystany przez drobnoustroje tlenowe
prowadzace reakcje rozkladu materii organicznej.
Tlenowa stabilizacja gnojowicy stosowana jest w celu
zmniejszenia jej ucigzliwosci zapachowej, mineraliza-
¢ji i higienizacji tego nawozu, co umozliwia jego bez-
pieczne skladowanie i zagospodarowanie [14].

Mineralizacja zwiazkéw organicznych zawartych
w gnojowicy, zachodzaca podczas napowietrzania,
pozwala uzyska¢ stabilny nawo6z naturalny. Wystepu-
jace w gnojowicy w formie mineralnej zwigzki odzyw-
cze sg latwiej przyswajalne dla roslin, dzieki czemu
obcigza ona w mniejszym stopniu srodowisko glebowe
i wodne [81].

Proces napowietrzania gnojowicy moze by¢ reali-
zowany w systemie ciggtym, pélciagltym i zamknietym.
Sposob ciagly charakteryzuje si¢ nieprzerwanym napty-
wem gnojowicy do reaktora. Gwarantuje on utrzyma-
nie stalych warunkow procesu, dzigki czemu wszystkie
przemiany biologiczne s3 na wzglednie stalym pozio-
mie [44, 63]. System zamkniety polega na napowie-
trzaniu jednorazowo napelnionego reaktora, ktéry po
zakonczeniu procesu jest calkowicie oprézniany. Ten
typ napowietrzania charakteryzuje si¢ znaczng fluktu-
acja warunkow, rozwarstwieniem gnojowicy oraz zr6z-
nicowanym zapotrzebowaniem na tlen [44, 63].

Gnojowica moze by¢ napowietrzana naturalnie
w lagunach powierzchniowo, cisnieniowo lub podcis-
nieniowo. W zaleznosci od sposobu napowietrzania,
powietrze wprowadzane moze by¢ za pomoca aerato-
réw mechanicznych (mieszadla rozbryzgowe, rotory
szybkoobrotowe) lub urzadzen wttaczajacych sprezone
powietrze w formie drobnych pecherzykow [44, 63].

Procesy mikrobiologiczne, zachodzace podczas
napowietrzania prowadza do utleniania zwigzkow
wegla z wytworzeniem energii. Jej czg$¢ wykorzysty-
wana jest w procesie namnazania bakterii, natomiast
okolo 45-50% jest wydzielane w postaci ciepta [44].
W wyniku metabolizmu zwigzkéw organicznych,
prowadzonego przez drobnoustroje tlenowe, zostaja
wyprodukowane nawet okolo 4 kWh energii cieplnej
z kazdego kilograma tlenu wprowadzanego do gnojo-
wicy. Moze to prowadzi¢ do samozagrzewania si¢ tego
nawozu do temperatury w granicach 55-70°C, umoz-
liwiajacej rozwdj drobnoustrojow termofilnych [26,
44]. Mniej podatna na zagrzewanie w czasie napowie-
trzania jest gnojowica bydleca, co wigze si¢ z mniejsza
zawarto$cia substancji odzywczych dla bakterii termo-
filnych [44].

Duza réznorodnos¢ zwiazkow organicznych zawar-
tych w gnojowicy wymaga obecnosci, na poszczegdl-
nych etapach procesu, zréznicowanej gatunkowo popu-
lacji bakterii zdolnych do ich rozkladu [44].
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Stabilizacja tlenowa moze by¢ realizowana w réznych
zakresach temperatury jako napowietrzanie [44, 63]:

— zimne (psychrofilne) przebiegajace w temperatu-
rze do 20°C i charakteryzujace si¢ nieznacznym
ubytkiem wegla oraz brakiem procesu nitryfikacji,

— cieple (mezofilne) prowadzone w temperaturze
20-40°C i przyczyniajace si¢ do wyraznej reduk-
cji liczby drobnoustrojow patogennych w gno-
jowicy [14],

— gorace (termofilne) przebiegajace w temperatu-
rze 55-70°C, ktora osiggana jest na drodze reakcji
egzotermicznych bez zewnetrznego zrodla ciepla;
reakcje te prowadzone s3 przez tlenowe termo-
filne drobnoustroje, ktorych rozwoj stymuluje
intensywne napowietrzanie drobnopecherzykowe;
wchodzg one w skfad naturalnej mikroflory gno-
jowicy, a ich intensywne namnazanie nastepuje
w momencie osiagniecia temperatury termofilnej.

Skutecznos¢ higienizacyjna procesu napowietrzania

zalezy w znacznym stopniu od aktywnos$ci mikroflory
tlenowej obecnej w gnojowicy [20]. Pod wzgledem
skutecznosci higienizacji najwazniejsza jest termofilna
stabilizacja tlenowa. W gnojowicy poddanej napowie-
trzaniu gorgcemu Martens i wsp. [58] po uptywie kilku
godzin nie izolowali pateczek Salmonella spp. i ente-
rowiruséw, a po okoto jednym dniu - enterokokdéw
i parwowiruséw. Mniej efektywna eliminacje patoge-
néw z gnojowicy powoduje proces napowietrzania cie-
plego. W czasie 3-4 tygodni prowadzenia takiej stabi-
lizacji nastepuje 90,0-99,9% redukcja drobnoustrojow
takich, jak L. monocytogenes, Y. enterocolitica i bakterii
grupy coli [30]. Odsetek inwazyjnych jaj Ascaris suum
w trakcie napowietrzania mezofilnego obnizyt si¢ do
37%, podczas gdy w procesie termofilnym zredukowat
sie do 0% [78]. Skuteczno$¢ higienizacyjna procesu
napowietrzania wynika z dzialania wysokiej tempera-
tury, obecnosci w gnojowicy wolnego tlenu i amoniaku,
niskiej zawartos$ci substancji odzywczych i aktywacji
antagonistycznej mikroflory [13]. Sposréd wad procesu
nalezy wymieni¢ koszty energii niezbednej do napowie-
trzania, duzg produkcje osadu zawierajacego znaczng
ilo$¢ masy bakteryjnej, ryzyko emisji amoniaku i tlenku
azotu oraz potrzebe filtracji powietrza odprowadzo-
nego z reaktora [14, 63].

Kompostowanie

Skuteczng metodg higienizacji i stabilizacji gnojo-
wicy jest poddanie jej frakeji stalej kompostowaniu.
Poniewaz istotg tego procesu jest biologiczny rozklad
materii organicznej przeprowadzany przez drobno-
ustroje tlenowe, kluczowe znaczenie dla jego efek-
tywnosci ma odpowiednie napowietrzenie materiatu.
Wisrdd innych czynnikéw decydujacych o jego powo-
dzeniu znaczenie maja takze temperatura, wilgotno$¢
i stosunek wegla do azotu. Niezbedna porowatos¢
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kompostowanej biomasy zapewnia dodatek substancji
strukturalnych, np. stomy, trocin lub torfu [81].
Eliminacje zasiedlajacych gnojowice patogendw
zapewnia wysoka temperatura generowana w termo-
filnej fazie kompostowania. Wyniki wielu doswiadczen
potwierdzaja, Ze jej optymalne wartosci, gwarantujace
higienizacj¢ biomasy, powinny oscylowa¢ w granicach
55-65°C [57]. Ich uzyskanie, przy zapewnieniu prawi-
dfowych warunkéw procesu, zwlaszcza odpowiedniej
ilosci tlenu, nie jest trudne do osiagniecia. Dowiedziono,
ze rodzaj kompostowanych odchodéw zwierzecych ma
wiekszy wplyw na wysokos$¢ temperatury biomasy, niz
dodany do niej material strukturalny [59, 81].
Odpowiednio przeprowadzone kompostowanie pro-
wadzi do szybkiej inaktywacji wigkszosci drobnoustro-
jow patogennych. W badaniach Ross i wsp. [81] liczba
E. coli i enterokokéw podczas 60 dni kompostowania
ulegala spadkowi rzedu 10°-10°log. Podobne wyniki
badan uzyskali Mac Carthy i wsp. [59], w ktorych
liczebnos¢ E. coli i enterokokow zostata ograniczona
do wartosci obowiazujacych norm, podczas gdy liczba
bakterii tworzacych spory nie ulegla zmianie (tab. I).

5.2. Metody fizyczne

Metody biologiczne s3 najczesciej wykorzystywane
w celu higienizacji gnojowicy. Istnieje jednak szereg
technik, klasyfikowanych jako fizyczne i chemiczne,
dla ktorych skutecznos¢ higienizacyjna zostata rowniez
dowiedziona (tab. II).

Pasteryzacja

Ze wzgledu na wysokie koszty i koniecznos¢ korzy-
stania ze specjalistycznej aparatury, proces pasteryzacji
wykorzystywany jest wylacznie w sytuacji podwyzszo-
nego zagrozenia epidemiologicznego. Pasteryzacja jest
klasyczng metoda termiczng, wykorzystujaca bakte-
riobdjcze dzialanie wysokiej temperatury na struktury
komorkowe drobnoustrojéw. Utrzymanie w gnojowicy
temperatury 70°C przez godzine zapewnia inaktywacje
wiekszosci zasiedlajacych ja wirusow, bakterii i pier-
wotniakéw o umiarkowanej termoopornosci [57].
Wirus choroby pecherzykowej $win (SVDV - Swine
Vesicular Disease Virus) ulega inaktywacji w 64°C
juz po 2 minutach, jednak w przypadku niektérych
parwowirusow bydlecych nieskuteczna okazywata sie
temperatura nawet 70°C. Wyniki wielu badan dowodza,
ze juz 30-minutowe dziatanie temperaturg 70°C zapew-
nia likwidacje pateczek Salmonella spp., enterowirusow,
jaj Ascaris suum 1 Taenia saginata [96].

Higienizacja radiacyjna

Wykorzystanie réznych rodzajéow promieniowa-
nia pozwala na szybka i bardzo skuteczng inaktywa-
cje potencjalnych patogendw zasiedlajacych odchody
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Wplyw wybranych biologicznych metod higienizacji na przezywalno$¢ drobnoustrojow patogennych w gnojowicy

KRZYSZTOF SKOWRON I WSP.

Tabela I

Metoda higienizacji Mikroorganizm Przezywalno$é Zrédto
Skladowanie Aujeszky’s Disease Virus (ADV) 15 tyg./5°C [63]
3-15 tyg. [91]
Foot and Mouth Disease (FMD) 3-15 tyg. [91]
E. coli O157:H7 15-18 dni/16°C [88]
S. Dublin 33 tyg./zima (14]
19 tyg./lato
2-9 tyg. [91]
S. Typhimurium 4-26 tyg. (91]
Salmonella spp. 1-30 tyg.
Yersinia enterocolitica 6 tyg./8°C
Cryptosporidium parvum >90 dni/4°C [14]
20 dni/20°C
Napowietrzanie Aujeszky’s Disease Virus (ADV) 5 godz./40°C [96]
10 min./55°C [63]
Foot and Mouth Disease (FMD) 48 godz./50°C [63]
Swine Vescular Disease Virus (SVDV) 48 godz./40°C [96]
2 min./64°C [63]
S. Enteritidis 40 godz./42°C (63]
S. Typhimurium 48 godz.
Ascaris suum 20 min/70°C (14]
Taenia saginata 5-15 min/60-70°C
Fermentacja metanowa | Aujeszky’s Disease Virus (ADV) 1dzien/31°C [58]
Bovine enterovirus 30 min./55°C [96]
ECBO 9 dni/31°C
6 godz./55°C (58]
ERV 9 dni/31°C
6 godz./55°C
parvovirus 30 min./55°C [96]
enterokoki 35-40 dni/18-25°C [58]
12 dni/31°C [49]
15-20 dni/35°C [58]
27 godz./55°C [49]
E. coli 20-25 dni/18-25°C
(49]
10-15 dni/35°C
S. Senftenberg 8 dni/31°C (58]
6 godz./55°C
S. Typhi 20-25 dni/18-25°C
10-15 dni/35°C (49]
Shigella dysenteriae 10-15 dni/18-25°C
5-10 dni/35°C

zwierzece. Promieniowanie gamma, emitowane, m.in.,
przez izotopy “°Co lub '*’Cs, charakteryzuje wysoka
zdolno$¢ penetracji réznych $rodowisk, a ich letalny
wplyw na drobnoustroje oparty jest gtéwnie na uszka-
dzaniu materiatu genetycznego i hamowaniu podziatu
komorki [15]. Dzialanie biobdjcze wigzki szybkich

elektronéw polega na tym, ze elektrony przyspieszane
w akceleratorach przenikaja w glab sterylizowanego
obiektu zapoczatkowujac tysigce aktow jonizacji
i wzbudzen elektronowych atoméw oraz czasteczek.
Proces ten przyczynia si¢ do powstania nowych gene-
racji rojow wtornych szybkich elektronéw o dzialaniu
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Tabela II
Wplyw wybranych fizycznych i chemicznych metod higienizacji na przezywalno$¢ drobnoustrojow patogennych w gnojowicy

Metoda higienizacji Mikroorganizm Parametry procesu Zrédlo
Promieniowanie beta lub gamma | SVDV (Swine Vescular Disease Virus) 40 kGy (96]
Poliovirus 1 6,5 kGy
Enterococcus spp. 6,45-8,84 kGy
E. coli 5,10-6,06 kGy [90]
Salmonella spp. 3,63-5,51kGy
Ascaris suum 4-5,8 kGy
Promieniowanie mikrofalowe HCC (Hepatitis Contagiosa Canis) 1 kW/1 s/2450 MHz
(efekt cieplny - 63-70°C)
ECBO (Enteric Cytopathogen Bovine Orphan) 1 kW/1 s/2450 MHz [96]
(efekt cieplny - 58-62°C)
Poliovirus 1 10s/2450 MHz
E. coli 60 kW [106]
Wapnowanie Enterowirus bydlecy 1 godz./pH 11,5 [96]
Salmonella spp. 1-3 godz. [78]
E. coli O157:H7 2 godz. [21]
Lug sodowy (50% r-r. NaOH) Wirusy otoczkowe 4 dni - 20 kg/m®
Wirusy bezotoczkowe 4 dni - 30 kg/m® [57]
Formy wegetatywne bakterii 4 dni - 30 kg/m®
Formalina Wirusy otoczkowe 4 dni - 10 kg/m?
Wirusy bezotoczkowe 4 dni - 15 kg/m’® (57]
Formy wegetatywne bakterii 4 dni - 15 kg/m®
Pratki 14 dni - 25 kg/m®
Kwas nadoctowy (15%) Wirusy otoczkowe 4 dni - 40 kg/m®
Wirusy bezotoczkowe 4 dni - 25 kg/m® [57]
Formy wegetatywne bakterii 1 godz. - 25 kg/m’

letalnym dla komérek, co prowadzi do uszkodzenia
kwaséw nukleinowych oraz biatek i blon komérkowych
drobnoustrojow. Uszkodzenia indukowane s3 w wyniku
bezposredniego oddzialywania wigzki elektronéw na
mikroorganizm lub posredniego wptywu produktow
radiolizy wody (rodnik hydroksylowy, jony i zjonizo-
wane grupy atomow) [61].

Produkty sterylizowane metoda radiacyjna sa catko-
wicie bezpieczne i nie wykazuja radioaktywnosci. Eli-
minacja drobnoustrojéw uzalezniona jest od ich stanu
tizjologicznego, koncentracji w $rodowisku, sktadu
chemicznego obiektu poddawanego sterylizacji oraz
obecnosci wody i innych zwigzkéw chemicznych [7].

Obecnie higienizacja radiacyjna znajduje zastoso-
wanie gléwnie do sterylizacji wyrobéw medycznych
i kosmetycznych. Podejmowane s3 jednak prace badaw-
cze majace na celu wykorzystanie tej techniki do dezyn-
tekeji wody pitnej, Sciekow i odpadéw komunalnych [7].

Powyzsza metoda higienizacji wymaga niestety dos¢
duzych naktadéw inwestycyjnych. Szacuje sig, ze koszt
budowy i uruchomienia akceleratora elektronéw gene-
rujacego wiazke o nastepujacych parametrach: 2 kGy,
1 MeV, 400 kW wynosi okoto 4 miliony dolaréw. Koszt

eksploatacyjny natomiast ksztaltuje si¢ na poziomie
0,3 dolara za kazdy m® higienizowanej gnojowicy [48].
Innymi mankamentami opisanej metody s3 takze:
konieczno$¢ frakcjonowania gnojowicy oraz skompli-
kowane procedury zapewnienia bezpieczenstwa pro-
cesu. Z kolei jej zaletg jest bardzo wysoka skutecznosé¢
higienizacyjna.

Wyniki wielu doswiadczen dowiodty, ze promienio-
wanie gamma w dawce 5 kGy powoduje 10°-10*-krotny
spadek liczby drobnoustrojéw w naswietlanej gnojowicy.
Wyzsza oporno$¢ na promieniowanie wykazuja wirusy.
Do najmniej wrazliwych nalezy SVDV, do ktdrego inak-
tywacji wymagana byta dawka nawet 40 kGy [14].

Dawka 10 kGy catkowicie eliminuje bakterie i para-
zyty. W osadach $ciekowych o wilgotnosci powyzej 40%
stwierdzano inaktywacje¢ Enterobacter spp., Klebsiella
spp., Salmonella spp. i E. coli juz przy dawce promie-
niowania gamma o wartosci 1 kGy [3].

Badania Skowrona i wsp. [90] wykazaly wysoka
efektywno$¢ wiazki wysokoenergetycznych elektro-
néw w stosunku do pateczek Salmonella spp., E. coli,
enterokokow oraz jaj pasozytéw zoladkowo-jelito-
wych. W wiekszosci przypadkéw dawka o mocy 7 kGy



246

wystarczyta do pelnej higienizacji gnojowicy, przy czym
satysfakcjonujagce efekty uzyskiwano juz przy dawce
3kGy. Z kolei przy dawkach ponizej 1kGy udawato
sie osiagna¢ nawet 90% redukcje populacji badanych
drobnoustrojow.

5.3. Metody chemiczne

Higienizacja chemiczna polega na zastosowaniu
substancji, ktore w skuteczny sposob spowodujg znisz-
czenie pasozytow, drobnoustrojow chorobotworczych
oraz ich form przetrwalnych. Skutecznos¢ tych metod
zalezy od rodzaju drobnoustrojow, stezenia roztworu,
a takze czasu dzialania i warunkéw przeprowadzania
calego procesu. Efektywnos$¢ uzytych srodkéow uwa-
runkowana jest rowniez czynnikami zewnetrznymi, do
ktorych zaliczy¢ mozna wilgotnos¢, temperature, pH
i obecnos¢ substancji organicznych [14].

Metody chemiczne higienizacji gnojowicy sa naj-
czedciej stosowane tylko w sytuacjach zagrozenia dla
$rodowiska lub zdrowia ludzi i zwierzat. Wymagaja
one dodawania bardzo duzych objetosci reagentéw i sg
przewaznie nieoplacalne ekonomicznie.

Zwigzkami najczesciej wykorzystywanymi w pro-
cesie dezynfekcji odchoddéw zwierzecych jest tlenek
i wodorotlenek wapnia. Osiagniecie efektu higieniza-
cji poprzez wapnowanie nie wymaga duzych nakladow
finansowych ani skomplikowanej aparatury. W wyniku
tego procesu mozliwa jest eliminacja 95-100% zasie-
dlajacych odchody patogenow [14]. CaO charaktery-
zuje si¢ dwukierunkowym dzialaniem. Powoduje silng
reakcje egzotermiczng poprzez hydratacje tlenku wapna
z woda, co skutkuje wzrostem temperatury do 55-60°C.
Ponadto, wywoluje réwniez gwaltowne podwyzsze-
nie odczynu osadu. Alkalizacja odczynu $rodowiska,
w polaczeniu ze wzrostem temperatury, wynikajagcym
z gwaltownej reakcji egzotermicznej zwigzkéw wapna
z wodg, stanowig doskonala kompilacje czynnikow
hamujacych rozwdj zasiedlajacych to srodowisko drob-
noustrojow [31, 104]. Uzyskany w ten sposéb produkt
moze by¢ wykorzystany w rolnictwie do celéw nawo-
zowych, co wplywa szczegélnie korzystnie na stan gleb
kwasnych [77].

Szereg badan dotyczacych wptywu wapnowania na
drobnoustroje w réznego typu odpadach wskazuje, ze
przy zoptymalizowanych parametrach tego procesu,
gwarantuje on ich eliminacje siegajaca nawet 95-100%.
Enterowirusy wprowadzone do gnojowicy poddanej
wapnowaniu ulegaly inaktywacji w czasie od jednej
godziny (enterowirus bydlecy) do 24 godzin (entero-
wirus $winski typu 3) [41, 96]. Szybka inaktywacje
Salmonella spp. i E. coli zapewnia juz jednogodzinne
dziatanie zwigzkéw wapna [14, 72]. Ich dodanie do
osaddw $ciekowych skutkowalo niemal catkowitg eli-

KRZYSZTOF SKOWRON I WSP.

minacja paleczek E. coli i wysoka, siegajaca nawet 6 log,
redukecjg liczebnosci enterokokow [25].

W procesach higienizacji gnojowicy uzywa sie
réwniez innych substancji chemicznych, przy czym
z reguly podwyzszeniu dawki towarzyszy wzrost sku-
tecznosci danego $rodka. Lug sodowy efektywnie eli-
minuje, m.in., wirusy pryszczycy, bakterie z rodzaju
Salmonella, Clostridium i Pasteurella. Proces eliminacji
herpeswiruséw z wykorzystaniem kwasu nadoctowego
o stezeniu 0,6%, trwa kilka dni. Wyzsza wrazliwos$¢ na
jego dzialanie wykazywaly pateczki Salmonella — przy
koncowym stezeniu kwasu 0,5% powodowal ich zabicie
palteczek w ciagu jednej godziny. Znacznie lepsze efekty
uzyskiwano przy podwyzszeniu stezenia do 1%, jednak
zabieg taki dyskwalifikowal ta metode¢ z powodéw eko-
nomicznych [14, 96].

6. Podsumowanie

Rolnicze wykorzystanie odchodéw powstajacych
podczas produkeji zwierzecej stanowi uzasadniony
pod wieloma wzgledami sposéb ich zagospodaro-
wania. Bogactwo latwo przyswajanych skladnikow
odzywczych zawartych w gnojowicy i ich wysoka przy-
swajalnos¢, czynia z niej doskonaly nawdz naturalny.
Wprowadzenie gnojowicy do gleby wiaze si¢ jednak
z problemami natury ekologicznej i higieniczno-sani-
tarnej. Mozliwo$¢ pojawienia si¢ w gnojowicy drob-
noustrojow patogennych dla ludzi i zwierzat wymaga
podjecia krokéw w kierunku realnego zmniejszenie
ryzyka wynikajacego z potencjalnej kontaminacji za
jej posrednictwem gleby, wody i roélin.

Coraz wigkszego znaczenia nabiera rowniez zjawi-
sko rozprzestrzeniania za pomocag gnojowicy antybio-
tykéw oraz opornych na nie drobnoustrojow. Wpro-
wadzenie do gleby antybiotykéw i ich aktywnych
metabolitdw sprzyja¢ moze selekcji szczepdw antybio-
tykoopornych. Z kolei pojawienie si¢ w tym srodowisku
drobnoustrojow z juz wyksztalconym mechanizmem
lekoopornosci prowadzi¢ moze do przekazywania go
innym drobnoustrojom na drodze transferu horyzon-
talnego. Szczegélnemu monitorowaniu powinny pod-
lega¢ coraz czgstsze w srodowisku ferm hodowlanych
szczepy LA MRSA oraz Gram-ujemne pateczki wytwa-
rzajace ESBL.

Biorac pod uwage ryzyko towarzyszace rolniczemu
wykorzystaniu gnojowicy, wszystkie zabiegi, jakim
poddawana jest gnojowica przed jej rolniczym zago-
spodarowaniem, powinny stuzy¢, poza poprawa jej
wlasciwosci fizyko-chemicznych, przede wszystkim
ograniczeniu stopnia jej aktywnosci mikrobiologicz-
nej. Wérdd znanych metod higienizacji gnojowicy,
najszersze wykorzystanie znajduja metody biologiczne
- sktadowanie, fermentacje metanowa i napowietrza-



MIKROBIOLOGICZNE ASPEKTY GOSPODARKI GNOJOWICA

nie. Prawidfowe postepowanie z gnojowicg opiera si¢ na
wiedzy o obecnosci i przezywalnosci drobnoustrojow
patogennych w niej zawartych oraz na poznaniu i zro-
zumieniu czynnikéw wplywajacych na ich zywotnos¢
i infekcyjno$¢. Przy zachowaniu odpowiednich stan-
dardoéw, ich dziatanie gwarantuje skuteczng eliminacje
drobnoustrojéow patogennych z gnojowicy i umozliwia
jej bezpieczne stosowanie w rolnictwie.

Pismiennictwo

10.

11.

12.

13.

14.

15.

. Ahring B.K.: Perspectives for Anaerobic Digestion., Adv. Bio-

chem. Eng./Biotech. 81, 1-30 (2003)

. Ahring B.K,, Mladenovska Z., Iranpour R., Westermann P: State

of the art and future perspectives of thermophilic anaerobic
digestion. Water Sci. Technol. 45, 293-298 (2002)

. Al-Bachir M., Al-Adawi M.A., Shamma M.: Synergetic effect of

gamma irradiation and moisture content on decontamination
of sewage sludge. Bioresour. Technol. 90, 139-43 (2003)

. Bager F, Madsen M., Christensen J., Aarestrup EM.: Avoporacin

used as a growth promoter in associated with the occurrence of
vancomycin-resistant Enterococcus faecium on Danish poultry
and pig farms. Prev. Vet. Med. 31, 95-112 (1997)

. Baloda S.B., Christensen I., Trajcevska S.: Persistence of a Sal-

monella enterica serovar typhimurium DT12 clone in a piggery
and in agricultural soil amended with Salmonella-contaminated
slurry. Appl. Environ. Microbiol. 67, 2859-2862 (2001)

. Bass L., Lichert C.A., Lee M.D., Summers A.O., White D.G.,

Thayer S.G., Maurer J.J.: Incidence and characterization of inte-
grons, genetic elements, mediating, multiple drug resistance in
avian Escherichia coli. Antimicrob. Agent. Chem. 43, 2925-2929
(1999)

. Bazeli M.: Higieniczna i sanitarna ocena osadow posciekowych

uzdatnianych przy uzyciu wybranych metod fizycznych i che-
micznych. Rozprawa doktorska. Akademia Techniczno-Rolni-
cza. Bydgoszcz, 2005

. Besser R.E., Lett S.M., Weber J.T., Doyle M.P,, Barret T.J,

Wells J.G., Griffin PM.: An outbreak of diarrhea and hemolityc
uremic syndrome from Escherichia coli O157:H7 in freshpressed
apple cider. . Am. Assoc. 269, 2217-2220 (1993)

. Biernasiak J., Slizewska K., Libudzisz Z.: Negatywne skutki sto-

sowania antybiotykéw. Post. Nauk Rol. 3,105-117 (2010)
Biernasiak J., Slizewska K., Libudzisz Z.: Probiotyki w zywieniu
zwierzat. Post. Nauk Rol. 3, 119-132 (2010)

Bohm R.: Epidemiological risks related to chicken manure and
strategies for the validation of treatment methods under the
aspekt of hygienic safety. Universitdt Hohenheim, Stuttgart, 2005
Botner A., Belsham G.J.: Virus survival in slurry: analysis of the
stability of foot-and-mouth disease, classical swine fever, bovine
viral diarrhoea and swine influenza viruses. Vet. Microbiol. 157,
41-49 (2012)

Burton C.H., Sneth R.W., Misselbrook T.H., Pain B.E: The effect
of farms scale aerobic treatment of piggery slurry on odour con-
centration, intensity and offensiveness. J. Agric. Eng. Res. 71,
203-211 (1998)

Burton C.H., Turner C.: Manure Management: Treatment Stra-
tegies for Sustainable Agriculture. Silsoe Research Institute,
Bedford, 2003

CadetJ., Bellon S., Douki T., Frelon S., Gasparutto D., Muller E.,
Pouget J.P, Ravanat J.L., Romieu A., Sauvaigo S.: Radiation-indu-
ced DNA damage: formation, measurement, and biochemical
features. J. Environ. Pathol. Toxicol. Oncol. 23, 33-43 (2004)

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

247

Carlet J., Jarlier V., Harbarth S., Voss A., Goossens H., Pittet D.:
Ready for a world without antibiotics? The Pensiéres Antibiotic
Resistance Call to Action. Antimicrob. Resist. Infect. Control, 1,
11 (2012)

Cleaveland S., Laurenson M.K., Taylor L.H.: Diseases of humans
and their domestics mammals: pathogen characteristics, host
range and their risk of emergence. Philos. Trans. R. Soc. Lond.
B Biol. Sci. 356, 991-999 (2001)

Cotta M.A., Whitehead T.R., Zeltwanger R.L.: Isolation, cha-
racterization and comparison of bacteria from swine faeces and
manure storage pits. Environ. Microbiol. 9, 737-745 (2003)
Czerwinska E., Kalinowska K.: Warunki prowadzenia procesu
fermentacji metanowej w biogazowni. Technika Rolnicza Ogrod-
nicza Lesna. 2, 12-14 (2014)

Derbyshire ].B., Brown E.G.: The inactivation of viruses In cat-
tle and pig slurry by aeration or treatment calcium hydroxide.
J. Hyg. Camb. 82, 293-299 (1979)

Duffy G.: Verocytoxigenic Escherichia coli in animal faeces,
manures and slurries. J. Appl. Microbiol. 94, Suplement sl,
94-103 (2003)

Dyrektywa 91/676/EWG z dnia 12 grudnia 1991r. dotyczaca
ochrony wod przed zanieczyszczeniami powodowanymi przez
azotany pochodzenia rolniczego [Dz.Urz. WE L 3752 31.12.1991]
van Duijn PJ., Dautzenberg M.]., Oostdijk E.A.: Recent trends
in antibiotic resistance in European ICUs. Curr. Opin. Crit.
Care. 17, 658-665 (2011)

Friesea A., Schulz J., Hoehlea L., Fetsch A., Tenhagen B.-A.,
Hartung J., Roesler U.: Occurrence of MRSA in air and housing
environment of pig barns. Vet. Microbiol. 158, 129-135 (2012)
Gantzer C., Gaspard P, Galvez L., Huyard A., Dumouthier N.,
Schwartzbrod J.: Monitoring of bacterial and parasitological
contamination during various treatment of sludge. Water Res.
35, 3763-3770 (2001)

Graczyk M.: Kryteria stabilizacji stezonych $ciekéw i osadow
$ciekowych. Instytut Inzynierii Sanitarnej. WSInz, Zielona Gora,
1986

Guan T.Y,, Holley R.A.: Pathogen survival in swine manure envi-
ronments and transmission of human enteric illness - a review.
J. Environ. Qual. 32, 383-392 (2003)

Graveland H., Duimb B., van Duijkerenb E., Heederika D.,
Wagenaar J.A.: Livestock-associated methicillin-resistant Sta-
phylococcus aureus in animals and humans. Int. J. Med. Micro-
biol. 301, 630-634 (2011)

Hatch D.J., Chadwick D.R., Jarvis S.C., Roker J.A.: Controlling
nitrogen flows and losses. Wageningen Academic Publishers,
Wageningen, 2004

Heinonen-Tanski H., Niskanen E.M., Mielonen M.M.,
Riasinen H., Valta T., Leinonen P,, Rinne K., Joki-Tokola E.:
Aaeration improves the hygiene of cattle slurry and the hygiene
of grass forage and silage. Acta Aagric. Scand., B Soil Plant. 48,
212-221(1998)

Heinonen-Tanski H., Mohaibes M., Karinen P., Koivunen J.:
Methods to reduce pathogen microorganisms in manure. Live-
stock Sci. 102, 248-255 (2006)

Heuer H., Schmitt H., Small K.: Antibiotic resistance gene
spread due to manure application on agricultural fields. Curr.
Opin. Microbiol. 14, 236-243 (2011)

Himathongkham S., Riemann H., Bahari S., Nuanualsuwan S.,
Kass P, Cliver D.O.: Survival of Salmonella Typhimurium and
Escherichia coli O157:H7 in poultry manure and manure slurry
at sublethal temperatures. Avian Dis. 44, 853-860 (2000)
Holzel C.S., Schwaiger K., Harms K., Kiichenhoff H., Kunz A.,
Meyer K., Miiller C., Bauer J.: Sewage sludge and liquid pig
manure as possible sources of antibiotic resistant bacteria. Envi-
ron. Res. 110, 318-326 (2010)



248

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Hunter P, Piddock L.J. i wsp.: Antimicrobial-resistant patho-
gens in animals and man: prescribing, practices and policies.
J. Antimicrob. Chemother. 65, Supl. 1, 13-i17 (2010)

Hutchison M.L., Walters L.D., Moore A., Avery S.M.: Declines
of zoonotic agents in liquid livestock wastes stored in batches
on-farm. J. Appl. Microbiol. 99, 58-65 (2005)
Jankowska-Huflejt H.: Stosowanie gnojowicy na uzytkach zie-
lonych (w) Poradnik Gospodarski 12, 2004, s. 22-24

Jones D.L.: Potential health risks associated with the presistence
of Escherichia coli O157 in agricultural environments. Soil Use
Manage. 15, 76-83 (1999)

Kearney T.E., Larkin M.]., Levet PN.: The effect of slurry sto-
rage and anaerobic digestion on survival of pathogenic bacteria.
J. Appl. Bacteriol. 74, 86-93 (1993)

Kearney T.E., Larkin M.]., Frost J.P,, Levett P.N.: Survival of
pathogenic bacteria during mesophilic anaerobic digestion of
animal waste. J. Appl. Bacteriol. 75, 215-219 (1993)

Kim H.B., Lyoo K.S., Joo H.S.: Efficacy of different disinfec-
tants in vitro against porcine circovirus type 2. Vet. Record. 164,
599-600 (2009)

Kim K.R., Owens G.R., Kwon S.I,, So K.H., Lee D.B., Ok Y.S.:
Occurrence and environmental fate of veterinary antibiotics in
the terrestrial environment. Water Air Soil Pollut. 214, 163-174
(2011)

Kodeks Dobrej Praktyki Rolniczej. Ministerstwo Rolnictwa
i Rozwoju Wsi, Ministerstwo Srodowiska, 2002

Kotacz R., Dobrzanski Z. Higiena i dobrostan zwierzat gospo-
darskich. Akademia Rolnicza we Wroctawiu, Wroclaw, 2006
Kozak G.K., Boerlin P, Janecko N., Reid-Smith R.J., Jardine I.C:
Antimicrobial resistance in Escherichia coli isolates from swine
farms and in natural environments in Ontario, Canada. Appl.
Environ. Microbiol. 75, 559-566 (2009)

Kock, R., Mellmann EA., Koksal M., Jurke A., Becker K. i wsp.:
Livestock-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) as causes of human infection and colonization in Ger-
many. PLoS One, 8, 55040 (2013)

Kudva LT, Blanch K., Hovde C.J.: Analysis of Escherichia coli
0157:H7 survival in ovine or bovine manure and manure slurry.
Appl. Environ. Microbiol. 64, 3166-3174 (1998)

Kuk S-H., S-M. Kim, W-G. Kang, B. Han: High-power accele-
rator for environmental applications. J. Korean Phys. Soc. 59,
3485-3488 (2011)

Kumar R., Gupta M.K., Kanwar S.S.: Fate of bacterial pathogens
in cattle dung slurry subjected to anaerobic digestion. World
J. Microbiol. Biotechnol. 15, 335-338 (1999)

Kumar D., Shivay Y.S.: Definitional Glossary of Agricultural
Terms ,Vol. II., LK. International Publishing House Pvt. Ltd,
New Delhi, 2008

Kus J., Joriczyk K.: Dobra Praktyka Rolnicza w gospodarstwie
rolnym. Materialy szkoleniowe projektu: ,,Upowszechnianie
Kodeksu Dobrej Praktyki Rolniczej wéréd rolnikéw”, Radom,
2005

Lallai A., Mura G., Onnis N.: The effects of certain antibiotics
on biogas production in the anaerobic digestion of pig waste
slurry. Bioresour. Technol. 82, 205-208 (2002)

Ledakowicz S., Krzystek L.: Wykorzystanie fermentacji meta-
nowej w utylizacji odpadéw przemystu rolno-spozywczego.
Biotechnologia 3, 165-183 (2005)

Mackowiak C.: Zasady stosowania gnojowicy. Zalecenia nawo-
zowe cz. IV. Wydawnictwo IUNG, Pulawy, 1994

Mackowiak C.: Gnojowica, jej wlasciwosci i zasady stosowania
z uwzglednieniem ochrony $rodowiska. Materialy szkoleniowe
75/99, Wydawnictwo IUNG, Putawy, 1999

Marshall B.M., Levy S.B.: Food animals and antimicrobials: im-
pacts on human health. Clin. Microbiol. Rev. 24,718-733 (2011)

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

KRZYSZTOF SKOWRON I WSP.

Martens W., Bhm R.: Overview of the ability of different treat-
ment methods for liquid and solid manure to inactivate patho-
gens. Bioresour. Technol. 100, 5374-5378 (2009)

Martens W., Fink A., Phillip W., Weber W., Winter D., Bohm R.:
Inactivation of viral and bacterial pathogens in large scale slurry
treatment plants (w) Proceedings from RAMIRAN 98 8th Int.
Conf. on Management Strategies for Organic Waste Use in
Agriculture, red. J. Martinez i M.N. Maudet, Cemagref, Rennes,
1998, s.529-539

Mc Carthy G., Lawlor PG., Coffeya L., Nolanb T., Gutierrez M.,
Gardiner G.E.: An assessment of pathogen removal during com-
posting of the separated solid fraction of pig manure. Bioresour.
Technol. 102, 9059-9067 (2011)

McGee P, Bolton D.J., Sheridan J.J., Earley B., Leonard N.: The
survival of Escherichia coli O 157:H7 in slurry from cattle fed
different diets. Lett. Appl. Microbiol. 32,s. 152-155 (2001)
Michalik J.: Sterylizacja radiacyjna przeszczepéw tkankowych.
Wyd. Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, Warszawa, 2009
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi Departament Bezpie-
czefistwa Zywnoéci i Weterynarii Przeciwbakteryjne produkty
lecznicze weterynaryjne w 2012 roku w Polsce, http://www.
wetgiw.gov.pl/index.php?action=art&a_id=4417 (16 kwietnia
2015 roku)

Mohaibes M., Heinonen-Tanski H.: Aerobic thermophilic tre-
atment of farm slurry and food wastes. Bioresour. Technol. 95,
245-254 (2004)

Nahm K.H.: Influences of fermentable carbohydrates on shif-
ting nitrogen excretion and reducing ammonia emission of pigs.
Crit. Rev. Environm. Sci. Technol. 33, 165-186 (2003)

Nelson H.: The contamination of organic produce by human
pathogens in animal manures. Ecological Agriculture Projects
Faculty of Agricultural and Environmental Sci., McGill Univ.
(Macdonald Campus), Ste-Anne-de-Bellevue, QC, Canada, 1997
Nijsten R., London N., Van de Bogaard A., Stobberingh E.:
Antibiotic resistance among Eschericha coli isolated from fecal
samples of pig farmers and pigs. J. Antimicrob. Chemother. 37,
1131-1140 (1996)

Olsen J.E., Larsen H.E.: Bacterial decimation times in anaerobic
digestions of animals slurries., Biol. Wastes. 21, 153-168 (1987)
Olszewska H., Paluszak Z., Szejniuk B.: Badania przezywalnosci
drobnoustrojow Salmonella Enteritidis w gnojowicy, $cieku
bytowym i wodzie w warunkach laboratoryjnych., Materialy na
sympozjum: Problemy higieny w ekologizacji rolnictwa. SGGW,
Warszawa, 1997, s.208-213

Olszewska H., Skowron K., Skowron K.J., Gryn G., Swiader A.,
Rostankowska Z., Debicka E.: Przezywalnos¢ wybranych bak-
terii wskaznikowych w sktadowanej gnojowicy $winskiej. Eko-
logia i Technika, 111, 62-68 (2011)

Olszewska H., Skowron K.: Effect of storage temperature and
type of slurry on survivability of Salmonella. J. Cent. Eur. Agric.
14, 369-375 (2013)

Paluszak Z.: Badania nad zachowaniem i przezywalnoscia wybra-
nych drobnoustrojow fekalnych w glebie nawozonej gnojowica.
Rozprawy nr 85. Wydawnictwo Uczelniane ATR, Bydgoszcz,
1998

Paluszak Z., Bazeli M., Hermann J., Bauza-Kaszewska J.: Mikro-
biologiczne badania osadéw posciekowych higienizowanych
tlenkiem wapnia. Med. Wet. 62, 1427-1430 (2006).

Panseri S., D'Imporzano G., Pognani M., Cavalli M., Chiesa L.,
Adani E.: Effect of veterinary antibiotics on biogas and bio-
-methane production. Int. Biodeter. Biodegr. 85,205-209 (2013)
Park G.W,, Diez-Gonzalez E: Utilization of carbonate and ammo-
nia-based treatments to eliminate Escherichia coli O157:H7 and
Salmonella Typhimurium DT104 from cattle manure. J. Appl.
Microbiol. 94, 675-685 (2003)



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

MIKROBIOLOGICZNE ASPEKTY GOSPODARKI GNOJOWICA

Pell A.N.: Manure and microbes: Public and animal health pro-
blem. J. Dairy Sci. 80, 2673-2861 (1997)

Pesaro E, Sorg L., Metzler A.: In situ inactivation of animal
viruses and a coliphage in nonaerated liquide and semiliquide
animal wastes. Appl. Environ. Microbiol. 61, 92-97 (1995)
Placha I, Venglovsky J., Makova Z., Martinez J.: The elimination
of Salmonella Typhimurium in sewage sludge by aerobic meso-
philic stabilization and lime hydrated stabilization. Bioresour.
Technol. 99, 4269-4274 (2008)

Plachy P, Placha I., Vargova M.: Effects of physico-chemical
parameters of sludge aerobic exothermic stabilisation on the via-
bility of Ascaris suum eggs. Helminthologia 32, 233-237 (1995)
Rho H., Bongjin S., Okbok L., Choi Y.-H., Rho J., Lee J.: Anti-
biotic resistance profile of bacterial isolates from animal farming
aquatic environments and meats in a peri-urban community in
Daejeon, Korea. J. Environ. Monit. 14, 1616-1621 (2012)
Romaniuk W.: Gospodarka gnojowica i obornikiem. Wydaw-
nictwo NFOSiGW EKO-efekt, Warszawa, 1995

Ros M., Garcia C., Hernandez T.: A full-scale study of treatment
of pig slurry by composting: Kinetic changes in chemical and
microbial properties. Waste Manage. 26, 1108-1118 (2006)
Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 23 grudnia 2002 r.
w sprawie szczegdtowych wymagan, jakim powinny odpowia-
da¢ programy dziatan majacych na celu ograniczenie odptywu
azotu ze zrédel rolniczych [Dz.U. 2003 nr 4 poz. 44]
Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
16 kwietnia 2008 r. w sprawie szczegblowego sposobu stosowa-
nia nawozdéw oraz prowadzenia szkolen z zakresu ich stosowa-
nia [Dz.U. 2008 nr 80 poz.479]

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
18 czerwca 2008 r. w sprawie wykonania niektérych przepiséw
Ustawy o nawozach i nawozeniu [Dz.U. 2008 nr 119 poz. 765]
Rzewuska M.: Antybiotykooporno$¢ Gram-ujemnych paleczek
wytwarzajacych beta-laktamazy. Zycie wet. 84, 200 (2009)
Sanchez M., Gonzélez J.L.: The fertilizer value of pig slurry. L.
Values depending on the type of operation. Bioresour. Technol.
96, 1117-1123 (2005)

Sahlstrom L.: A Review of survival of pathogenic bacteria in
organic waste used in biogas plants. Bioresour. Technol. 87,
161-166 (2003)

Semenov A.V., Overbeek L., Termorshuizen A.J. i van Brug-
gen A.H.C.: Influence of aerobic and anaerobic conditions on
survival of Escherichia coli O157:H7 and Salmonella enterica
serovar Typhimurium in Luriae Bertani broth, farm-yard
manure and slurry. J. Environ. Manage. 92, 780-787 (2011)
Skowron K., Olszewska H., Paluszak P., Skowron K.J. i Bauza-
-Kaszewska J.: Use of the Filter-Sandwich carriers in continuous
effectiveness monitoring of slurry treatment methods as an ele-
ment improving biosafety in agriculture. Ann. Agric. Environ.
Med. 20, 252-258 (2013)

Skowron K., Olszewska H., Paluszak Z., Zimek Z., Kaluska I,
Skowron K.J.: Radiation hygienization of cattle and swine slurry
with high energy electron beam. Radiat. Phys. Chem. 87, 88-96
(2013)

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

249

Strauch D.: Survival of pathogenic micro-organisms and para-
sites in excreta, manure and sewage sludge. Rev. Sci. Tech. Off.
Int. Epiz. 10, 813-846 (1991)

Strauch D., Ballarini G.: Hygienic aspects of the production and
agricultural use of animal wastes. J. Vet. Med. B. 41, 176-228
(1994)

Szember A.: Zarys mikrobiologii rolniczej. Wydawnictwo Aka-
demii Rolniczej WAR, Lublin, 1997

Tappouni Y.A.: The fate of Salmonella in anaerobic digestion.
PhD Thesis, University College, Cardiff, 1984

Thiele-Bruhn S. i Peters D.: Photodegradation of pharmaceu-
tical antibiotics on slurry and soil surfaces. Landbauforschung
Volkenrode, 1, 13-23 (2007)

Turner C., Burton C.H.: The inactivation of viruses in pig slur-
ries: A review. Bioresour. Technol. 61, 9-20 (1997)

Ustawa z dnia 10 lipca 2007 r. 0 nawozach i nawozeniu [Dz.U.
2007 nr 147 poz. 1033]

Vanderhaeghen W., Hermans K., Haesebrouck F. i Butaye P.:
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in food
production animals. Epidemiol. Infect. 138, 606-625 (2010)
Venglovsky J., Sasakova N. i Placha I.: Pathogens and antibiotic
residues in animal manures and hygienic and ecological risks
related to subsequent land application. Bioresour. Technol. 100,
5386-5391 (2009)

Vignaroli C., Zandri G., Aquilanti L., Pasquaroli S., Biavasco E.:
Multidrug-resistant enterococci in animal meat and faeces
and co-transfer of resistance from an Enterococcus durans to
a human Enterococcus faecium. Curr. Microbiol. 62, 1438-1447
(2011)

Watabe M., Rao J.R,, Stewart T.A., Xu J., Millar B.C,, Xiao L.,
Lowery C.J., Dooley J.S. i Moore J.E.: Prevalence of bacte-
rial faecal pathogens in separated and unseparated stored pig
slurry. Lett. Appl. Microbiol. 36, 208-212 (2003)

Wegener H.C.: Antibiotics in animal feed and their role in
resistance development. Curr. Opin. Microbiol. 6, 439-445
(2003)

Wellington E.M.H, Boxall A.B.A., Cross P, Feil E.J., Gaze W.H.:
The role of the natural environment in the emergence of anti-
biotic resistance in Gram-negative bacteria. The Lancet Infec-
tious Diseases 13, 155-165 (2013)

Wong J.W.C., Selvam A.: Reduction of indicator and patho-
genic microorganisms in pig manure through fly ash and lime
addition during alkaline stabilization J. Hazard. Mater. 169,
882-889 (2009)

Worwag M., Bien1 J., Zawieja I.: Zespoly mikroorganizméw w
procesach beztlenowej stabilizacji osadéw. Proceedings of EC
Opole. 4, 515-522 (2010)

Yu Y., Chan W, Liao PH., Lo K.V.: Disinfection and solu-
bilization of sewage sludge using the microwave enhanced
advanced oxidation process. J. Hazard. Mater. 181, 1143-1147
(2010)

Yuan E, Hu C., Hu X., Wei D., Chen Y. i Qu J.: Photodegrada-
tion and toxicity changes of antibiotics in UV and UV/H,0,
process. J. Hazard. Mater. 185, 1256-1263 (2011)



POST. MIKROBIOL,,
2015, 54, 2, 250-257
http://www.pm.microbiology.pl

LEUKOCYDYNA PANTON-VALENTINE
- ASPEKTY ZNANE I NIEZNANE

Jolanta Karakulska', Pawel Nawrotek', Karol Fijatkowski*

! Katedra Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej, Wydzial Biotechnologii i Hodowli Zwierzat,
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Wplyneto w maju 2014 .

1. Wstep. 2. Struktura toksyny PVL. 3. Geny PVL i regulacja ich ekspresji. 4. Mechanizm dziatania toksyny PVL. 5. Znaczenie kliniczne
szczepdw produkujgcych toksyne PVL. 6. Badania na modelach zwierzecych. 7. Metody detekeji toksyny PVL. 8. Podsumowanie

Panton-Valentine leukocidin - known and unknown aspects

Abstract: Panton-Valentine leukocidin (PVL) is a two component pore-forming cytotoxin composed of LukS-PV and LukF-PV subunits,
which mainly acts on mammalian neutrophils, monocytes and macrophages. The mechanism of action of PVL and its role in the
pathogenesis of staphylococcal infections are still poorly understood. I vitro studies showed a concentration-dependent cytotoxic effect
of PVL (formation of pores in the cell membrane), leading to apoptosis or necrosis of phagocytes. Nevertheless, it should be emphasized
that, to date, it has not been proven that causing damage to phagocytes is the main function of PVL in vivo. It is known, however, that
the concentration of PVL in vivo is not sufficient to induce cytolysis. Furthermore, it has been shown that sublithic concentration of PVL
in vivo can activate and intensify bactericidal properties of phagocytes. Nowadays, PVL is epidemiologically linked mainly to community-
associated methicillin-resistant S. aureus infections. There are also available, though very limited, data concerning the isolation of pvi-
positive MRSA and MSCNS strains from domestic and farm animals.

1. Introduction. 2. The structure of the PVL toxin. 3. PVL genes and the regulation of their expression. 4. The mechanism of action of PVL
toxin. 5. The clinical significance of strains producing PVL toxin. 6. Studies on animal models. 7. PVL toxin detection methods. 8. Summary

Stowa kluczowe: CA-MRSA, cytotoksyny, geny pvl, leukocydyna Panton-Valentine, S. aureus

Key words:

CA-MRSA, cytotoxins, pvl genes, Panton-Valentine leukocidin, S. aureus

1. Wstep

Wiasciwosci biologiczne Staphylococcus aureus,
w duzej mierze uwarunkowane przez proces horyzon-
talnego transferu genéw (HGT - horizontal gene trans-
fer), czynig go niezwykle groznym patogenem dla ludzi,
zwierzat, a takze rodlin [22, 30]. Wiele szczepdw tego
gatunku charakteryzuje obecno$¢ czynnikéw wirulencji
o znaczeniu klinicznym i epidemiologicznym, a takze
znaczna zdolno$¢ adaptacyjna, pozwalajaca na prze-
trwanie niesprzyjajacych warunkéw oraz kolonizowa-
nie nowych §rodowisk. Gronkowiec zlocisty wytwarza
wiele czasteczek, ktore moga przyczynia¢ si¢ do uni-
kania mechanizméw wrodzonej odpornosci. Wsrod
nich istotng role odgrywaja toksyny tworzace pory w
blonie cytoplazmatycznej leukocytow (pore-forming
toxins) [1, 55, 68]. Cytotoksyny te zwiekszaja przezy-
walno$¢ bakterii w zakazonym organizmie, powodujac
$mier¢ komdrek docelowych ukladu immunologicz-
nego, a przez to oslabienie gospodarza w pierwszych
etapach zakazenia.

Panton-Valentine leukocydyna (PVL - Panton-
-Valentine leukocidin) jest dwuskladnikowa cytotok-
syna nalezaca do rodziny bialek tworzacych pory w blo-
nach komoérek docelowych [46, 47]. Po raz pierwszy
zostala opisana przez van de Velde w 1894 roku jako

substancja leukocydynowa (,,substance leukocide”), ze
wzgledu na jej zdolnos¢ do lizy leukocytow [43, 65].
Nazwe toksyny wprowadzili Panton i Valentine [6, 51].

Toksyna Panton-Valentine jest uwazana za jeden
z wazniejszych czynnikéw gronkowcowej wirulencji
[30]. Moga ja wytwarza¢ zardwno metycylinooporne,
jak réwniez metycylinowrazliwe szczepy S. aureus. PVL-
-pozytywne szczepy S. aureus sa Zzazwyczaj zwigzane ze
zmianami martwiczo-ropnymi skory i tkanki podskor-
nej. Ponadto, moga powodowa¢ cigzkie zakazenia, jak
septyczne zapalenie stawdw, bakteriemig, plamice pioru-
nujaca, czy tez pozaszpitalne martwicze zapalenie pluc.

2. Struktura toksyny PVL

Panton-Valentine leukocydyna (PVL) jest dwu-
skladnikowg toksyna nalezacg do rodziny biatek o struk-
turze B-barylki (B-barrel), tworzacych pory w btonach
komorek docelowych. Oprécz PVL, do dwusktadniko-
wych leukotoksyn wytwarzanych przez S. aureus naleza
réwniez y-hemolizyna oraz LukE-LukD leukocydyna.
Aktywnos¢ tych toksyn wymaga polaczenia dwdch
odrebnych i niezaleznych bialek wydzielniczych, okres-
lonych jako biatka klasy S i F. Obecnie znanych jest
szes$¢ bialek klasy S i pie¢ biatek klasy F [46, 47].
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Toksyna PVL w formie natywnej jest biatkiem
heterooligomerycznym, ktérego podstawowymi ele-
mentami struktury sg podjednostka LukF-PV o masie
okoto 34kDa oraz podjednostka LukS-PV o masie
okoto 32 kDa [12]. Kazda podjednostka jest wydzielana
jako rozpuszczalny w wodzie monomer [1]. Znana jest
struktura i wielko§¢ monomerycznych form LukF-PV
i LukS-PV [29, 52], jednakze tréjwymiarowa struktura
oligomerycznej PVL nie zostata jak dotad okreslona [1].

Podjednostki LukF-PV i LukS-PV maja eliptyczne
ksztalty i wymiary okolo 70A x 35 A x 25 A. Obie pod-
jednostki naleza do klasy strukturalnej biatek ,all-
-beta” i sg bogate w strukture B-harmonijki (B-sheet).
Kazdy z monomeréw wchodzacych w sktad funkcjo-
nalnej poryny zawiera w swojej strukturze domene
B-kanapki (B-sandwich) oraz domen¢ ,rim” (ang.).
Pierwsza z domen wystepuje w gornej czesci struk-
tury monomeru i sklada si¢ z dwoch p-harmonijek,
tworzonych z ulozonych antyréwnolegle B-pasm.
Réwniez w goérnej czesci wystepuje region ,,pre-stem”
zawierajacy B-spinke (B-hairpin), ktéra jest wbudowy-
wana w poprzek struktury blony komérkowej podczas
tworzenia pory. Z kolei, w dolnej cze$ci monomerdéw
toksyny znajduje si¢ mniejsza domena ,,rim’, ktéra ma
strukture otwartej P-kanapki (open-face-sandwich)
i jest tworzona z czterech antyréwnolegtych p-pasm.
Domena ta jest odpowiedzialna za wigzanie toksyny
do powierzchni blony i charakteryzuje si¢ resztami
hydrofobowymi, ktére zakotwiczaja ja w hydrofobo-
wej warstwie podwdjnej blony lipidowej [1]. Miedzy
dwiema podjednostkami PVL wystepuja duze rdznice
konformacji w domenie ,rim’, co prawdopodobnie
determinuje ich funkcjonalne zréznicowanie [29].

3. Geny PVLiregulacja ich ekspresji

Zdolnos¢ do wytwarzania toksyny Panton-Valen-
tine jest determinowana obecnoscia operonu luk-PV
(zawierajacego geny [ukF-PV i [ukS-PV), zlokalizo-
wanego w obrebie genomoéw zréznicowanych morfo-
logicznie profagéw PVL S. aureus. Nalezy podkresli¢,
ze wigkszo$¢ czynnikéw wirulencji rozprzestrzenia sig
w obrebie rodzaju Staphylococcus na drodze specyficz-
nej transdukcji bakteriofagowej, a od 1961 roku wia-
domo, ze produkeja niektérych toksyn przez S. aureus
powiazana jest ze zjawiskiem lizogenii (konwersji
lizogennej) [7, 30]. Niesione przez niektore fagi lizo-
geniczne dodatkowe geny ulegaja ekspresji po integra-
¢ji z chromosomem bakteryjnym zmieniajac fenotyp
gospodarza, a w konsekwencji warunkujg wystapienie
okreslonych objawoéw klinicznych obserwowanych pod-
czas przebiegu zakazenia [30].

Organizacja genomu fagowego jest konserwatywna
wsrod profagdw kodujacych PVL, zwlaszcza w regio-
nach zawierajacych geny kodujace bialka odpowie-
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dzialne za lize komorki bakteryjnej oraz geny deter-
minujace wytwarzanie toksyny. Zaczynajac od jednego
konca (cos-site), liniowy genom profagdw jest podzie-
lony na pie¢ regionow zawierajacych geny: 1. kodujace
biatka strukturalne faga (wykorzystywane podczas
morfogenezy profagéw PVL), 2. kontrolujace cykl
lityczny fagéw, 3. kodujace dwie podjednostki toksyny
PVL (lukF-PV i lukS-PV), 4. kontrolujace cykl lizo-
geniczny fagdéw oraz 5. odpowiedzialne za replikacje
i transkrypcje. Od czasu odkrycia toksyny PVL scharak-
teryzowano dotychczas osiem niosgcych geny pvl fagow
nalezacych do rodziny Siphoviridae (DPVL, OSLT,
®Sa2mw, ®Sa2USA300, OSLT-USA300_TCHI1516,
®108PVL, ®tp310-1 i ®2985PVL) [22, 73]. Mozna
je podzieli¢ na trzy grupy, w zaleznosci od rdéznic
w sekwencji nukleotydowej regionéw odpowiedzial-
nych za replikacje¢/transkrypcje i morfogeneze, a takze
ze wzgledu na zakres ich gospodarzy. Obecnos¢ tych
samych genéw kodujacych toksyne PVL w odmiennych
morfologicznie fagach dowodzi, ze mogg one by¢ tatwo
wymieniane, prawdopodobnie podczas koinfekeji [22].
ZwyKkle fagi te sa zintegrowane z genomem S. aureus
w miejscu attB (29 pz) C-terminalnego regionu otwar-
tej ramki odczytu (ORF - open reading frame) koduja-
cej nieznane biatko [73]. Zdolno$¢ do wytwarzania PVL
wynika zatem z koewolucji gronkowcdw i infekujacych
je fagodnych bakteriofagdw, ktére tym samym uczest-
nicza w etiopatogenezie infekcji bakteryjnej.

Geny kodujace toksyne PVL moga wystepowac
réwniez w obrebie niektorych gronkowcowych wysp
patogennosci (SaPIs - staphylococcal pathogenicity
islands), ktorych horyzontalny transfer réwniez zacho-
dzi na drodze transdukcji bakteriofagowej. Ruchome
SaPIs, niosgce obok gendw IukF i [ukS takze inne deter-
minanty gronkowcowej wirulencji, takie jak toksyna-1
zespolu wstrzasu toksycznego (TSST-1 - toxic shock
syndrome toxin-1), moga w istotny sposéb przyczynia¢
sie do powstania wysoce zjadliwych szczepow S. aureus
o0 znaczacym potencjale klinicznym i epidemiologicz-
nym [30, 40]. Transmisja genéw kodujacych toksyne
PVL pozostaje w $cistym zwiazku z procesem uwolnie-
nia profaga ze stanu utajenia, analogicznym do wyciecia
kasety SaPIs z chromosomu bakteryjnego droga specy-
ficznej rekombinacji. Wyciety fragment jest nastepnie
replikowany z bardzo wysoka wydajnoscia, przy wyko-
rzystaniu aparatu molekularnego faga. Dochodzi tym
samym do amplifikacji znajdujacych sie na nim gendw,
w tym genéw konwersji lizogennej [30].

Geny operonu luk-PV sg zlokalizowane w jednym
z najbardziej mobilnych regiondéw genomowego DNA
S. aureus opornych na metycyline. Z tego tez powodu
region ten moze by¢ uwazany za marker specyficzny
dla tych szczepow [18, 49, 63, 66, 71]. Pomimo, iz geny
pvl sa obecne u 2-5% S. aureus, szczepy produkujace
toksyne PVL sg odpowiedzialne za jedne z najpowaz-
niejszych zakazen na tle gronkowcowym, zwlaszcza
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CA-MRSA (CA-MRSA - community-associated MRSA)
na calym $wiecie [15, 45].

Synteza i wydzielanie toksyny PVL, podobnie jak
innych egzoprotein, nastepuje w pdznej fazie wzrostu
wykladniczego oraz w fazie stacjonarnej. W tym samym
czasie produkcja biatek niezbednych do wzrostu jest
obnizana, zahamowaniu ulega tez synteza adhezyn [13,
62]. Wskazuje to na istnienie jednocze$nie kilku glo-
balnych systeméw regulacyjnych, w ktérych pojedyn-
czy czynnik srodowiskowy kontroluje ekspresje wielu
genow docelowych [6]. W regulacji ekspresji genéow
IukE-PV i lukS-PV u S. aureus uczestniczy dwusklad-
nikowy system regulacyjny zalezny od czynnikéw $ro-
dowiska — agr (accessory gene regulator). Dowiedziono,
ze wystepowanie szczepoéw gronkowcowych produku-
jacych toksyne PVL jest powiazane z fenotypem agr-I
i/lub agr-11I grupy. Dodatkowo, w regulacji ekspre-
sji gendw kodujacych PVL moga uczestniczy¢ inne
niz wykorzystywane w systemie agr czynniki, w tym
zwlaszcza alternatywny czynnik transkrypcyjny MgrA.
Posiada on, podobnie jak inne czynniki transkrypcyjne,
takie jak: RNA III, biatka z rodziny SarA (staphylococ-
cal accessory regulator A) oraz Rot i Sigma,, zdolnos¢
wigzania DNA w miejscach promotorowych gendw,
aktywujac badz hamujac ich transkrypcje. W przy-
padku operonu luk-PV S. aureus biatko MgrA wylacz-
nie aktywuje ekspresje gendw [ukF-PV i [ukS-PV [62].

Ze wzgledu na fakt, iz geny kodujace PVL sg zlo-
kalizowane w obrebie genomu profagéw S. aureus,
moze istnie¢ $cisty zwiazek pomiedzy wytwarzaniem
tej toksyny a indukcja fagowa, w odpowiedzi na rézne
czynniki zewnetrzne, w tym np. niektore antybiotyki.
Wykazano, ze podprogowe stezenia antybiotykow
B-laktamowych, zaburzajacych synteze $ciany komor-
kowej poprzez oddzialywanie na transmembranowe
biatka wiazace penicyline (PBPs - penicillin binding
proteins), powoduja wzrost produkcji PVL in vitro
poprzez aktywacje transkrypcji. Swiadczy to o tym, ze
antybiotyki wiazace si¢ z PBP moga zwigksza¢ ekspre-
sje PVL, poprzez modulowanie systemow regulacyj-
nych gospodarza (w tym zwlaszcza agr lub SarA i Rot),
a dodatkowo takze w odpowiedzi na indukcje fagow
PVL, inicjowang przez (uruchamiany wowczas) bak-
teryjny system naprawczy SOS. Moze to implikowaé
skutki kliniczne stosowania niektérych antybiotykow
w terapii ciezkich zakazen na tle CA-MRSA [21, 30, 73].

4. Mechanizm dzialania toksyny PVL

Toksyna PVL wykazuje aktywno$¢ cytotoksyczng
wobec ssaczych neutrofiléw oraz monocytéw i makro-
fagéw. Jednakze mechanizm dziatania tej toksyny
w przebiegu infekcji gronkowcowych oraz jej udziat
w patogenezie s ciaggle stabo poznane, a w wielu przy-
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padkach opisywane bardzo nieprecyzyjnie lub oparte
tylko na przypuszczeniach [60].

Podjednostki LukF-PV i LukS-PV toksyny PVL,
s3 wydzielane przez bakterie w formie rozpuszczal-
nych w wodzie monomerdw, ktore ostatecznie formuja
sie w czasteczki tworzace pory w blonie komdrko-
wej [6]. Utworzenie transblonowej pory mozliwe jest
dzieki synergistycznemu oddzialywaniu podjednostek
PVL i okreslonej sekwencji zdarzen, zachodzacych na
powierzchni blony komoérki docelowej [34]. Miejsca wig-
zania dla toksyny PVL przez diugi czas byty nieznane.
Niemniej jednak, wyniki badan przeprowadzonych
przez Spaan i wsp. [60] wykazaly, ze ludzkie receptory
dla czasteczek dopelniacza, C5aR i C5L2, mogg réwniez
pelni¢ role miejsc wigzacych toksyne PVL. Ustalono, ze
receptory te posrednicza zaréwno w wigzaniu toksyny,
jak i determinuja jej cytotoksyczno$¢. Zostato rowniez
potwierdzone, ze ekspresja i miedzygatunkowe réznice
w budowie receptora C5aR warunkuja komorkowa
i gatunkowa specyficznos¢ toksyny PVL [60].

Tworzenie poréw w blonie komérkowej, jako nastep-
stwo aktywnosci toksyny PVL, jest procesem kilku-
etapowym (Rys. 1). W pierwszym etapie, rozpuszczalne
w wodzie monomery LukS-PV, a nastepnie LukF-PV
wigzg sie do powierzchni blony komdrkowej formujac
heterodimery [24, 29, 45]. W kolejnym etapie, hetero-
dimery ulegaja dalszej oligomeryzacji do heterote-
tramerow, ktore charakteryzuja si¢ naprzemiennym
ulozeniem czasteczek LukF-PV i LukS-PV. Nastepnie
heterotetramery formujg dyskowate, oktameryczne
struktury skladajace si¢ z podjednostek LukS-PV
i LukF-PV réwniez utozonych naprzemiennie w sto-
sunku stechiometrycznym 1:1 [29]. Na tym etapie tok-
syna PVL jest juz oktamerem o konformacji wstepnie
uformowanego pora, ktory jednak nie jest w pelni funk-
cjonalny i nie moze ulec wbudowaniu w poprzek btony
komorkowej. W nastepnych etapach region macierzysty
podjednostek LukS-PV i LukF-PV ulega wydiuzeniu
w poprzek blony komoérkowej, co w efekcie konncowym
prowadzi do uformowania w petni funkcjonalnego pora
transbtonowego (Rys. 1) [1, 29].

Z molekularnego punktu widzenia, por jest oktame-
rycznym kompleksem o konformacji B-barylki i $red-
nicy od 10 A do 20 A, ktéry jest zlokalizowany prostopa-
dle do blony komérkowej i funkcjonuje jako integralna

LukF-I% l ukS-PV
Il

Rys. 1. Mechanizm tworzenia pora przez toksyne PVL
[wg 1 - zmienione]
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transblonowa struktura, pozwalajaca na przechodzenie
jondw i malych czasteczek (o masie molekularnej do
1000 Da) do wnetrza komoérki, w konsekwencji prowa-
dzac do jej $mierci [6].

Badania in vitro wykazaly, ze aktywnos¢ toksyny
PVL jest zréznicowana i zalezy od jej stezenia w miej-
scu oddzialywania [27, 35]. Zostalo udowodnione, ze
sublityczne stezenie PVL aktywuje wewnatrzkomor-
kowy szlak mitochondrialny prowadzacy do apoptozy.
Natomiast wyzsze stezenia PVL indukuja zmiany zwig-
zane z nekrozg. Obecnie wiadomo, ze zalezna od ste-
zenia aktywnos$¢ PVL jest zwigzana z molekularnymi
wlasciwosciami tej toksyny [25].

Przy mniejszych stezeniach toksyny PVL (~5nM)
zmiany morfologiczne neutrofilow maja charakter
apoptotyczny i sg widoczne po okolo 6 godzinach [25].
W niskiej koncentracji, toksyna wiaze si¢ do recepto-
réw na blonie komoérkowej, co wywoluje powstawanie
malej ilosci oktamerycznych poréw [24]. Uwaza sie,
ze PVL moze oddzialywa¢ rowniez na poziomie mito-
chondrialnym poprzez tworzenie poréw w zewnetrznej
blonie mitochondriéw. Jak donoszg Genestier i wsp.
[25], apoptoza indukowana przez PVL jest zwigzana
z szybkim zaburzeniem homeostazy mitochondrialnej
i aktywacja kaspazy-3 i kaspazy-9, co sugeruje, Ze pro-
ces ten jest zalezny od szlakow mitochondrialnych.

Z kolei, przy duzym stezeniu PVL (~200 nM) obser-
wowane s3 zmiany morfologiczne komorek fagocytow
charakterystyczne dla nekrozy, ktore sa widoczne juz
po 1 godzinie [25]. Przy duzych stezeniach, toksyna ta
moze niespecyficznie adsorbowa¢ do podwdjnej blony
lipidowej komorki, tworzac wigksze pory przepusz-
czalne dla Ca*, formujac wigksza ilo§¢ oktamerycznych
poréw lub prowadzac do otwierania kanatéw Ca** [2].
Podjednostki toksyny PVL, po polaczeniu z receptorem
zwigzanym z kanalami wapniowymi lub bezposrednio
z kanalami wapniowymi, moga réwniez indukowa¢
wplywanie do komorki dwuwartosciowych kationdw
(Ca*, Mg**, Mn*, Zn**) przez zalezne od jonéw wap-
nia kanaly komérkowe, a nastepnie po sformowaniu
pora umozliwiajg naptyw jonéw jednowarto$ciowych
(etydyny*, Na*, K*). Konsekwencja tego procesu jest
nekroza fagocytow [25, 61]. Ponadto tworzenie duzych
pordéw moze rowniez prowadzi¢ do utraty ATP, co jest
niezbedne do zapoczgtkowania wiekszosci procesow
apoptotycznych [25, 39].

Nalezy rowniez podkresli¢, ze oprocz zdolnosci do
formowania poréw w blonie komérkowej fagocytow,
toksyna PVL jest réwniez czynnikiem aktywujacym
polimorfonuklearne neutrofile (PMNs — polymorpho-
nuclear neutrophils) [27, 35, 43]. Wykazano, ze st¢zenie
PVL ponizej warto$ci niezbednej do utworzenia pordéw
moze stymulowaé¢ PMN do intensywnej produkeji boj-
czych form tlenu i sekrecji prozapalnych czasteczek,
takich jak interleukina-8 (IL-8), interleukina-6 (IL-6)
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i leukotrien B4 (LTB,). Moze réwniez indukowa¢ egzo-
cytoze ziarnistosci, powodujac tym samym uwolnienie
mieloperoksydazy, lizozymu i B-glukuronidazy do prze-
strzeni miedzykomorkowych, co z kolei moze pozytyw-
nie usposabia¢ odporno$¢ gospodarza do obrony przed
postepujaca infekcja. Ponadto, zostalo udowodnione,
ze sublityczne stezenia PVL indukujg uwalnianie hista-
miny przez ludzkie bazofile [6, 27, 36].-

Nalezy podkresli¢, ze analizy cytolitycznych wlasci-
wosci PVL dotyczg badan wykonywanych w warunkach
in vitro, natomiast jak dotad brakuje danych $wiadcza-
cych, ze zasadnicza funkcja PVL in vivo jest cytoliza
leukocytow [27]. Zostalo natomiast udowodnione, ze
stezenie PVL in vivo jest niewystarczajace do wywo-
tania lizy PMN [3]. Dlatego przypuszcza sig, ze sub-
lityczne stezenia PVL moga stymulowaé wrodzona
odpowiedZ immunologiczng i tym samym intensy-
fikowa¢ mechanizmy obronne uruchamiane przez
organizm w celu zwalczenia infekeji [28]. Tak wiec, na
podstawie dotychczasowych badan nalezy stwierdzi¢,
ze sublityczne stezenie PVL in vivo odgrywa gléwnie
role aktywatora PMN, intensyfikujac bakteriobojcze
wlasciwosci tych komorek.

5. Znaczenie kliniczne szczepow produkujacych
toksyne PVL

Zakazenia wywolywane przez szczepy S.aureus
wytwarzajace toksyne PVL byly dokumentowane juz od
1930 roku [6, 43, 50, 51]. Jednakze, w 1932 roku, Panton
i Valentine jako pierwsi skojarzyli toksyne PVL z zaka-
zeniami skory i tkanek miekkich oraz wykazali korela-
cje miedzy obecnoscig tej toksyny i ciezkimi infekcjami
na tle S. aureus, zwlaszcza czyrakiem gromadnym [50].

Szczepy S. aureus produkujace toksyne PVL sg za-
zwyczaj zwigzane z ropnymi chorobami skoéry i mart-
wica tkanki podskérnej. Moga réwniez powodowac sep-
tyczne zapalenie stawdw, bakteriemie, plamice piorunu-
jaca i pozaszpitalne martwicze zapalenie ptuc [41, 51].

Toksyne PVL moga syntetyzowaé rdézne szczepy
S. aureus, zarbwno MRSA, jak i MSSA [3, 51]. Jednakze,
z klinicznego punktu widzenia, najwazniejszymi pro-
ducentami toksyny PVL sg szczepy CA-MRSA, kto-
rych wyrazny wzrost rozpowszechnienia jest obecnie
odnotowywany na catym $wiecie [16, 21, 28]. Pojawie-
nie i szybkie rozprzestrzenianie si¢ CA-MRSA przypi-
suje si¢ przede wszystkim zdolnoéci tych szczepéw do
produkeji PVL [23, 24, 45]. Dane kliniczne wskazuja
szczegolnie na korelacje miedzy PVL-pozytywnymi
szczepami S. aureus a cigzkimi, w tym $miertelnymi,
przypadkami martwiczego zapalenia pluc o etiologii
CA-MRSA [26]. Ponadto, wykazano zwigzek pozasz-
pitalnego zapalenia pluc na tle S. aureus (MRSA lub
MSSA) z wczedniej przebyta grypa lub wystapieniem
objawow grypopodobnych [26, 32, 33, 72].
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Przebieg kliniczny i powiklania zakazen na tle pvl-
-pozytywnych szczepow S. aureus s3 opisywane jako
powazniejsze, niz zakazen powodowanych przez szczepy
nie posiadajace genetycznie uwarunkowanej zdolnosci
do produkeji PVL [26, 42]. Jednak, co ciekawe, odnoto-
wywana jest wieksza podatno$¢ na leczenie pacjentow
zakazonych PVL-pozytywnymi szczepami S. aureus,
w poréwnaniu z pacjentami zakazonymi szczepami nie
wykazujacymi zdolnosci do syntezy toksyny PVL [4].

Prowadzone obecnie badania koncentrujg si¢ na
poznaniu funkeji PVL w zakazeniach powodowanych
przez CA-MRSA [43]. Jednakze podloze molekularne
choréb wywolywanych przez te szczepy, w tym cigz-
kiego zapalenia pluc na tle S.aureus w nastepstwie
grypy, jak réwniez rola toksyny PVL w etiopatogene-
zie zakazen gronkowcowych nie zostaly dotychczas
ostatecznie wyjasnione [26, 41, 43, 66]. Z jednej strony
istnieja badania kwestionujace obecnos¢ toksyny PVL,
jako podstawowego wyznacznika klinicznego przebiegu
zakazen na tle S. aureus [4, 11, 31, 38]. Z drugiej jed-
nak strony uwaza si¢, ze wysoki potencjal zjadliwosci
CA-MRSA jest zwigzany z produkcja PVL, a odnoto-
wywane powigzanie tej toksyny z gtéwnymi klonami
CA-MRSA sugeruje, Ze moze ona zwigksza¢ wirulencje
i/lub promowa¢ wzmozong transmisje szczepow [20,
26, 66]. Co wigcej, wykrycie podjednostki LukS-PV
toksyny PVL w pobranych od pacjentéw wycinkach
pluc objetych martwiczym zapaleniem, wraz z pofrag-
mentowanym DNA, wskazuje na bezposrednie zaan-
gazowanie PVL w patomechanizm choroby poprzez
indukcje in vivo apoptozy [25].

Z epidemiologicznego punktu widzenia istotne zna-
czenie ma fakt, ze nie tylko ludzkie szczepy S. aureus sa
genetycznie determinowane do produkeji PVL, cho-
ciaz o PVL-pozytywnych szczepach gronkowcow izo-
lowanych od zwierzat niewiele wiadomo. Do tej pory,
PVL-pozytywne szczepy MRSA zostaly wyizolowane
z przypadkow ciezkich zakazen u zwierzat domowych,
takich jak psy, kot, krolik czy papuga [58]. Poza tym,
wyizolowano takze pvi-pozytywne wrazliwe na metycy-
line koagulazoujemne gronkowce (MSCNS - methicil-
lin-sensitive coagulase-negative staphylococci), w tym
S. haemolyticus, S. simulans i S. warneri, od kréw i owiec
z podkliniczng postacig mastitis [64]. Brak jest nato-
miast danych literaturowych odnosnie izolacji PVL-
-pozytywnych szczepow S. aureus z zapalenia gruczotu
mlekowego u przezuwaczy. Jednakze, w kontekscie
mastitis podkreslane jest znaczenie podjednostki LukF-
-PV toksyny PVL. Podjednostka LukF-PV wraz z pod-
jednostka LukM leukocydyny stanowig elementy struk-
turalne toksyny LukM/LukF’-PV [5]. Leukotoksyna
ta jest uwazana za najbardziej aktywna cytotoksyne
wobec bydlecych neutrofiléw, mogaca odgrywac klu-
czowa role w patogenezie mastitis u krow, a takze owiec
ikéz [5, 34, 57].
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Reasumujac, dotychczasowe dane epidemiologiczne
i kliniczne nie sg wystarczajace, aby udowodni¢ bezpo-
$rednig role PVL w zakazeniach o etiologii S. aureus,
ani tez bezposredni udzial tej toksyny przyczyniajacy
sie do szerokiego rozpowszechniania CA-MRSA [12,
43]. Jednakze uwaza sig, iz wyjasnienie roli PVL w pato-
genezie zakazen na tle S. aureus moze mie¢ wazne zna-
czenie dla poznania celéw leczniczych i opracowania
skuteczniejszych metod terapeutycznych w zakazeniach
CA-MRSA [16, 28, 43]. Ponadto, ze wzgledu na mozli-
wos¢ dwukierunkowej transmisji gronkowcoéw pomie-
dzy ludzmi i zwierzetami, dalsze badania dotyczace
aspektow klinicznych, czynnikéw ryzyka i epidemio-
logii chordb na tle PVL-pozytywnych szczepdw stano-
wig wazny problem zaréwno w medycynie ludzkiej, jak
i weterynaryjnej [58].

6. Badania na modelach zwierze¢cych

Udziat toksyny PVL w wirulencji szczepow S. aureus
jest tematem duzego zainteresowania i intensywnych
badan. Jednakze, odnotowywane sg sprzeczne dane epi-
demiologiczne i kliniczne dotyczace potencjalnej roli
PVL w zakazeniach o etiologii CA-MRSA z uzyciem
réznych zwierzecych modeli choréb [9, 10, 43, 54, 69].

Wiekszo$¢ badan przeprowadzonych na myszach,
dotyczacych patogenezy CA-MRSA wykazuje, ze tok-
syna PVL nie odgrywa zadnej lub ograniczong czasowo
role w rozwoju choroby [19]. Voyich i wsp. [70] porow-
nali dzialanie dzikich szczepow USA300 i USA400 oraz
szczepow izogenicznych z delecja genu pvl na mysich
modelach zakazenia skory oraz sepsy, odnotowujac
praktycznie identyczny przebieg zakazenia niezaleznie
od testowanych szczepéw. Natomiast Varshney i wsp.
[67], prowadzac badania na mysim modelu zakazenia
skory wykazali, ze szczepy MSSA i MRSA produku-
jace duze ilo$ci PVL powodujg bardziej rozlegle ropnie
skorne i silniejsze zapalenie tkanek, niz szczepy cechu-
jace sie niska zdolnoscia do produkc;ji tej toksyny. Z kolei
Labandeira-Rey i wsp. [37], na podstawie wynikow
uzyskanych na mysim modelu gronkowcowego zapale-
nia pluc, przy zastosowaniu laboratoryjnych szczepow
S. aureus transdukowanych do ekspresji toksyny PVL,
zaproponowali model infekcji, w ktérym PVL pelni
funkcje regulatora ekspresji genow. Jednakze badania
innych autoréw z zastosowaniem mikromacierzy i pro-
teomiki wykazaly, ze PVL nie ma wplywu in vitro ani in
vivo na ekspresje genow czy wytwarzanie bialek w testo-
wanych szczepach S. aureus USA300 1 USA400 [19, 43].

Powdd rozbieznosci wynikéw badan dotyczacych
roli PVL w etiopatogenezie zakazen S. aureus dtugo
pozostawal niejasny. Dopiero Kobayashi i DeLeo [35],
na podstawie przeprowadzonych badan wysuneli hipo-
tezg, ze rola PVL w przebiegu choréb wywolywanych
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przez CA-MRSA moze by¢ determinowana specyficz-
nym uwarunkowaniem genetycznym gospodarza lub
czynnikiem podatnosci/wrazliwosci (np. przebyciem
grypy). Ponadto, autorzy ci zwroécili takze uwage, ze
wplyw toksyny PVL moze by¢ zbyt staby, aby mozna
go bylo wykry¢ w stosowanych dotychczas modelach
patogenezy lub, ze stosowane modele nie sg wlasciwe
i nie odzwierciedlajg precyzyjnie przebiegu choroby
u ludzi. Ostatecznie, badania Loffler i wsp. [45] dostar-
czyly wyjasnienia powodu uzyskiwania sprzecznych
wynikow badan, dotyczacych roli PVL w zakazeniach
S.aureus z uzyciem réznych modeli zwierzecych.
Autorzy ci wykazali, ze PVL powoduje szybka akty-
wacje i $mier¢ neutrofiléw ludzkich i kréliczych, ale
nie mysich i malpich. W zwiazku z tym zakwestio-
nowali oni wartos$¢ stosowanych mysich i naczelnych
(poza cztowiekiem) modeli infekcyjnych do badania
roli PVL w patogenezie zakazen CA-MRSA. Aktyw-
nos¢ toksyny PVL wobec ludzkich neutrofilow zostata
udowodniona przez Loughman i wsp. [44], poprzez
wykazanie wysokiego poziomu ekspresji genu pvl bez-
posrednio w ludzkiej tkance.

7. Metody detekcji toksyny PVL

Wykrywanie zdolnosci do wytwarzania PVL przez
gronkowce oraz detekcja obecnosci toksyny moga
by¢ przeprowadzone réznymi metodami, zaréwno na
poziomie samego bialka, jak i na poziomie DNA i RNA.

Standardowe techniki stuzace do detekcji genow
pvl opierajg sie o amplifikacje kwasow nukleinowych
w reakcji PCR, z wykorzystaniem specyficznych star-
terow DNA komplementarnych do sekwencji podjed-
nostek LukF-PV i LukS-PV [3, 59]. Wsrdd najczesciej
stosowanych metod wykrywania toksyn cytolitycznych,
w tym toksyny PVL, wymieni¢ mozna metody bezpo-
$rednie, takie jak: test ELISA [3, 56], techniki immuno-
fluorescencyjne [25] i testy immunochromatograficzne
[3]. Na poziomie RNA, toksyna PVL wykrywana jest
przy uzyciu techniki RT-PCR [8, 26] oraz real time PCR
[17]. Do najpowszechniej stosowanych technik posred-
nich nalezg z kolei: testy cytotoksycznosci, na przykltad
test inkorporacji czerwieni obojetnej [57], testy oparte
o redukcje soli tetrazolowych [14], cytometria przepty-
wowa [24, 48], oznaczanie fragmentacji DNA leuko-
cytéw (metoda TUNEL - terminal transferase dUTP
nick end labeling), obserwacja morfologicznych zmian
w komérkach barwionych metodami May-Griinwald,
Giemsa, Wright, Hoechst 33342 oraz immunofluo-
rescencyjnie — zmiany obserwowane sag w mikroskopie
$wietlnym, fluorescencyjnym, konfokalnym lub trans-
misyjnym mikroskopie elektronowym (TEM - trans-
mission electron microscope) [5, 25]. Ponadto, obec-
nie opracowywane s3 nowe techniki, ktére w przy-
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szlosci umozliwig wykrycie najmniejszych ilosci toksyny
w ciaggu kilku minut. Oparte sg one przede wszystkim
o spektroskopie masowa typu MALDI-TOF (matrix-
-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry) [59].

8. Podsumowanie

Leukocydyna Panton-Valentine (PVL) jest dwu-
sktadnikowg cytotoksyng skladajaca sie z ulozonych
naprzemiennie podjednostek LukS-PV i LukF-PV,
nalezaca do rodziny biatek tworzacych pory w blonie
komorkowej neutrofiléw, monocytéw i makrofagow.
Jednakze mechanizm dzialania PVL oraz jej udzial
w patogenezie zakazen gronkowcowych sg wcigz stabo
poznane. W badaniach in vitro wykazano zalezne od
stezenia dzialanie cytotoksyczne PVL, prowadzace do
apoptozy albo do nekrozy fagocytéw. Nie ma jednak
danych potwierdzajgcych, ze zasadniczg funkcjg PVL
in vivo jest liza fagocytow. Zostalo natomiast udowod-
nione, ze stezenie PVL in vivo nie jest wystarczajace do
wywotania cytolizy. Co wigcej wykazano, ze sublityczne
stezenie PVL in vivo odgrywa gtéwnie role aktywatora
fagocytow, intensyfikujac bakteriobdjcze whasciwosci
tych komorek. Najwazniejszymi producentami toksyny
PVL sg izolowane od ludzi szczepy CA-MRSA. Nalezy
jednak podkredli¢, iz istnieja, cho¢ nieliczne, dane
dotyczace izolacji pvl-pozytywnych szczepéw MRSA,
jak i MSCNS od zwierzat domowych i hodowlanych.
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1. Wstep

W ostatnich latach opisano szereg nowych czynni-
kow wirusowych zakazen drég oddechowych. Jednym
sposrod nich jest bokawirus cztowieka (Human Boca-
virus, HBoV). Zostal on odkryty w 2005 r. w ramach
projektu poszukiwania nowych czynnikéw wywotu-
jacych zakazenia drog oddechowych u dzieci. Narze-
dziem umozliwiajacym jego wykrycie bylo zastosowa-
nie metody nieswoistych starteréw, tzw. Random PCR.
Sekwencje uzyskanych produktéw amplifikacji poréw-
nywano do znanych sekwencji bakteryjnych i wiruso-
wych patogenow stwierdzajac wysoki stopien ich podo-
bienstwa do sekwencji genomu dwoch wirusoéw: Bovine
Parvovirus (wirus bydla, BPV) i Canine Minute Virus
(wirus pséw, MVC) nalezacych do rodziny Parvoviri-
dae [5]. Ze wzgledu na podobienstwa genetyczne oraz
strukturalne, nazwe nowoodkrytego wirusa wypro-
wadzono od pierwszych cztondéw obu wiruséow [2].
Obecnie HBoV uznawany jest za jeden z wazniejszych

czynnikéw wirusowych zakazen ukladu oddechowego
u dzieci ponizej 5 roku zycia. Obecnie opisano 4 typy
HBoV:1,2,3i4[9].

2. Epidemiologia zakazen HBoV

Wystepowanie zakazen HBoV

Poczawszy od 2005 r. na calym $wiecie poszukuje sie
zakazen bokawirusami. Wykryto je m.in. w Australii,
Péinocnej Ameryce, Europie (w tym w Polsce), Azji
i Afryce [42, 35]. Sezonowo$¢ wystepowania HBoV
rézni sie w zaleznosci od regionu geograficznego. We
Francji, Niemczech, Szwecji, USA oraz Polsce [29]
zakazenia HBoV najczesciej stwierdza si¢ w miesigcach
zimowych oraz wczesng wiosng [9]. Natomiast w Japo-
nii i Korei - p6zng wiosng i poczatkiem lata (Tab. I).
Rozpowszechnienie poszczegdlnych genotypéw HBoV
na $wiecie jest podobne, a ze wzgledu na cz¢ste rekom-
binacje pomiedzy nimi, mozliwe jest pojawienie sie
kolejnego typu [25, 35].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Pafistwowy Zaklad Higieny, ul. Chocimska 24,
00-791 Warszawa; tel/fax +48 22 54 21 385; e-mail: eabramczuk@pzh.gov.pl



BOKAWIRUS CZLOWIEKA - CHARAKTERYSTYKA, CHOROBOTWORCZOSC, WYSTEPOWANIE

Zakazenia bokawirusami stanowig do 33% wiru-
sowych zakazen ukladu oddechowego [16, 25]. Roz-
nice w obserwowanej czgstosci zakazen moga wyni-
ka¢ z charakterystyki badanych grup pacjentéow: wieku
oraz cigzko$ci zakazenia. Wiekszo$¢ przedstawianych
badan dotyczy dzieci ponizej 5r.z. Informacje odno-
$nie zakazen HBoV w innych grupach wiekowych sa
nieliczne a ponadto zakazenia te najczesciej wykry-
wano u 0s6b hospitalizowanych. Obecnie zakazen tych
poszukuje sie takze u chorych leczonych ambulatoryj-
nie lub w domu [15].

Niektorzy autorzy wskazuja, ze czestos¢ zakazen
drég oddechowych wywolanych przez HBoV wsréd
chorych nie wymagajacych hospitalizacji jest wyzsza
niz wérod pacjentéw hospitalizowanych [15, 28]. Naj-
wyzszy (dotychczas) odsetek chorych z zakazeniem
HBoV1 stwierdzono w USA wsréd najmlodszych dzieci
(0-2 lata) uczeszczajacych do ztobka (33%). Wyniki
naszego zespolu zdaja si¢ potwierdzaé teze¢ o udziale
HBoV1 przede wszystkim w zakazeniach o lzejszym
przebiegu - stwierdzono bowiem znamienny zwigzek
HBoV1 z zapaleniem oskrzeli lub zachorowaniem gry-
popodobnym, a nie z zapaleniem pluc lub oskrzelikdw
[29]. Jednak wsrdd dzieci hospitalizowanych, szczegol-
nie z powodu ostrego zakazenia dolnych drég odde-
chowych (bronchiolitis, zapalenie ptuc), czgstos¢ zaka-
zen HBoV1 moze by¢ wysoka. W Arabii Saudyjskiej
w okresie I-IV 2012 r. udzial HBoV1 w tych zakaze-
niach siegal 22,5% a w Argentynie w latach 2007-2009
wyniost 21,5% [1].

Wiekszos¢ prac badawczych wskazuje na spadek cze-
stoéci zakazenn HBoV1 wraz z wiekiem pacjentow [4, 26].
Jednakze w Argentynie, w 2010 r. podczas badania os6b
dorostych hospitalizowanych z powodu ciezkich zaka-
zen dolnych drég oddechowych, az u 22,7% pacjentow
potwierdzono zakazenie bokawirusami, czyli poréwny-
walnie do czestosci obserwowanych u dzieci (21,5%).

Analiza rozkladu plci wsrod chorujacych wskazuje
na nieznamiennie wyzszg czgsto$¢ zakazen bokawi-
rusami u chtopcow. Moze wigzaé sie to z faktem, ze
podobnie jak w zakazeniach wywolanych przez RSV,
chlopcy czgsciej wymagaja hospitalizacji [6].

Bokawirusy moga by¢ czynnikiem etiologicznym
zaréwno zakazen drég oddechowych, jak tez ukladu
pokarmowego. W zakazeniach ukladu pokarmowego
stwierdza si¢ obecno$¢ DNA wszystkich typéw HBoV,
jednak najczesciej wykrywane jest DNA HBoV2
(21%). Stwierdzona w niektérych badaniach wysoka
czgstos¢ wykrywania w kale HBoV1 w przypadkach
z objawami ze strony ukladu pokarmowego (nawet
17%) moze wynikac z rozszerzenia si¢ zakazenia drég
oddechowych na drogi pokarmowe. Natomiast HBoV
typu 3 i 4 wykrywane sg wylacznie w zakazeniach
drog pokarmowych i wystepuja znacznie rzadziej niz
HBoV 2i1[18].
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Transmisja

DNA bokawirusow wykrywano w wydzielinach
drog oddechowych, w moczu i w kale. W zwiazku
z tym uwaza sig, ze do zakazenia tymi wirusami moze
dojs¢ przez bezposredni kontakt z chora osoba, droga
kropelkowq jak réwniez przez styczno$¢ ze skazonymi
wirusem powierzchniami [15, 37]. W odréznieniu od
spokrewnionych wiruséw BPV i MVC powodujgcych
zakazenia ogolnoustrojowe i wewnatrzmaciczne, bada-
nia ptynu owodniowego zakazonych HBoV kobiet cie-
zarnych nie potwierdzily obecnoséci w nim wirusa [2].

Chorobotworczosc¢

Bokawirus cztowieka opisany zostal po raz pierwszy
w 2005, 1 przez wiele lat czes¢ badaczy zastanawiata
sie, czy jest on dla czlowieka czynnikiem chorobotwor-
czym czy tylko przypadkowym ,Pasazerem” [37]. Nie
stwierdzano istotnych réznic w koncentracji wirusa
lub ekspresji bialek pomiedzy ciezkimi zakazeniami
dolnych i lekkimi zakazeniami gérnych drog odde-
chowych [37]. Szczegolne watpliwosci budzil fakt, ze
w przypadku koinfekcji z innymi wirusami, koncentra-
cja bokawirusa w badanym materiale byla wyzsza niz
w przypadku zakazen wywolanych jedynie przez HBoV
[5]. Wykrycie materialu genetycznego HBoV1 u dzieci
z objawami zakazen drog oddechowych, u ktoérych nie
udalo si¢ znalez¢ innego czynnika zakaznego potwier-
dza, ze ludzki bokawirus, po parwowirusie B19 oraz
parwowirusie 4, moze by¢ uznany jako kolejny cztonek
rodziny Parvoviridae patogenny dla czlowieka [2, 5].
Doniesienia wskazujace na udziat biatka NP1 HBoV1
w apoptozie komorki sugerujg potencjalnie patogenny
charakter tego wirusa.

Objawy

W przypadku zakazen oddechowych, w zaleznosci
od typu HBoV, obserwuje si¢ zréznicowany przebieg
choroby poczynajagc od bezobjawowego przez fagodne
az do ciezkich objawow ze strony ukladu oddechowego
[15, 25]. Zakazenia ukfadu oddechowego najczesciej
wywolywane s przez HBoV1, sporadycznie HBoV2.
Objawy zakazenia HBoV1 s3 podobne do obserwo-
wanych w innych zakazeniach oddechowych zaréwno
wirusowych jak i bakteryjnych. Najczgsciej towarzy-
sza im: kaszel, katar, gorgczka, bdl gardla, trudnosci
w oddychaniu, zapalenie spojowek, rumien, wysypka,
a takze nudno$ci, wymioty lub biegunka. HBoV1 moga
réwniez by¢ przyczyna choréb o znacznie cigzszym
przebiegu, takich jak: zapalenie pluc, oskrzelikow,
oskrzeli oraz krupu wirusowego [6, 15, 37]. U dzieci
ponizej 2r.z. szczegolnego znaczenia nabiera rézni-
cowanie zakazen HBoV i RSV (Respiratory Syncytial
Virus) z powodu mozliwosci wystgpienia powiklan
po zakazeniach RSV. W naszej czgsci $wiata, infekcje
HBoV i RSV czgsto wystepuja w podobnym sezonie
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- jesienno-zimowym (Tab. I). Wedtug niektorych, cecha
rozniacg moze by¢ krétszy okres inkubacji zakazenia
wywolanego przez bokawirusy, ktéry wynosi 3-4vs.
4-5dni dla RSV. Inni autorzy wskazuja, iz jedynym
objawem klinicznym odrézniajacym te zakazenia jest
znacznie czgstsze wystepowanie w czasie infekcji HBoV
niedotlenienia oraz neutrofilii [41].

Gloéwna przyczynag zakazen pokarmowych sg boka-
wirusy typu 2, typu 3 i typu 4 [15, 22, 25]. Za istotny
czynnik etiologiczny choréb ukladu pokarmowego
uznawany jest HBoV2 [10, 15, 17, 18], poniewaz jak
wskazujg niektdrzy autorzy, HBoV2 jest trzecim, po
rotawirusach i astrowirusach, wirusem wywolujacych
ostre zapalenie zotadka i jelit u dzieci [3] (Tab. I).

EDYTA ABRAMCZUK, KATARZYNA PANCER, WEODZIMIERZ GUT, BOGUMILA LITWINSKA

Podobnie jak w przypadku innych patogendw, zna-
miennie czesciej zakazenia bokawirusami wystepuja
u oséb przewlekle chorych, u wczesniakow, dzieci,
ktorych matki palily papierosy w okresie cigzy, osob
z predyspozycja do astmy, poddanych leczeniu immu-
nosupresyjnemu (np. oséb po przeszczepie), dzieci
przebywajacych w ztobkach, przedszkolach. Mimo, iz
zakazenia obserwowane sg gldwnie u matych dzieci, to
material genetyczny HBoV2 wykrywany byl réwniez
u 0s0b dorostych, w tym u pacjentéw w wieku powyzej
65 lat [21].

Stwierdzono, ze u oséb z obnizong odpornoscia
zakazenia HBoV czesto przeksztalcaja sie w forme
przetrwalego zakazenia [25, 35]. Uwaza sig, ze takie

Tabela I
Wybrane badania wystepowania HBoV w zakazeniach drég oddechowych i pokarmowych

Kraj/lata badan Liczba HBoV Koinfekcje %/ Genotyp Sezon Obia
[Ref] badanych/wiek | N+/% | z jakimi wirusami HBoV zakazen Jawy
Holandia 257/ér. 1,6 lat | 4/1,5 75/AdV, RSV, HBoV XI-1 goraczka, katar, kaszel, dusznos¢,
2005-2006 [27] HMPV wysypka
Francja 589/ér. 1,3 lat | 26/4,4 35/RSV, HBoV XII-VI dusznos¢, niewydolnosé¢ krazenia,
2003-2004 [9] HMPYV, AdV kaszel, goraczka, zapalenie oskrzelikoéw
Chiny 252/2-36 m-cy |21/8,3 9,5/HCoV-229E | HBoV XI-1V kaszel, goraczka, $wiszczacy oddech,
2005-2006 [32] wymioty
Hiszpania 1189/ér. 2 lata | 177/12,6 | 81/RSV, HBoV XI-II zakazenie dolnych i gérnych drog
2006-2008 [28] IFV, HMPV oddechowych
Japonia 402/$r. 14 m-cy | 34/8,5 41/ PIV, HRV, HBoV II-1X kaszel, goraczka (>38,9°C), swiszczacy
2007-2009 [24] HMPV, AdV, RSV oddech, biegunka, hipoksja
Polska 257/<5 lat 13/6 3,1/RSV, CMYV, HBoV I-11 ostre zakazenia gornych drég
2009-2011 [29] EV oddechowych, bronchitis, pneumonia,
bronchiolitis

Arabia Saudyjska 80/5 m-101lat |18/22,5 |94/ RSV, IFV, HBoV1 bd ostre zakazenia gérnych drég
I-V.2012 [1] Adv oddechowych, grypodobne, biegunka
Chile 462/<5 lat 89/19.3 | bd HBoV1 (14,1%) | bd ostre zapalenie zZotadka i jelit
1985-2010 [22] HBoV2 (3,9%)

HBoV3(1,3%)

HBoV4 (0)
USA 151/<18 lat 5/3,3 bd HBoV1-(3,3%) | XII-II biegunka, bol brzucha, kaszel
2007-2008 [4] HBoV2-(0,7%)

HBoV3-0

328/>18 lat 10/3 bd HBoV1-(1,5%) | XII-II biegunka, bdl brzucha, kaszel

HBoV2-(1,5%)

HBoV3-(0)
Niemcy [39] 835/ér. 1,8 lat | 87/10,3 | 39,1/ RSV, HBoV caly rok, | ostre zakazenia gérnych i dolnych

IFV t. A, AdV najwiecej | drég oddechowych
zima
Szwecja 540/male dzieci|17/3,1 | 82/IFV t. A,RSV | HBoV caly rok, | ostre zakazenia dolnych drog
2003-2004 [2] najwiecej | oddechowych
zima

Szwajcaria [33] | 112/<3m-ce |5/4,5 80/bd HBoV bd zakazenia drég oddechowych
WIk. Brytania | 574/6-24 m-ce [47/8,2 |43/ RSV, AdV HBoV XII-1 ostre zakazenia dolnych drog
2005-2006 [26] oddechowych

N + - liczba pacjentéw, u ktérych stwierdzono zakazenie HBoV; bd - brak danych; ér. - $redni wiek; AdV - adenowirusy; RSV - Respiratory Syncytial
virus; HCoV - koronawirusy; CMV - cytomegalowirus; HMPV - metapneumowirus cztowieka; IFV - wirus grypy; EV - enterowirusy



BOKAWIRUS CZLOWIEKA - CHARAKTERYSTYKA, CHOROBOTWORCZOSC, WYSTEPOWANIE 261

PARVOVIRIDAE

Rodzina

PARVOVIRINAE

DENSOVIRINAE

Podrodzina Podrodzina
INNE BOCAPARVOVIRUS ERYTHROPARVOVIRUS
Rodzaj Rodzaj Rodzaj
BOVINE PARVOVIRUS (BPV) PARVOVIRUS B19
MINUTE VIRUS OF CANINES (MVC)
GORILLA BOCAVIRUS
Gatunek
HUMAN BOCAVIRUS
[HBoV1, HBoV2 (A, B), HBoV3, HBoV4]

Gatunek

Rys. 1. Schemat taksonomii bokawiruséw (opracowanie wlasne)

przetrwatle zakazenie moze mie¢ wplyw na zaostrzenie
choréb podstawowych.

Leczenie w przypadku zakazen HBoV jest zwykle
objawowe. Nie znana jest skutecznos¢ lekéw antywiru-
sowych, nie stwierdzono takze efektu terapeutycznego
w wyniku podawania kortykosteroidéw [25, 35].

3. Charakterystyka bokawirusow czlowieka

Systematyka

Do rodziny Parvoviridae zaliczane sa wirusy cho-
robotwdrcze dla bezkregowcow (podrodzina Denso-
virinae) oraz kregowcow (podrodzina Parvovirinae).
W obrebie podrodziny Parvovirinae wyrdzniono
8 rodzajow: Amdoparvovirus, Aveparvovirus, Copipa-
rvovirus, Bocaparvovirus. Dependoparvovirus, Proto-
parvovirus, Tetraparvovirus oraz Erythroparvovirus.
Wykryte do tej pory wirusy chorobotworcze dla
czlowieka zakwalifikowane sg do dwdch rodzajow:
Erythroparvovirus — parwowirus B19 oraz Bocaparvo-
virus, ktore zostaly wyodrebnione w latach 2009-2010
- HBoV1, HBoV2, HBoV3 i HBoV4. W obrebie
HBoV2 wydzielono réwniez dwa warianty: A i B. Do
rodzaju Bocaparvovirus nalezy réwniez wirus zakaza-
jacy bydlo - Bovin Parvovirus (BPV), wirusy patogenne

dla pséw - Canine Minute Virus (MVC) oraz malpy
- Gorilla Bocavirus (Rys. 1) [12, 15]. Wirusy o wyso-
kim stopniu podobienstwa do HBoV wykryto u goryli
i $win. Wskazuje to na prawdopodobne odzwierzece
pochodzenie wiruséw zakazajacych czlowieka. Mimo
to, przypuszcza sig, ze rezerwuarem HBoV moze by¢
tylko cztowiek [7, 20].

Struktura

Parwowirusy s3 to najmniejsze znane wirusy DNA
- parvus oznacza maly. Kapsyd tych wirusow jest dwu-
dziestoscianem zbudowanym z 12 pentamerycznych
kapsomerdw czyli tgcznie 60 podjednostek zbudowa-
nych z réznych bialek (VP1-VP6), ma wielko$¢ 20 nm
i jest pozbawiony ostonki. Genom wirusa stanowi jed-
noniciowe DNA o wielko$ci 5,217-5,299 nukleotydow
zawierajace powtdrzone sekwencje terminalne o diu-
gosci 32-52 pz.

Organizacja genomu HBoV przypomina budowe
genomu wiruséw BPV i MVC (Rys. 2). Podobnie jak
u wszystkich wiruséw nalezacych do podrodziny Parvo-
virinae, w genomie wyrdznia sie 2 otwarte ramki odczytu
(Open Reading Frame-ORF) kodujace odpowiednio:
niestrukturalne biatko NS1 (na koncu 5’) oraz biatka
kapsydu VPI i VP2 (na koncu 3°) [25]. Najmniejsza
podjednostka kapsydu jest VP1, ktére prawdopodobnie
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NS1 NP1 VP1/VP2
1,920 nt 660 nt 2,016 nt
(183-2102) (2340-2999) (2986-5001)
639aa 219aa 671aa

Rys. 2. Schemat organizacji genomu bokawiruséow
(opracowanie wlasne)

odgrywa istotng role w tropizmie tkankowym oraz
w patogenezie [20]. Koniec N’ biatka VP1 zawiera
fragment fosfolipazy A2 (PLA2), ktdra jest niezbedna
w procesie zakazenia [5, 10]. W przypadku HBoV
sekwencja tego regionu jest w 43% identyczna z sekwen-
cja wystepujaca w genomie MVC oraz w 42% z sekwen-
cja BPV. Uwaza sie, ze bialko NS-1, ktére bierze udziat
w transkrypcji i ulega ekspresji podczas replikacji moze
stanowi¢ istotny wskaznik zakazenia bokawirusami.
Cechg charakterystyczng dla bokawiruséow cztowieka
jest dodatkowa, trzecia, otwarta ramka odczytu (tzw.
mid-ORF). Fragment ten koduje niestrukturalne biatko
NP-1 o wielkosci 26 kDa, wykazujace 47% homologii
sekwencji aminokwasowej z biatkiem NP-1 wirusow
MVC i BPV. Dla wiruséw z rodzaju Bocaparvovirus
region ten jest wyjatkowo konserwatywny [25]. Funk-
cja bialka NP-1 nie zostala jeszcze w pelni poznana,
niektdre badania sugerujg udziat biatka NP-1 HBoV1
w wieloetapowym procesie apoptozy [38].

Wszystkie geny bokawiruséw przepisywane s3 z jed-
nego promotora, zlokalizowanego w poblizu konca
5" genomu. Sekwencja terminalna, ktéra odgrywa bar-
dzo wazna role w procesie inicjacji replikacji, wyka-
zuje istotng homologie do odpowiednikéw u wirusow
MVCi BPV [23]. Sposrdd wszystkich parwowirusow
sekwencje tworzgce otwarte ramki odczytu u bokawi-
ruséw zajmuja najwieksza powierzchnie genomu.

Rozwdj metod biologii molekularnej umozliwit
poznanie réznic w sekwencji otwartych ramek odczytu
poszczegdlnych typoéw bokawiruséw [21]. Uznaje sig, ze
réznice powyzej 8% w sekwencji biatkowej i powyzej
10% w sekwencji nukleotydowej bialka VP1 sg wystar-
czajace do wyodrebnienia nowego gatunku. Z kolei
réznice powyzej 1,5% i 5% odpowiednio w sekwencji
biatkowej i nukleotydowej tego samego genu moga
pozwoli¢ na wyréznienie nowego genotypu. W latach
2009-2010 w obrebie HBoV wyodrebniono genotypy:
HBoV1, HBoV2 (warianty A i B), HBoV3 i HBoV4
[19]. Uwaza sie, ze pierwotnie wystepowaly enteropa-
togenne bokawirusy HBoV?2 i 4, nastepnie wyewolu-
owal HBoV1, natomiast najmlodszy HBoV3 powstal
na drodze rekombinacji HBoV1 i HBoV4 [25]. Orga-
nizacja genomu HBoV2 i HBoV3 jest identyczna jak
w przypadku HBoV1, jednak sekwencje kodujace
biatka NS1, NP1 oraz VP wykazuja pewng zmiennos¢

EDYTA ABRAMCZUK, KATARZYNA PANCER, WEODZIMIERZ GUT, BOGUMILA LITWINSKA

i s3 one homologiczne odpowiednio w 80%, 90% oraz
70% dla HBoV2 oraz 80%, 80% oraz 80% — dla HBoV3.
Analiza sekwencji bialka VP2 poszczegélnych genoty-
poéw HBoV wykazala wysoki stopienn podobienstwa
pomiedzy nimi [10].

Replikacja

Uwaza sig, ze replikacja HBoV zachodzi, podob-
nie jak w przypadku innych parwowiruséw, poprzez
mechanizm ,toczacego si¢ kota” [25]. Pierwszy etap
replikacji parwowiruséw - wytworzenie pos$redniej
dwuliniowej nici DNA zachodzi z wykorzystaniem
bialek gospodarza. Charakterystyczna dla parwo-
wiruséw grupa 3’OH na koncu sekwencji palindro-
mowej wykorzystywana jest przez wirusy jako starter
w procesie ich replikacji. W wyniku tej reakcji pow-
staje dwuniciowa forma DNA zakonczona struktura
szpilki do wloséw. Struktura ta jest konieczna do dal-
szej transkrypcji, w tym niezbednego do dalszych eta-
pow replikacji biatka NS-1. Biatko to, przytaczajac sie
w miejscu ,,Ori” w genomie parwowiruséw przecina
ni¢ w miejscu pierwotnie wystepujacych sekwencji
palindromowych, odtwarzajac strukture jednoliniowa
DNA. W efekcie, sekwencja tworzaca strukture spinki
do wlosow zostaje przeniesiona z nici rodzicielskiej na
ni¢ potomng. Razem z 18-26 nukleotydowa sekwencja
bialko NS1 zostaje kowalencyjne przylaczone do wol-
nego konca 5 nici [25, 30, 35]. W badaniach wyko-
rzystujacych plazmid zawierajacy genom HBoV wyka-
zano, ze podczas zakazenia ekspresji ulegaja dwa typy
biatka NSI1. Pierwsze, o dlugosci 639 aa jest znacznie
krotsze od biatka NS1 wystepujgcego u BPV i MVC
i nie wykazuje z nimi homologii na koncu C’ Drugie,
wigksze bialko NS1 (dlugos¢ 781aa) jest homologiczne
do konca C’ biatka NS1 wystepujacego u MVC i BPV.
Sekwencja C-terminalna biatka NS-1 jest fragmentem
konserwatywnym, wystepujacym u wszystkich genoty-
pow bokawirusow [34].

4. Mechanizmy umozliwiajace przetrwanie
genomu HBoV w zakazonej komorce

Jednym z rozwazanych mechanizméw moze by¢
powstawanie episomalnych form genomu. Istnieja
sugestie, ze forma episomalna moze by¢ latentng
formg zakazenia, ktéra w momencie koinfekcji innym
wirusem ulega reaktywacji [2]. Poczatkowo forme
te zidentyfikowano jedynie u HBoV1, jednak dalsze
badania wykazaly, ze wystepuje ona réwniez u pacjen-
tow zakazonych HBoV3 [19]. Istnienie takiej formy
genomu wirusa moze tlumaczy¢ fakt wykrywania
przez dluzszy okres (od 3 tygodni do 6 miesigcy) mate-
rialu genetycznego bokawiruséw u oséb bez objawow
zakazenia, zaréwno w materiale z drég oddechowych
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(HBoV1), jak i w prébkach katu (HBoV1-3) [15, 19,
33]. Zaréwno forma episomalna, jak i liniowy kwas
nukleinowy HBoV zostaly wykryte w tkankach nowo-
tworowych, w tym u 0s6b z nowotworem pluc i jelita
grubego. Wysunieto hipoteze, ze HBoV, podobnie jak
wirus zapalenia watroby typu B (HBV), moze przeby-
wac w formie episomalnej w tkankach organizmu ludz-
kiego i prowadzi¢ do ich uszkodzenia [36].

Niektorzy autorzy wysuwaja tezg, ze sposob replika-
¢ji HBoV genotypu 1 r6zni sie¢ od mechanizmu replika-
¢ji innych parwowiruséw [26]. By¢ moze dalsze badania
nad cyklem replikacji pozwola zrozumie¢ mechanizm
patogennosci tych wiruséw i zréznicowania miejsca
docelowego. Mimo, iz parwowirus B19 oraz boka-
wirusy s3 patogenami nalezacymi do jednej rodziny,
wystepuja migdzy nimi istotne rdéznice. Parwowirus
B19 wykazuje tropizm do szpiku kostnego i mig¢$nia
sercowego u ludzi. Natomiast bokawirusy zaliczane do
genotypu 1 wykazuja tropizm do ukladu oddechowego
czlowieka i wykrywano je gtéwnie w nabtonku drég
oddechowych. Podczas zakazenia HBoV1 dochodzi
prawdopodobnie do wiremii i mozliwe jest wykry-
cie DNA tego wirusa we krwi. Do tej pory nie wyjas-
niono, czy wykrycie w 2012r. DNA HBoV1 w plynie
moézgowo-rdzeniowym u dziecka z zapaleniem moézgu
bylo wynikiem wiremii czy tez innych mechanizméw
[23]. W badaniach in vitro obserwowano namnaza-
nie si¢ HBoV1 poza nablonkiem drég oddechowych
- w nablonku jelit oraz w tkankach limfatycznych [5],
a obecnos¢ tych wiruséw stwierdzano (z czestoscia
1,5-19%) takze w probkach katlu pobranego od ludzi,
zaréwno w Australii, Ameryce Péinocnej, Azji, Europie
jak iw Afryce [21].

Wirusy HBoV nalezace do genotypdéw 2,3 i 4 wykry-
wano przede wszystkim w probkach katu pobranych
od o0s6b chorych z objawami zakazeniem uktadu
pokarmowego, co moze wskazywac, ze te wirusy moga
replikowa¢ si¢ w ukfadzie pokarmowym [10, 17, 15].
W przeciwienstwie do HBoV1, dotychczas nie wykryto
materialu genetycznego wirusoéw HBoV 2-4 w préb-
kach krwi [35]. W 2009r. z probki katu pobranej od
dziecka z ostrym porazeniem wiotkim (AFP) wyizo-
lowano wirusa, ktory wykazywal wysokie podobien-
stwo do HBoV2 [17]. Czesto$¢ wystepowania HBoV?2
u dzieci z porazeniem wiotkim wynosi ok. 5% i jest
zblizona do czgstosci wykrywania HBoV2 u dzieci
zdrowych, co wskazuje na brak zwigzku tego wirusa
z AFP [17].

5. Odpowiedz immunologiczna na zakazenie HBoV
Zakazenia bokawirusami cztowieka obserwowane

sg gltéwnie u dzieci miedzy 6 miesigcem a 3 rokiem
zycia. Niewielka liczba tych zakazen u dzieci <6 mie-
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sigca zycia thumaczona jest ochronna rola przeciwcial
biernie otrzymanych od matki. Wystepujace u nowo-
rodkow zakazenia bokawirusami najprawdopodobniej
sa wynikiem infekcji przebytej w czasie zycia ptodo-
wego, najczesciej w trzecim trymestrze cigzy [10, 16,
37]. Z kolei Jartii i wsp. [15] twierdza, ze matczyne
przeciwciala przeciwko HBoV najlepiej chronig dzieci
jedynie do 2 miesigca zycia i po tym okresie ich poziom
sie obniza. Wraz ze spadkiem matczynych przeciwcial
rosnie u dzieci liczba zakazen, co powoduje u nich
wzrost poziomu przeciwcial osiagajac najwyzsze miana
ok. 6-7 roku zycia. Ogolnie uwaza sig, ze wigkszo$¢
dzieci do 5 roku zycia, oraz prawie 100% os6b doro-
stych, posiada przeciwciata przeciwko HBoV.

W badaniach in vitro wykazano, ze zakazenie
HBoV1 wywoluje typowa, rowniez dla innych wiruséw,
odpowiedz immunologiczng. W przypadku HBoV1
wykazano, ze wiekszos$¢ przeciwcial skierowanych jest
przeciwko obu biatkom kapsydu (VP1/VP2) [10, 25,
15]. Stwierdzono réwniez, ze w przeciwienstwie do
parwowirusa B19 u bokawiruséw biatko VP2 posiada
wyzsza immunoreaktywno$¢ niz VP1, co moze wyni-
ka¢ z roznicy w lokalizacji bialek VP1 i VP2 w kap-
sydzie obu wiruséw [16]. Na podstawie czestosci
wykrywania u pacjentéw przeciwcial dla poszcze-
golnych typéw HBoV mozna stwierdzi¢, iz najczes-
ciej wystepuja zakazenia HBoV1, a rzadziej HBoV2,
HBoV3 i HBoV4 [34]. U 0séb zakazonych bokawiru-
sami oprdcz syntezy swoistych przeciwcial obserwuje
sie rowniez wzrost poziomu IL-3, interferonu-gamma,
IL-10 oraz TNF-alfa [15].

6. Laboratoryjna diagnostyka zakazen bokawirusami

Do 2009 roku diagnostyka zakazen bokawirusem
oparta byla przede wszystkim o molekularne badania
probek klinicznych. Udang probe namnazania bokawi-
rusa podjeli Dijkman i wsp. tworzac w 2009 r. sztuczna
lini¢ komoérkowa, ktora morfologicznie i funkcjonalnie
odpowiada ludzkiej tkance drég oddechowych (mody-
fikacja linii KTEpC) [8].

Potwierdzeniem replikacji wiruséw byt wzrost liczby
kopii DNA HBoV w zawiesinie okreslony technika
ilosciowego PCR. Autorzy wykazali takze, ze uzyskana
hodowla moze postuzy¢ do namnazania i charakteryzo-
wania nowych wirusow zakazajacych uktad oddechowy.
W 2012 roku Huang i wsp. [11] wykazali, ze konstrukt
zawierajagcy DNA HBoV1 namnaza si¢ w ludzkich
komorkach embrionalnych nerki (HEK293).

Ze wzgledu na trudnosci zwigzane z namnazaniem
sie bokawiruséw w hodowlach komdrkowych w diag-
nostyce tych zakazen nie stosuje si¢ metody izolacji
wirusa. Dosy¢ krotki okres wylegania powoduje, ze
w momencie wystapienia objawoéw chorobowych nie
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stwierdza si¢ odpowiedzi humoralnej. Tym samym
metoda z wyboru sg ilosciowe techniki wykrywania
genomu HBoV. Dotychczas stosowane techniki mole-
kularne wykorzystywaly fragmenty genomu kodujace
biatka NP1, NSI, VP1 oraz VP2 [42]. Najbardziej kon-
serwatywnym fragmentem w genomie bokawirusow
jest fragment kodujacy niestrukturalne biatko NP-1
i wykrycie tego genu, jak rowniez genu bialka NS-1
stanowig podstawowa metode diagnozowania zakazen
HBoV. W zwiazku z mozliwos$cig przetrwania w zaka-
zonych komorkach formy episomalnej DNA wirusa
uwaza sie, ze nalezy stosowac techniki PCR umozli-
wiajace okreslenie liczby kopii genomu wirusa. Za gra-
niczne, diagnostyczne dla zakazen drég oddechowych
wywolanych przez HBoV1, uwaza si¢ wykrycie w 1 ml
badanej probki > 10* kopii DNA (gc) [15, 16].

Probki kliniczne najbardziej przydatne w badaniach
molekularnych stanowig wymazy z nosogardzieli, §lina,
surowica, mocz oraz kat [15, 31, 42].

Potwierdzeniem przebycia zakazenia bokawirusami
moze by¢ wykazanie w surowicy obecnosci przeciw-
cial w klasie IgM lub znaczacego przyrostu przeciwcial
w klasie IgG [32]. Ze wzgledu na obecno$¢ przeciwcial
matczynych, jak réwniez niedojrzatos¢ ukltadu immu-
nologicznego we wczesnym okresie zycia, kiedy naj-
czesciej dochodzi do pierwotnego zakazenia HBoV,
badania serologiczne nie sa wykorzystywane w diag-
nostyce tych zakazen. Ponadto krétki okres wylega-
nia tej choroby powoduje, ze wynik oznaczen sero-
logicznych wskazujacych na infekcje HBoV uzyskuje
sie w okresie do§¢ odlegltym od momentu zakazenia.
Z tej przyczyny badania te przydatne sg przede wszyst-
kim dla celéw epidemiologii. W czasie wzmacniania
odpowiedzi humoralnej nalezy takze uwzgledni¢ fakt
wystepowania reakcji krzyzowych pomiedzy przeciw-
cialami skierowanymi przeciwko bialkom kapsydu roz-
nych typéw HBoV. Metodg pozwalajacg na odréznienie
weczesnego zakazenia HBoV od reinfekgji jest poszuki-
wanie przeciwcial przeciwko bialkom strukturalnych
VP1 i VP2 wiruséw technikg Western blot immuno-
fluorescencji lub ELISA.

7. Bokawirusy a zakazenia mieszane

Bokawirusy czlowieka bardzo czesto wystepuja
w zakazeniach mieszanych z innymi wirusami. Zjawi-
sko to dotyczy do 82% zakazen oddechowych oraz do
100% zakazen pokarmowych (Tab.I) [2]. Wykazano
réwniez, iZ poziom wiremii bokawirusami jest nizszy
w przypadku zakazen mieszanych [43]. W zakaze-
niach pokarmowych czgsto obserwuje sie koinfekcje
HBoV z norowirusami, rotawirusami, astrowirusami.
W zakazeniach drég oddechowych najczesciej sa
to wspolzakazenia z RSV, wirusami grypy, HMPV
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(Human Metapneumovirus), RV (Rhinovirus) [25,
43]. W badaniach naszego zespotu stwierdzono 80%
odsetek koinfekcji bokawirusa z innymi patogenami.
Byly to wspotzakazenia HBoV z RSV, EV (Enterovirus)
i wirusem cytomegalii [29]. Ze wzgledu na wystepowa-
nie w podobnym okresie sezonowego wzrostu zacho-
rowan drog oddechowych wywotanych przez HBoV1
oraz RSV, opisywany udzial wspotzakazen HBoV1
z RSV jest czgsto bardzo wysoki i wynosi nawet > 50%.
Moze to mie¢ szczegdlne znaczenie dla dzieci ponizej
drugiego roku zycia, u ktorych zakazenia RSV maja
charakter cigzkich zakazen dolnych drég oddecho-
wych, a zakazenie HBoV1 moze pogorszy¢ rokowania
dla pacjenta.

W dalszym ciagu trwaja jednak dyskusje, czy tak
wysoki udzial HBoV w zakazeniach mieszanych jest
wynikiem pokrywania si¢ aktywnosci poszczegdlnych
wiruséw w tych samych porach roku i wynikajacych
z tego nadkazen, czy tez wykrywania zakazen bezobja-
wowych lub reaktywacji HBoV. Okredlana w réznych
badaniach czgstos¢ wystepowania HBoV w asympto-
matycznych zakazeniach rézni sie znacznie i wynosi
od 0 do 40%.

8. Podsumowanie

Bokawirusy czlowieka, po raz pierwszy opisane
10 lat temu, wywoluja zakazenia, ktérych glow-
nymi objawami sg kaszel, katar, bol gardta, trudnosci
w oddychaniu, ale takze nudno$ci, wymioty i biegunka.
Objawy takie s3 niespecyficzne i moga by¢ powodo-
wane przez wiele innych patogenéw np. koronawi-
rusy, enterowirusy. Bokawirusy moga takze powodo-
wacé zachorowania o ci¢zkim przebiegu np.: zapalenie
oskrzelikéw plucnych, zapalenia pluc lub zapalenie
zofadka i jelit u dzieci. Czgsto$¢ zakazen bokawiru-
sami zalezy od wielu czynnikéw, nie wszystkie zostaty
do tej pory zbadane, jednak najczesciej wykrywane bylty
u matych dzieci. Zgodnie z wynikami naszego zespotu,
stanowig czynnik etiologiczny 6% wymagajacych hospi-
talizacji zakazen oddechowych u matych dzieci. Udziat
bokawiruséw znacznie wzrasta jesli ocenie poddamy
czestos¢ zakazen o lekkim lub asymptomatycznym
przebiegu (nawet 40%). Jest to szczegolnie istotne, jesli
wezmiemy pod uwage czgsto opisywane wystepowa-
nie bokawiruséw w zakazeniach mieszanych. Analiza
danych w pi$miennictwie wskazuje na stosunkowo
czeste wspodlzakazenia bokawirusow oraz RSV i HMPV.
Jednak zjawisko to wymaga dalszych badan.

Wystepowanie zakazen mieszanych moze powo-
dowacl istotne zaostrzenie przebiegu zachorowania,
przedluzenie czasu leczenia. Rozszerzona diagnostyka
laboratoryjna zakazen drég oddechowych, uwzglednia-
jaca takze bokawirusy, nie tylko pozwoli na zidentyfiko-
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wanie czynnika etiologicznego zakazenia/zachorowa-
nia, ale takze pozwoli na zastosowanie odpowiednich
procedur zapobiegajacych szerzeniu si¢ tych zakazen.
Nalezy bowiem podkresli¢, ze bokawirusy, podob-
nie jak enterowirusy, namnazajg si¢ m.in. w uktadzie
pokarmowym, ponadto obecno$¢ genomu wirusa
w probkach klinicznych stwierdzano nawet po kilku
tygodniach od ustgpienia objawdw. Znaczenie biolo-
giczne i epidemiologiczne tego zjawiska nie jest jeszcze
do konca poznane, ale moze ono wplywa¢ na szerzenie
sie zakazen bokawirusami.
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HGV/GBV-C and HIV coinfection: epidemiology, pathogenesis and clinical consequences of infection

Abstract: Recent studies showed that HGV/GBV-C infection may exert a beneficial effect on the course of HIV (human immunodeficiency
virus) infection in coinfected patients. It was found that CD4+ cell number is higher and progression to AIDS (acquired immune deficiency
syndrome) is slower in coinfected patients as compared to HIV infected subjects. HGV/GBV-C infection is not associated with hepatitis,
but can be responsible for development of some lymphoproliferative disease. HGV/GBV-C and HIV share common features, in particular:
they are tropic for cells of the immune system, their genetic material consist of RNA and both circulate as quasispecies. HGV/GBV-C and
HIV are transmitted through infected blood, sexually and vertically. The proposed mechanisms of HGV/GBV-C influence on HIV infection
are based on the same tropism to immune cells and direct competition on the cellular level. It was observed that HGV/GBV-C can affect
cytokine level, reduce expression of CCR5 and CXCR4, E2 and NS5A HGV/GBV-C proteins have inhibitory effect on HIV replication.

Currently, there is no specific treatment directed against HGV/GBV-C infection, however, it is possible to analyze results of antiviral
treatment in case of patients coinfected with HGV/GBV-C, HCV or HIV. HAART (high-activity antiretroviral therapy) and interferon a
therapy are commonly used in these patients, but the effect of antiviral therapy on HGV/GBV-C remains unclear.
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1. Epidemiologia zakazen HGV/GBV-Ci HIV

W polowie lat dziewigédziesigtych badania prowa-
dzone przez niezalezne grupy doprowadzity do odkry-
cia dwoch nieznanych patogenéw. Poczatkowo nowo-
odkryte izolaty, nazwane HGV oraz GBV-C, nie byly
uznawane za tozsame [34, 63], jednak pdzniejsze bada-
nia wykazaly wysoka homologie ich sekwencji i uznano,
ze jest to ten sam wirus [73]. Badania epidemiologiczne
wskazujg na rézna, zalezng od regionu geograficznego,
czesto$¢ zakazenia HGV/GBV-C wynoszaca od 0,9%,
w Japonii [35] do nawet 9%, w Brazylii [32]. W Polsce
odsetek 0sob zakazonych wynosi ok. 3,2% [18].

Wirus nabytego niedoboru odpornosci (human
immunodeficiency virus — HIV) zostal odkryty kil-
kanascie lat przed HGV/GBV-C. Szacuje si¢, ze na
$wiecie zakazonych HIV jest 30 milionéw ludzi [86].
Ostatnio udost¢gpnione dane wskazuja, ze w Polsce
w latach 1985-2011 zakazenie HIV zdiagnozowano
u 15 196 0s6b [41]. Konsekwencja zakazenia HIV jest

rozwdj zespotu nabytego niedoboru odpornosci (acqu-
ired immunodeficiency syndrome — AIDS) [44, 71].
HGV/GBV-C nie jest wirusem pierwotnie hepato-
tropowym, a u 0s6b zakazonych z reguly nie obserwuje
sie uszkodzenia watroby. Stwierdzono natomiast tro-
pizm wirusa do komorek ukladu immunologicznego
[77] i mozliwo$¢ wystepowania zwigzku pomiedzy
zakazeniem HGV/GBV-C a rozwojem choréb limfo-
proliferacyjnych: chtoniaka nieziarniczego (non-Hodg-
kin's lymphoma), ziarnicy zlosliwej (Hodgkin’s disease)
oraz szpiczaka mnogiego (multiple myeloma); [45, 76].
Wspolng cechg HGV/GBV-Ci HIV jest zatem tropizm
wzgledem komorek uktadu immunologicznego 21, 22].
Z powodu braku jednoznacznie potwierdzonej
chorobotwérczosci HGV/GBV-C nie wykonuje si¢
obecnie rutynowych badan, w tym dawcéw krwi, pod
katem obecnosci tego wirusa. Na rynku nie sg dostepne
testy przesiewowe w kierunku obecnosci przeciw-
cial anty-E2 HGV/GBV-C [70]. W przeciwienstwie do
testow wykrywajacych obecno$¢ HGV/GBV-C, testy
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w kierunku wykrycia zakazenia HIV s3 szeroko sto-
sowane zarowno w stacjach krwiodawstwa, jak tez s
dostepne w placéwkach medycznych [41].

2. Wspolzakazenie HGV/GBV-C i HIV jako wynik
wspolnych drog zakazen

Gléwng droge transmisji HGV/GBV-C stanowi
krew, a ryzyko zakazenia jest najwyzsze u pacjentow
dializowanych, oséb przyjmujacych dozylne $rodki
odurzajace, oraz u ktérych przetaczano krew [5].
W przypadku zakazen bedacych konsekwencja trans-
fuzji, prawdopodobienstwo rozwoju HGV/GBV-C
wzrasta wraz z ilo$cig przetoczonych jednostek krwi
[74]. Do zakazenia wirusem moze doj$¢ réwniez droga
wertykalng [67] oraz droga seksualng co potwierdzaja
badania przeprowadzone wsérdd partneréw osob zaka-
zonych [50, 58, 85]. W przypadku HIV, drogi zakazenia
sa w zasadzie identyczne, jednak najwieksze znaczenie
W przenoszeniu tego patogenu ma droga seksualna [44].
Ze wzgledu na wspolne drogi przenoszenia obserwuje
sie czeste wspotzakazenia HGV/GBV-C i HIV [11,
77], jak réwniez zakazenia wirusem zapalenia watroby
typu B (HBV) [47] i wirusem zapalenia watroby typu
C (HCV) [4].

Od 15 do 40% oso6b zakazonych HIV-1 jest réwniez
zakazona HGV/GBV-C [13, 61]. Koinfekcja HIV moze
sprzyjac rozwojowi przewleklego zakazenia HGV/GBV-C
oraz poprzez uposledzenie odpowiedzi immunologicz-
nej zwigksza¢ prawdopodobienstwo nadkazenia tym
wirusem [12]. Poziom wiremii HIV ileczenie przeciw-
wirusowe HAART (highly active antiretroviral therapy)
nie ma jednak znaczenia w rozwoju zakazenia [74].

Wyniki badan wskazuja, ze ryzyko transmisji HGV/
GBV-C droga wertykalng jest uzaleznione od poziomu
wiremii tego wirusa [33, 43] i jest najwyzsze w przy-
padku wysokich wartosci. Co ciekawe, sugeruje sig, ze
ryzyko zakazenia HIV drogg wertykalng jest mniejsze
u dzieci, ktére ulegly zakazeniu HGV/GBV-C [67].
Jednak wedtug Supapol i wspotautoréw [67] wysoka
wiremia HGV/GBV-C u matki jest zwigzana nie tylko
z wigkszym ryzykiem transmisji tego wirusa, ale takze
moze korelowa¢ z nizszym poziomem RNA HIV. Dla-
tego tez, dzieci matek wspodtzakazonych HGV/GBV-C
i HIV s3 w mniejszym stopniu narazone na zakazenie
HIV niz w przypadku kobiet bez zakazenia HGV/
GBV-C [67]. Nie mozna jednak wykluczy¢ istnienia
innych, niz zakazenie HGV/GBV-C, czynnikéw wply-
wajacych na obnizenie transmisji HIV [67].

3. Analiza poréwnawcza budowy HGV/GBV-Ci HIV
Punktem wyjscia do badan nad wspoétzakazeniem

HGV/GBV-C i HIV byty badania prowadzone wéréd
pacjentow z koinfekcja pokrewnym do HGV/GBV-C

NATALIA BARBARA KUBISA, MAREK RADKOWSKI

wirusem - HCV. HGV/GBV-C nalezy tak jak HCV do
rodziny Flaviviridiae, a obydwa wirusy cechuje duze
podobienstwo struktury i sekwencji genoméw [70]. Ze
wzgledu na zbiezno$¢ w budowie i cyklu replikacyjnym
tych wiruséw sugerowano podobny efekt wspodtzakaze-
nia HGV/GBV-C z HIV, jak u pacjentéw zakazonych
HCV i HIV. W przypadku pacjentéw zakazonych HIV,
u ktorych stwierdza si¢ takze obecnos¢ HCV, wykazano
znaczgco szybsza progresje do AIDS [25].

Genom HGV/GBV-C, tak jak HCV skifada si¢ z po-
jedynczej, dodatnio spolaryzowanej nici RNA. Jednak
w przeciwienstwie do HCV, nie zawiera sekwencji kodu-
jacej rdzeniowe biatko C [62]. Wykazano, ze biatko C
moze pelni¢ funkcje immunomodulacyjne, sygnaliza-
cji komorkowej i prawdopodobnie ma potencjat onko-
genny [62]. Jego brak w genomie HGV/GBV-C moze
wiec by¢ jedna z przyczyn braku patogennosci takiej
jak w przypadku HCV [62].

Geny strukturalne (E1 oraz E2) znajduja si¢ na
5’ koncu genomu HGV/GBV-C, a niestrukturalne odpo-
wiedzialne za proces replikacji (NS2, NS3, NS4b, NS5a
i NS5b) na 3’ [30]. Wielkos¢ genomu w zaleznosci od
izolatu waha sie od 9103 do 9392 nukleotydéw [34].
Analizy genomu tego wirusa sugeruja wystepowanie
regionow hiperzmiennych, tak jak w przypadku HCV
[51]. HGV/GBV-C1aczy z HCV nie tylko schemat repli-
kacji przebiegajacy z faza nici negatywnej, ale réwniez
brak integracji z genomem zakazonej komorki [87].

W przypadku HIV wykazano, ze nalezy do rodziny
Retroviridiae (innej niz HGV/GBV-C i HCV) i jego
genom sklada si¢ z dwodch identycznych nici RNA
o dodatniej polarnosci. Genom HIV jest zblizony wiel-
koscia do HGV/GBV-C i wynosi ok. 9200 nukleoty-
dow oraz stwierdzono w nim obecno$¢ powtarzalnych
sekwencji — LTR (long terminal repeat) na obu jego
koncach [57]. Wyrézniono 9 gendw, ktére sa odpowie-
dzialne za produkecje kluczowych dla procesu replikacji
enzymow takich jak odwrotna transkryptaza, proteazy
i endonukleazy. Replikacja HIV zachodzi z etapem
syntezy komplementarnej do RNA czasteczki DNA,
a nastepnie wytworzenie drugiej nici DNA. Nastep-
nie, w przeciwienstwie do HGV/GBV-C, moze dojs¢
do integracji materiatu genetycznego HIV z genomem
zakazonej komorki [57].

Wykazano do tej pory obecnos¢ szesciu genotypow
HGV/GBV-C, ktoérych wystepowanie jest zwigzane
z regionem geograficznym [39]. W przypadku HIV
obserwuje si¢ obecno$¢ dwodch typow: HIV-1 i HIV-2
oraz trzech grup HIV-1: O, N i najbardziej liczng M
[44]. Wiekszo$¢ prowadzonych badan dotyczy HIV-1
ze wzgledu na jego czestsze wystepowanie oraz obser-
wowang szybszg progresja zakazenia w poréwnaniu do
HIV-2 [31, 46].

Podobnie jak w przypadku HCV i HIV, réwniez
HGV/GBV-C cechuje si¢ wystepowaniem tzw. pseudo-
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typow (quasispecies) w izolatach wirusa pobranych
od jednego pacjenta. Stwierdzono, Ze to zjawisko jest
zwigzane z niskg dokladnoscia replikacji, ktéra sprzyja
powstawaniu nowych, licznych wariantéw wirusa.
Wystepowanie w przypadku zakazenia HCV lub HIV
wielu wariantéw genetycznych moze sprzyja¢ unikaniu
odpowiedzi immunologicznej przez te patogeny [21, 26,
53, 78]. Potwierdzenie wystepowania zjawiska quasispe-
cies w przebiegu zakazenia HGV/GBV-C umozliwito
lepsze poznanie jego miejsc replikacji [21].

4. Kliniczne aspekty koinfekcji HGV/GBV-C i HIV

Wiekszos¢ dostepnych badan dotyczy wplywu
HGV/GBV-C na przebieg zakazenia HIV-1, ale poja-
wiajg sie tez doniesienia dotyczace HIV-2 [19]. Wyka-
zano, ze u pacjentdw wspoétzakazonych HGV/GBV-C
i HIV obserwuje si¢ wolniejszy przebieg i pozniejszy
rozwdj pelnoobjawowego AIDS oraz dluzszg prze-
zywalnos$¢ niz u oséb z monoinfekcja HIV. Dluzszy
okres przezycia pacjentow wspotzakazonych HGV/
GBV-C i HIV jest niezalezny od czynnikow takich jak
wiek oraz pte¢ [71, 75]. W czeséci badan potwierdzono
réwniez, ze majg oni wyzszg liczbe komoérek CD4+
niz pacjenci bez zakazenia HGV/GBV-C [71, 75].
Wyeliminowanie HGV/GBV-C u tych pacjentow
moze prowadzi¢ do pogorszenia przebiegu zakazenia
HIV, czyli do szybszego spadku liczby komoérek CD4+
i rozwoju petnoobjawowego AIDS [71, 75]. Jednak nie-
ktore badania sugeruja, ze przyczyng eliminacji zaka-
zenia HGV/GBV-C jest zmniejszenie si¢ rezerwuaru
komorek docelowych dla tego wirusa w nastepstwie
zakazenia HIV [75].

Nie wszystkie badania jednoznacznie potwierdzajg
»korzystny” wptyw HGV/GBV-C na przebieg zakaze-
nia HIV lub wykluczaja jakikolwiek zwiazek pomie-
dzy HGV/GBV-C a liczbg komérek CD4+ [71]. I tak,
w badaniach Quiros-Roldan i wspétautoréw nie wyka-
zano zwigzku miedzy zakazeniem HGV/GBV-C, liczba
komorek CD4+ i rozwojem AIDS u pacjentow zakazo-
nych obydwoma wirusami [48]. Nie wykazano takze
zwigzku miedzy poziomem wiremii HGV/GBV-C
a liczbg komorek CD4+ [71].

Sugeruje si¢, ze do utrzymywania si¢ zakazenia
HGV/GBV-C moze by¢ konieczna odpowiednia mini-
malna liczba komoérek CD4+, w ktdrych moze repli-
kowa¢ HGV/GBV-C [75]. Poniewaz wysokiej wiremii
HIV towarzyszy mniejsza liczba tych komoérek, w kon-
sekwencji mozna obserwowac¢ nizszy poziom replikacji
HGV/GBV-C [75]. U pacjentéw zakazonych HIV-2 nie
obserwuje si¢ wplywu HGV/GBV-C na przebieg zaka-
zenia. Mozna to wytlumaczy¢ fagodniejszym przebie-
giem zakazenia HIV-2, z niska wiremia oraz mniejszym
uszkodzeniem komérek CD4+ [19].
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5. Patogeneza wspolzakazenia HGV/GBV-Ci HIV

Wyjasnienie mechanizmu ,,korzystnego” wplywu
HGV/GBV-C na przebieg zakazenia HIV bylo przed-
miotem licznych badan [42, 54, 65, 71, 79, 83]. Zapro-
ponowano w nich szereg hipotez, przy czym wiekszos¢
z nich zakladala wplyw wirusa na funkcje ukladu
immunologicznego. Analizowano tropizm obu wiru-
séw [16, 22], oddzialywanie miedzy biatkami wirusa
[20, 82] oraz role zakazenia w ekspresji niektorych cyto-
kin [80, 84]. Wskazywano tez na wptyw HGV/GBV-C
na spadek ekspresji receptoréw Fas [37] oraz aktywacje
szlaku interferonowego [23].

Juz wczesne badania sugerowaly zwigzek miedzy
obydwoma wirusami, a komoérkami, w ktérych docho-
dzi do ich replikacji. Przypuszczano, ze wirusy moga
na siebie oddziatywaé w sposob posredni oraz bezpo-
$redni, ze wzgledu na to samo miejsce replikacji [16,
21, 22]. Udowodniono bezposredni, hamujacy dzialanie
bialek E2 oraz NS5A HGV/GBV-C na replikacje HIV
(54, 83], prawdopodobnie gtéwnie poprzez wplyw na
proces wnikania HIV do komoérek. Wskazuje si¢ na
modulujacy wplyw HGV/GBV-C na zmiang profilu
niektdrych cytokin: RANTES (regulated on activation,
normal T-cell expressed and secreted), MIP-1a (macro-
phage inflammatory protein-1a), MIP-1pB (macrophage
inflammatory protein-1), SDF-1 (stromal cell-derived
factor 1) oraz ekspresje receptoréw CCR5 i CXCR4 [79],
ktdre uczestnicza w procesie zakazania komérek CD4+
przez HIV. Zaobserwowano obnizong ekspresje CCR5
u pacjentow z koinfekcja HGV/GBV-C i HIV w poréw-
naniu do zakazonych tylko HIV [40, 84].

Badania kliniczne wskazujg na zwigzek pomiedzy
HGV/GBV-C a aktywacja i proliferacja limfocytéw T.
W przebiegu zakazenia HIV obserwuje si¢ przewlekla
aktywacje komorek T, ktora sprzyja zwigkszonej repli-
kacji HIV i szybszemu rozwojowi AIDS [7, 65]. Stwier-
dzono jednak, ze wspolzakazenie HGV/GBV-C moze
ogranicza¢ nadmierng aktywacje limfocytow T i zwigk-
sza¢ odsetek komorek naiwnych CD4+ i CD8+ [65].
Potwierdzono, ze wiremia HGV/GBV-C jest zwigzana
z nizsza ekspresja markeréw aktywacji limfocytéw T oraz
wzrostem liczby limfocytéw podwdjnie ujemnych (CD3+
CD4- CD8-) u pacjentéw zakazonych HIV [3, 6, 7].

5.1. Tropizm HGV/GBV-C i HIV

Tropizm HIV jest szczegdtowo poznany i wieloletnie
badania wskazujg przede wszystkim na limfocyty CD4+
i monocyty/makrofagi jako podstawowe miejsca repli-
kacji [22]. Jednak stwierdzono obecno$¢ bialek HIV
takze w komorkach endotelialnych, komdrkach Kupf-
fera, hepatocytach i innych [22]. W przypadku HIV
mozliwos¢ wniknigcia wirusa do komorki docelowej
jest zwigzana z interakcjg miedzy wirusowym gp120,
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a komorkowym receptorem CD4 oraz odpowiednimi
koreceptorami dla poszczegolnych szczepow. W zalez-
nosci od rodzaju koreceptora wyrdézniono wigzace si¢
z CCR5 szczepy R5 wykazujacy tropizm do monocy-
tow/makrofagéw i pierwotnych komorek CD4+, oraz
szczepy X4 Iaczacy sie z CXCR4 do komoérek CD4+ [82].

Jak wspomniano, nie potwierdzono hepatotropizmu
HGV/GBV-C [24, 27], natomiast wskazuje si¢ na jego
limfotropizm [21]. Potwierdzaja to badania wykazu-
jace wystepowanie nici negatywnej RNA w komdrkach
ukfadu immunologicznego, w szczegdlnosci w jedno-
jadrzastych komorkach krwi obwodowej (PBMC); [15,
74]. Wykazano replikacje wirusa w populacji komorek
CD4+ i CD8+, w komdrkach B [16] oraz w komdrkach
szpiku kostnego [21]. Badania ilo$ciowe wykazaly wyz-
szy poziom RNA HGV/GBV-C w surowicy w poréwna-
niu do tkanki watrobowej, co réwniez wskazuje na ist-
nienie innych Zrédet replikacji i uwalniania tego wirusa
(w tym przypadku réwniez sugeruje si¢ PBMC); [56].
Mozliwym miejscem pierwotnej i niezaleznej replika-
cji od PBMC sg komorki szpiku kostnego, co potwier-
dzono wykryciem negatywnej nici RNA HGV/GBV-C
w tych komoérkach [28, 49] oraz odmiennych warian-
tow molekularnych wirusa niewystepujacych w PBMC
(tzw. kompartmentalizacja); [21]. Jednak nie wszystkie
badania potwierdzaja, ze wirus replikuje w PBMC [36].

5.2. Rola E2 i NS5A HGV/GBV-C w przebiegu
zakazenia HIV

Gléwna funkcja biatka E2 HGV/GBV-C jest wiaza-
nie wirusa z wrazliwymi na zakazenie komorkami [59].
Badania in vitro wykazaly, ze dodanie tego biatka do
linii komdrkowej Jurkat (ludzkie komérki T), powoduje
spadek replikacji HIV w hodowlach wcze$niej nadka-
zonych tym wirusem [83]. Dalsza analiza wykazala, ze
regionem E2 HGV/GBV-C odpowiedzialnym za ten
efekt moze by¢ siedemnastoaminokwasowy fragment,
a dokfadnie sekwencja 276-292 [83].

Udowodniono wplyw biatka E2 HGV/GBV-C na
proces wnikania HIV do komoérki. Wydaje sig, ze dwa
krotkie peptydy pochodzace z N-terminalnego konca
E2 pelnig istotna role podczas pdznego etapu wnikania
HIV, poprzez oddzialywanie z bialkiem wirusa gp41
[20]. Mozliwe tez, ze E2 wplywa na wzajemne oddzia-
lywanie N-terminalnej i C-terminalnej czesci biatka
gp120 z gp41 HIV w trakcie wigzania z CD4 i prowadzi
do zahamowania tego procesu [13].

Na poziom replikacji HIV moze wplywaé réwniez
NS5A HGV/GBV-C powodujac obnizenie ekspresji
bialka CD4 i w konsekwencji ograniczajac rozprze-
strzenianie si¢ HIV w ukladzie immunologicznym
(82, 84]. Uwaza sig, ze NS5A HGV/GBV-C moze row-
niez modyfikowa¢ transkrypcje gendéw dla cytokin
i chemokin i tym samym zwigksza¢ uwalnianie SDF-1.
Doswiadczenia wykonane na linii komdérkowej ludz-
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kich limfocytéw T wykazaly, ze dodawanie neutralizu-
jacych przeciwcial anty-SDF-1 do hodowli z ekspresja
NS5A HGV/GBV-C tylko czg$ciowo zniosto hamujacy
wplyw na replikacje HIV. Wskazuje to na istnienie
jeszcze innych mechanizméw dziatania NS5A HGV/
GBV-C na replikacje HIV [54, 81, 82. Mechanizm dzia-
tania biatka HGV/GBV-C na przebieg zakazenia HIV
moze by¢ w przyszlosci wykorzystany do opracowania
nowych terapii antyretrowirusowych [82].

5.3. Wplyw HGV/GBV-C na poziom receptorow
CCR5 i CXCR4 oraz profil cytokin

Duza wage przypisuje sie do mozliwosci wptywu
HGV/GBV-C na przebieg zakazenia HIV poprzez
modulacje ekspresji receptorow powierzchniowych
CCR5 oraz CXCR5. Naturalnymi ligandami dla
CCR5 sg RANTES, MIP-1a i MIP-1p, natomiast dla
CXCR4 - SDF-1; [2]. W komorkach zakazonych HGV/
GBV-C wykazano wzrost poziomu niektérych cytokin:
RANTES, MIP-1a, MIP-1f, i SDF-1 co z kolei moze
prowadzi¢ do ograniczenia dostgpnosci receptoréw
dla HIV i w konsekwencji utrudnionego rozprzestrze-
niania si¢ HIV w ukladzie immunologicznym [79].
Wyniki prowadzonych do tej pory badan wykazuja
wplyw HGV/GBV-C na spadek ekspresji tych recep-
toréow na powierzchni PBMC, w szczegolnosci w ko-
moérkach CD4+ [84].

Mechanizm prowadzacy do spadku ekspresji CCR5
i CXCR4 nie zostal do konca poznany. Wykazano, ze
E2 HGV/GBV-C oddziatuje z receptorem CD81 i pro-
wadzi w konsekwencji do spadku ekspresji CCR5 na
powierzchni komorki [40]. Wplyw replikacji HGV/
GBV-C na dwa gtéwne koreceptory wejscia HIV do
komorki jest tez przypuszczalnie zwigzany z bezpo-
$rednim dziataniem reszty serynowej w pozycji 158 aa
NS5A HGV/GBV-C [81].

Zaobserwowano, ze pacjenci z wspodlzakazeniem
HGV/GBV-C1iHIV prezentuja czgsto stosunkowo sta-
bilny poziom cytokin limfocytéw Thl (T helper cells);
(IL-2, IL-12), podczas gdy u pacjentéw bez zakazenia
HGV/GBV-C poziom tych cytokin znaczaco maleje
[42, 52]. Cytokiny produkowane przez limfocyty Th2
(IL-4 i IL-10) pozostaja u pacjentéw z koinfekcja na
wzglednie stalym poziomie, natomiast u osob bez
zakazenia HGV/GBV-C ekspresja IL-4 i IL-10 wzra-
sta. Te wyniki majg szczegdlne znaczenie w rozwoju
AIDS, ktoére cechuje si¢ m.in. wzmozong produkcja
IL-4iIL-10 [42,52].

Przypuszczalnie zakazenie HGV/GBV-C wptywa
stabilizujgco na profil cytokin Th1/Th2 spowalniajac
progresje zakazenia HIV [52, 55]. Potwierdzily to row-
niez badania in vitro w liniach komodrkowych Jurkat,
w ktérych zakazenie HGV/GBV-C prowadzilo do
redukcji ekspresji mRNA dla kilku cytokin Th2: IL-4,
IL-5, IL-101 IL-13 [52, 83].
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6. Wplyw leczenia interferonem na zakazenie
HGV/GBV-C

Wplyw terapii przeciwwirusowej na zakazenie
HGV/GBV-C lub jego eliminacj¢ mozna obserwowac
u pacjentéw leczonych z powodu wspolzakazen z HCV
(leczonych interferonem, pegylowanym interferonem
oraz rybawiryna). Brak jest natomiast danych dotycza-
cych leczenia, ktére miatoby na celu eliminacje samego
zakazenia HGV/GBV-C.

Wysoka homologia sekwencji HGV/GBV-C z HCV
mogtaby sugerowa¢ podobny efekt dziatania inter-
feronu na oba wirusy. Jednak otrzymane do tej pory
wyniki nie wskazuja jednoznacznie, ze stosowany
w terapii przeciwwirusowej interferon-a wplywa na
eradykcje HGV/GBV-C. Przypuszczalnie moze jedy-
nie powodowac spadek poziomu replikacji tego wirusa
[29, 69]. Zaobserwowano tez inny przebieg odpowie-
dzi pacjentow na leczenie interferonem. W przypadku
HCV nastepuje nagly spadek wiremii, natomiast wire-
mia HGV/GBV-C obniza sie stopniowo [72]. Interfe-
ron a podany w duzych dawkach ma wplyw na obni-
zenie replikacji HGV/GBV-C, ale stwierdzono iz nie
jest to efekt dtugotrwaly. Po pot roku od zakonczenia
terapii nastepuje zazwyczaj powr6ot do obserwowanego
przed leczeniem poziomu replikacji [29].

Natomiast badania prowadzone przez Schwarze-
-Zander i wspolautoréw [60] u pacjentow wspotzaka-
zonych trzema wirusami: HGV/GBV-C, HCV i HIV,
wykazaly eliminacje zakazenia HGV/GBV-C u 50%
leczonych interferonem lub pegylowanym interferonem
z rybawiryng. Zanik HGV/GBV-C RNA byl czesciej
obserwowany u pacjentéw z wyzsza wyjsciowg liczba
komoérek CD4+ [60]. Prawdopodobnie na eradykacje
HGV/GBV-C wplywa w tym przypadku nie tylko sama
terapia, ale takze pobudzenie mechanizmdéw nabytej
odpowiedzi immunologicznej [60]. Sugeruje sig, ze
odpowiedz na leczenie prawdopodobnie ma zwigzek
z biatkiem NS5A HGV/GBV-C, ktdére moze zawieraé
region zblizony do wystepujacego w NS5A HCV - ISDR
(interferon sensitivity determinig region). Wystepowanie
tego regionu moze wplywa¢ na przetrwanie wirusa oraz
umozliwia unikanie odpowiedzi immunologicznej [80].

7. HAART u pacjentéw wspolzakazonych
HGV/GBV-CiHIV

Celem terapii przeciwretrowirusowej jest zahamo-
wanie replikacji HIV i umozliwienie odbudowy funkgji
ukladu immunologicznego [65]. Jednak terapia anty-
retrowirusowa nie w pelni redukuje aktywacje uktadu
immunologicznego charakterystyczng dla zakazenia
HIV [7]. Teoretycznie pozytywny wplyw HGV/GBV-C
na przebieg zakazenia HIV-1 pozwalalby oczekiwaé
lepszych wynikéw HAART u oséb z koinfekcjg. Ta
zalezno$¢ nie zawsze znajduje potwierdzenie w obser-
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wacjach [9]. W czesci publikacji wskazuje si¢ na lepszy
efekt HAART u 0s6b wspoétzakazonych HGV/GBV-C
w postaci wyzszej liczby komérek CD4+ i CD8+ i niz-
szego poziomu RNA HIV niz u pacjentéw zakazonych
tylko HIV [52]. Stwierdzono, Ze wyzsza liczba komdrek
CD8+ jest zwigzana z wystepowaniem zaréwno RNA
HGV/GBV-C jak i przeciwciat skierowanych przeciwko
temu wirusowi [52].

U pacjentéw wspoétzakazonych HGV/GBV-C, ktorzy
otrzymuja HAART oraz dodatkowo IL-2 zaobserwo-
wano nizsza liczbe komoérek CD4+ w pordéwnaniu do
pacjentow tak samo leczonych, zakazonych tylko HIV.
Wiadomo, ze stosowanie IL-2 w terapii HIV z jednej
strony sprzyja odbudowie ukladu immunologicznego,
z drugiej moze zwigksza¢ replikacje HIV w komoérkach
CD4+ [66]. W przypadku zakazenia HGV/GBV-C nie-
ktore badania wskazuja na hamujacy wplyw IL-2 na
replikacje HGV/GBV-C, co moze by¢ istotne w przy-
padku pacjentow wspodlzakazonych [17, 66].

Nie wszystkie badania wskazaty wzrost skutecznosci
HAART u pacjentéw z koinfekcja HGV/GBV-C. Obec-
nie stosowane, bardzo efektywne programy leczenia
moga maskowac¢ jakikolwiek wplyw HGV/GBV-C na
przebieg zakazenia HIV [14]. Sprzeczne obserwacje
dotyczace wplywu zakazenia HGV/GBV-C na HIV
w tych grupach pacjentow tlumaczy si¢ takze wzrostem
wiremii HGV/GBV-C w trakcie HAART i jej spad-
kiem w przypadku przerwania leczenia. Takie wyniki
moga sugerowac bezposredni wpltyw HIV na replikacje
HGV/GBV-C, ale tez moga by¢ wynikiem ograniczo-
nego dostepu do komoérek CD4+, w ktdrych dochodzi
do replikacji obu wiruséw [8]. A zatem brak roznic
w odpowiedzi na HAART u pacjentéw z i bez wspol-
zakazenia HGV/GBV-C mozna wytlumaczy¢ wply-
wem tej terapii na przebieg zakazenia HGV/GBV-C,
w szczegdlnosci na poziom komorek CD4+ oraz repli-
kacje HIV [8, 9, 64, 68].

Niektére badania wskazujg réwniez na inne czyn-
niki wplywajace na zwigzek miedzy zakazeniem HGV/
GBV-C a HIV. Wiadomo, ze komérki CD4+ i CD8+
zakazone HIV charakteryzujq si¢ zwigkszona ekspresja
Fas, co w konsekwencji prowadzi do apoptozy i elimi-
nacji tych komorek [37]. Mozna przypuszczaé, ze pozy-
tywny wptyw HGV/GBV-C na przebieg zakazenia HIV
ma zwigzek ze spadkiem ekspresji Fas na powierzchni
komorek ukladu immunologicznego. U pacjentéw nie-
leczonych, wspolzakazonych HGV/GBV-C i HIV-1,
obserwuje sie znaczaco mniejsza ekspresje Fas na lim-
focytach w poréwnaniu z pacjentami zakazonymi tylko
HIV. Ta réznica nie wystepuje u pacjentéw otrzymu-
jacych HAART. Spadek ekspresji Fas na limfocytach
wspolzakazonych HGV/GBVC i HIV-1 moze mie¢
zwigzek z bezposrednim dziataniem biatka NS5A
HGV/GBV-C albo ze zmiang poziomu ekspresji nie-
ktorych chemokin i cytokin: TNFa (tumor necrosis fac-
tor ), interferonu y lub interferonu a [37].
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U pacjentéw z koinfekcja dodatkowo zaobserwo-
wano silniejszg aktywacje szlaku interferonowego w po-
réwnaniu do pacjentéw bez zakazenia HGV/GBV-C
[10]. Pobudzenie wydzielania endogennego interferonu
moze powodowac silniejszag odpowiedz przeciwwiru-
sowg, a w konsekwencji osiggac lepsze wyniki terapii
[10, 23, 38]. Wedlug Lalle i wspoétautoréw koinfekcja
z HGV/GBV-C pobudza wrodzona odpowiedz prze-
ciwwirusowa na zakazenie HIV, aktywacje interfe-
ronu Y, jak i genéw odpowiedzi na interferon [23].

Ostatnio wykazano role genotypu HGV/GBV-C
w odpowiedzi na leczenie antyretrowirusowe. Zaob-
serwowano obnizenie wiremii HIV oraz podwyzszenie
liczby komorek CD4+ u pacjentéw wspotzakazonych
genotypem 2b HGV/GBV-C i przyjmujacych terapie
antyretrowirusowa [1]. Nie mozna jednak traktowac
genotypu HGV/GBV-C jako czynnika prognostycznego,
a samo zakazenie tym wirusem nie musi mie¢ wpltywu
na odpowiedz na terapi¢ antyretrowirusowg [9].

8. Podsumowanie

Liczne badania wykazaly, ze HGV/GBV-C podob-
nie jak HIV moze zakaza¢ komoérki uktadu immunolo-
gicznego. Podobne drogi przenoszenia zakazenia HGV/
GBV-C i HIV powoduja czeste wystepowanie wspot-
zakazenia obydwoma wirusami. Obserwacje kliniczne
pacjentow z koinfekcja wykazaty, ze progresja uszko-
dzenia ukladu immunologicznego postepuje u nich
wolniej niz u oséb zakazonych tylko HIV. Ten pozy-
tywny wptyw HGV/GBV-C na przebieg zakazenia HIV
moze mie¢ zwigzek z tropizmem obu wiruséw do tych
samych komorek oraz spadkiem ekspresji receptoréow
CCRS5 i CXCR4 przez biatka HGV/GBV-C, a w konse-
kwengcji obnizeniem replikacji HIV. Przeprowadzone
badania nie wykazaly natomiast jednoznacznie czy
wystepowanie wspdlzakazenia HGV/GBV-C wplywa
pozytywnie na skuteczno$¢ terapii antyretrowirusowej

Podsumowujac, zakazenie HGV/GBV-C nie jest
uwazane za czynnik prognostyczny przebiegu choroby
u oséb zakazonych HIV. Stanowi jednak frapujacy
model do badan klinicznych i podstawowych oddzia-
tywan miedzy tymi wirusami. Mozliwa rola HGV/
GBV-C w rozwoju choréb limfoproliferacyjnych moze
sklania¢ do dalszych badan nad patogennoscia tego
wirusa, zwlaszcza u os6b z zaburzeniami odpornosci,
i dziataniem lekéw przeciwwirusowych.
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Nanotechnology in microbiology - selected aspects

Abstract: Microbiology plays an important role in nanotechnology, especially that the natural environment (particularly soil) is considered
to be the main reservoir of modern molecular nanomaterials, which may influence its inhabitants — microorganisms. Variety of shapes,
sizes and properties predestine nanomaterials for tools in the development of many life aspects and associated disciplines, including
medicine, agriculture and biotechnology. At the same time, the present knowledge regarding consequences of the interaction between,
e.g., environmental microorganisms and nanomaterials (such as silica nanospheres, carbon nanotubes, or graphene oxide flakes modified
with titanium dioxide, copper or silver) seems to be insufficient. It is problematic to predict distant outcome and significance of the
exposition to such nanostructures. Therefore, it is fundamental to describe the interactions between nanomaterials and living organisms,
including bacteria and fungi, which constitute the first barrier between the nanotechnological products and the natural environment.
Undertaking the steps for health and environment protection is particularly required when nanomaterials are used for agrotechnical
purposes, e.g., exploitation of nanomaterials-containing fertilisers. On the other hand, there are new possibilities of the nanomaterials
production with the use of appropriate bacteria. Furthermore, it appears that microorganisms may be stimulated by the nanomaterials to
overcome certain problems in the industrial processes.
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1. Wstep

Nanotechnologia jest jedna z najszybciej rozwija-
jacych sie dziedzin nauki XXI wieku. Jej osiagnigcia
wykorzystywane sg gtéwnie w przemysle i medycynie.
O skali wytwarzania produktéw nanotechnologicznych
moze $wiadczy¢ fakt, iz na $wiecie powstaje ich kilka-
dziesiat tysiecy ton rocznie [56]. Istnieje wiele rodzajow
nanomaterialéw i nanoczastek opartych na pierwiast-
kach chemicznych, takich jak: krzem, wegiel, tytan,
srebro, pallad, zloto, platyna itp. [1]. W zaleznosci od
przeznaczenia wykorzystuje si¢ rozne rodzaje struktur,
w tym same nanomateriaty lub nanoczastki wchodzace
w skltad modyfikowanych powierzchni uzytkowych
[13]. Istotnym aspektem i zarazem wyzwaniem nano-
technologii jest wykorzystywanie wlasciwosci prze-

ciwdrobnoustrojowych nanomaterialéw. Dzigki temu
produkcja aktywnych nanostruktur ma szerokie grono
odbiorcow i jest wykorzystywana w wielu aspektach
zycia codziennego [69]. Liczne korzysci wynikajace
ze stosowania produktéw nanotechnologicznych nie
powinny jednak przyslania¢ mozliwych zagrozen
bedacych skutkiem ich masowej eksploatacji. Rosnaca
liczba odpadéw zawierajacych nanomaterialy przeni-
kajac do $rodowiska naturalnego moze w réznorodny
sposob oddziatywa¢ na zyjace w nim organizmy [12,
29]. Obecna wiedza na temat ewentualnych skutkow
interakcji organizméw zywych, w tym np. bakterii
glebowych, z réznymi nanoczasteczkami jest wciaz
niewystarczajaca, trudno jest tez przewidzie¢ jakie to
moze miec¢ znaczenie badz jakie moga by¢ tego odlegte
konsekwencje. W niniejszej pracy scharakteryzowano
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Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, al. Piastow 45, 70-311 Szczecin; tel: +48 91 44 96 710; fax: +48 91 45 41 642;

e-mail: pawel.nawrotek@zut.edu.pl
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wybrane nanomateriaty znajdujace zastosowanie w mi-
krobiologii, z uwzglednieniem nanomaterialéw pocho-
dzenia mikrobiologicznego, a takze przedstawiono
najnowsze wyniki badan dotyczacych ich oddzialywa-
nia na mikroorganizmy $rodowiskowe oraz wskazano
perspektywy wynikajace ze stosowania nanomateriatéw
i problemoéw z tym zwigzanych.

2. Charakterystyka nanomaterialow

Nanomaterial definiuje si¢ jako strukture zbu-
dowang z jednej lub wielu rodzajow czasteczek, ktdrej
wielko$¢ (przynajmniej w jednej plaszczyznie) miesci
sie w przedziale od 0,1 do 1000 nm. Przedrostek ,,nano”
pochodzi z jezyka greckiego i w dostownym tlumacze-
niu oznacza ,,karzet”. Skalg, w ktdrej nalezy postugiwaé
sie okresleniem ,nano” jest zakres odnoszacy sie¢ do
miliardowych czesci catosci mieszczacy sie w granicach
od 10°do 10" [47].

Nanomaterialy wytwarzane sa podczas procesow
tizycznych, syntezy chemicznej oraz biologicznej — we-
wnatrzkomdrkowo lub na powierzchni komdrek
mikroorganizméw [41]. Generalnie produkcja nano-
materialéw prowadzona jest dwoma sposobami. Pierw-
szy okreslany jako ,top down” polega na zmniejsza-
niu materialu do osiggniecia nanoskali, z kolei drugi,
zwany ,bottom up” przebiega odwrotnie i polega na
laczeniu ze sobg atomdw i molekul do momentu osigg-
niecia odpowiedniej wielkosci [48]. Wykorzystanie
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metod mikrobiologicznych do tworzenia nanomate-
rialéw zyskuje wymiar proekologiczny i $cisle wpisuje
sie w dzialania zwigzane z tzw. ,zielong chemig” [33].
Zasadniczg zaleta tego podejscia jest rowniez mozli-
wos¢ znacznego ograniczenia kosztow produkeji nano-
materialéw w stosunku do pozostatych sposobéw ich
syntezy. Ponadto, nanomaterialy produkowane sa
wowczas z pominieciem szkodliwych dla $rodowiska
zwigzkow chemicznych, przez co moga charakteryzo-
wac si¢ potencjalnie nizszym poziomem toksycznosci
wzgledem komorek [1, 33]. Wybrane rodzaje nano-
materiatéw wytwarzanych przez komdrki bakteryjne
i grzybowe zestawiono w tabeli I.

W zasadniczej klasyfikacji nanomaterialéw uwzgled-
nia sig, takie parametry jak: wielkos¢ - 0,1-1000 nm;
ksztalt - plaskie, trojkatne, sferyczne, piramidalne, okta-
edralne, sze$cienne, nieregularne; struktura - porowata,
nieporowata; ztozono$¢ budowy - zbudowane z czaste-
czek jednego rodzaju lub z czasteczek dwoch i wiecej
rodzajow; sposdb wytwarzania - synteza fizyczna,
chemiczna oraz biologiczna. Aktualnie nanomaterialy
réznicuje sie takze na wewnatrz- i zewnatrzkomorkowe
(1,33, 41].

3. Zastosowanie nanomaterialow w mikrobiologii
Nanomaterialy znajduja réznorodne zastosowania

w mikrobiologii. Stanowig alternatywe dla obecnie sto-
sowanych metod unieszkodliwiania patogenéw [28],

Tabela I
Przyklady nanomaterialéw wytwarzanych przez bakterie i grzyby

Nanomateriat Mikroorganizm Wielko$¢ (nm) Zrédto

Bakterie | AgNPs Arthrobacter gangotriensis, Pseudomonas 6-13 [64]
antarctica, P. proteolytica, P. meridiana

AuNPs Marinobacter pelagius 10 [62]

Thermomonospora sp. 8-40 [3]

Pseudomonas aeruginosa 15-30 [32]

CdS NPs Brevibacterium casei 10-30 [52]

CdS QD Escherichia coli (GM) 6 [43]

CdTe QD Escherichia coli 10-30 (8]

greigite NPs BW-1 bd [39]

magnetite NPs | Thiobacillus thioparus bd [19]

PHB NPs Brevibacterium casei 100-125 [53]

Grzyby | AgNPs Trichoderma viride 5-40 [21]

Fusarium oxysporum 5-15 [2]

Aspergillus fumigatus 5-25 [10]

drozdze MKY3 2-5 [35]

AgNPs — nanoczastki srebra; AuNPs — nanoczastki ztota; CdS NPs — nanoczastki siarczku kadmu; CdS QD - kropki
molekularne siarczku kadmu; CdTe QD - kropki molekularne tellurku kadmu; greigite NPs — nanoczastki greigitu;
magnetite NPs — nanoczastki magnetytu; PHB NPs — nanoczastki kwasu polihydroksymastowego; GM - szczep

genetycznie modyfikowany; bd - brak danych
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moga by¢ nosnikami aktywnych zwiazkéw o dzialaniu
bakteriobdjczym [18, 21], a takze maja zastosowanie
w produkgji szczepionek [45]. Nalezy podkresli¢, iz
mozliwo$¢ wykorzystywania mikroorganizméw do
wytwarzania nanomaterialow jest zagadnieniem zysku-
jacym coraz wigksze znaczenie wsréd mikrobiologéw
i biotechnologéw [47, 63].

Jak juz wspomniano niezmiernie istotnym i po-
pularnym przykladem zastosowania nanomaterialow
w mikrobiologii jest wykorzystywanie ich wlasciwosci
antymikrobiologicznych. Efektem tego trendu sg liczne
mozliwosci stosowania okreslonych nanomaterialow
w medycynie, np. w profilaktyce i terapii choréb bakteryj-
nych, przemysle spozywczym, kosmetycznym, rolnictwie
podczas prac zwigzanych z uzyznianiem gleby, a takze
budownictwie do produkecji cementéw o wzmozonych
wlasciwosciach antybakteryjnych [12, 15, 26, 69].

Generalnie przyjmuje sie, ze wlasciwosci antybakte-
ryjne nanomateriatow zwiekszaja sie wraz ze zmniejsza-
niem wielkosci czastek [54]. Dotychczas odnotowano
rézne mechanizmy oddzialywania nanostruktur na
komorki bakteryjne oparte na ich przenikaniu do wne-
trza komorki, agregacji na jej powierzchni oraz wytwa-
rzaniu w $rodowisku zewnetrznym reaktywnych rodni-
kow tlenu [28]. Wlasciwosci antybakteryjne wykazuje
wiele rodzajow nanomaterialow. Szczegélnie duzg
grupe stanowia te, ktére zawieraja metale, takie jak:
srebro, zloto, miedz, pallad lub platyna [1]. Podobne
wlasciwoséci wykazuja réwniez nanostruktury oparte na
tlenkach metali, czyli nanotlenkach, w tym np. ditlenku
tytanu (TiO,) i tlenku cynku (ZnO) [49].

Duzym zainteresowaniem badaczy ze wzgledu na
silne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, cieszg si¢
nanoczgstki srebra, czgsto stosowane do zwalczania
patogendw bakteryjnych z rodzaju Salmonella, Shigella,
Escherichia, Staphylococcus oraz Pseudomonas (17,
63]. Fayaz i wsp. [21] podaja, Ze nanoczastki srebra
wytwarzane przez grzyb z gatunku Trichoderma viride
wzmagaly dzialanie antybiotykéw, takich jak: ampicy-
lina, kanamycyna, erytromycyna i chloramfenikol. Ten
sam typ nanoczastek wykazywat takze wysoka skutecz-
nos¢ przeciwko enterokrwotocznym szczepom E. coli
O157: H7 oraz metycylinoopornym szczepom S. aureus
(MRSA) [54]. Nanometale oddziatuja na komorki bak-
teryjne w réznorodny sposéb. Stwierdzono, ze nano-
czastki srebra przylaczaja si¢ do komorek i wywoluja
uwolnienie substancji, do ktérych agreguja. Nano-
czastki zlota indukuja formowanie biofilmu i gromadza
sie w jego obrebie. Z kolei, struktury oparte na platynie
powoduja uszkodzenie $ciany komorkowej i wyplyw
cytozolu [16, 40].

Tlenki metali, w tym przede wszystkim ditlenek
tytanu i tlenek cynku, wykazujg dzialanie antybakte-
ryjne poprzez efekt fotokatalityczny powstajacy w na-
stepstwie aktywacji $wiattem [49]. Wiasciwosci bakte-
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riobdjcze wykazujg takze nanomaterialy przygotowane
na bazie kwasu tytanowego (nano-trititanate - H, Ti,O.).
Pan i wsp. [51] wykazali uzyteczng wlasciwos¢ tego
nanomaterialu polegajaca na tym, Ze zmiana ksztaltu
i wielkosci obnizaly jego toksyczno$¢ wzgledem ko-
morek eukariotycznych przy jednoczesnym zachowa-
niu wlasciwosci bakteriobojczych.

Znaczacy efekt toksycznosci wobec bakterii uzy-
skiwany jest takze poprzez funkcjonalizowanie nano-
struktur okreslonymi nanoczastkami. W szczegdlnosci
dotyczy to nanomaterialéw krzemionkowych, ktére
moga by¢ modyfikowane, np. ditlenkiem tytanu lub
miedzig. Wlasciwosci antybakteryjne tak modyfiko-
wanych nanostruktur potwierdzono m.in. w przy-
padku testowego szczepu Escherichia coli [13]. Bibbs
i wsp. [11] wykazali, Ze nanostruktury z poliwinylopi-
rolidonu (PVP) modyfikowane srebrem, wykazywaty
wysoka toksycznos¢ wzgledem dwoinki Streptococcus
pneumoniae. Funkcjonalizowane moga by¢ ponadto
inne nanomaterialy wlaczajac w to nanorurki weglowe
oraz platki tlenku grafenu [27, 60].

Nanomaterialy sa rowniez wykorzystywane jako
noéniki zwigzkow o dziataniu antymikrobiologicznym.
Fayaz i wsp. [21] dowodza, ze moga one by¢ nie tylko
nosnikami dla antybiotykéw, ale takze dziata¢ z nimi
synergistycznie. Interesujacym zastosowaniem nano-
materialdw moze by¢ mozliwo$¢ wykorzystania ich jako
adjuwantéw w szczepionkach. W ten sposéb wykorzy-
stywane moga by¢ m.in. nanoczgsteczki chitozanu,
ktore wprawdzie nie wykazuja wlasciwosci immunomo-
dulujacych, jednakze moga stanowi¢ no$nik dla innych
immunomodulatoréw [45]. Medyczne zastosowanie
moga mie¢ tez nanostruktury magnetytu i greigitu
pochodzenia bakteryjnego [9, 57]. Na bazie nanocza-
stek magnetytu mozliwe jest opracowanie potencjal-
nej terapii przeciwnowotworowej z wykorzystaniem
czasteczek magnetycznych, ktora teoretycznie mozna
prowadzi¢ dwiema drogami. Pierwsza, polegalaby na
przytaczeniu do powierzchni nanomateriatu substancji
antynowotworowej i skierowaniu go przy pomocy pola
magnetycznego do miejsca objetego guzem. Druga,
opieralaby si¢ na zmianach kierunku pola magnetycz-
nego umozliwiajacych zdeponowanie nanomateriatu
w ognisku chorobowym i jednocze$nie jego rozgrza-
nie, prowadzace do unieszkodliwienia nowotworu na
drodze termicznej. Magnetyt znajduje tez zastosowanie
w diagnostyce obrazowej, np. z wykorzystaniem rezo-
nansu magnetycznego (MRI) [22, 46].

Potencjal aplikacyjny nanomaterialéw nie ogranicza
sie jedynie do zastosowan medycznych. Trwajg prace
nad wykorzystaniem nanoczastek w nawozach stoso-
wanych w rolnictwie [15]. Ciekawym aspektem jest
réwniez mozliwos¢ wykorzystania bakteriofagéow do
przenoszenia nanomaterialdw. Metoda okreslana jako
»phage display” polega na ekspozycji na powierzchni
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faga okreslonych bioaktywnych nanostruktur, np. nano-
czastek zlota, ktére moga by¢ wykorzystywane w terapii
przeciwnowotworowej oraz diagnostyce [66]. Ponadto,
mozliwe staje si¢ juz stosowanie nanoczastek orga-
nicznych, takich jak liposomy, ktére moga by¢ bardzo
pomocne w prowadzeniu ukierunkowanej terapii skie-
rowanej przeciwko specyficznym komodrkom nowo-
tworowym [24].

4. Nanomaterialy pochodzenia mikrobiologicznego

W ostatnich latach odnotowuje si¢ coraz wigksze
zainteresowanie produkcja nanomaterialéw z wyko-
rzystaniem bakterii i grzybow, a takze eksponowaniem
nanostruktur na powierzchni czastek wirusowych [33,
47, 57]. Wydaje sig, iz synteza nanomaterialow z wyko-
rzystaniem komorek mikroorganizméw moze odgry-
wacé szczegdlne duza role w nanotechnologii. Nano-
materialy wytworzone przez pojedyncza komorke sa
ujednolicone pod wzgledem ksztattu i wielkosci, co
stanowi duze utrudnienie w przypadku tradycyjnych
technologii ich pozyskiwania. Dobrym przykladem sa
bakterie magnetotaktyczne, ktére wytwarzaja w swo-
ich komorkach magnetosomy zawierajace magnetyt
i greigit [9, 57]. Substancje te moga stanowi¢ zrédlo
nanomaterialéw przeznaczonych do zastosowan bio-
medycznych, podobnie jak nanoczasteczki metali pozy-
skiwane metodami biogenicznymi wykorzystywane,
np. w kierunkowej terapii przeciwnowotworowej [33].
Potencjalne medyczne zastosowanie moga miec takze
nanoczastki siarczku kadmu (CdS) oplaszczone kwasem
polihydroksymastowym (PHB) syntetyzowane przez
Brevibacterium casei. Fluorescencyjne wlasciwosci tych
nanostruktur mogg zosta¢ wykorzystane do precyzyj-
nego obrazowania skupisk komoérek nowotworowych
[52]. Z kolei, szczepy paleczek z rodzaju Pseudomonas
sg zdolne do wewnatrzkomorkowego syntetyzowania
nanostruktur zbudowanych z metali ci¢zkich, takich
jak selen i kadm, co zwigzane jest z ich opornoscia na
metale cigzkie oraz zdolnoscig do redukcji selenianu
sodu [6]. Gatunek Pseudomonas aeruginosa stanowi
ponadto efektywne zrédlo surfaktantéw, ktére moga
zosta¢ wykorzystane podczas chemicznej syntezy nano-
czastek zawierajacych srebro [20].

Znaczacy potencjal biotechnologiczny w zakresie
otrzymywania nanoczastek moga wykazywac rowniez
powszechnie wystepujace w sSrodowisku promieniowce.
Podczas pilotazowych badan wiasnych ustalono, ze izo-
lat glebowy z rodzaju Streptomyces posiadat zdolnos¢ do
wewnatrzkomorkowej akumulacji tytanu w obszarach
odpowiadajacych umiejscowieniu ziaren polifosforanu
[5]. Potencjalng mozliwo$¢ wykorzystania tych bakterii
w syntezie nanomaterialéw, np. nanoczastek srebra,
podkreslaja niektorzy autorzy [14, 37, 67].
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Nanostruktury molekularne moga by¢ dodatkowo
syntetyzowane przez mikroorganizmy modyfikowane
genetycznie. W badaniach Mi i wsp. [43] do komoérek
E. coli wklonowano insert, ktéry umozliwial wytwa-
rzanie nanoczastek CdS w postaci tzw. nano kropek
(QD - quantum dots), ktore charakteryzowaly sie
unikalnymi wlasciwosciami optycznymi. Metodami
inzynierii genetycznej doprowadzono takze to syntezy
nanoczastek zlota za posrednictwem bakterii z gatunku
Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae oraz
P savastanoi [4].

Obok udzialu w syntezie samych nanomaterialow
mikroorganizmy moga réwniez z nimi oddziatywac,
czego efektem moze by¢ stymulacja ich aktywnosci. Na
podstawie badan Ge i wsp. [23] mozna przypuszczad,
ze kontakt z nanomaterialem obecnym w srodowisku
moze spowodowaé wzrost aktywnosci metabolicznej
okreslonych drobnoustrojow, w tym przede wszystkim
zwigkszenie sekrecji metabolitow wtornych. Z kolei,
z badan przeprowadzonych przez Maurer-Jones i wsp.
[42] wynika, ze zastosowanie nanoczastek ditlenku
tytanu w hodowli Shewanella oneidensis prowadzito
do zwiekszenia sekrecji flawin. W badaniach wtasnych
takze potwierdzono, ze ten nanotlenek aktywowany
promieniami UV moze stymulowaé¢ komorki Strep-
tomyces sp. przyspieszajac sekrecje egzopolimeréw
[5]. Praktyczne wnioski ze swoich badan wysnuli
w tym kontekscie Larsen i wsp. [38], ktorzy wykazali,
ze komorki E. coli eksponowane na kontakt z nano-
czastkami chitozanu ulegaly przyspieszonej agregacji.
Autorzy ci zasugerowali, Ze zjawisko to moze znalez¢
zastosowanie, np. podczas separowania komorek bak-
teryjnych w przypadku wykrywania kontaminacji za-
ktécajacych kontrolowany przebieg procesu fermentacji.

Warto podkresli¢, iz nanomaterialy moga takze
wzmacnia¢ dziatanie antybiotykéw, chociaz jednoczes-
nie zwigkszaja ryzyko horyzontalnego transferu genow
opornosci [59]. Qiu i wsp. [59] zaobserwowali, Ze cze-
stotliwo$¢ wymiany plazmidéw zawierajacych sekwen-
cje wielolekoopornosci, pomiedzy E. coli a Salmonella
spp., wzrastata nawet dwustukrotnie po ich kontakcie
z nanomaterialami zawierajacymi tlenki glinu, tytanu,
krzemu oraz zelaza. Konieczne s dalsze badania pogte-
biajgce ten interesujacy aspekt nanotechnologicznego
wymiaru mikrobiologii.

5. Oddzialywanie nanomaterialow
na mikroorganizmy srodowiskowe

Zwiekszajace si¢ zapotrzebowanie na nanomateriaty
w réznych dziedzinach Zzycia powoduje ciagly wzrost
ich produkgji. Oszacowano, iz w 2012 roku na $wiecie
wyprodukowano dziesiatki tysigcy ton nanomateria-
téw, w tym najwigcej dwutlenku tytanu — do 10 000 ton.
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Produkcja innych nanomateriatéw, takich jak: CeO,,
FeO, AlO, ZnO czy nanorurek weglowych (CNT)
wahata si¢ migedzy 100 a 1000 ton rocznie, natomiast
wytwarzanie nanokrzemionki (SiO,) osiggneto wielkos¢
ponad 10 000 ton/rok [56]. Nanostruktury molekularne
moga przedostawac sie do srodowiska naturalnego roz-
nymi drogami, np. poprzez bezposrednie dodawane ich
do gleby w postaci komponentéw srodkéw ochrony
roélin [34] lub w postaci odpadéw. Niekontrolowane
uwalnianie tego rodzaju materialu do s$rodowiska
stanowi przedmiot coraz wigkszego zainteresowania
zaréwno ze strony producentéw, jak i ekologéw. Jedno-
cze$nie brak jest precyzyjnych uwarunkowan prawnych
dotyczacych zagospodarowania odpadéw przemystu
nanotechnologicznego, a takze wiarygodnych metod
badawczych umozliwiajacych prowadzenie nadzoru
nad przedostawaniem si¢ nanomateriatow do ekosys-
temow [25, 29, 30].

Wykazano szereg negatywnych skutkéw jakie nano-
materialy moga powodowaé w srodowisku, wiaczajac
w to zaburzanie bioréznorodnosci spofecznos$ci mikro-
organizméw glebowych, wplyw na obieg pierwiastkow
oraz biomagnifikacje poprzez przenoszenie zakumu-
lowanych przez mikroorganizmy nanomaterialéw na
wyzsze poziomy troficzne [70]. Ponadto, wzrost ilosci
nanostruktur w $rodowisku moze zwigksza¢ poten-
cjalne ryzyko negatywnych oddzialywan na ludzi.
Shvedova i wsp. [65] wskazuja na korelacje pomiedzy
wdychaniem nanorurek weglowych a zwigkszaniem sie¢
trudnosci w leczeniu zapalenia ptuc na tle bakteryjnym.

Nanostruktury, ktére przedostaja si¢ do srodowi-
ska nie tracg swojej toksycznoséci. Moze to stanowi¢
problem dla prawidlowego funkcjonowania réznych
ekosystemow, a w szczegolny sposob takze mikro-
biomu gleby. Stwierdzono, ze bakterie glebowe sg bar-
dzo wrazliwe na dzialanie nanomaterialéw opartych
na ditlenku tytanu oraz tlenku cynku [23]. Natomiast
Nogueira i wsp. [50] wykazali wplyw zaréwno orga-
nicznych, jak i nieorganicznych, nanomaterialéw na
réznorodno$¢ spotecznosci drobnoustrojow glebowych.
Ponadto, wyniki badan przeprowadzonych na nanoma-
terialach zbudowanych z ditleneku tytanu, krzemianu
tytanu, selenku kadmu oraz zlota, dowiodly, ze struk-
tury te charakteryzuja si¢ wysoka toksycznos$cia wobec
bakterii z rodzaju Salmonella. Stwierdzono, ze badane
nanostruktury zlota i krzemianu tytanu stanowily jed-
noczesnie w przypadku tych bakterii czynniki geno-
toksyczne [55]. W innej pracy potwierdzono, ze nano-
czastki srebra wykazywaty wlasciwosci bakteriobdjcze
wobec bakterii zasiedlajacych glebe pochodzaca ze
strefy arktycznej. Zaburzenia w funkcjonowaniu kon-
sorcjow drobnoustrojow glebowych, w szczegdlnosci
bakterii wigzacych azot z rodzaju Bradyrhizobium,
moga prowadzi¢ do zaktécenia cyklu obiegu pierwiast-
kow [36]. Czgsciowo potwierdzily to badania Priester
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i wsp. [58], ktorzy przeanalizowali sktad pierwiastkowy
soi wzrastajacej w glebie kontaminowanej nanomateria-
tami zawierajacymi nanotlenki cezu i cynku. Obecnos¢
nano-CeO, w glebie wywotata zaburzenia w wigzaniu
azotu oraz doprowadzita do zmniejszenia plonowania.
Jednoczesnie nanomaterialy zlozone z ZnO zostaly
zakumulowane przez jadalne czesci tej rosliny.

Potencjalny wplyw nanomaterialéw na biomagni-
fikacje dobrze ilustruja badania przeprowadzone na
przykladzie pierwotniaka z gatunku Tetrahymena
thermophila. W jego przypadku odnotowano bowiem
wzrost stezenia nanomaterialéw zawierajacych dwu-
tlenek tytanu w nastepstwie wchloniecia bakterii
P aeruginosa, ktore je wczesniej zakumulowaly [44].
W podobnych badaniach dowiedziono takze bioaku-
mulacji nanoczgstek zawierajacych selen i kadm [70].
Unrine i wsp. [68] opisali ten proces w kontekscie nano-
czastek ztota, przy czym ich praca koncentrowala si¢
przede wszystkim na oznaczaniu obecnosci nanoma-
terialéw w organizmach zajmujacych wyzsze poziomy
troficzne. Z kolei, Bang i wsp. [7] wykazali toksyczno$¢
dwutlenku tytanu wzgledem rozwielitek.

Pomimo stopniowego rozwoju badan dotyczacych
oddzialywania nanomaterialéw na mikroorganizmy
srodowiskowe, nadal nie jest znana ich specyficzna
reakcja na kontakt z nanostrukturami molekularnymi.
Wydaje sie, ze nanoczastki posiadajace wlasciwosci
antymikrobiologiczne nie doprowadzajg do eradykacji
wszystkich bakterii. Badania przeprowadzone przez
Yang i wsp. [71] wykazaly, ze szczep P.aeruginosa
PAO1 posiadal mechanizmy obronne chronigce go
przed dziataniem kropek molekularnych zawierajacych
kadm czy selen. W innej pracy stwierdzono, ze pateczki
P aeruginosa moga réwniez dyspergowac aglomeraty
TiO,, co moze $wiadczy¢ o potencjalnej zdolnosci tych
mikroorganizméw do usuwania (biodegradacji) nano-
materialéw ze $rodowiska [31]. Podobne wla$ciwos$ci
wzgledem metali cigzkich nagromadzonych w $rodo-
wisku moga wykazywa¢ tez promieniowce z rodzaju
Streptomyces, w tym zwlaszcza szczepy, ktére wyksztal-
city wysoka opornos¢ na izotopy uranu [61]. Udowod-
niono, ze na drodze ko-metabolizmu mogg by¢ rozkla-
dane takze nanorurki weglowe przy udziale konsorcjum
bakterii, w sktad ktorego wchodza takie gatunki jak:
Burkholderia kururiensis, Delftia acidovorans i Steno-
trophomonas maltophilia [72].

6. Podsumowanie

Mikrobiologia odgrywa wazng role w nanotechno-
logii, tym bardziej, ze srodowisko (zwlaszcza gleba) jest
obecnie gtéwnym rezerwuarem nowoczesnych nano-
materialéw molekularnych, umozliwiajac im wplyw
zaréwno na procesy, jak i mikroorganizmy w niej
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wystepujace. Réznorodnos¢ ksztaltéw, rozmiardw
oraz wlasciwoéci czyni nanomaterialy niezwykle przy-
datnym narzedziem rozwoju wielu dziedzin Zzycia,
w tym medycyny, rolnictwa i biotechnologii. Jedno-
czes$nie aktualna wiedza na temat ewentualnych skut-
kéw interakeji, m.in. mikroorganizméw $rodowisko-
wych z okreslonymi nanoczasteczkami, takimi jak:
nanosfery krzemowe, nanorurki weglowe lub platki
tlenku grafenu modyfikowane dwutlenkiem tytanu,
miedzig czy srebrem, wydaje sie wcigz niewystarcza-
jaca. Trudno jest przewidzie¢ odlegle konsekwencje
lub znaczenie ekspozycji na takie nanostruktury. Bra-
kuje réwniez odpowiednich i precyzyjnych uwarunko-
wan prawnych dotyczacych obrotu nanomateriatami
oraz zasad regulujacych ich bezpieczne stosowanie.
W zwiazku z tym istnieje ciggta potrzeba opisywania
zalezno$ci pomiedzy nanomaterialami a kontaktuja-
cymi si¢ z nimi organizmami zywymi, w tym przede
wszystkim bakteriami i grzybami glebowymi, stanowig-
cymi pierwszg bariere pomiedzy produktami nanotech-
nologicznymi a srodowiskiem naturalnym. Implikuje
to zaréwno ochrone zdrowia i srodowiska, jak i dziafa-
nia agrotechniczne, takie jak mozliwo$¢ zastosowania
nowych nawozéw zawierajacych nanomaterialy, mimo
ze ich oddzialywanie na ekosystemy glebowe i wodne
nie zostalo doktadnie zbadane. Z drugiej strony, nalezy
pamietaé, ze stosowane sg juz alternatywne metody
otrzymywania nanomaterialéw z wykorzystaniem
kompetentnych w tym zakresie bakterii, a dodatkowo,
istnieje potencjalna mozliwos$¢ stymulowania aktyw-
nosci metabolicznej niektérych mikroorganizmow
przez wybrane nanomateriaty. Skuteczne metody oceny
oddzialywan mikroorganizm-nanomaterial moga do-
prowadzi¢ do unikniecia negatywnych konsekwencji
uwalniania nanostruktur do $rodowiska (ekonano-
ryzyko) oraz przyczynic¢ si¢ do opracowania nowych
technologii pozwalajacych na osiggniecie korzystnych
rezultatow prozdrowotnych, proekologicznych, a takze

przemystowych.
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1. Etiologia boreliozy. 2. Swoista, humoralna odpowiedz immunologiczna w przebiegu boreliozy. 3. Material i metody stosowane
w diagnostyce boreliozy. 4. Testy serologiczne w diagnostyce boreliozy. 4.1. ELISA. 4.2. Western-blot czy Immunoblot 5. Interpretacja
wynikow. 5.1. Wyniki falszywie ujemne. 5.2. Wyniki falszywie dodatnie. 6. Podsumowanie

Serological testing for Lyme disease in laboratory practice

Abstract: Lyme disease (LD) is a tick-borne multisystem disease caused by B. burgdorferi sensu lato genospecies. The disease requires
mandatory reporting and registration since 2014. The laboratory testing for LD is desirable because the diversity and non-specificity of
symptoms can complicate the diagnosis. Laboratory data can support or cast doubt on a clinical suspicion of LD. A laboratory method
of choice for LD diagnosis is two-tier serological testing recommended by European and Polish guidelines. The choice of target antigens for
LD serodiagnostics is still a great challenge due to borrelial antigen heterogeneity in European countries. Commercial tests are still being
modified to improve sensitivity and/or specificity of LD serodiagnostics by means of emerging technology advances. The use of species-
specific borrelial antigens can be promising for determination of LD etiology, but does not eliminate the cross-reactivity completely.
The uniform standardized interpretation criteria are still unrealistic because of different methodologies used in laboratory practice. The
serodiagnostics of Lyme disease should be carried out in a laboratory by specialists who understand the limitations of commercial kits
[1.13], and cooperate withclinicians regarding laboratory reporting and diagnostic doubits.

1. Etiology. 2. Specific humoral immunoresponse in the course of Lyme disease. 3. Material and methods used in Lyme disease diagnostics.
4. Serodiagnostics of Lyme disease. 4.1. ELISA. 4.2. Western-blot or Immunoblot 5. Criteria for interpretation. 5.1. False-negative results.
5.2. False-postive results. 6. Summary

Stowa kluczowe: borelioza z Lyme, ELISA, OspC, VIsE, Western-blot
Key words: ELISA, Lyme borreliosis, OspC, VISE, Western-blot

1. Etiologia boreliozy

Borelioza z Lyme jest wieloukladowa choroba za-
kazng przenoszona przez kleszcze z gatunku Ixodes rici-
nus w obszarze europejskim. W Polsce od 2014 roku
borelioza podlega obowigzkowemu zgtaszaniu i reje-
stracji a zachorowanie w kazdym przypadku musi
by¢ zwigzane z wczedniejszym narazeniem na kontakt
z kleszczem. Po raz pierwszy zostala opisana pod nazwa
»choroby z Lyme” (LD) w 1977 roku w miejscowosci
Old Lyme w USA [5, 18]. W 1982 Willy Burgdorfer
wyizolowat z kleszczy kretki — czynnik etiologiczny,
ktéry nazwano Borrelia burgdorferi. Z punku widze-
nia systematyki kretki naleza do Gram-ujemnych
bakterii wewnatrzkomoérkowych, rzedu Spirocheta-
les, rodziny Spirochaetaceae, rodzaju Borrelia [29, 46,
53]. Od pierwszej izolacji i identyfikacji odkryto kilka
genogatunkow kretkow z rodzaju Borrelia tworzacych
kompleks B. burgdorferi sensu lato. W Europie zakaze-
nie wywoluja gléwnie trzy genogatunki przenoszone
transstadialnie i transowarialnie w cyklu rozwojowym
kleszcza. Naleza do nich: B. garinii, B. afzelii i B. burg-
dorferi sensu stricto. Obecnie w obszarze europejskim

rejestruje sie zachorowania wywotane przez inne geno-
gatunki: B. spielmanii, B. bissettii i B. valaisiana [6, 29,
38, 39, 42, 48, 53].

2. Swoista, humoralna odpowiedz immunologiczna
w przebiegu boreliozy

Kretki uruchamiajg w organizmie Zywiciela szereg
nieswoistych jak i swoistych reakcji immunologicznych,
a zlozone zdolnosci do unikania mechanizméw obron-
nych gospodarza utrudniaja ich eliminacje. W 2-3 tygo-
dniu od zakazenia pojawiajg si¢ przeciwciata IgM (prze-
ciwciata wezesne) jako wynik aktywacji swoistej humo-
ralnej odpowiedzi immunologicznej [22]. Swoiste IgM
osiagaja szczyt produkeji w 2 miesigcu od zakazenia,
a nastepnie w wiekszosci przypadkéw ich iloé¢ stopnio-
wo spada i rozpoczyna sie produkcja IgG (przeciwciata
pozne). Chociaz IgM silniej aktywuja dopelniacz i pro-
cesy fagocytozy, IgG sa lepszym ,,narzedziem” w walce
z patogenem poniewaz charakteryzuja si¢ wyzsza swois-
toscig i powinowactwem do antygenoéw Borrelia, a ich
wysokie miana utrzymujg si¢ przez wiele lat [20, 22, 23].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii i Diagnostyki Immunologicznej, Pomorski Uniwersytet Medyczny, ul. Powstancow
WIkp. 72; 70-111 Szczecin; tel. 091 466 16 54; e-mail: rumianek1978@wp.pl
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Wraz z rozwojem procesu chorobowego obserwuje
sie ewolucje produkcji obu klas przeciwcial. Silna
odpowiedz humoralna, z wysokim stezeniem przeciw-
cial moze utrzymywac sie u niektérych zakazonych
przez miesigce a nawet lata po skutecznym leczeniu
[4, 5, 18]. Zmniejszenie stezenia swoistych przeciwcial
moze wskazywa¢ na wyleczenie. Przeciwciala wcze-
snej odpowiedzi immunologicznej IgM skierowane s3
gléwnie przeciwko biatku flageliny (p41) i gatunkowo-
-swoistemu powierzchniowemu biatku OspC (Osp
- outer surfuce protein) [5, 21, 28, 52]. Dla pdznych
stadiéw choroby (zapalenie stawdw, zanikowe zapale-
nie skory, neuroborelioza czy neuropatia obwodowa)
charakterystyczne sa swoiste przeciwciata IgG pro-
dukowane gléwnie przeciwko gatunkowo-swoistemu
antygenowi VISE oraz bialkom p39 i p58, a nastepnie
p83/100, p53, p43, p30, p21, pl4 i Ospl7 [6, 7, 10, 14,
21]. Bialko powierzchniowe VISE jest wczesnie roz-
poznawane przez przeciwciala IgG i silnie stymuluje
produkcje przeciwcial, co moze obniza¢ produkcje
przeciwcial wobec innych antygenéw [23]. Przeciw-
ciala swoiste przeciwko wymienionym biatkom Borrelia
maja znaczenie diagnostyczne, jednak mogg reagowac
krzyzowo z biatkami kilku genogatunkow [41, 54].
Homologie biatek w obrebie genogatunkéw zwigzang
z wytworzeniem przeciwcial krzyzowo reagujacych
nalezy uwzglednia¢ przy projektowaniu i konstruo-
waniu testow do serologicznej diagnostyki boreliozy
[11, 24, 54].

3. Material i metody stosowane w diagnostyce
boreliozy

Prawidlowe postawienie rozpoznania zalezy od
odpowiednio dobranej metody diagnostycznej oraz
interpretacji wynikéw w powigzaniu z obrazem klinicz-
nym zakazenia [4, 5, 13, 18, 20]. W diagnostyce bore-
liozy mozna zastosowacl testy serologiczne, hodowle
komorkowa oraz metody genetyczne z wykorzystaniem
PCR [4, 5, 20]. Kazda z metod posiada zaréwno swoje
zalety, jak i ograniczenia.

Diagnostyka serologiczna jest diagnostyka z wy-
boru, a wyniki testow serologicznych potwierdzajg badz
podaja w watpliwos¢ podejrzenie kliniczne. Uzyska-
nie wiarygodnego wyniku zalezy od okresu pobrania
materialu na badanie (krew, ptyn mézgowo-rdzeniowy)
jak i od interpretacji wynikoéw [5, 18, 19, 20]. Zgodnie
z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw
i Lekarzy Choréb Zakaznych (PTEiLChZ) zaleca si¢
wykonanie pierwszego badania u pacjenta z podej-
rzeniem boreliozy po uptywie 3-4 tygodni od ekspo-
zycji na kleszcza w celu unikniecia wyniku fatszywie
ujemnego. Wytworzenie minimalnej ilosci przeciw-
cial wezesnych wykrywanych przez test serologiczny
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zajmuje organizmowi od 2 do 4 tygodni. Przeciwciata
IgM utrzymuja si¢ w krwioobiegu pacjenta zakazonego
maksymalnie do 6 miesiecy, niekiedy moga utrzymy-
wac si¢ przez caty okres choroby, z kolei wysoki poziom
IgG moze by¢ wykrywany po wielu latach od remisji
choroby [18, 20].

Hodowla kretkéw na podtozu Barbour-Stoenner-
-Kelly (BSK) trwa kilka miesiecy i jej czutos¢ jest naj-
wyzsza (30-70%) dla bioptatéw pobranych ze zmian
skornych u pacjentéw z przewleklym zanikowym zapa-
leniem skory konczyn (ACA-acrodermatitis chronica
atrophicans) [33, 48]. Do innych materiatéw z ktérych
mozna prowadzi¢ hodowle naleza: pltyn mézgowo-
-rdzeniowy w przypadku neuroboreliozy, ptyn stawowy
czy bioptat maziéwki w przypadku boreliozowego zapa-
lenia stawow (LA - Lyme arthritis) [35, 50]. Czulos¢
hodowli w przypadku plynu moézgowo-rdzeniowego
wynosi jedynie 5% [50]. Pomimo, iz hodowla jest zto-
tym standardem mikrobiologicznym, w odniesieniu do
kretkéw nie ma zastosowania w rutynowym postepo-
waniu diagnostycznym. Hodowle prowadzi si¢ jedynie
w pracowniach badawczo-naukowych [49].

Metody genetyczne z wykorzystaniem reakcji PCR
powinny wykrywac sekwencje genogatunkéw wyste-
pujacych w Europie [38]. Klasyczny jakosciowy PCR
wykrywa jedynie material genetyczny kretkow a wiec
zaréwno przy zywych jak i martwych kretkach wynik
moze by¢ dodatni, informujac jedynie o potencjal-
nej etiologii zakazenia, nie o jego aktywnosci [44].
W sferze badan naukowych pozostaje réwniez zasto-
sowanie ilo$ciowej techniki real-time PCR, pomimo
prob podejmowanych przez badaczy zajmujacych sie
ta tematyka [3, 15]. Odsetek wynikéw dodatnich uzy-
skanych jakosciowym i ilo§ciowym testem genetycz-
nym zalezy od uzytego materiatu klinicznego (zmiany
skorne, krew, plyn moézgowo-rdzeniowy, plyn sta-
wowy, tkanki), typu techniki PCR oraz metod izolacji
DNA [3, 37, 44]. Najnizszy odsetek wynikéw PCR-
-dodatnich w poréwnaniu z testem serologicznym
obserwowano dla krwi i ptynu mézgowo-rdzeniowego
(10-30%), czyli najczedciej pobieranych materiatow
klinicznych do diagnostyki boreliozy [3]. Najwyzszy
odsetek wynikéw PCR-dodatnich wykazano natomiast
dla ptynu stawowego i fragmentéw tkanek (50-70%),
ktore z kolei stanowia niewielki procent materialow
badanych rutynowo. Stosujac PCR uzyskano réwniez
yjemne wyniki z krwi i z plynu mdzgowo-rdzenio-
wego w przypadku pacjentéw z rozpoznang bore-
liozg [1, 3, 44]. Zaleta ilosciowego PCR, przy jego
standaryzacji, bylaby mozliwo$¢ okreslenia specyfiki
zakazenia oraz jego aktywnosci na podstawie ilosci
wykrywanego DNA, ocena progresji choroby oraz
odpowiedzi na leczenie [15, 44]. W chwili obecnej
dodatnie wyniki PCR z krwi obwodowej w przypadku
yjemnych wynikéw badan serologicznych powinny by¢
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interpretowane krytycznie, natomiast dodatnie wyniki
z plynu stawowego powinny by¢ rozpatrywane w kon-
tekscie dodatniej serologii [4, 15]. Ograniczeniem PCR,
pomimo dostepnosci gotowych zestawow do izolacji
kretkéw pozostaje brak standaryzacji w diagnozowaniu
boreliozy wystepujacej w Polsce [15, 19].

Zastosowanie testow ,,drugiego wyboru” czyli ho-
dowli lub techniki PCR powinno ograniczy¢ si¢ do
sytuacji, w ktéorych mamy do czynienia z klinicznie
i serologicznie niejednoznacznymi wynikami [1, 18].
Dotyczy to zaréwno pacjentdw z zakazeniami, w prze-
biegu ktorych pojawiaja sie przeciwciata w kompleksach
immunologicznych, jak réwniez pacjentéw z niedobo-
rami immunologicznymi, w szczegélnosci niedoborami
odpowiedzi swoistej humoralnej [18, 19].

Przy opracowywaniu nowych testow typu PCR
jak réwniez przy wyborze antygenéw do badan sero-
logicznych nalezy uwzglednia¢ zréznicowanie szcze-
péw wywolujacych zakazenia. Ze wzgledu na zrdz-
nicowanie genogatunkéw testy do diagnostyki bore-
liozy stosowane na kontynencie amerykanskim, nie
nadaja sie do diagnostyki boreliozy nabywanej w Euro-
pie [28]. Wyniki badan surowic europejskich testowa-
nych przez komercyjne zestawy wykorzystujace syn-
tetyczny peptyd C6 z biatka VISE, dostepne na rynku
amerykanskim koreluja z wynikami uzyskanymi
w testach europejskich, mimo to powinny by¢ trakto-
wane z ostroznoscig [8].

4. Testy serologiczne w diagnostyce boreliozy

Rozpoznanie boreliozy ze wzgledu na zréznicowany
obraz kliniczny i niespecyficznos¢ objawéw wymaga
potwierdzenia badaniem laboratoryjnym. Wszystkie
postaci kliniczne powinny by¢ weryfikowane za pomoca
metod immunologicznych i genetycznych wediug
zalecenn europejskich DGHM (German Society for
Hygiene and Microbiology) i polskich PTEiLChZ [18,
20]. Wyjatkiem jest jedynie posta¢ kliniczna z obecno-
$cig rumienia wedrujacego (EM - erythema migrans).
Rozpoznanie EM opiera sie wylacznie na obrazie
klinicznym [33]. Jednak w postaciach nietypowych
potwierdzenie laboratoryjne moze by¢ pomocne, ale
dopiero po uplywie co najmniej 2 tygodni od wysta-
pienia zmiany [18, 20, 33, 34, 50].

Prawidlowa serodiagnostyka wymaga poznania
i zrozumienia zastosowan oraz ograniczen poszcze-
gblnych testéw komercyjnych dostepnych na rynku [1,
4, 13, 19, 20]. Przy wyborze istotny jest dobdr odpo-
wiednich antygenéw diagnostycznych oraz kryteriow
interpretacyjnych [19, 20, 27, 49, 50, 52].

Serologiczna diagnostyka boreliozy z Lyme, naj-
czedciej wystepujacej choroby odkleszczowej w Polsce
i w Europie wymaga oznaczenia dwdch klas przeciw-
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cial: IgM i IgG oraz wdrozenia schematu diagnostyki
dwuetapowej; niestety nadal w wielu przypadkach nie
jest to uwzgledniane [1, 11, 18-20, 40, 50]. W Europie
zgodnie z rekomendacja DGHM w pierwszym etapie
s3 stosowane przesiewowe testy immunoenzymatyczne
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) lub
immunofluorescencji posredniej ITFA (Indirect Immu-
nofluorescence Assay) [1, 18, 49, 50]. Wytyczne PTE-
iLChZ zalecaja stosowanie testow ELISA. Wyniki badan
Wojciechowska-Koszko i wsp. [52] wykazaly wyzszy
odsetek wynikdow dodatnich w tescie potwierdzenia,
w przypadku zastosowania w diagnostyce przesiewowej
immunoflorescencji posredniej niz badan immunoen-
zymatycznych. W opinii autordw [2, 27, 52] przydatne
bylyby kolejne wieloosrodkowe badania poréwnawcze
na szerszym panelu surowic.

Test przesiewowy wykonany technikg ELISA po-
zwala jedynie na wstepna detekcje przeciwcial prze-
ciwko Borrelia, nie stuzy do potwierdzenia choroby i na
jego podstawie nie mozna stawiac ostatecznej diagnozy
(50, 52].

Wszystkie wyniki dodatnie lub graniczne (watpliwe)
uzyskane przy pomocy screeningu sa weryfikowane
w drugim etapie za pomoca testu Western-blot (WB)
[1, 18, 50]. Zaréwno test przesiewowy ELISA jak i test
potwierdzenia WB powinny by¢ zawsze wykonywane
z dodatnig i ujemna préba kontrolng. Jedynie takie
testy, w ktorych kontrole dajg oczekiwany wynik moga
by¢ interpretowane i maja warto$¢ diagnostyczna [20].

Wedtug zalecen DGHM stosowane w diagnostyce
boreliozy testy screeningowe powinny by¢ na poziomie
czutosci >90% [24, 25]. Pomimo wprowadzania anty-
gendw rekombinowanych testy przesiewowe ELISA nie-
koniecznie zyskaly na swoistosci, ktora wynosi 29-71%
w zalezno$ci od zastosowanego antygenu. W zwigzku
z wysoka czuloscig ale niskg swoistoscig testow ELISA,
istnieje ryzyko pojawiania si¢ wynikow falszywie
dodatnich i w konsekwencji btednych rozpoznan [50].

Test potwierdzenia WB ma na celu odrzucenie
wynikéw falszywie dodatnich zatem powinien posia-
da¢ jak najwyzsza swoisto$¢ — przynajmniej 95% [18,
50]. Niska swoistos¢ WB obniza wartos¢ WB jako testu
potwierdzenia [2]. Obecnie w diagnostyce serologicznej
czesciej stosuje sie testy Immunoblot (IB) z antygenami
rekombinowanymi niz klasyczne WB oparte wylacz-
nie na antygenach natywnych. Stosowanie antygenow
rekombinowanych zmniejsza ryzyko wystgpienia reak-
cji krzyzowych, ktore pojawiaja si¢ czesto w trakcie
stosowania antygendéw natywnych. Badania naukowe
poréwnujace WB i IB [9, 16, 21] wykazaly, ze oczysz-
czone i rekombinowane antygeny wtaczone w IB pro-
wadzily do znaczacego wzrostu swoistosci IB - 95%
w poréwnaniu z WB - 76%. Testy nie réznily sie istot-
nie statystycznie czutoscig, zaledwie 4% wyzszg czulos¢
notowano dla IB [16].
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4.1. ELISA

Test immunoenzymatyczny ELISA moze by¢ wyko-
nywany metoda ilo$ciowa jak i potilosciowa o wyso-
kiej czulosci. Antygenami stosowanymi w tradycyjnych
testach przesiewowych byty cale komoérki bakteryjne,
jednak ostatnio stosowane testy zawieraja oczyszczone
antygeny bakteryjne, biatka rekombinowane czy synte-
tyczne peptydy [2]. Zaleca si¢ uzywanie testow ELISA
IT generacji (oczyszczone antygeny na drodze izola-
¢ji chemicznej) lub III generacji (antygeny rekombi-
nowane). Testy II i III generacj i zmniejszajg ryzyko
nieswoistych reakcji krzyzowych, podnoszac jednocze-
$nie czulo$¢ i swoisto$¢ oznaczenia [5, 48, 50]. Istnieje
wysokie ryzyko reakeji krzyzowych przy zastosowaniu
calych komorek bakteryjnych w formie lizatu, zatem nie
jest zalecane stosowanie testow I generacji [2]. Nieswo-
iste rekcje krzyzowe moga pojawiac si¢ w przypadku
diagnostyki boreliozy z Lyme prowadzonej u pacjen-
tow z rozpoznang chorobg autoimmunologiczng czy
z zakazeniem wirusowym [9, 17, 36, 51].

Zaproponowano monitorowanie skutecznosci
wdrozonej antybiotykoterapii z uzyciem testu ELISA,
uzasadniajac, ze w przypadku skutecznie prowadzo-
nej terapii poziom przeciwcial znamiennie spada po
10-20 dniach od rozpoczecia leczenia [4]. Wedlug
aktualnych zalecenn PTEiLChZ badania serologiczne nie
mogga ostatecznie stuzy¢ do oceny skutecznosci lecze-
nia z powodu dlugiego utrzymywania si¢ przeciwcial.
Ocena powinna by¢ oparta przede wszystkim o dyna-
mike obrazu klinicznego, gdyz nie wystepuje korelacja
poziomu przeciwcial i obrazu klinicznego [9, 18].

4.2. Western-Blot czy Immunoblot

Test WB stosowany w drugim etapie diagnostyki jest
testem wylacznie jako$ciowym. W przeciwienstwie do
immunoenzymatycznego testu przesiewowego ELISA,
WB ma nizsza czulos¢, ale posiada wysoka swoistosé
[20, 36]. Nalezy pamietac ze zaréwno testy typu WB jak
réwniez typu IB stosowane w koncowym etapie diagno-
styki posiadaja swoje zalety jak i wady. W przypadku
testow WB, w ktorych stosuje si¢ lizat komorkowy czu-
tos¢ i swoisto$¢ zalezy od genogatunku szczepu uzy-
tego jako antygen diagnostyczny. Zaletg uzycia lizatu
jest wykrycie wiekszej ilo$ci przeciwcial skierowanych
przeciwko szerszemu spektrum bialek, jednak wigze sig
to z ryzykiem pojawienia sie reakcji krzyzowych. Wada
lizatu jest trudno$¢ rozréznienia frakcji swoistej od
frakeji krzyzowo-reagujacej [16, 17, 24, 47]. Dostepne
testy IB cechujg si¢ podobng lub wyzsza swoistoscia niz
WB, ale niekoniecznie wyzszg czuloécig [16, 26, 35, 43].
IB zawiera w swym skladzie wyselekcjonowane, spe-
cyficzne bialka rekombinowane nalezace do jednego
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lub kilku genogatunkéw Borrelia. Mozliwos¢ detekeji
swoistych przeciwcial skierowanych przeciw jednemu
lub kilku genogatunkom Borrelia charakterystycznym
dla danego regionu geograficznego wydaje si¢ obiecu-
jaca. Mniejsze jest rowniez ryzyko reakcji krzyzowych
dzieki zastosowaniu gatunkowo-swoistych biatek badz
ich fragmentdw, ktore nie wystepuja u innych drobno-
ustrojow. W praktyce ustalenie specyfiki zakazenia jest
trudne pomimo zastosowania gatunkowo-specyficz-
nych antygenéw dla klasy IgM: OspC lub OspC advan-
ced (30% bardziej specyficzne od rekombinowanego
antygenu OspC) jak réwniez antygenéw rekombino-
wanych dla klasy IgG: VISE. Wykorzystujac antygeny
rekombinowane w diagnostyce serologicznej boreliozy
z Lyme nie mozna jednoznacznie wykluczy¢ zjawiska
homologii antygendéw réznych genogatunkow jak
réwniez mozliwosci zakazenia z udzialem kilku geno-
gatunkow (dane wiasne, niepublikowane). W tabeli I
zestawiono antygeny Borrelia stuzace do wykrywania
swoistych przeciwcial w przebiegu boreliozy z Lyme,
stosowane w testach WB/IB [48].

5. Interpretacja wynikow

Zgodnie z zalecang interpretacja wynikow, koncowy
raport laboratoryjny nie powinien generowa¢ wynikow
granicznych w zakresie diagnostyki serologicznej bore-
liozy z Lyme; wynik w ujeciu laboratoryjnym powinien
by¢ dodatni lub ujemny [36]. Interpretujac wyniki
badan serologicznych musimy zdawac sobie sprawe, ze
wykonanie testu potwierdzenia nie rozwigzuje wszyst-
kich probleméw zwigzanych z diagnostyka choroby
z Lyme, testy wymagaja ciaglych udoskonalen i ujed-
nolicenia kryteriow interpretacji wynikéw [35, 49, 54].

Wybér dowolnej kombinacji ELISA - IB dostar-
czanych przez réznych producentéw wplywa na odse-
tek wynikdéw dodatnich, interpretacje i uniemozliwia
poréwnywanie wynikéw miedzy laboratoriami stosuja-
cymi rézne metodologie. Problemy dotycza standaryza-
cji w zakresie rodzaju reagujacych antygendw, jak row-
niez ich ilosci, ktéra pozwolitaby na uznanie wyniku za
dodatni [19, 31]. Stosujac diagnostyke z wyboru nie-
mozliwe jest rdwniez odrdznienie od siebie zakazenia
aktywnego i przebytego w przeszlosci [4, 49].

Zwykle oznaczenie wykonuje si¢ w dwoch klasach,
ale w interpretacji niezwykle wazne jest rozpoznanie
lub podejrzenie kliniczne, znajomo$¢ postaci klinicz-
nej lub co najmniej fazy choroby (wczesna, pdzna).
W péznym okresie choroby znaczenie przeciwcial
IgM jest kontrowersyjne [23], natomiast powinny by¢
obecne przeciwciata klasy IgG, w pdznej neuroborelio-
zie zawsze w plynie médzgowo-rdzeniowym [25]. We
wezesnych postaciach brak wykrywalnych poziomow
swoistych IgM jest mozliwe oraz zwykle brak IgG [25].
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Tabela I
Zestawienie antygendw Borrelia sp. stosowanych w testach WB/IB do wykrywania swoistych przeciwcial anty-Borrelia
w diagnostyce serologicznej boreliozy z Lyme

Antygen Opis antygenu Znaczenie diagnostyczne
VISE peptyd C6 Variable major protein (VMP) Wrysoce czule i specyficzne; kluczowe w wykrywaniu IgG
- zmienne biatko blonowe
OspC/p25 Biatko powierzchniowe Wysoce specyficzne; kluczowe w wykrywaniu IgM
OspA /p31 Biatko powierzchniowe Wysoce specyficzne, wykrywane u ludzi po szczepieniu (USA)
P58 (B. garinii PBi) / OppA-2 | Biatko wigzace oligonukleotydy Wysoce specyficzne i czule
p39/BmpA Borrelia membrane protein A (BMPA) | Wysoce specyficzne i czule
- biatko blonowe
p83/p100 Biatko blonowe Specyficzne
p41/Fla Skladnik flageliny Niespecyficzne
BBK32 Biatko wigzace fibronektyne Specyficzne
p20/BBQO3 Brak doniesien w literaturze Brak doniesien w literaturze
BBA36 Bialko powierzchniowe Niska czuto$é
BBO323 Bialko zwigzane z blong Niska czulo$¢
pG/ OspF Biatko powierzchniowe Niska czuto$é
P58 (B. afzelii PKo) Niescharakteryzowane Specyficzne
p43 Niescharakteryzowane Specyficzne
p30 Niescharakteryzowane Specyficzne
pl4 Niescharakteryzowane Brak doniesien w literaturze
Borrelia lipidy Sktadniki blony Specyficzne
p18/DbpA/Ospl7/pl7 DbpA (Decorinbinding protein A) Kluczowe w wykrywaniu IgG
- biatko wiazace dekoryne
p21/BBK53 Biatko zewnatrzblonowe Brak doniesien w literaturze
p19/BBN38/ Crasp3/ErpP | Biatko wigzace czynnik H Niska czuto$¢
p18/BBP38/OspE Bialko powierzchniowe wiazace Czule
czynnik G

Sposéb interpretacji zwykle podaje producent te-
stu. Wielu producentéw zaleca interpretacje opraco-
wang przez Center for Disease Control and Preven-
tion (CDC) w USA. Jednak stosowanie tych kryteriow
moze by¢ przyczyna blednych interpretacji, gdyz ocena
wynikow badan na terenie Europy musi uwzglednia¢
genogatunki chorobotworcze z terenu Europie [19, 31].
W roku 2000 EUCALB (European Union Concerted
Action on Lyme Borreliosis) przeprowadzil wieloosrod-
kowe badania majace na celu ocen¢ najbardziej charak-
terystycznych pasm dla zakazenia Borrelia burgdorferi.
Na tej podstawie podjeto probe skonstruowania zasad
interpretacji wynikéw przeprowadzonych testem WB,
jednak nie wyodr¢bniono jednoznacznych kryteriow,
ktore dalyby wysoki poziom czulosci i swoistosci we
wszystkich sze$ciu laboratoriach [20, 43, 45].

5.1. Wyniki falszywie dodatnie

Przyczyng wynikow falszywie dodatnich moga by¢
reakcje krzyzowe przeciwcial anty-Borrelia z takimi
samymi lub podobnymi antygenami wystepujacymi
u innych gatunkéw [32]. Podobienstwo dotyczy naste-

pujacych antygendw: p41, p58-60, p66, p68, p71, p73,
ktére moga wystepowaé m.in. u kretkéw Treponema
pallidum czy Ehrlichia [9, 17, 51]. Reakcje falszywie
dodatnie moga by¢ réwniez wynikiem podobienstwa
antygenowego bialek Borrelia z antygenami wiruséw
z rodziny Herpesviridae (EBV,CMV) [17, 51]. W przy-
padku pacjentéw z chorobami autoimmunologicznymi
wystepuje zwigkszona produkeja przeciwcial, zwlaszcza
w klasie IgG, zatem moze dochodzi¢ do nieswoistego
wigzania z biatkami Borrelia [36, 47]. Wykonywanie
testow serologicznych u pacjentéw z niecharaktery-
stycznymi objawami ogdélnymi jak réwniez u oséb zdro-
wych wigze si¢ réwniez z ryzykiem uzyskania wynikow
falszywie dodatnich [12]. Eliminacja wynikow falszy-
wie dodatnich jest konieczna, aby unikna¢ niepotrzeb-
nej antybiotykoterapii [23, 51].

5.2. Wyniki falszywie ujemne

Lokalna produkcja przeciwcial, np.: w ptynie méz-
gowo-rdzeniowym lub plynie stawowym oraz tenden-
cja patogenu do maskowania swojej obecnosci poprzez
wewnatrzkomoérkowe bytowanie moze by¢ przyczyna
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falszywie ujemnych wynikéw [49]. Antybiotykotera-
pia wdrozona w poczatkowych stadiach choroby moze
ostabia¢ odpowiedz humoralng i generowa¢ wyniki
falszywie ujemne, pomimo jednoznacznych objawéw
Klinicznych choroby [4]. Ryzyko uzyskania wynikéw
fatszywie ujemnych istnieje réwniez u pacjentéw z cho-
robami autoimmunologicznymi oraz w przypadku
ostrej infekeji kretkami Borrelia. W obu wymienio-
nych przypadkach moze dojs¢ do powstania komplek-
s6w pomiedzy krazacymi przeciwcialami a antygenami
bakteryjnymi. Powstate kompleksy immunologiczne
nie mogg by¢ wykrywane przez powszechnie stosowane
techniki serologiczne [36, 51].

W rutynowym postepowaniu diagnostycznym suro-
wice niereaktywne w te$cie ELISA nie s3 poddawane
dalszemu testowaniu [18]. Jednak badania Ang i wsp.
[2] jak rowniez badania wlasne (dane niepubliko-
wane) potwierdzajg iz ta sama probka niereaktywna
w tescie ELISA moze by¢ immunoreaktywna w tescie
IB. Z powyzszych danych wynika iz technika ELISA
moze,, przepuszcza¢” wyniki dodatnie. Dobra praktyka
byloby potwierdzanie nie tylko watpliwych i dodat-
nich ale réowniez ujemnych wynikéw testu przesie-
wowego w uzasadnionych przypadkach, np.: w od-
niesieniu do pacjentéw z klinicznym podejrzeniem
boreliozy z Lyme [2, 52]. Pozostaje jednak pytanie
o czulo$¢ testu przesiewowego, czas w jakim pobrano
probke do badan oraz o refundacje i tak juz wysokich
kosztéw badan serologicznych z zakresu diagnostyki
boreliozy z Lyme. We wczesnych stadiach boreliozy,
kiedy miano przeciwcial jest niskie testy serologiczne
moga by¢ falszywie ujemne z powodu niskiej czuto$ci.
Odpowiedni czas pobrania materialu do badan serolo-
gicznych (3-4 tygodnie od momentu zakazenia) moze
ograniczy¢ generowanie wynikow falszywie ujemnych
(18, 20, 33, 34, 50].

6. Podsumowanie

Zlozona budowa kretkow oraz ich zmiennosé
antygenowa wplywa na koniecznos¢ konstruowa-
nia i standaryzacji odpowiednio czulych i swoistych
testow laboratoryjnych, ktére wcigz ulegajg techno-
logicznym modyfikacjom [11, 25, 27, 30]. Stosowanie
dowolnej kombinacji testow ELISA - WB/IB dostar-
czanych przez réznych producentéw oraz brak ujed-
noliconych kryteriéw interpretacji stwarza trudnosci
diagnostyczne i niemoznos$¢ poréwnywania wynikow
miedzy laboratoriami [19, 31]. Wykorzystujac gatun-
kowo-swoiste antygeny istnieja wcigz ograniczone moz-
liwosci w okre$laniu specyfiki zakazenia. Diagnostyka
z wyboru prowadzona w oparciu o najnowsze testy
nie eliminuje calkowicie reakeji krzyzowych. Nadal nie
mozna jednoznacznie wykluczy¢ zjawiska homologii
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antygendw roznych genogatunkéw jak réwniez nie
mozna rozstrzygna¢ problemu jedno/wielogenogatun-
kowej etiologii boreliozy z Lyme [11, 24]. Serologiczna
diagnostyka boreliozy w praktyce laboratoryjnej nie jest
tatwa, wymaga wiedzy specjalistycznej, wyboru i stoso-
wania wiarygodnych testéw, umiejetnosci interpretacji
oraz badan poréwnawczych nad immunoreaktywnoscia
surowic w oparciu o najnowsze testy dostepne na rynku.
Bardzo wazna jest wiedza dotyczaca pobrania mate-
riatu na badanie oraz prowadzenie diagnostyki zgod-
nie z wytycznymi PTEiLChZ [18-20, 50]. W polskich
laboratoriéw praktykuje si¢ jeszcze jednostopniowy
schemat badania, co potwierdzaja dane NIZP-PZH
[40]. Diagnostyka boreliozy powinna by¢ prowadzona
w laboratoriach, gdzie specjaliSci rozumieja ograni-
czenia poszczegolnych testow komercyjnych dostep-
nych na rynku [1, 13], jak réwniez wspolpracuja z kli-
nicysta w zakresie oméwienia wynikéw i wyjasniania
watpliwosci.
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Serological and molecular diagnostic methods for invasive fungal infections

Abstract: Various species of Candida spp. and Aspergillus spp. remain the most common cause of invasive fungal infections, but other
yeasts and filamentous fungi are emerging as significant pathogens. Invasive mycoses continue to be a significant cause of morbidity,
especially in transplant recipients and/or in patients undergoing long-time antibiotic therapy. A reliable and early diagnostic method of
fungal infections by detecting fungal DNA or invasiveness factors, such as (1>3)-p-D-glucan or antimycelial antibodies, have proven very
useful in reducing associated mortality in affected patients. This article is a review of the literature on current serological and molecular
methods used in invasive fungemia diagnostics.

1. Introduction. 2. Serological diagnostics of Candida spp. infections. 3. Serological methods in diagnostics of invasive aspergillosis.
4. Serological diagnostics of Cryptococcus neoformans infections. 5. Molecular methods used in the diagnosis of invasive fungaemia.
8. Summary
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1. Wstep

Ze wzgledu na znaczgce w ostatnich latach zwiek-
szenie liczby zabiegéw transplantacji narzagdéw una-
czynionych oraz komoérek krwiotwdrczych, konieczne
stalo sie opracowanie i wdrozenie nowych, czutych
metod wykrywania grzybic ukladowych. Powinny by¢
one wykorzystywane w rutynowej praktyce klinicznej,
zwlaszcza u pacjentéw z grup podwyzszonego ryzyka
wystapienia zakazen grzybiczych [12, 27]. Wedlug
wprowadzonych w 2008 przez EORTC/IFI (European
Organization for Research and Treatment of Cancer/
Invasive Fungal Infections) zrewidowanych zalecen
dotyczacych definicji grzybic inwazyjnych, dodatni
wynik badania wykonanego metodami biologii mole-
kularnej lub serologicznymi jest jednym z kryteriow
umozliwiajagcych zdiagnozowanie prawdopodobnej
(probable) grzybicy inwazyjnej. Metody niehodowlane
stanowig istotny element laboratoryjnej diagnostyki
inwazyjnych zakazen grzybiczych, nalezy jednak pod-
kresli¢, ze izolacja i hodowla pozostaje metoda naj-
bardziej miarodajng - zgodnie z ustaleniami EORTC/
IFI, wyizolowanie czynnika etiologicznego z materialu
w warunkach fizjologicznych jalowego jest jedynym

kryterium mikrobiologicznym umozliwiajacym zdefi-
niowanie pewnej (proven) grzybicy inwazyjnej [10].

Wspolczesna diagnostyka serologiczna grzybic in-
wazyjnych obejmuje wykrywanie w surowicy i/lub
innych ptynach ustrojowych:

- antygenow rozpuszczalnych,

- swoistych przeciwcial przeciwgrzybiczych oraz

okreslanie ich miana.

Standardowe techniki serologiczne, takie jak immu-
nodyfuzja, testy precypitacyjne czy odczyn wigzania
dopelniacza okazaly si¢ niewystarczajaco czule i swo-
iste, aby mogly by¢ stosowane we wspolczesnej diagno-
styce grzybic narzgdowych. Do metod wykorzystywa-
nych obecnie w komercyjnych testach laboratoryjnych
zalicza sig:

- aglutynacje lateksowa (LA),

- metody immunofluorescencyjne: bezposrednie

(DIF) oraz posrednie (IIF),

- metody immunoenzymatyczne: jakosciowe (EIA)

oraz ilosciowe (ELISA).

Testy ilosciowe, poprzez podanie miana antygenu
czy przeciwcial, mogg stuzy¢ do obserwacji i monito-
rowania toczacego si¢ zakazenia. Pozwala to na §le-
dzenie samego procesu rozwoju grzybicy inwazyjnej,

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaklad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Chatubinskiego 5, 02-004

Warszawa; tel: 022 599 17 74; e-mail: dzieciatkowski@wp.pl
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jak i skutecznosci zastosowanego leczenia. Nalezy jed-
nak pamietaé, ze badanie miana przeciwcial przeciw-
grzybiczych (zwlaszcza w klasie IgM) jest utrudnione
u pacjentéw z niedoborami odpornosci, a uzyskane
wyniki w tej grupie chorych mogg by¢ falszywie ujemne
[27]. Podobnie na uwage zastuguje fakt, iz obecnie uzy-
wane metody traktuja rozpuszczalne oligosacharydy
$ciany komoérkowej konkretnych gatunkéw grzybow
jak markery antygenowe zakazenia: podczas inwa-
zyjnej formy infekcji utrzymuja sie one w krwiobiegu
tylko przez pewien czas (od 8 do 96 godz.), ulegajac
nieustanne] eliminacji w wyniku wigzania w komple-
ksach immunologicznych [27]. W zwigzku z tym, nie-
zwykle istotne jest regularne monitorowanie ich obec-
nosci w ptynach ustrojowych chorych (surowicy krwi
lub osoczu) - Rys. 1.

2. Diagnostyka serologiczna zakazen Candida spp.

Zakazenia wywolywane przez grzyby drozdzo-
podobne w przewazajacej wigkszo$ci powodowane sg
przez gatunek Candida albicans. Podobnie jak pozostale
grzyby nalezace do tego rodzaju, posiada on w swojej
$cianie komorkowej mannan, ktory jest wysoce immu-
nogennym antygenem polisacharydowym, indukujg-
cym odpowiedz humoralng [18]. Zjawisko to wykorzy-
stano do diagnostyki inwazyjnej kandidozy opartej na
réwnoleglym monitorowaniu w surowicy krwi miana
krazacego mannanu i przeciwcial anty-mannanowych
u pacjentéw z grup podwyzszonego ryzyka [18, 28].

Ilo$ciowy test immunoenzymatyczny Platelia® Can-
dida Ag (Bio-Rad) moze by¢ stosowany do wykrywania
szerokiego zakresu stezen antygenu, a jego wysoka czu-
toé¢ analityczna (0,062 ng/ml) umozliwia monitorowa-
nie zakazenia poczynajac od wczesnych jego etapow.
W metodzie tej wykorzystano monoklonalne przeciw-
ciala skierowane przeciwko a-1,5 oligomannozydom
Candida spp. Test powinien by¢ stosowany w diagno-
styce ukladowej kandidozy u pacjentéw z grup pod-
wyzszonego ryzyka, niezaleznie od ich statusu immu-
nologicznego i/lub stadium rozwoju fungemii [28].
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wykrycie obecnosci
antygenu mannanowego na wczesnym etapie zakazenia
zalezy w duzym stopniu od liczby i czgstosci oznaczen
wykonanych dla danego pacjenta. Z przeprowadzonych
dotychczas badan wynika, iz czuto$¢ diagnostyczna
testu Platelia Candida przy jednorazowym oznaczeniu
w pojedynczej probce surowicy krwi wynosi 58% [9],
a wskaznik ten wzrasta jezeli badanie zostanie pow-
torzone w kolejnych prébkach krwi, pobranych od tego
samego chorego. Oznacza to, Ze pojedynczy ujemny
wynik na obecno$¢ antygenu nie wyklucza inwazyj-
nej formy kandidozy, co moze by¢ powodowane zbyt
niskim stezeniem antygenu, ktoéry w przebiegu zakaze-
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nia podlega szybkiej eliminacji z krwiobiegu. Test jest
przydatny w rozpoznawaniu zakazen o etiologii C. albi-
cans, C.glabrata i C. tropicalis, wykazuje natomiast
znacznie mniejszg czuto$¢ w przypadku diagnozowa-
nia zakazen wywolanych przez C. krusei, C. parapsilosis
i C. guillerimondi [9, 18, 28].

Drugim istotnym elementem diagnostyki serologicz-
nej w przebiegu zakazenia grzybami z rodzaju Candida
spp jest ocena poziomu przeciwciat anty-mannanowych.
Wykrycie przeciwciat w klasach IgM i/lub IgG odzwier-
ciedla aktualne oraz przebyte zakazenie; wskazuje tez na
mozliwos¢ zakazenia ukladowego u pacjentéw z grup
wysokiego ryzyka. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze wynik
pojedynczego oznaczenia przeciwcial, interpretowany
w oderwaniu od wynikéw pozostatych badan mikolo-
gicznych (hodowla, wykrywanie antygenéw), diagno-
styki obrazowej oraz oceny stanu klinicznego pacjenta
nie umozliwia rozrdéznienia pomiedzy kolonizacja,
miejscowymi postaciami kandydozy a formg inwazyjna
zakazenia [18, 28]. Nagly wzrost poziomu przeciwcial,
zwlaszcza w klasie IgM, $wiadczy¢ moze o rozwoju
aktywnego zakazenia, natomiast wynik ujemny nie
wyklucza inwazyjnej postaci zakazenia Candida spp.
Uzyskane w trakcie monitorowania serologicznego
ujemne wyniki oznaczen przeciwcial przy jednocze-
snej dlugotrwalej antygenemii mannanowej moga by¢
zwigzane z niepomys$lnym rokowaniem [9, 22]. Przy
zlecaniu badania poziomu swoistych przeciwcial prze-
ciwgrzybiczych nalezy pamieta¢, iz powinny by¢ one
wykonywane kilkukrotnie w odstgpach 10-21 dni.
O toczacym si¢ zakazeniu grzybiczym $wiadczy zmiana
poziomu przeciwcial o 25-30% poczatkowej wartosci
w tym odstepie czasowym [21, 22].

Dodatkowo na podkreslenie zastuguje fakt, iz poje-
dyncze oznaczenie przeciwcial IgG anty-Candida ma
niska wartos¢ diagnostyczng. Dodatni wynik bada-
nia jest niestychanie czesty — przeciwciala w tej klasie
na wysokim poziomie (powyzej 70 IU/ml) wystepuja
w surowicy okofo 90% pacjentéw bez historii inwazyj-
nej kandidozy [1, 18].

W diagnostyce serologicznej inwazyjnej kandidozy
zalecane jest rownolegle badanie antygenow i przeciw-
cial, co pozwala na znaczne zwigkszenie czulosci oraz
swoistosci wykrywania inwazyjnych postaci zakazen
Candida spp. Czes¢ chorych wykazuje dodatni wynik
dla obydwu markeréw na réznych etapach tego samego
epizodu zakazenia, co jest najlepszym potwierdzeniem
rozwoju infekcji. U pacjentéw z uposledzonym ukfa-
dem odporno$ciowym, u ktérych moga wystapic zabu-
rzenia w tworzeniu przeciwcial sugerowane jest stale
monitorowanie ich poziomu, a takze wykonywanie
testu wykrywajacego antygen mannanowy. Przydatnos¢
takiego toku postepowania diagnostycznego wykazano
takze u chorych w okresie neutropenii [18], przy czym
badanie antygenéw powinno by¢ wtedy wykonywane
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Rys. 1. Przykladowe wyniki monitorowania antygenu mannanowego Candida spp. i przeciwcial skierowanych przeciwko mannanowi
w przebiegu inwazyjnej kandidozy.

poziom antygenu mannanowego Candida spp., — =+ poziom przeciwcial przeciw mannanowi, |, - pierwsze wyhodowanie

Candida spp. z probki krwi obwodowej, N — okresy neutropenii; a: pacjent z ostra bialaczka limfoblastyczna, zakazenie Candida krusei
[22]; b - f: zakazenie Candida tropicalis u pacjentow z ostra biataczka szpikowa (b, c) lub ostra bialaczka limfoblastyczna (d, e, f) [19].

odpowiednio czgsto (co 73-96h), a monitorowanie
poziomu swoistych przeciwcial nabiera wigkszego zna-
czenia u pacjentoéw z krétkimi epizodami neutropenii
[22], w okresie odbudowy liczby neutrofili [9] oraz przy
nawrotach kandidozy inwazyjnej [18]. Z uwagi na cze-
sto$¢ wspolistnienia ,,szczytu” antygenemii z dodatnimi
wynikami hodowli krwi, wydaje si¢ by¢ celowe réwno-
czesne pobieranie probek krwi do badan hodowlanych
i serologicznych [28].

Kolejnymi warto$ciowymi parametrami stuzgcymi
do oceny aktywnego zakazenia Candida spp. sa:

o wykrycie 1,3-B-D-glukanu w surowicy krwi,

» wykrycie przeciwcial skierowanych przeciwko
antygenom pseudostrzepek (Candida albicans
germ tube antibody, CAGTA).

(153)-p-D-glukan (BDG) jest -D-glukopiranozy-

lowym polisacharydem $ciany komoérkowej wystepuja-
cym u wiekszosci saprofitycznych i patogennych gatun-
kéw grzybow, z wyjatkiem Mucorales i Cryptococcus spp.
Podobnie jak w przypadku innych sacharydéw $ciany
komoérkowej grzybow, BDG wystepuje w zardwno
jako wielkoczasteczkowe polimery, jak i w formie
rozpuszczalnej. Zwiazek ten nie wystepuje w komor-
kach prokariotycznych ani eukariotycznych, zatem jego
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Tabela I
Wyniki badan laboratoryjnych w zakazeniach wywotywanych przez Candida spp.
Wynik miana przeciwcial anty- | Wynik miana | Wynik oznaczenia
Rodzaj zakazenia mannanowych Candida spp. | przeciwciat anty- antygenemii
IgM IgG »germ tubes” Candida spp.
Przej$ciowe zakazenie blon §luzowych + - - -
Ostra kandidoza bton §luzowych ++ - -
Przewlekla kandidoza bton §luzowych + - -
Inwazyjna kandidoza + ++ + + (+/-)

pojawienie si¢ we krwi oraz innych materialach, jato-
wych w warunkach fizjologicznych, jest dobrym mar-
kerem grzybiczego zakazenia inwazyjnego, w tym
kandidozy [11]. Dostgpne na rynku testy stuzace do
wykrywania BDG opieraja si¢ na zasadzie aktywacji
kaskady koagulacyjnej amebocytow skrzyplocza Limu-
lus polyphemus.

Sacharydy $ciany komorkowej pseudostrzepek (fila-
menty, pseudomycelium) Candida spp. roznig si¢ struk-
turg antygenowa od $ciany komdrkowej blastokonidiow.
Forma pseudomycelialna jest wytwarzana w reakcji na
kontakt komoérek drozdzaka ze skladnikami surowicy,
i co za tym idzie, $wiadczy o przenikaniu grzyba do
tozyska naczyniowego, zatem synteza przeciwcial prze-
ciwko antygenom filamentéw Candida spp. implikuje
wystapienie inwazyjnej postaci zakazenia. [12, 13].

Dotychczasowe badania wykazaly, ze wieloczynni-
kowa diagnostyka obejmujaca réwnoczesne monitoro-
wanie antygenemii oraz poziomu przeciwcial skierowa-
nych przeciwko mannanowi pozwolita na zwiekszenie
swoisto$ci diagnostycznej w rozpoznawaniu inwazyjnej
kandidozy do poziomu 83% [9]; dodatkowe oznacze-
nie poziomu 1,3-B-D-glukanu zwieksza ten wskaznik
do 88% [1]; réwnoczesne badanie przeciwciat CAGTA
- do 96% [12]. Wprowadzenie kompleksowej dia-
gnostyki serologicznej umozliwia takze zwiekszenie
dodatniej i ujemnej wartosci predykcyjnej inwazyjnej
kandidozy u pacjentéw z zaburzeniami odpowiedzi
humoralnej, w tym pacjentéw neutropenicznych.

3. Diagnostyka serologiczna aspergillozy

Podobnie jak przy zakazeniach Candida spp., w dia-
gnostyce serologicznej chorob powodowanych przez
grzyby z rodzaju Aspergillus, stosuje si¢ oznaczenia
antygendw rozpuszczalnych oraz swoistych przeciw-
cial. Podstawowym badaniem w diagnostyce inwazyj-
nej aspergillozy jest wykrywanie krazacego w surowicy
krwi antygenu galaktomannanowego [16]. Jest to oligo-
sacharyd $ciany komdrkowej o masie 25-50 kDa. Jego
obecno$¢ wykazano u Aspergillus fumigatus, a takze
innych gatunkoéw (A. flavus, A. niger) patogennych dla

czlowieka. Galaktomannan jest wysoce immunogen-
nym antygenem, dlatego tez zostal uznany za dobry
marker aspergillozy [8, 20]. W formie rozpuszczalnej
moze on krazy¢ w plynach ustrojowych w stezeniach
1-500 ng/ml. Uzupelnienie klasycznych metod hodow-
lanych o oznaczanie obecnosci galaktomannanu stalo
sie mozliwe dzieki wprowadzeniu na rynek dwdch
testow: immunoenzymatycznego Platelia® Aspergillus
Ag (Bio-Rad) oraz aglutynacji lateksowej Pastorex”
Aspergillus (Bio-Rad). Wykazano, ze w rozpoznawaniu
inwazyjnej formy aspergillozy zdecydowanie bardziej
przydatny jest pierwszy z nich, ktory umozliwia wykry-
cie ponad 10-krotnie mniejszej iloci antygenow w 1 ml
surowicy w poréwnaniu z testem aglutynacji lateksowej,
o czulosci zaledwie 15 ng/ml [23].

Czulo$¢ wykrywania antygenu galaktomannano-
wego zalezy takze od miejsca toczacego si¢ zakaze-
nia. W przypadkach aspergillusowego zapalenia pluc,
poziom detekcji krazacego antygenu w surowicy krwi
jest wyraznie nizszy w poréwnaniu do postaci uogélnio-
nej [7]. Ponadto we wczesnych fazach zakazenia antygen
Aspergillus moze wystepowac w bardzo niskim stezeniu.
W badaniach wykazano, ze antygenemia w surowicy
koreluje z klinicznie potwierdzong aspergiloza oraz
z odpowiedzig na terapi¢ przeciwgrzybicza [11]. Inne
obserwacje wskazuja, ze potwierdzony dodatni wynik
na obecnos¢ krazacego antygenu w klinicznie udoku-
mentowanych przypadkach inwazyjnej aspergillozy
moze by¢ podstawg do wdrozenia lub zmiany terapii
przeciwgrzybiczej, nawet przy braku pozostatych kry-
teriéw diagnostycznych [7]. Monitorowanie probek
surowic po wdrozeniu leczenia przeciwgrzybiczego daje
mozliwos$¢ oceny prawdopodobienstwa odpowiedzi na
terapie i/lub koniecznosci wlaczenia leczenia alterna-
tywnego [7, 14]. Obnizanie si¢ poziomu wykrywanego
galaktomannanu wydaje si¢ mie¢ zwigzek z pomyslnym
rokowaniem; z drugiej jednak strony brak antygenemii
nie wyklucza samej aspergillozy oraz zakazenia spo-
wodowanego przez inne grzyby plesniowe (Fusarium
spp., Mucor spp.) [16]. Mozliwe s3 tez wyniki falszy-
wie dodatnie u chorych przyjmujacych antybiotyki
z grupy P-laktaméw (amoksycylina, piperacylina) lub
tez z uszkodzona $luzowka jelit [29].
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Dyskusyjna jest takze zmiana przyjetego przez pro-
ducenta indeksu wartosci ,,cut-off ” testu. Dotychczas za
probki ujemne uznawano material o wartoéci indeksu
ponizej 1, za dodatnie probki o indeksie > 1,5, nato-
miast wartosci indeksu w zakresie 1-1,5 interpretowano
jako wynik watpliwy (,grey zone”). Obecnie, zgodnie
z informacjami zalgczanymi przez firme, za dodatnie
uznawane sg surowice o wartoéci indeksu >0,5, za$
probki o wartosci <0,5 uwazane s3 za ujemne. Zale-
cane jest takze, by wszystkie probki o indeksie >0,5
byty oznaczane ponownie z uzyciem tej samej surowicy.
Taka ocena oraz badanie wartosci indeksu w kolejnych
probkach surowic pobranych od tego samego pacjenta
ma na celu wyeliminowanie wynikéw falszywie dodat-
nich spowodowanych zanieczyszczeniem materiatu.
Dwa kolejne badania z dodatnim wynikiem mialyby
$wiadczy¢ o inwazyjnej aspergilozie. Dodatni wynik
nalezy jednak zawsze interpretowac w $wietle danych
klinicznych oraz w polaczeniu z wynikami badan radio-
logicznych i innych testow laboratoryjnych [28].

Do badan przeciwcial anty-Aspergillus stosuje sie
obecnie podobnie jak w przypadku grzybow z rodzaju
Candida testy immunoenzymatyczne, ktdre umozliwiajg
ilosciowe okreslenie miana przeciwcial. U oséb zdro-
wych w zasadzie nie stwierdza si¢ w surowicy przeciw-
cial anty-Aspergillus; wystepuja one tylko u pacjentdéw
z grup podwyzszonego ryzyka. Warto$¢ diagnostyczna
testow ELISA wykrywajacych swoiste przeciwciata
jest wysoka zwlaszcza w przypadkach grzybniaka ptuc
(aspergilloma) oraz aspergillozy plucnej, zwlaszcza
u pacjentéw immunokompetentnych. Ostrozna inter-
pretacja wynikéw jest niezbedna natomiast wsrod
pacjentéw z obnizong odpornoscia ze wzgledu na zbyt
niskie tempo syntezy immunoglobulin.

4. Diagnostyka serologiczna kryptokokozy

Zakazenia wywolywane przez Cryptococcus neo-
formans, pomimo swego stosunkowo rzadkiego roz-
powszechnienia, niosg dla chorych powazne ryzyko
infekeji ukladowej. Przez wiele lat diagnostyka inwazyj-
nej kryptokokozy opierala si¢ na hodowli grzyba oraz
barwieniu negatywnym preparatéw mikroskopowych
tuszem chinskim w celu wykrywania form otoczko-
wych. Ze wzgledu na trudnosci w badaniu tego pato-
genu w materiale klinicznym metodami tradycyjnymi,
konieczne stalo si¢ wprowadzenia testéw serologicz-
nych, stwierdzajacych obecnos¢ antygenéw Cryptococ-
cus w surowicy i plynie mézgowo-rdzeniowym [15].

Najbardziej rozpowszechnione testy, takie jak Pasto-
rex” Cryptococcus (BioRad), opierajg sie na zasadzie
aglutynacji lateksowej i wykrywaja krazace antygeny
polisacharydowe zawarte w $cianie komorkowej grzyba.
Czulo$¢ analityczna tej metody nie nalezy do wysokich,
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bowiem zostala okreslona na poziomie 30 ng/ml, za$
swoisto$¢ wynosi 93%. Ponadto niektore partie testow
dawaly wysoki odsetek wynikéw falszywie dodatnich
i watpliwych, ze wzgledu na zanieczyszczenia pronazy
stosowanej do wstepnej obrobki materiatu klinicznego
oraz reakcje krzyzowe z czynnikiem reumatoidalnym
wystepujacym w surowicy [5]. Do zalet metody nalezy
natomiast niski koszt badania oraz prosta procedura
wykonania oznaczenia. W obecnej chwili na rynku
dostepny jest rowniez jako$ciowy test immunoenzy-
matyczny Premier Cryptococcus Ag, ktorego czulosé
wynosi 0,6 ng/ml. Jest on produkowany przez amery-
kanska firme Meridian i przy uzyciu seryjnych roz-
cienczen kontroli dodatniej umozliwia takze analize
potilosciowa, ktéra moze pelni¢ role prognostyczng
w przebiegu zakazenia [5, 15].

Ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie Crypto-
coccus neoformans w srodowisku nie prowadzi si¢ obec-
nie badania swoistych przeciwciat w klasach IgM i IgG
testami serologicznymi. Pojawiajg sie one wprawdzie
w plynach ustrojowych w poczatkowym okresie zaka-
zenia, lecz ich wystepowanie moze by¢ rowniez skut-
kiem kontaktu z antygenami Cryptococcus obecnymi
we wdychanym powietrzu.

5. Metody molekularne stosowane w diagnostyce
grzybic inwazyjnych

Ze wzgledu na réznorakie ograniczenia w bada-
niach serologicznych czy hodowli laboratoryjnej grzy-
béw, konieczne stalo si¢ opracowanie nowych technik
diagnostycznych, ktére umozliwiaja wykrywanie tych
patogenéw w organizmie pacjenta juz na poczatko-
wych etapach zakazenia oraz pozwalaja uzyskac jed-
noznaczny wynik. Przefomem okazalo si¢ by¢ wprowa-
dzenie do rutynowej diagnostyki techniki fancuchowe;j
reakcji polimerazy (PCR), odkrytej w 1983 roku przez
Karyego Mullisa. Dodatkowy wzrost czutodci i spe-
cyficznoéci osiggnieto dzieki zastosowaniu reakeji
PCR polaczonej z jednoczesng analizg przyrostu pro-
duktu w czasie rzeczywistym (real-time PCR, qPCR).
Wyznacznikiem ilosci matrycowego DNA jest w tej
metodzie numer kolejnego cyklu, po ktérym kinetyka
reakcji wchodzi w faze logarytmicznego wzrostu ilosci
produktu. Technike t3 mozna takze z powodzeniem
stosowac w przypadku dluzej przechowywanego mate-
rialu biologicznego (probek surowicy krwi), co stanowi
powazne utrudnienie w przypadku badan serologicz-
nych. Dodatkowo na korzys$¢ real-time PCR przema-
wia mozliwo$¢ zautomatyzowania badania i znacznego
obnizenia kosztéw analizy probek.

Mimo tych innowacji obecnie brak jest rozpo-
wszechnionych komercyjnych testéw mikologicznych,
ktore wykorzystywalyby metody biologii molekularnej
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[4, 17]. Wynika to przede wszystkim z komplikacji
w izolacji DNA grzybéw, spowodowanymi trudnos-
ciami w rozbiciu ich $ciany komoérkowej oraz klopo-
tow ze znalezieniem specyficznych i konserwatywnych
sekwencji docelowych w genomie grzybéw patogen-
nych [4]. Dodatkowe problemy zwigzane sg z walidacja
metod, standaryzacja miedzylaboratoryjng oraz okres-
leniem parametréw kliniczno-diagnostycznych. Z tego
tez powodu oznaczenia z uzyciem testow PCR i gPCR
maja gléwnie charakter naukowo-badawczy [1, 30] lub
dotyczg badania pokrewienstwa genetycznego izolatéw
na potrzeby dochodzenia epidemiologicznego [6, 26].
Wyjatek stanowia wprowadzone niedawno zestawy
komercyjne oparte na technice real-time PCR: test
MycAssay®, wykrywajacy w surowicy krwi DNA grzy-
béw z rodzaju Aspergillus; test SeptiFast® dedykowany
do prébek krwi pelnej i wykrywajacy Aspergillus fumi-
gatus oraz grzyby z rodzaju Candida: C. albicans, C. kru-
sei, C. parapsilosis, C. glabrata i C. tropicalis; a takze test
FilmArray® BC, wykrywajacy i roznicujacy C. albicans
z czterema innymi klinicznie istotnymi drozdzakami
z rodzaju Candida (2, 3, 17, 24, 26, 27]. Niewielka liczba
opublikowanych wynikéw prezentujgcych przydatnosé
kliniczng testow molekularnych, wysoka cena oznaczen
oraz koniecznos¢ posiadania specjalistycznego wyposa-
zenia pracowni biologii molekularnej nie sprzyjaja na
obecnym etapie ich rozpowszechnieniu w rutynowej
diagnostyce laboratoryjnej, co - jak mamy nadzieje
- zmieni si¢ w przyszlosci na korzys¢.

6. Podsumowanie

W zwiagzku z rozwojem wspodlczesnej transplanto-
logii zakazenia o etiologii grzybiczej naleza obecnie
do najpowazniejszych powiklan u oséb poddawanych
zabiegom przeszczepienia, zaréwno narzagdéw una-
czynionych, jak i komoérek hematopoetycznych. Cho¢
wprowadzenie standaryzowanych strategii postepowa-
nia terapeutycznego oraz zalecanego toku badan labo-
ratoryjnych wptynelo na poprawe skutecznosci lecze-
nia zakazen potransplantacyjnych, to jednak trudnosci
w szybkiej i prawidlowej diagnostyce mykologicznej
sprawiajg ze zakazenia grzybicze wcigz pozostajq istot-
nym wyzwaniem u osob z zaburzeniami odpornosci
i/lub poddanych dtugotrwalej antybiotykoterapii.
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