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1.  Wstęp

Po niecałej dekadzie od zsekwencjonowania genomu 
człowieka dochodzimy do przekonania, że metabolizm 
ssaków nie zależy wyłącznie od produktów ich genów, 
ale podlega również wpływowi zasiedlających określone 
nisze ekologiczne mikroorganizmów. Ich całokształt 
wraz ze wspólnym genomem określany jest mikrobio-
mem. Samych tylko bakterii jest prawie 10 razy więcej 
niż komórek somatycznych gospodarza i w większości 
zlokalizowanych w przewodzie pokarmowym. Genom 
człowieka, a także innych ssaków został więc wzboga-
cony przez miliony genów koewolujących z nimi dro
bnoustrojów dzięki czemu gospodarz uzyskał poten- 

cjalnie wiele nowych biologicznych możliwości zakodo-
wanych we wspólnym interaktywnym genomie. Dzięki 
temu uzyskał przydomek super organizmu [6, 26, 29, 
51]. W wyniku ukształtowanego mutualizmu, po części, 
za regulację metabolizmu gospodarza odpowiadają więc 
symbiotyczne mikrobionty. Ścisłe fizyczne i funkcjo-
nalne powiązanie mikrobiomu jelitowego z lokalnym 
układem immunologicznym można uznać za pewnego 
rodzaju szczególny narząd odpowiedzialny za miejs
cowy i ogólny stan fizjologiczny lub patologiczny orga-
nizmu, jak np. reakcje autoimmunologiczne, alergie, 
otyłość, zaburzenia w  krążeniu, nieswoiste zapale- 
nia jelit, rak jelita, metabolizm leków, pooperacyjną 
rekonwalescencję, czy nawet autyzm [33, 42]. Nie bez 
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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-κB 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. TNFα, IL-1, Il-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-β. 
Under physiological circumstances, these host-microbiome interactions are considered to be placed at the exquisitely equilibrated state 
between pro-inflammatory and anti-inflammatory responses. 
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znaczenia pozostaje również fakt, że około 10% energii, 
którą uzyskuje gospodarz pochodzi z  bakteryjnych 
produktów fermentacji [40]. U  większości ssaków 
mikrobiom jelitowy stanowią głownie bakterie zali-
czane do czterech typów, tj. Firmicutes, Bacteroidetes, 
Actinobacteria i Proteobacteria. Ich kompozycja i sta-
bilność specyficznie związane są z gospodarzem [59]. 
Na podstawie dwuletniej obserwacji dynamiki mikro-
biomu jelitowego człowieka ustalono, że 60% bakterii 
nie podlega zmianie [16, 46]. Różnice w ich składzie 
są bardziej znaczące u niemowląt niż osób dorosłych. 
U tych ostatnich w miarę postępu życia mikrobiom jeli-
towy stabilizuje się i skupia podobne typy bakterii [50]. 
Zróżnicowanie jelitowych mikrobiomów pomiędzy 
poszczególnymi osobnikami i populacjami, w sensie 
zarówno kulturowym, socjalnym, jak i geograficznym 
stawia pytanie o to, co należy rozumieć pod pojęciem 
tzw. „zdrowego” mikrobiomu oraz, czy istnieje stała 
jego część określana jako rdzenna, charakterystyczna 
dla określonej populacji i decydująca o  zachowaniu 
zdrowia. Dokonujący się postęp w  technologiach 
sekwencjonowania DNA stwarza możliwości wykorzy-
stania analizy metagenomowej w badaniach złożonych 
ekosystemów, jakim bez wątpienia pozostaje ekosystem 
jelitowy. Zakłada się, że liczne sekwencje w  losowo 
badanych metagenomach odpowiadają liczniej wstę-
pującym gatunkom bakterii, zaś gatunki występujące 
rzadko reprezentowane są przez nieliczne sekwencje. 
Na tej podstawie możemy zarówno porównawczo ana-
lizować dany ekosystem, jak i badać na niego wpływ 
wielu czynników środowiskowych, w tym środków lecz-
niczych [55, 63, 68]. Tak więc metagenomowa analiza 
pozwala pośrednio na uzyskiwanie informacji na temat 
funkcji określonych populacji drobnoustrojów, ponie-
waż ich obecność lub nieobecność może być wiązana 
z aktualnym stanem fizjologicznym makroorganizmu. 
W badaniach Gill i wsp. [24], dotyczących mikrobiomu 
końcowego odcinka jelit dwojga zdrowych osób stwier-
dzono znaczące różnice w ich metagenomie, co z kolei 
przekładało się na różnice w obecności szeregu klas 
genów, wśród nich tych angażowanych w wytarzanie 
energii, transport cukrów, aminokwasów, nukleotydów 
i  co-enzymu, a także genów, których produkty biorą 
udział w biosyntezie, transporcie jonów nieorganicz-
nych i  wtórnym metabolizmie. Istotne różnice funk-
cjonalne mikrobiomu pomiędzy poszczególnymi osob-
nikami ponownie skłaniają do pytania o zdefiniowanie 
stałego (rdzennego) mikrobiomu, a więc kluczowych 
gatunków bakterii, czy nawet szczepów od obecności, 
których zależeć będzie zdrowie gospodarza. Odpowiedź 
nie wydaje się jednoznaczna i w niektórych opiniach, 
rdzenny mikrobiom w rozumieniu zbioru gatunków 
czy szczepów bakterii prawdopodobnie nie istnieje, 
natomiast przejawia się na poziomie funkcjonalnym, 
a więc produkty określonych genów angażowane są 

w  metabolizm gospodarza [64, 65]. Wydaje się rów-
nież, że niektóre gatunki bakterii stale i stabilnie zasie-
dlają jelita różnych gatunków gospodarzy. Porównanie 
DNA bakterii obecnych w kale psa, otyłych i normal-
nych myszy oraz człowieka wykazało, że w 35% były 
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 metagenów jelitowych wspomnianych 
gospodarzy wykazało ich filogentyczne i metaboliczne 
podobieństwo [36, 62, 64].

O ile udział i znaczenie bakterii w jelitowym mikro-
biomie jest przynajmniej we fragmentach poznane, 
o  tyle rola wirusów, grzybów i pasożytów pozostaje 
ciągle niejasna. Ze wstępnych danych wynika, że w prze-
ciwieństwie do mikrobiomów bakteryjnych, wiromy 
pozostają unikatowe i ściśle związane z  poszczegól-
nymi osobnikami, niezależnie od stopnia ich genetycz-
nego powiązania. Z drugiej strony ich między perso-
nalne zróżnicowanie pozostaje niewielkie [54]. Z kolei 
z badań nad podawaniem zdrowym osobom antybioty-
ków o szerokim spektrum działania, pośrednio wynika, 
że w jelitach dochodzi do wzrostu liczby drożdżaków 
z rodzaju Candida. Jak wiadomo, C. albicans ułatwiają 
translokację Escherichia coli poprzez bariery jelitowe, 
co skutkuje nie tylko drastycznymi zmianami w jelito-
wym mikrobiomie, ale również rozprzestrzenianiem 
się drobnoustrojów poza przewód pokarmowy [18]. 
Co do znaczenia pasożytów jelitowych w zachowaniu 
zdrowia gospodarza wiadomo niewiele. Jedna z hipo-
tez powstawania niektórych współczesnych chorób, jak 
np. alergii, nieswoistego zapalenia jelit, cukrzycy I typu, 
a także stwardnienia rozsianego wskazuje ma ich pod-
łoże wynikające z nadmiernej higieny. Udowodniono 
związek pomiędzy zmniejszoną ekspozycją na pato-
geny, a zwiększoną odpowiedzią zapalną u takich osób 
oraz z drugiej strony mniejszą aktywnością i zaburze-
niami ze strony układu immunologicznego u nosicieli 
robaków jelitowych [18, 25].

Rys. 1. Typowe proporcje poszczególnych typów i klas bakterii skła-
dających się na mikrobiom jelitowy ssaków
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Wydaje się zatem, że mutualizm pomiędzy jelito-
wym mikrobiomem a gospodarzem może być ściślejszy 
niż początkowo sądzono i jego odkrywanie na pozio-
mie proteomu i metabolomu przyczyni się do lepszego 
zrozumienia w nim funkcji mikroorganizmów, a także 
takiego ich modulowania, aby służyły zachowaniu zdro-
wia makroorganizmu.

2.	 Znaczenie mikrobiomu jelitowego w etiologii
	 niektórych chorób

Udział mikrobiontów jelitowych w  wywoływaniu 
wielu chorób przewodu pokarmowego jest powszech-
nie znany. W mniejszym stopniu zmiany w tym śro-
dowiskiem wiąże się z chorobami systemowymi, obej-
mującymi inne tkanki i bardziej odległa okolice ciała 
gospodarza, jak np. mózg, serce, czy naczynia obwo-
dowe. Jednymi z  najczęściej odnotowanych chorób 
dotykających zamożne społeczeństwa są nieswoiste 
zapalenia jelit (inflammatory bowel disease –  IBD), 
których etiologie, przynajmniej po części, wiąże się 
z jakościowym składem jelitowego mikrobiomu. 
Z doświadczeń na zwierzętach wynika, że do wywoła-
nia zapalenia jelit konieczne są bakterie, a z porówna-
nia składu mikroflory osób cierpiących na IBD i osób 
zdrowych, że u tych pierwszych ma miejsce mniejsze 
zróżnicowanie w obrębie Firmicutes i Bacteroides. Do 
nasilenia objawów choroby przyczyniają się szczepy 
E. coli, które wykazują zdolność penetracji przez śluz 
jelitowy [23]. Wydaje się, że w patogenezie IBD istotną 
rolę odrywa polimorfizm genu kodującego wewnątrz-
komórkowy receptor NOD2, dzięki czemu odpowiedź 
gospodarza na bakteryjny peptydoglikan jest osłabiona. 
Nosiciele NOD2 wykazują od 1, 75 do 4 razy wyższą 
podatność na chorobę Leśniowskiego-Crohna. Dal-
sze reakcje pomiędzy gospodarzem i drobnoustrojami 
modulowane są przez liczne prozapalne i antyzapalne 
cytokiny uwalniane przez gospodarza w odpowiedzi na 
bakteryjną stymulację [35] .

Podobnie, dostrzegany jest związek pomiędzy jeli-
tową mikroflorą a zachorowaniami na nowotwory, 
przede wszystkim przewodu pokarmowego. Rak okręż-
nicy zajmuje trzecie miejsce wśród najczęściej występu-
jących chorób nowotworowych w zindustrializowanych 
społeczeństwach oraz drugie jako przyczyna śmierci 
w tej grupie chorych. Doświadczenia na zwierzętach 
laboratoryjnych potwierdzają udział w etiologii nowo-
tworów jelitowych mikrobiontów. W doświadczeniu, 
w którym myszy pozbawiono genu kodującego trans-
krypcyjny czynnik wzrostu beta 1 (Tgfb1), stwierdzono 
że w odpowiedzi na konwencjonalną mikroflorę zwie-
rzęta reagowały rozwojem przewlekłego raka okrężnicy 
[21]. Z kolei myszy germ-free (GF) z niedoborem IL-10 
odporne na raka okrężnicy zachorowały na tę chorobę 

po zasiedleniu przez normalną mikroflorę jelitową [66]. 
Za podstawowy mechanizm w bakteryjnej etiologii 
jelitowych nowotworów przyjmuje się zmianę składu 
mikrobiontów spowodowaną dietą i  w  konsekwencji 
pojawieniem się metabolitów indukujących rozwój 
choroby [47, 58]. Istnieje epidemiologiczny związek 
pomiędzy występowaniem raka okrężnicy i prostnicy, 
a zwiększoną produkcją siarkowodoru przez bakterie 
redukujące siarkę, jak np. Desulfovibrio vulgaris [11]. 
Rozwojowi tej grupy bakterii sprzyja dieta bogata 
w  mięso, szczególnie czerwone. Bakterie redukujące 
siarkę konkurują z drobnoustrojami metanogennymi 
o wodór, który wykorzystują do wytwarzania siarko-
wodoru, a ten hamuje utlenianie kwasu n-masłowego 
w komórkach nabłonka jelitowego. Kwas masłowy pełni 
potencjalną funkcję inhibitora deacetylazy histono-
wej, sprzyja proliferacji kolonocytów, a także wpływa 
na ekspresję genu p21, przez co zapobiega rozwojowi 
raka okrężnicy [29]. Innym bakteryjnym czynnikiem 
indukującym rozwój raka okrężnicy jest 4-parakrezol. 
Czynnik ten wytwarzany jest miedzy innymi przez 
Clostridium difficile i  niektóre szczepy Lactobacillus. 
Krezol powstaje z przemian tyrozyny i fenyloalaminy 
w  szlaku 4-hydroksy octanofenylu, który następnie 
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 będący produktem bak-
teryjnej degradacji tyrozyny. Wysokobiałkowa dieta 
cechująca społeczeństwa krajów rozwiniętych wpływa 
również na zwiększoną sekrecje pierwszorzędowych 
kwasów żółciowych, przekształcanych następnie przez 
bakterie w okrężnicy do kwasów drugorzędowych. 
Jeden z nich, jakim jest kwas dezoksycholowy jest 
czynnikiem karcinogennym. Jego obecność skorelo-
wana jest z występowaniem bakterii wytwarzających 
7α-dehydroksylazy, jak np. Clostridium [27]. 

Drobnoustrojom jelitowym przypisuje się również 
znaczenie w  wywoływaniu cukrzycy. Pozbawienie 
myszy cukrzycowych receptora MyD88 rozpoznają-
cego bakterie powodowało ich oporność na cukrzycę 
typu pierwszego, natomiast pozbawienie ich mikroflory 
powodowało objawy cukrzycy. Przytoczony fakt suge-
ruje, że bakterie jelitowe odgrywają rolę w etiopato-
genezie tej choroby [27, 33]. Cukrzyca drugiego typu 
(oporna na insulinę) silnie powiązana jest z otyłością. 
Na choroby te wpływają określone przemiany metabo-
liczne będące wynikiem zaburzeń w składzie jelitowej 
mikroflory. Z  doświadczeń na zwierzętach wynika, 
że oporność na insulinę uwarunkowana jest między 
innymi bakteryjnymi produktami przemiany choliny 
i kwasów żółciowych [22].

Ostatnie badania wskazują również na bakteryj- 
na etiopatogenezę otyłości. Dieta wysokotłuszczowa 
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przyczynia się do obniżenia ogólnej liczby bakterii 
jelitowych oraz wzrostu bakterii Gram-ujemnych. 
Odkryto również mechanizmy poprzez, które bakterie 
wpływają na zwiększone przyrosty wagowe gospodarza. 
Należą do nich: 

–	zwiększenie biodostępności energetycznej w wy- 
niku przekształcanie niestrawnych składników 
pokarmowych do związków absorbowalnych,

–	w wyniku wewnętrznego bakteryjnego metabo-
lizmu dochodzi do zwiększonej syntezy SCFAs 
i aktywacji syntezy trójglicerydów,

–	wysokotłuszczowa dieta zmienia metabolizm bak-
terii w wyniku którego cholina ulega przemianom 
do metyloamin. Opisana sytuacja skutkuje defi-
cytem choliny co z kolei doprowadza do chorób 
wątroby, 

–	zdolność jelitowego mikrobiomu do wpływania 
na ekspresje genów gospodarza sprzyjających 
rozwojowi otyłości, jak np. w wyniku hamowa-
nia genu kodującego angiopoetynowo-podobny 
czynnik 4 (Angptl4), którego produkt przyczynia 
się do obniżenia aktywności lipazy lipoproteino-
wej lub indukcji czynnika FIAF (fasting-induced 
adipose factor) wpływającego na zwiększenie 
wolnych kwasów tłuszczowych i tłuszczy w ogóle. 
Z obserwacji na myszach, jak i ludziach wynika, 
że u otyłych osobników dochodzi do obniże- 
nia liczby Bacteroidetes i wzrostu Firmicutes, od 
których może zależeć zwiększone spożywanie 
żywności [4, 19].

Dieta wysokotłuszczowa prowadzi do dyslipidemi 
manifestującej się wzrostem cholesterolu, trójglicery-
dów i lekkiej frakcji cholesterolu oraz spadkiem frakcji 
ciężkiej. Dyslipidemia powoduje przesuniecie w skła-
dzie mikroflory jelitowej na korzyść bakterii Gram-
-ujemnych. Obecność tłuszczy sprzyja transportowi 
lipopolisacharydu ze światła jelit do krwi, co prowadzi 
do endotoksemi i indukcji odpowiedzi prozapalnej. 
Jak wykazano w doświadczeniu na szczurach podawa-
nie LPS-u prowadziło do wzrostu masy ciała zwierząt, 
oporności na insulinę oraz nadmiaru tłuszczy odkła-
danych w wątrobie [7]. 

Oprócz wielu chorób związanych z  przewodem, 
pokarmowym, jelitowej mikroflorze przypisuje się rów- 
nież wpływ na funkcjonowanie innych narządów, jak 
np. układu nerwowego. Pojawianie się zaburzeń ze 
strony przewodu pokarmowego u pacjentów autystycz- 
nych zwróciły uwagę na mikroflorę jelitową jako poten-
cjalny czynnik przyczyniający się do rozwoju wspom
nianej choroby. Porównanie mikroflory dzieci zdro-
wych i chorych wskazało u tych ostatnich 10-krotny 
wzrost liczby Clostridium spp. [61]. Niewykluczone, że 
wytwarzane przez klostridia neurotoksyny mogą przy-
czyniać się do manifestowania się niektórych objawów 
autyzmu. W moczu u takich pacjentów stwierdzono 

podwyższona ilość hipuranu, fenyloacetylo glutaminy 
oraz produktów przemian tryptofanu/kwasu nikotyno-
wego będących produktami kometabolizmu gospodarz-
-mikrobiom jelitowy [69]. 

Jak wynika z krótkiego przeglądu niektórych cho-
rób, których etiopatogenezę wiąże się z  jelitowym 
mikrobiomem, istotną role w ich powstawaniu odgrywa 
dieta gospodarza. W wyniku kometabolizmu gospo-
darza i drobnoustrojów jelitowych powstają określone 
metabolity o bezpośrednim szkodliwym działaniu lub 
stanowiące chemiczne sygnały aktywujące układ immu-
nologiczny, szlaki przekaźnictwa sygnału w komórkach, 
prowadzące np. do apoptozy itp. Poznanie, bakteryj-
nych produktów powstających ze specyficznych sub-
stratów wchodzących w skład diety gospodarza pozwo-
liłoby na sterowanie metabolizmem ssaków zarówno 
poprzez dobór składników pokarmowych, jak i  skła-
dowych mikrobiomu. 

3.	 Czynniki wpływające na kształtowanie się
	 mikrobiomu

W warunkach naturalnych skład mikrobiontów jeli-
towych podlega ścisłej kontroli i jest regulowany przez 
gospodarza, jak i przez same drobnoustroje. W procesie 
tym zaangażowanych jest wiele mechanizmów z obu 
stron, często wzajemnie powiązanych. Drobnoustroje 
stymulują między innymi gospodarza do produk-
cji śluzu, który w jelitach grubych wewnętrzną war-
stwą o  gęściejszej konsystencji przylega do komórek 
nabłonka jelitowego i stanowi fizyczną barierę zapo-
biegającą penetracji do nich bakterii. Z kolei w luźniej-
szej warstwie skierowanej do świtała jelit usytuowane 
są liczne receptory odpowiadające epitopom mikro-
biontów (microbiota-associated molecular patterns 
– MAMPs) warunkując specyficzną adherencję [48]. 
Rozpoznawanie drobnoustrojów jelitowych przez 
gospodarza odbywa się na drodze wielu mechanizmów, 
w tym poprzez usytuowane na wielu komórkach białka 
błonowe, jak receptory Toll-podobne (Toll-like recep-
tors), białka NOD (nucleotide-binding oligomerization 
domain) i IPAF (IL-1β-converting enzyme protease 
activator factor) należące do rodziny receptorów NLR 
(nucleotide-binding oligomerization domain), recep-
tory formylowanych peptydów (formylated peptide 
receptors – FRPs), lektyny typu C itp. Wiązanie się 
poszczególnych epitepów drobnoustrojów ze wspom
nianymi receptorami powoduje aktywację komórek 
gospodarza i uruchamianie szlaku transdukcji sygnału. 
W następstwie aktywacji przez jelitowe patogeny czyn-
nika transkrypcyjnego NF-κB dochodzi do odpowiedzi 
zapalnej i proapoptotycznej. Dla zachowania równo-
wagi, wiele komensalicznych bakterii ogranicza zależną 
od NF-κB transdukcję sygnału oraz indukuje wytwa-



ZNACZENIE JELITOWYCH MIKROBIONTÓW W UTRZYMANIU OGÓLNEJ HOMEOSTAZY GOSPODARZA 211

rzanie TGF-β oddziałującego antyzapalnie i antyapop-
totycznie [48]. Zaangażowanie bakteryjnych genów 
w  regulację przekaźnictwa sygnału w komórkach 
nabłonka jelitowego wykazano na przykładzie komó-
rek linii HT-29 transfekowanych plazmidem z wklo-
nowanym genem alkalicznej fosfatazy, będącym pod 
kontrolą czynników wiążących zależnych od NF-κB. 
Na podstawie analizy metagenomowej odkryto dwa 
loci prawdopodobnie występujące u nowego gatunku 
Bacteroides, które kodowały zależy od ATP transport 
oraz lipoproteinę odpowiedzialne za oddziaływanie 
na NF-κB [37].

Ciekawym mechanizmem przyczyniającym się 
do kształtowania się składu jelitowych mikrobiontów 
przez gospodarza jest modulowanie przez limfocyty 
CD3+CD11c+ T zależnej od białka NOD2 aktywacji 
komórek nabłonka jelitowego przez bakteryjne pep-
tydoglikany. W wyniku ekspresji amidazy PGLYRP-2 
(Peptidoglycan recognition proteins -2), która trawiąc 
połączenia pomiędzy cukrowcowym rdzeniem i pepty-
dami niszczy rozpoznawane przez NOD2 epitopy pep-
tydoglikanu. W następstwie zmienionej konformacji 
wspomnianej struktury, nie dochodzi do pobudzenia 
komórek niosących NOD2 i w konsekwencji odpowiedź 
gospodarza na bakteryjne peptydoglikany pozostaje 
ograniczona. PGLYRP2 na drodze opisanego mecha-
nizmu może również kształtować wrodzoną odpowiedź 
gospodarza zależną od białek NOD [20]. Niektóre 
mikrobionty jelitowe wpływają na stosunek obecnych 
w śluzówce jelit limfocytów regulatorowych T do TH17. 
Te ostatnie stanowią specyficzna subpopulację limfo-
cytów CD4+ T odpowiedzialnych za produkcję IL-17, 
IL-17F i IL22 [3]. Uczestniczą w indukcji odpowiedzi 
immunologicznej przeciwko jelitowym patogenom 
i  odpowiedzi zapalnej skierowanej przeciwko pato-
genom bakteryjnym i grzybiczym. W  utrzymywaniu 
homeostazy w jelitach zaangażowanych jest wiele 
różnych populacji limfocytów T o aktywności supre-
sorowej, uczestniczących w hamowaniu odpowiedzi 
immunologicznej skierowanej przeciwko jelitowym 
komensalicznym drobnoustrojom, miedzy innymi 
poprzez sekrecje oddziałującej przeciwzapalnie IL-10 
[34]. W  nabywaniu przez nie pamięci uczestniczą 
komórki nabłonka jelitowego, komórki dendrytyczne 
błony podstawnej i  węzłów chłonnych. Dodatkowo 
międzynabłonkowe limfocyty TCR γδ+

 w miejscach 
uszkodzenia komórek nabłonka jelitowego wydzie-
lają keratynocytowy czynnik wzrostowy uczestniczący 
w odtworzeniu ich warstwy [48]. 

Do innych ważnych mechanizmów biorących 
udział w regulacji jelitowego mikrobiomu należy zali-
czyć indukcję przez komensaliczne mikroorganizmy 
sekrecji przez komórki Paneth’a peptydu angiogeniny 4 
o aktywności skierowanej przeciwko bakteriom Gram-
-dodatnim pozwalającym na utrzymanie w dominują-

cej liczbie bakterii Gram-ujemnych [13, 28]. Podobnie 
stymulowanie przez mikroorganizmy wytwarzania 
lektyny typu-C-RegIIIγ przyczynia się w sumie do 
ograniczania liczby bakterii [67]. Produkowane przez 
komórki nabłonka jelitowego defensyny wraz z krypty-
dynami oddziałują bezpośrednio antybakteryjnie oraz 
immunomodulacyjnie kształtując w ten sposób kom-
pozycję bakterii jelitowych. Z kolei interakcje pomię-
dzy samymi bakteriami, w tym antagonizm, wiązanie 
się ze specyficznymi receptorami białek mucynowych, 
indukcja wytwarzania przez komórki gospodarza fuko-
zylowanych glikanów wykorzystywanych jako źródło 
energii również w istotny sposób służy kształtowaniu 
jelitowego mikrobiomu [48]. Zatem „zdrowy” mikro-
biom decyduje o zachowaniu w środowisku home-
ostazy, oddziałuje antyapoptotycznie, reguluje swój 
skład, dostarcza niedostępnych dla gospodarza czyn-
ników odżywczych, jak np. krótkołańcuchowych lot-
nych kwasów tłuszczowych, a także hamuje rozwój 
flory patogennej.

4.	Interakcje pomiędzy bakteriami jelitowymi
	 i gospodarzem – systemy komunikacji

Mikrobionty określonych ekosyetmów wykształ-
ciły złożony system odczuwania zmian zachodzących 
w  środowisku, w którym występują i reagowania na 
nie. W odpowiedzi mogą zmieniać swój fenotyp, np. 
na zjadliwy czy też modulować liczebność populacji. 
W  warunkach dostatku składników pokarmowych 
i innych korzystnych czynników, zbiorowisko mikro-
organizmów wykazuje stabilny i  powolny wzrost. 
Natomiast w  sytuacji zagrożenia i  współzawodnic-
twa o pokarm, wspólnota mikroorganizmów ulega 
destabilizacji, może dochodzić do ujawnienia się cech 
zjadliwości, np. manifestujących się konkurowaniem 
z  gospodarzem o składniki odżywcze, inwazją do 
komórek i tkanek, uruchomieniem szeregu procesów 
obronnych, jak np. tworzenie biofilmu, produkcja tok-
syn itp. [60]. Bakterie wykształciły w  tym celu wiele 
struktur i mechanizmów błonowego i transosłonowego 
przekaźnictwa i przetwarzania sygnałów, poprzez które 
odbierają bodźce ze środowiska i odpowiadają na nie. 
Wieloskładnikowe błonowe „bioczujniki” zdolne są 
do odbierania zarówno sygnałów fizjochemicznych, 
jak np. pH, obecności składników pokarmowych, 
ciśnienia osmotycznego, jak również rozpuszczalnych 
i  strukturalnych składników gospodarza, np. składo-
wych powierzchni jego komórki, stanu mikrośrodo-
wiska, obecności składników odpornościowych, np. 
interferonu gamma, dynorfin, produktów uszkodze-
nia tkanek, czy końcowych produktów niedotlenie- 
nia tkanek jak np. adenozyny [1, 38, 60]. Czynniki 
środowiskowe zbierane są na powierzchni komórki 
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bakteryjnej i  następnie transportowane do cytopla-
zmy, gdzie są przetwarzane przez drugi system czu-
ciowy, znany jako quorum sensing signaling system. 
Jest to hierarchiczny system regulacji, poprzez który 
zbiorowisko bakterii może oszacować i regulować swoja 
liczebność, jak również zsynchronizować zachowanie 
populacji za pomocą małych dyfundujących cząsteczek 
przepływających pomiędzy sąsiadującymi komórkami. 
Okazuje się, że bakterie wykorzystują quorum sensing 
system nie tylko do kontrolowania swojej populacji ale 
również do odpowiedzi na czynniki gospodarza uwol-
nione w następstwie uszkodzenia jego tkanek, elementy 
układu odpornościowego, końcowe produkty niedo-
tlenienia tkanek itp. W odpowiedzi na wspomniane 
sygnały tworzą wysoce skoordynowaną, wielokomór-
kowa sieć powiązań obejmującą zarówno komórki 
różnych gatunków bakterii, jak i  gospodarza, przede 
wszystkim komórki nabłonka jelitowego, komórki 
zaangażowane w indukcję odpowiedzi immunologicz-
nej (dendrytyczne, prezentujące antygen) i  komórki 
zaangażowane w  rozwój odczynu zapalnego (limfo-
cyty, granulocyty). Tak więc dochodzi do międzydo-
menowego molekularnego dialogu (chemical crosstalk) 
pomiędzy bakteriami, a różnymi tkankami gospodarza. 
W ten sposób np. cząsteczki uczestniczące w systemie 
obronnym gospodarza mogą aktywować lub wyciszać 
bakteryjny quorum sensing system i podobnie cząsteczki 
uczestniczące w quorum sensing system mogą aktywo-
wać sygnały wysyłane przez gospodarza, lub je wyci-
szać [1, 60]. Przetwarzanie informacji pochodzących 
ze środowiska uzależnione jest od genetycznych możli-
wości mikroorganizmów i zachodzi poprzez włączanie 
lub wyłączanie określonych genów, ich wymianę lub 
wyciszanie. W konsekwencji drobnoustroje uzyskują 
nowe właściwości, dzięki którym są bardziej przysto-
sowane do określonego środowiska, jak również ujaw-
niają się lub nie ich cechy zjadliwości. Z drugiej strony, 
gospodarz stale kontroluje i ocenia zasiedlające go 
mikroorganizmy i odpowiednio reguluje te procesy za 
pośrednictwem różnych mechanizmów odpornościo-
wych zapobiegających rozwojowi zakażenia. Opisane 
procesy dynamicznych powiązań i wymiany informacji 
odbywają się w przygranicznej strefie na styku bakterii, 
komórek nabłonka jelitowego, komórek dendrytycz-
nych, limfocytów, granulocytów i  innych określanej 
jako interaktom. Opisane zjawisko funkcjonowania 
wielokierunkowej sieci powiązań, poprzez którą moż-
liwe jest przesyłanie sygnału i  porozumiewanie się 
bakterii z bakteriami, bakterii z gospodarzem i gospo-
darza z bakteriami zasadniczo zmienia dotychczasowe 
spojrzenie zarówno na mechanizmy kształtowania się 
i funkcjonowania określonych ekosystemów, jak i pato-
genezę bakteryjnych chorób. Podobnie, innej ocenie 
podlegają same mikroorganizmy, które już nie stanowią 
zbiorowiska autonomicznych komórek, ale mikrobiolo-

giczne konsorcja, będące swego rodzaju prototkankami, 
w których komórki zdolne są do wzajemnego komu-
nikowania się i przetwarzania informacji. Można więc 
pokusić się o stwierdzenie, że na wzór grup społecznych 
tworzą strukturalne i socjalne wspólnoty z wyodrębnio-
nymi centrami „decyzyjnymi” i  węzłami przesyłania 
informacji [5]. 

5.  Mikrobiom a zachowanie homeostazy

Sposób w jaki jelitowy mikrobiom wpływa na zacho-
wanie ogólnej homeostazy gospodarza nie jest do końca 
jasny. W warunkach fizjologicznych mikroflora komen-
saliczna aktywnie uczestniczy w utrzymaniu jelitowej 
bariery gospodarza poprzez stymulowanie wytwarza-
nia śluzu, zapewnienie ciągłości i  ścisłości polaczeń 
komórek nabłonka i  sprawności jelitowego układu 
immunologicznego [59]. Na zasadzie kompetencyj-
nego wykluczania i antagonizmu chronią przed kolo-
nizowaniem się drobnoustrojów patogennych, indukują 
wytwarzanie przeciwciał IgA, uczestniczą w trawieniu 
związków wielkocząsteczkowych, zmniejszając w  ten 
sposób pulę potencjalnych antygenów. Wytwarzają 
także krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe (SCFAs) 
stanowiące składniki odżywcze dla komórek nabłonka, 
regulują ich wzrost i różnicowanie, zmniejszają prze-
puszczalność połączeń międzykomórkowych i  indu-
kują wytwarzanie ochronnych białek szoku cieplnego 
i mucyny. SCFAs dodatkowo indukują syntezę dekar-
boksylazy ornityny, która reguluje syntezę poliamin 
odgrywających rolę we wzroście komórek i naprawie 
uszkodzeń komórek śluzówki [41, 48, 49, 53]. Jelitowy 
układ immunologiczny obejmuje komórki nabłonka 
jelitowego, międzykomórkowe limfocyty, kępki Peyer’a, 
wiele komórek ulokowanych w  błonie podstawnej 
i  węzły chłonne krezkowe. Komórki nabłonka jelito-
wego mimo, że nie są profesjonalnymi komórkami 
prezentującymi antygen to takie zdolności wykazują. 
Są spolaryzowane i dochodzi u nich do ekspresji kla-
sycznego MHC I, MHC II i nieklasycznego MHC I. 
Sekrecja mikrocząsteczek zawierających MHC służy 
do rozpoznania antygenów bakterii znajdujących się 
w światle jelit. Limfocyty obecne miedzy komórkami 
nabłonka jelitowego zapewniają ochronę gospodarzowi 
poprzez regulowanie odpowiedzi zapalnej oraz uczest-
nictwo w naprawianie uszkodzeń nabłonka (limfocyty 
TCR γδ+ wydzielają keratynocytowy czynnik wzrostu 
niezbędny do odtworzenia nabłonka) [9, 10, 12, 43, 45].

Funkcjonowanie opisanych struktur podlega zabu-
rzeniom w określonych sytuacjach, jak np. znacznych 
zranień i  krwotoków w  następstwie których może 
dochodzić do zmniejszonej produkcji śluzu jelito-
wego. Podobnie, w następstwie wielobakteryjnej sepsy, 
dochodzi do zmniejszonego wytwarzania jelitowego 
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białka TFF3 (intestinal trefoil factor 3) stabilizującego 
warstwę śluzową i wpływającego na naprawę uszko-
dzeń śluzówki. Wspomnianemu zjawisku towarzyszy 
zmniejszona sekrecją przez komórki Paneth’a defensyny 
5 charakteryzującej się szerokim antybakteryjnym spek-
trum działania [70]. Wiele patogenów jelitowych powo-
duje zmiany w środowisku jelit i  składzie mikroflory 
skutkujące drastycznymi zaburzeniami w „szczelności” 
nabłonka i sprawności układu immunologicznego. 
Enteropatogenne E. coli (EPEC), toksyny wytwarzane 
przez C. difficile, czy Vibrio cholerae, lektyna PA-I pro-
dukowana przez Pseudomonas aeruginosa poprzez 
modulację międzykomórkowej macierzy zwiększają 
jej przepuszczalność [2, 48]. Okazuje się, że do podob-
nych efektów dochodzi w następstwie zakażeń zloka-
lizowanych również poza przewodem pokarmowym, 
jak np. zapalenia płuc i będącego jego efektem niedo-
tlenienia, czy sepsy skutkującej zaburzeniami w krąże-
niu [15]. Dodatkowo w wyniku wielobakteryjnej sepsy 
oraz niedokrwienia jelit dochodzi do gwałtownego 
zmniejszenia się liczby limfocytów w  przestrzeniach 
międzykomórkowych, błonie podstawnej oraz kępkach 
Peyer’a. Obserwuje się również zwiększoną apoptozę 
komórek nabłonka i limfocytów B błony podstawnej. 
Bardzo istotnym zmianom podlega także wytwarzanie 
przeciwciał IgA. Obserwuje się ich spadek w następ-
stwie endotoksemii, poparzeń czy też sepsy, chociaż 
w tym ostatnim przypadku dane są sprzeczne. Obni-
żona odpowiedź immunologiczna przejawiająca się 
zahamowaniem wytwarzania IgA może być spowo-
dowana zwiększona apoptozą, lub też niedostateczną 
produkcją IL-5 stymulującą produkcję wspomnianych 
immunoglobulin [17, 31, 39]. Śluzówka żołądka i jelit 
w odpowiedzi na czynniki indukujące zapalenie reaguje 
wytwarzaniem wielu różnych bioaktywnych czyn-
ników, jak IFNγ, TNFα, białko dużej mobilności B1 
(high-mobility group B1 – HMGB1), IL-2, IL-4, IL-13 
oraz sygnały zależne od RAGE (receptor for advanced 
glycation end products), które wpływają na funkcjono-
wanie bariery jelitowej, w tym przepuszczalność ślu-
zówki. Z kolei IL-10 oraz TGFβ przyczyniają się do jej 
uszczelnienia [44, 52, 56, 57]. Endotoksemia powoduje 
uwalnianie głównie przez enterocytyty oraz niektóre 
komórki błony podstawnej jelita cienkiego i okrężnicy 
IL-6. Podobny wpływ wywiera IL-1β. Na podstawie 
doświadczeń in vitro wykazano, że IFNγ bierze udział 
w transcytozie E. coli poprzez komórki nabłonka, co 
powoduje, że wspomniane bakterie mogą penetrować 
poprzez śluzówkę jelit niezależnie od jej szczelności 
[13]. Do ograniczania translokacji bakterii przez war-
stwę komórek nabłonka przyczynia się natomiast insu-
linopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1) [30]. Podobnie 
alkaliczna fosfataza uczestnicząc w defosforylacji reszt 
fosforanowych LPS-u przyczynia się do detoksykacji 
tej substancji co zapobiega penetracji drobnoustrojów 

przez barierę komórek nabłonka i przyczynia się do 
utrzymywania homeostazy w jelitach [59].

Na znaczenie drobnoustrojów jelitowych w etio- 
logii uogólnionych zapaleń i dysfunkcji wielu narządów 
zwrócono uwagę już w latach 80. XX wieku. Określone 
drobnoustroje lub ich konsorcja indukowały systemowe 
zapalenie doprowadzające do postępującej dysfunkcji 
wielu narządów. Niesprawne mechanizmy bariery jeli-
towej w połączeniu z niewydolnym układem immu-
nologicznym umożliwiały translokację bakterii do 
krążenia i wywoływanie sepsy [8, 13]. Poznanie i zrozu-
mienie mechanizmów towarzyszących wspomnianym 
zjawiskom jest niezwykle trudne ponieważ wymaga 
bieżącego śledzenia dynamicznych procesów na pozio-
mie mikrobiomu (genów mikrobiontów kodujących 
czynniki zjadliwości i ich produktów) inflamasomu 
(genów gospodarza uczestniczących w indukcji zapa-
lenia i odpowiedzi immunologicznej oraz ich produk-
tów) i interaktomu (sygnałów środowiskowych i mie-
dzy domenowej komunikacji), których wypadkową 
jest zachowanie homeostazy lub rozwój choroby. Co 
więcej nawet częściowe monitorowanie zachodzących 
interakcji pomiędzy produktami genów mikrobion-
tów, a  produktami genów gospodarza zawsze będzie 
spóźnione i będzie się odnosiło do sytuacji przeszłej. 
Mnogość drobnoustrojów oraz ich niezwykle możli-
wości adaptacyjne w  odpowiedzi na wiele sygnałów 
gospodarza i  środowiska sprawiają, że nawet przy 
współczesnych możliwościach komputerowej analizy 
danych nie jesteśmy w stanie przewidzieć możliwego 
kierunku ich zmian i wytworzenia zjadliwego feno-
typu [60]. Częściowo poznano mechanizm wywoły-
wania sepsy przez jelitowe P. aeruginosa w następstwie 
zabiegu operacyjnego (Rys. 2.). Podczas wspomnianego 
zabiegu dochodzi do uwalniania się fosfatonin, które 
z kolei zwiększają wydalanie wraz z moczem fosforanów. 

Rys. 2. Możliwy mechanizm wywoływania sepsy
przez jelitowe szczepy Pseudomonas aeruginosa w następstwie

zabiegu operacyjnego
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Jelitowe szczepy P. aeruginosa wykrywają brak fosfo-
ranów poprzez wysoce konserwatywny wieloskładni-
kowy fosfoczuciowy system regulatorowy PstS-PhoB 
powiązany z  quorum sensing, obecny także u innych 
patogenów jelitowych, jak np. Klebsiella, Serratia, czy 
Enterococcus [32]. W konsekwencji dochodzi do eks-
presji zależnego od quorum sensing białka zjadliwości, 
PA-I lektyny/adhezyjny. Powstałe białko ułatwia przy-
czepianie się bakterii do komórek nabłonka jelitowego, 
w którego konsekwencji dochodzi do przełamania ba- 
riery jelitowej i przedostawanie się do krążenia syste-
mowego produkowanych letalnych cytotoksyn, jak np. 
egzotoksyny A, a to skutkuje sepsą.

W warunkach doświadczalnych, doustne podanie 
myszom fosforanów podczas zabiegów chirurgicznych 
na jelitach chroniło zwierzęta przed rozwojem sepsy 
jelitowej spowodowanej przez P. aeruginosa, w  tym 
również przez szczepy wielooporne, co może potwier-
dzać, że podjęta terapia przyczyniła się do niwelacji 
sygnałów wysłanych do środowiska przez gospodarza 
i doprowadziła do braku reakcji ze strony potencjalnych 
patogenów [60, 71]. Na podstawie przeprowadzonego 
doświadczenia można postawić dalsze pytania, a mia-
nowicie, czy niedostatek fosforanów może być uniwer-
salnym sygnałem dla innych patogenów do ujawniania 
swojego zjadliwego fenotypu oraz, czy obecność wspo-
mnianych związków może być wyrazem dobrej kondy-
cji gospodarza? Opisany przykład pokazuje jednak, że 
poprzez poznanie określonych sygnałów uwalnianych 
przez gospodarza do środowiska i reakcji na nie skła-
dowych mikrobiomu możliwe jest wpływanie na zacho-
wanie jego zdrowia lub rozwoju choroby. Podejmowane 
badania, w oparciu o metagenomikę, metatranskryp-
tomikę, proteomikę i  metabolomikę bardzo przybli-
żają nas do wspomnianego celu oraz przyczyniają się 
do poznania jednostkowej odpowiedzi gospodarza na 
zakażenie i podejmowane leczenie. Niewykluczone, że 
już w niedalekiej przyszłości będziemy dysponowali 
kompletną wiedzą na temat obecnych u  człowieka 
i  zwierząt mikroorganizmów, występujących u nich 
genów i potencjalnych ich produktów, które w danym 
czasie i miejscu będą aktywowane przez sygnały wysy-
łane przez gospodarza i będą wpływały na powstanie 
i rozwój określonego zakażenia. Pozwoli nam to na 
zrozumienie, dlaczego te same drobnoustroje raz pozo-
stają niegroźnymi kolonizatorami naszych tkanek, 
a  kolejnym razem groźnymi dla życia patogenami. 
Aktualnie matematyczne metody modelowania i symu-
lacji w  oparciu o  dotychczas poznane molekularne 
cechy drobnoustrojów, komórek i  tkanek gospodarza 
będące ekstrapolacją danych laboratoryjnych i badań 
klinicznych, starają się komputerowo wizualizować 
określone scenariusze służące rozwiązywaniu proble-
mów klinicznych, koordynowaniu terapii i rozwoju 
badań nad nowymi lekami. 

6.  Podsumowanie

Mikrobionty bytujące w przewodzie pokarmowym 
ssaków stanowią najliczniejszy ekosystem żywych orga- 
nizmów. Szacuje się, że u człowieka liczba komórek 
przedstawicieli Bacteria i Archea na obszarze jelit osią-
gającym około 400 m2 może wynosić od 1013 do 1014 

oraz od 1014 do 1015 towarzyszącym im bakteriofagów 
nie uwzględniając innych wirusów i eukariotycznych 
pasożytów [59]. Gospodarz i bytująca w jego przewo-
dzie pokarmowym mikroflora tworzą ukształtowany 
przez tysiąclecia współistnienia kompleksowy system 
ekologiczny, będący formą związku przynoszącego nie 
tylko obopólne korzyści, ale wręcz uzależniający ist-
nienie jednych od drugich. Geny mikrobiontów zwięk-
szają ogólną pulę genów gospodarza, a  potencjalne 
ich produkty interferują z jego życiowymi procesami. 
Mikroorganizmy wykształciły na drodze ewolucyjnej 
mechanizmy zmienności i przystosowawcze do okreś
lonych warunków życia. Wytwarzają w tym celu wiele 
struktur i mechanizmów błonowego i transosłonowego 
przekaźnictwa i przetwarzania sygnałów, poprzez które 
odbierają bodźce ze środowiska i odpowiadają na nie. 
Podobnie, odpowiedź ze strony gospodarza nie zależy 
tylko od potencjalnych cech kodowanych w bakteryj-
nym genomie, ale również od procesów na poziomie 
molekularnym towarzyszącym relacjom bakterie-
-gospodarz, ich dynamiki i przestrzeni, w której mają 
miejsce, jak również czasu ich trwania. Pokazuje to 
istnienie wielokierunkowej sieci powiązań, poprzez 
którą możliwe jest przesyłanie sygnału i porozumie-
wanie się bakterii z bakteriami, bakterii z gospodarzem 
i gospodarza z bakteriami i jest ilustracją chemicznego 
i molekularnego języka pomiędzy mikro- i makroorga-
nizmami, na drodze którego kształtują się ich wzajemne 
relacje służące utrzymaniu delikatnej równowagi. Włą-
czenie w ostatnich dekadach do badań mikroflory jeli-
towej nowych technik opartych na sekwencjonowaniu 
metagenomu i wykrywaniu specyficznych dla określo-
nych gatunków, a nawet klonów sekwencji, znacznie 
przybliżyły nam zjawiska i  relacje pomiędzy gospo-
darzem a  jego mikroflorą. Uzyskana wiedza znajduje 
praktyczne zastosowanie do zindywidualizowanego 
leczenia, poszukiwania punktów odniesienia dla sto-
sowanych leków, jak również celowego kształtowania 
pomiędzy jelitowymi mikrobiontami i gospodarzem 
relacji służących zachowaniu homeostazy. 
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1.  Wprowadzenie

Jedną z najbardziej zdumiewających informacji 
z zakresu faktów biologicznych w ostatnich kilku latach 
była wiadomość o istnieniu wirusów mogących ata-
kować wirusy, a które nazwano wirofagami – „poże-
raczami wirusów” [29, 35]. Fakt, że wirusy atakują 
komórki bakteryjne był znany już od 1896 roku i  te 
określono jako bakteriofagi. Wśród wirusów opisano 
również bardzo ciekawe, groźne patogeny infekujące 
rośliny, nazwane od 1971 roku wiroidami. Natomiast 
obecnie zarejestrowano zdumiewający fakt, że wirus nie 
będący organizmem komórkowym, potrafi atakować 
inne wirusy, też nie będące komórkami. 

Wykazano, że wirofagi infekują głównie olbrzymie 
wirusy – powyżej 400 nm – m.in. z rodzaju Mimivi-
rus, którego przykładem jest APMV (Acanthamoeba 
polyphaga mimivirus), pierwszy opisany przedstawiciel 
wirusów olbrzymich, czy wirusy olbrzymie z rodzaju 

Mamavirus [8, 9, 29]. Według La Scola [22] oprócz tych 
dwóch wirusów olbrzymich – Mimi- i Mamawirusów 
–  występują także inne wirusy olbrzymie, określane 
jako NCLDV (Nucleocytoplasmic Large DNA Viru-
ses), których 19 wyizolowano z prób środowiskowych, 
w latach od 2008 do 2010. Przyjmuje się, że aż 14 z nich, 
to wirusy o wymiarze większym niż 400 nm, wykazu-
jące podobieństwo do pierwszego scharakteryzowa-
nego wirusa olbrzyma – Mimiwirusa, które są infeko-
wane przez wirofagi [6, 8, 21, 26, 29]. Opisane obecnie 
wirofagi, rzucają nowe światło na istotę „życia”, w tym 
wirusów i  pokazują, że została przekroczona bariera 
dzieląca wirusy od organizmów komórkowych [6, 26, 
27, 35], co w szczególności wiąże się z faktem opisa-
nia wirusa nazwanego Mamawirusem, większego od 
odkrytego wcześniej Mimiwirusa [5, 29]. Wykazano, że 
oba te wirusy olbrzymie (Mimiwirus i Mamawirus), pod 
wieloma aspektami są do siebie podobne [5, 6, 8, 21, 
26], a ponadto wykazano, że na kapsydzie Mamawirusa 
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jest mały intruz, będący także wirusem [5, 6, 8, 21, 26]. 
Temu „pasażerowi” nadano sympatyczną nazwę Sput-
nik (ros. „towarzysz podróży”), na cześć nazwanego tak 
pierwszego satelity Ziemi [6, 8, 20, 26, 28, 29]. Wyka-
zano także, że dominującym gospodarzem dla Sputnika 
jest Mamawirus, żyjący na pierwotniakach Acantha
moeba (A) polyphaga, choć dowiedziono, że Sputnik 
może również skutecznie infekować Mimiwirusa żyją-
cego na pierwotniakach A. castellanii i co ważne, z tą 
samą kinetyką replikacji [8, 28]. Fakty te dały początek 
badaniom tych niecodziennych „elementów” biolo- 
gicznych jakimi są opisane wirofagi (tab. I), spośród 
których, w obecnej pracy opisano cztery – to jest Sput-
nik, Sputnik 2, Mawirus i OLV.

2.  Wirofag Sputnik

Sputnik można uznać za najstarszy i pierwszy po- 
znany – w 2008 roku – wirofag, który jest małym 
dsDNA wirusem o ikosahedralnym kapsydzie średnicy 
ok. 74 nm [5]. Jego kapsomery są formowane z trime-
rycznych cząsteczek głównego białka kapsydu, złożo-
nych w  pseudoheksamerycznych i  pentamerycznych 
jednostkach, tworzących zewnętrzną powłokę kapsydu 
w wirionie [21] i są ulokowane w wierzchołkowej części 
kapsydu, nie tworząc wypukleń. W centralnej części pen-
tameru tworzą jamę, która może służyć jako portal do 
wyjścia lub wejścia DNA [31, 34]. Badania mikroskopią 
elektronową wirofaga Sputnik wykazały także obecność 
dwuwarstwowej lipidowej błony pod jego kapsydem, co 
potwierdzono badaniami za pomocą spektrometrii mas, 

a która to błona składa się od 12% do 24% z lipidów, 
w tym głównie z fosfatydyloseryny, co dowodzi o  ist-
nieniu tłuszczowej membrany wewnątrz Sputnika, ota-
czającej DNA [8]. Obecnie wiadomo, że infekcja ameb 
A. polyphaga przez Sputnik, zachodzi tylko z udziałem 
Mamawirusa oraz Mimiwirusa. Potwierdzeniem tych 
faktów są badania zespołu La Scola [8, 21], w których 
wykazano, że infekcja tych ameb Sputnikiem, przy jed-
noczesnym braku Mama- czy Mimiwirusa, nie spowo-
dowała lizy komórek ameby, co potwierdzone zostało 
wykazaniem braku cząstek Sputnika w tych amebach, 
w obrazie mikroskopii elektronowej (TEM) i immuno-
fluorescencyjnym, choć nadal droga wnikania Mama- 
czy Mimiwirusów do ameb, jest mało poznana [8, 21]. 
Jedynie wykazano, że w przypadku Mimiwirusa dostaje 
się on do ludzkich i mysich makrofagów na drodze fago-
cytozy, czyli mechanizmu najczęściej utożsamianego 
z pochłanianiem zarazków przez komórki fagocytujące 
np. komórki PMN (polimorfonuklearne –  granulo-
cyty obojętnochłonne) [8]. Ponadto dowiedziono, że 
włókna powierzchniowe tak Mamawirusa jak i Mimiwi-
rusa, mające glikozylowane białka długości ok. 140 nm 
i średnicy 1,4 nm, przyczyniając się do ich wyjątkowej 
wielkości i są oddzielone białkiem czołowym o około 
25 kDa, które jest przymocowane do kapsydu [20]. To 
gęste pokrycie kapsydu tymi włóknami, tworzy warstwę 
ochronną, odporną na proteazy, co sprawdzono traktu-
jąc te wirusy lizozymem [31]. Pokrycie to przypomina 
peptydoglikan występujący w bakteriach i możliwe, 
 że ten element przyczynia się też do aktywacji mecha-
nizmu wejścia Mamawirusa i Mimiwirusa, w tym także 
innych olbrzymich wirusów min. do ameb [6, 8, 20, 27, 

1.	 Sputnik	 Mamavirus i Mimivirus	 Pierwotniak (Acanthamoeba (A) polyghaga) – woda
			   z wieży wiertniczej w Bradford Pierwotniak (A. castellanii)
2.	 Sputnik 2	 Lentille virus	 Pierwotniak (A. polyghaga) – płyn soczewek
			   kontaktowych u kobiety
3.	 Mavirus	 CroV	 Wiciowiec jednokomórkowy (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)	 Phycodna lub Mimivirus (?)	 Mikroalgi? – wody jeziora w pakru Yellowstone
	 – materiał metagenomowy
6.	 YSLV 2 (Yellowstone Lake Virophage 2)	 Phycodna lub Mimivirus (?)	 Mikroalgi? – wody jeziora w pakru Yellowstone
	 – materiał metagenomowy
7.	 YSLV 3 (Yellowstone Lake Virophage 3)	 Phycodna lub Mimivirus (?)	 Mikroalgi? – wody jeziora w pakru Yellowstone
	 – materiał metagenomowy
8.	 YSLV 4 (Yellowstone Lake Virophage 4)	 Phycodna lub Mimivirus (?)	 Mikroalgi? – wody jeziora w pakru Yellowstone 
	 – materiał metagenomowy
9.	 ALM (Ace Lake Mavirus) 	 Mimivirus (?)	 Pierwotniaki? – wody Antarktyki
	 – materiał metagenomowy

Tabela I
Opisane wirofagi [4, 7, 8, 14, 16, 27, 31, 34]

Lp. Wirofagi Miejsce występowania Zaobserwowane miejsce zakażenia i miejsce odkrycia
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31]. Wykazano, że dzięki włóknom powierzchniowym 
olbrzymich wirusów, wirofag Sputnik może być pochła-
niany wraz z Mama- i Mimiwirusami przez ameby, do 
tej samej wakuoli endocytarnej [8, 29]. Dowiedziono 
to przy pomocy immunofluorescencji mysimi przeciw-
ciałami anty-Sputnik, które wykryto wewnątrz ameby, 
już w 30 min po infekcji wirusami olbrzymimi (Mamo- 
i  Mimiwirusem) [8]. Ponadto lokalizacja sygnałów 
Sputnika i Mimiwirusa u ameb dodatkowo wskazuje, 
że oba te wirusy rozpoczynają funkcjonowanie, w tych 
samych endocytarnych wakuolach [8]. Natomiast 
jak do tej pory, nieopisano mechanizmu uwalniania 
genomu Sputnika z cytoplazmy ameb, choć przyjmuje 
się, że prawdopodobnie uwalnia się on dzięki „dosta-
wom” do ameb między innymi Mimiwirusa [8]. Obec-
nie wiadomo jest, że w trakcie replikacji, genom Mimi-
wirusa wydostaje się przez otwór utworzony w błonie 
endocytarnej wakuoli w amebie i wewnętrznej błonie 
wirusowej, co stanowi element procesu związanego 
z  przegrupowaniem na dużą skalę kapsydu Mimiwi-
rusa [34]. Stwierdzono, że genom Mimiwirusa, jest 
zamknięty w pęcherzyku (rdzeń Mimiwirusa), który 
prawdopodobnie pochodzi z wewnętrznej błony wirusa 
[34]. Mikroskopią elektronową stwierdzono, że trans-
krypcja nowosyntetyzowanych cząsteczek mRNA 
Mimiwirusa zachodzi dość szybko, bo jego gromadze-
nie rejestruje się już 4 godziny po infekcji w obszarach 
położonych na obwodzie rdzenia wirusa, a uwalnianie 
wirionów potomnych Mimiwirusów zachodzi mię-
dzy 6 i 8 godziną po zakażeniu [8]. Ta mimiwirusowa 
„fabryka” działa tak, że potomne wiriony Sputnika 
zaczynają być wytwarzane na jednym biegunie, przed 
syntezą nowych cząsteczek Mimiwirusów, która zacho-
dzi na drugim biegunie. Czasami proces ten wydaje się 
być podzielony na dwie części: A – część wypełniona 
„potomstwem” Sputnika i B – produkująca Mimiwirusa 
[8, 17]. Zarejestrowano, że po 16 godzinach od infekcji 
ameby przez Mimiwirus, komórki tych organizmów są 
całkowicie wypełnione nowo utworzonymi wirionami 
Mimiwirusa, ale także wirofagami Sputnika, z tym, że 
cząstki Sputnika lokalizują się w cytoplazmie ameby lub 
w okolicach lipidowej błony wakuoli [8, 17]. Wykazano 
też [8], że około 92% komórek ameb ulega lizie po 24 h 
hodowli z kulturami Mamawirusa, podczas gdy tylko 
79% lizuje po infekcji Mamawirusem i koinfekcji Sput-
nikiem, to znaczy, że obecność Sputnika w 13% obniża 
miano zakażenia Mamavirusa, co wskazuje, że Sputnik 
jest „lekiem” dla ameb. Wykazano, że Sputnik związany 
jest tylko ze szczególnym typem gospodarza, bo np. nie 
replikuje z Marseillevirus – innym olbrzymim wirusem 
NCLDV, stwierdzonym w  zainfekowanej amebie [2] 
i  innymi wirusami, podobnymi do niego [1]. Zatem 
Sputnik może „żyć” – bytować, w tzw. związku z wiru-
sami, ale tylko podobnymi do Mimi-, czy Mamawirusa, 
chociaż ma wyższe powinowactwo do Mamawirusa [8].

Genom (dsDNA) Sputnika jest wielkości 18,343 pz, 
którego 21 genów koduje białka o wielkości od 88 do 
779 aminokwasów, a kodony START i STOP, to głów-
nie AUG i  UAA [21]. Organizacja jego genomu jest 
podobna do organizacji innych genomów wiruso-
wych, w  tym bardzo szczelny jest układ zbudowany 
z małych nakładających się otwartych ramek odczytu 
(ORF) [8, 21]. Średnia odległość między dwoma ORF 
wynosi ok. 190 reszt nukleotydów [8, 21]. Dystrybucja 
genów kodujących białka Sputnika wykazuje stronni-
czość nici w kierunku dodatniej nici 17 ORF, a wysoka 
zawartość A+T (73%) w jego genomie, upodabnia go 
do Mamawirusa i  Mimiwirusa [8]. Zarejestrowano 
także, że ekspresja genów Sputnika nie koduje własnej 
zależnej od DNA polimerazy RNA, stąd przypuszcza 
się, że może on wykorzystywać tę z transkrypcji Mimi-
wirusa. Dowodem na to jest wykrycie sygnału polia-
denylacji w unikalnej strukturze „spinki do włosów” 
Mimiwirusa [2, 3] oraz obecność późnego promotora 
w  genomie Sputnika [8]. Podobnie jak w przypadku 
innych wirusów eukariotycznych, u Mimiwirusa białka 
kodujące geny ulegają ekspresji w postaci poliadeny-
lowanych transkryptów. Ponad 80% z jego dojrzałych 
cząsteczek mRNA, na końcu 3’, zawiera sekwencje 
palindromowe, umożliwiając doskonałe sparowania, 
z  co najmniej 13  kolejnymi nukleotydami o  struk-
turze podobnej do struktur „spinki do włosów” [2], 
których jak się zakłada, w  genomie Sputnika jest 16 
[3]. Wykazano także, że rozkład tych sygnałów nie jest 
przypadkowy, ponieważ 14 z nich, znajduje się w regio-
nach międzygenowych, natomiast tylko 2 znajdują się 
w samych genach. Badając transkrypty mRNA Mimi-
wirusa dowiedziono, że transkrypcja jego genów jest 
regulowana przez wczesne, średnie i późne promotory, 
tak jak ma to miejsce u Sputnika [8]. Oceniając białka 
z oczyszczonych cząsteczek Sputnika za pomocą elek-
troforezy dwuwymiarowej wykazano [21], że białka 
kodowane przez ORF 20, są w 55 spośród 60 wykrytych 
miejsc i  odpowiadają one głównie osłonce białkowej 
wirionów [21]. Zidentyfikowano też dwa inne białka 
kodowane przez ORF 8 i ORF 19, które mogą odpowia-
dać drobnym białkom wirionów, wykazujących acety-
lację ich N-końcowych aminokwasów, powszechnych 
w komórkach eukariotycznych. Dowiedziono, że wiru-
sowe cząstki Sputnika zawierają wszystkie wirusowe 
RNA, z wyjątkiem ORF 17, który koduje transpozazy, 
choć ORF 17 mRNA, wykryto już po 4 h od infekcji, co 
dokumentuje, że gen ten jest funkcjonalny [10].

3.  Wirofag Sputnik 2

Drugi po odkryciu Sputnika, stwierdzony w płynie 
zanieczyszczonym amebą (Acantamoeba polyphaga) 
zakażoną przez olbrzymi wirus – Lentille, to wirofag, 
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który nazwano Sputnik 2. Ciekawym faktem w przy-
padku tego wirofaga jest to, że w jego wnętrzu zna-
leziono małe fragmenty DNA w postaci ruchliwych, 
niezależnych kawałków, które także stwierdzone były 
w genomie wirusa Lentille. Takie ruchliwe cząsteczki 
„pasożytniczego” DNA mogą się włączyć samodziel-
nie w  genom gospodarza –  tak jak to czynią inne 
wirusy (np. HIV i  Herpeswirus) umieszczając swoje 
DNA w genomie np. zakażonych zwierząt, lub zostać 
na zewnątrz. Fragmenty tego DNA nazwano trans-
powironami, honorując podobny ich charakter do 
transpozonów – tzw. genów skaczących [5, 9]. Są przy-
puszczenia, że dzięki takiej cesze Sputnika 2, może on 
stanowić pewien „środek transportu” – przenoszenia 
genów pomiędzy gospodarzem (amebą), a  wirusem 
olbrzymim – w tym przypadku wirusem Lentille [9]. 
Ponadto cecha ta może być wyjaśnieniem tego, że różne 
wirusy olbrzymie mają często podobne geny.

4.  Wirofag Mawirus

Podczas badań mających na celu lepsze poznanie 
biologii wirusa CroV (Cafeteria roenbergensis virus) 
infekującego algi Cafeteria (C.) roenbergensis odkryto 
wirofag, który. nazwano Mawirusem (nazwa pochodzi 
od Maverick virus) [4, 7, 8, 14, 16]. Mawirus różni się 
od Sputnika i Sputnika 2 tym, że ma kubiczny kapsyd 
o średnicy 60 nm. U tego wirofaga nie znany jest skład 
białek jego wirionu, z wyjątkiem opisanego, głównego 
białka kapsydu MV18 (putative major capsid protein) 
[8, 15, 16]. Dodatkowo wykazano, że białka kapsydu, 
zarówno Mawirusa, jak i Sputnika są do siebie podobne, 
natomiast nie wykazują one podobieństwa w stosunku 
do białek kapsydu innych wirusów [15, 16]. 

Genom Mawirusa jest kolistą cząsteczką dwunicio-
wego DNA (dsDNA) i składa się z 19 063 pz. W jego 
genomie stwierdza się obecność 20  sekwencji CDSs 
(protein-coding sequences) o średniej długości 883 nt, 
nazwanych MV01, MV02, MV03, MV06, MV13, 
MV15, MV16, MV18, MV19 i MV20 [15]. Ekspresja 
genów Mawirusa podlega „maszynerii” transkrypcyj-
nej wirusa CroV w późnym stadium infekcji [15, 16]. 
Dziesięć sekwencji CDSs Mawirusa wykazało homo-
logię z  sekwencjami białkowymi eukariontów, retro-
wirusów i bakterii oraz wirusów dsDNA, a  także, co 
najmniej z  czterema genami opisanymi u  Sputnika 
[15, 16]. Stwierdzono, że Mawirus i Sputnik mają 
homologiczne geny kodujące białko kapsydu i  stąd 
jak wspomniano, białko kapsydu tych dwóch wirofa-
gów jast podobne [15,16]. Zarejestrowano, także, że 
gen MV01 koduje superrodzinę 3 helikaz (SF3H heli-
case) podobnych do D5 ATPazy, która jest uważana za 
główną helikazę replikacyjną u wirusów NCLD [18]. 

W przeciwieństwie do NCLDV, gdzie domena SF3H 
znajdująca się na C-końcu primazy-helikazy białka 
fuzyjnego, domena S3H Mawirusa zlokalizowana jest 
na N-końcu i niewyjaśniono do tej pory jej funkcji [14, 
16, 18]. Natomiast gen MV02 koduje integrazę należącą 
do superrodziny retrowirusowych integraz (rve-INTs) 
[11]. Odkryto również, że zarówno integrazy Mawirusa, 
jak i organizmów eukariotycznych zawierają C-termi-
nalną domenę CHROMO, która jest konserwatywnym 
regionem ~60 aa, zdolnym do interakcji z poszczegól-
nymi częściami chromatyny [14, 15, 16]. MV03 koduje 
polimerazę  B DNA (predicted protein-primed DNA 
polymerase B), której homologi występują u bakterio-
fagów, adenowirusów, jak również jako genom mito-
chondrialny roślin, grzybów i śluzowców [15]. MV06 
koduje endonukleazy GIY-GIY, zaś MV13 zawiera 
domeny hydrolaz alpha/beta podobne do domen 
znalezionych w  lipazach [35]. MV15 koduje ATPazę 
FtsK-HerA, zaś MV16 proteazę cysteinową, natomiast 
MV18 koduje główne białko kapsydu [15]. Wykazano, 
że domena C-terminalna MV19 ma znaczące podo-
bieństwo do łańcuchów powierzchniowych ściany 
komórkowej Bdellovibrio bacterivorous, zaś ostatnie 
białko MV20 tego wirofaga zwiera trzy powtórzenia 
FNIP/IP22 [15]. Te trzy powtórzenia o długości ~22 aa, 
są obecne u  Mimiwirusów, śluzowców Dictyostelium 
discoideum i  Polysphondylium pallidum, alg Ectocar-
pus siliculosus, a także w genomie wirusa olbrzymiego 
CroV [25]. Wykazano, że genom Mawirusa okazał się 
być ściśle związany z klasą eukariotycznych transpo-
zonów DNA i stad zaproponowano, by Mawirus dawał 
początek transpozonom DNA w klasie Maverick/Polin-
ton. Powstała hipoteza, że pierwotne jego formy stano-
wiły ochronę przed infekcjami wirusów litycznych, co 
doprowadziło do transformacji, rozproszenia i utrwale-
nia pochłoniętych wirusów w genomie wielu komórek 
eukariotycznych [14, 16]. Mimo, że nie jest możliwe 
odtworzenie tak wczesnych ewolucyjnych wydarzeń, 
wydaje się, że wirusowa teoria transpozogenezy two-
rzy nowe pytania, m.in. czy wirofagi mogą ingerować 
do genomu komórki eukariotycznej oraz czy wirofagi 
mogą uczestniczyć w  poziomym transferze genów 
pomiędzy gigantycznymi wirusami [14, 16]. Przy uży-
ciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego dowie-
dziono, że wirofag Mawirus dostaje się do komórki 
C. roenbergensis na drodze endocytozy, za pośrednic-
twem białka klatryno-zależnego i rozpoczyna replikację 
w CroV, co prowadzi do powstawania nieprawidłowych 
struktur jego kapsydu [15, 16]. Wykazano, że w trakcie 
zakażenia jądro gospodarza (C. roenbergensis) pozostaje 
nienaruszone, a cząsteczek wirusów, zarówno CroV, jak 
i Mawirusa nie zaobserwowano w nim aż do późnych 
etapów infekcji, co sugeruje, że replikacja tych wiro
fagów następuje wyłącznie w cytoplazmie [15, 16].
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5.  Wirofag OLV

Wirofag Jeziora Organicznego (OLV – Organic Lake 
Virophage,) został opisany po raz pierwszy podczas 
badań prowadzonych w  latach 2006–2008 w wodach 
antarktycznego Jeziora Organicznego, przez australij-
ski zespół badawczy prowadzony przez mikrobiologa 
Ricardo Caviccholi z Uniwersytetu Nowej Południowej 
Walii [33]. Zidentyfikowano go dzięki podobieństwu 
jego sekwencji białkowych w kapsydzie do odkrytych 
już wcześniej sekwencji białkowych znajdujących się 
w  Sputniku [33]. Jego genom został wykryty mię-
dzy sekwencjami genomowymi Phycodnawirusów, 
które są dużymi wirusami atakującymi algi morskie 
z rodzaju Pyramimonas [32, 33]. OLV infekując Phy-
codnawirusy stwarza w tym środowisku warunki do 
lepszego wzrostu glonów w wodach jeziora i stwarza 
im warunki przetrwania [24, 32, 33]. Analiza sekwencji 
nukleotydowych pochodzących z próbek wody pobra-
nej z Jeziora Organicznego, wykazała obecność nowych 
Phycodnawirusów – dużych dsDNA wirusów infeku-
jących glony, wśród których zidentyfikowano wirofag 
OLV, posiadający kulisty genom o wielkości 26 421 pz. 
Przyjmuje się, że OLV replikuje w komórkach zaka-
żonych Phycodnawirusem, hamując jego dalszą repli-
kację [24, 32, 33]. Wykazano, że aż sześć genów OLV 
jest związanych z genami Phycodnawirusów, co suge-
ruje, że nastąpiła wymiana genów między wirusami, 
a wirofagami prawdopodobnie podczas jednoczesnego 
zakażenia tego samego gospodarza. W związku z tym, 
że jeziora antarktyczne mają długie cykle dnia i nocy, 
to wzrost śmiertelności Phycodnawirusów spowodo-
wany atakiem wirofagów, może mieć istotny wpływ na 
utrzymanie stabilności mikrobiologicznej. Sekwencje 
genomu OLV stwierdzono również w próbkach wody 
pobranych z  jeziora Ace [24, 32, 33], co sugeruje, że 
OLV może występować w środowiskach wodnych na 
różnych obszarach naszej planety [32]. Ciekawym jest 
fakt wykrycia homologów Sputnika w OLV, w regionach 
V20 kodujących białka chemotaktyczne monocyta MCP, 
V3 – kodujące ATPazę DNA oraz białka V13 – kodu-
jące domniemaną polimerazę DNA, a także homologi 
genów o nieznanej funkcji w regionach V9, V18, V21 
i V32 [33]. Ponadto, w genomie OLV wykryto region 
OLV12 pochodzący od wirusa infekującego Chlorella, 
co oznacza, że musiała nastąpić wymiana materiału 
genetycznego między OLV, a  dsDNA Phycodnawi-
rusem. Porównując genom OLV z genomem OLPV 
(Organic Helper Phycodnaviruses) wykazano, że 7408 pz 
OLV, kodujących 6 białek (OLV17-22) jest podobnych 
w 32–65% do sekwencji zarówno w regionach OLPV-1 
i OLPV-2, obecnych u Phycodnawirusa atakującego algi 
morskie. Badania te umożliwiły zrozumienie roli niektó-
rych regionów wykazując, że regiony OLV20 i OLV13, 
kodują trójniciową strukturę kolagenu [33]. Stwier-

dzono, że OLV22 koduje małe białko (152AA) o nie-
znanej funkcji, jednak o wysokim podobieństwie do 
APMV. Natomiast niektóre geny znajdujące się w regio-
nach OLV19 i OLV20 kodujące – podobnie jak regiony 
OLV20 i 13 – białka takie jak kolagen, prawdopodobnie 
ułatwiają interakcje pomiędzy wirofagiem, a atakowa-
nym przez nie wirusem [33]. Opisano, że region OLV12 
jest unikalny dla OLV, ponieważ składa się z C-końca 
i  posiada konserwatywną domenę hipotetycznych 
białek należących do Chlorella wirusów oraz domenę 
N-końcową najbardziej zbliżoną do 3 klasy lipaz, które 
mogą odpowiadać za selektywność OLV w stosunku 
do PVs (Protein Variability Server), jak też homologi 
NCLDV, które są zaangażowane w replikacji DNA [33]. 
Domena helikaz OLV25 jest podobna do białka obec-
nego u zielonej algi morskiej Ostreococcus lucimarinus, 
co sugeruje związek OLV z gospodarzem. Wykazano, 
że geny charakterystyczne dla OLV, wskazują na umie-
jętność dostosowania się do systemu replikacyjnego 
OLPV [30]. Wirus OLV przede wszystkim posiada N6 
adenospecyficzną metylotransferazę DNA, podobnie 
jak OLPV. W OLPV-1 geny bakteryjne restrykcyjnego 
systemu modyfikacji znajdują się w  sąsiedztwie genu 
kodującego metylazę-S typu  I, rozpoznającą białko 
domeny i helikazę DNA odległą ale związaną z III typem 
podjednostki endonukleazy restrykyjnej [33]. Zareje-
strowano, ze prototyp Chlorella wirusa PBCV-1, ma 
zdolność ograniczania aktywności endonukleaz dosta-
jących się do wirionu i degradującego DNA gospodarza 
wkrótce po zakażeniu [33]. Wskazuje to, że N6 adeno-
-specyficzna metylotransferaza DNA obecna w OLV, 
zmniejsza atak endonukleolityczny za pośrednictwem 
OLPV na komórki gospodarza [33]. W celu dokonania 
oceny, w jaki sposób OLV wpływa na aktywność OLPV 
oraz dynamikę wzrostu i  rozwoju populacji gospoda-
rza, wykonano stymulację Lotka-Volterra, w której zało-
żono, że OLV jest drapieżnikiem atakującym OLPV. To 
doświadczenie wykazało, że zmniejszyła się liczba OPLV 
w komórkach populacji algi morskiej, co udowadnia, 
że wirofag zmniejsza ogólną śmiertelność glonów, na 
których bytuje oraz co manifestuje się zwiększoną ich 
częstotliwością zakwitów w okresach letnich [19, 23, 33].

6.  Inne wirofagi

Poznanie istoty głównie występowania wirofaga 
Sputnika, choć zapewne także i występowanie innych 
wirofagów (tab. I), rzuca nowe światło na temat „życia” 
w tym wirusów [6, 8, 26, 28, 35]. Wśród innych wirofa-
gów oprócz Sputnika, Sputnika 2, Mawirusa, Organic 
Lake Virophage – OLV, zarejestrowano występowanie 
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 występują głównie 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, które są głownie ich 
gospodarzem i które występują w środowisku wodnym 
jako czynniki zakaźne głównie dla mikroalg (głównie 
Spirulina sp. i  Chlorella sp.) jak i  prawdopodobnie 
pierwotniaków (tab. I). Przypuszcza się i to, że wirusy 
te mogą z czasem wyewoluować i zakażać także inne 
morskie organizmy [8]. Ponadto zwracając uwagę na 
obserwowane miejsca zakażenia i miejsce odkrycia 
wszystkich opisanych dotąd wirofagów (tab. I), jak wody 
z wieży wiertniczej w Bradford, płyn do soczewek kon-
taktowych, wody morskie Texasu, silnie zasolone wody 
Jeziora Organicznego na Antarktydzie czy wody jeziora 
parku Yellowstone (tab. I) wskazują, że nie ma granicy 
środowiska wodnego, co do ich obecności [8]. Przypusz-
cza się, że być może już wkrótce, będzie można klasy-
fikować opisane wirofagi (tab. I) jako czwartą domenę 
życia, co jeszcze kilka lat temu wydawałoby się absur-
dalne, bo przecież o samym wirusie wciąż nie można 
powiedzieć, że „żyje”, chociaż fakt, że może on być infe-
kowany przez inne wirusy, zmienia podejście do istot-
nych aspektów definiujących „życie”, właśnie tych czyn-
ników zakaźnych [6, 8, 26, 28, 35]. Najbardziej poznany 
spośród wirofagów Sputnik [29], stał się ogniwem 
łączącym wirusy ze światem ożywionym, stąd można 
założyć, że w świecie mikrobiologii, w tym wirusologii, 
fakty z  nim związane rzucają nowe spojrzenie, na te 
zdawałoby się dobrze dotąd poznane czynniki zakaźne, 
jakimi są wirusy, a wśród których dochodzi do licznych 
zmian ewolucyjnych. Ponadto metagenomiczne bada-
nia oceanu z ostatnich lat, ujawniły mnóstwo sekwencji 
genetycznych ściśle związanych z wirusami olbrzymami, 
co nasuwa podejrzenia, że są one pasożytami planktonu 
i możliwe, że nośnikami nowych wirofagów, do tej pory 
nie zarejestrowanych. Ważnym wydaje się być i to, że 
podczas tych badań wód oceanu, wśród zidentyfiko-
wanych w nich genów, ponad 70% jest takich, których 
nigdy wcześniej nie identyfikowano [26].

7.  Wirofagi, a wirusy satelitarne

Wirusy satelitarne są czynnikami, które zależą od 
innego wirusa tzw. pomocniczego, który jest im po- 
trzebny do replikacji. Ponieważ pierwszy opisany wiro- 
fag Sputnik wymaga obecności Mamavirusa lub Mimi-
wirusa aby osiągnąć swój cykl replikacji ale posiadający 
własny gen kodujący kapsyd, można go uznać za wirus 
satelitarny. Termin wirus satelitarny –  satelita, został 
po raz pierwszy wprowadzony w 1962 roku przez Kas-
sanis’a, opisującego związek między wirusem nekrozy 
tytoniu (TNV) i towarzyszącym mu małym wirusem 
nekrozy tytoniu (STNV) [8]. Wśród wirusów satelitar-
nych są dwie klasy, to jest wirusy wewnętrzne – o geno-

mie kodującym własne białka kapsydu oraz kwasy 
nukleinowe (ssDNA lub ssRNA) i wirusy o  genomie 
nie kodującym żadnych białek strukturalnych [8]. 

Pierwsza klasa jest reprezentowana przez jeden 
z  ludzkich wirusów związanych z  adenowirusami 
–  wirusami towarzyszącymi adenowirusom –  AAV, 
(adeno-associated virus), które zostały odkryte 
w 1965 roku w preparatach wirusowych jako małe, bez-
osłonkowe wirusy z kapsydem ikosaedralnym w zakre-
sie od 20 do 24 nm średnicy [8]. Obecnie AAV są skla-
syfikowane jako Dependovirus w rodzinie Parvoviridae, 
ale nie są ujęte w grupie satelitarnych wirusów w klasy-
fikacji ICTV [12]. Druga klasa satelitarnych wirusów 
obejmuje wszystkie wirusy satelitarne [12] składa się 
z  wirusów ssRNA infekujących owady (podgrupa  1) 
i  rośliny (podgrupa 2). Przykładem wirusa z pod-
grupy 1 jest wirus satelitarny powodujący chroniczny 
paraliż pszczół (CBPSV), który po raz pierwszy został 
opisany w 1980 roku [12], charakteryzujący się wielkoś
cią ok. 17 nm i posiadający jedno białko kapsydowe 
wielkości ok. 15 kDa [8]. Genom wirusa CBPSV, składa 
się z trzech fragmentów ssRNA równej wielkości i około 
1100 reszt nukleotydowych każdy, o różnych struktu-
rach drugorzędowych. Jednak nie jest do końca pewne, 
czy CBPSV jest prawdziwym wirusem satelitarnym 
[8]. Obecnie, za najbardziej uznane wirusy satelitarne 
uważa się jednak te, które przypominają STNV (wiru-
sem nekrozy tytoniu), będący przedstawicielem pod-
grupy 2 i wszystkie one zależą od wirusów roślinnych, 
potrzebnych im do replikacji. Stąd w przypadku Sput-
nika można uznać go za satelitę (wirus satelitarny), gdyż 
wiadomo, że do swojej replikacji wymaga on obecności 
Mamawirusa i/lub Mimiwirusa. Sputnik jest pierwszym 
opisanym wirusem satelitarnym dsDNA, posiadającym 
genom o wielkości 18,3 pz i kapsydzie o około 50 nm 
(średnicy o około 74 nm) i o głównej masie cząstecz-
kowej białka kapsydu wynoszącej 65 kDa, co pokazuje 
jego wielkość i co oznacza, że jest on większy niż obec-
nie znane wirusy satelitarne. Ponadto w  przeciwień-
stwie do AAV, Sputnik nie może zainfekować ameby 
w  przypadku braku Mamawirusa i/lub Mimiwirusa, 
stąd stwierdza się, że namnożenie Sputnika odbywa 
się w „fabrykach” Mamawirusa i/lub Mimiwirusa, co 
potwierdzono hybrydyzacją in situ, za pomocą sondy 
specyficznej dla Sputnika w Mamawirusie [8]. Ponadto 
zarejestrowano, że obniżenie zjadliwości wirusów jest 
m.in. związane ze zmniejszeniem ich replikacji, co jest 
często obserwowane w związku z wirusami satelitar-
nymi, choć w takich przypadkach nie zarejestrowano 
zmian w ich morfologii. Warto dodać, że wirofag Sput-
nik różni się od innych wirusów satelitarnych i tym, że 
nie hamuje procesu replikacji gospodarza, co prowadzi 
do wytwarzania cząstek Mamawirusa, ale z nadmierną 
grubością warstwy osłonki i niekompletnych skupisk 
włókien na obwodzie jego cząstek [8, 28].
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8.  Podsumowanie

Wśród takich niecodziennych form życia, jakim 
są wirofagi, w tym wirofag Sputnik, który można tak 
nazwać głównie w ze względu na jego miejsce wystę-
powania i możliwość zakażania, zarejestrowano także 
i  takie, które kolonizują wirusy ale i  atakują wyższe 
organizmy, nie tylko pierwotniaki, ale także wiciowce, 
glony i  mikroalgi. Te formy „życia”, wydaje się, że 
stwarzają nadzieję, iż w  niedługim czasie mogą stać 
się nowymi elementami i  formami, wśród opisanych 
obecnie trzech domen życia.
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1.  Wstęp

W grupach pacjentów chirurgicznych otrzymują-
cych okołooperacyjne żywienie pozajelitowe stwierdza 
się więcej komplikacji infekcyjnych niż w grupach nie-
otrzymujących TPN (total parenteral nutrition – całko-
wite żywienie pozajelitowe). U tych pacjentów występuje 
więcej komplikacji nie infekcyjnych. Powikłania infek-
cyjne towarzyszące najczęściej żywieniu parenteralnemu 
to zapalenie płuc i bakteriemia [63]. Uogólnione infek-
cje odcewnikowe są powodem znacznej śmiertelności 
w grupach pacjentów otrzymujących TPN. Kolonizacja 
cewnika może również prowadzić do rozwinięcia infek-
cji miejscowych: septycznego, zakrzepowego zapalenia 
żył, wsierdzia i innych infekcji ogniskowych [25].

Jako główną przyczynę infekcji pochodzenia od- 
cewnikowego wskazywane są: gronkowce – Staphy-
lococcus aureus i Staphylococcus epidermidis; pałeczki 
Gram-ujemne – Serratia marcescens, Escherichia coli 
i Klebsiella pneumoniae oraz grzyby drożdżopodobne. 
Według najnowszych danych infekcje odcewnikowe 

mogą być spowodowane również przez inne mikro-
organizmy, w tym ostatnio stwierdzone w  Japonii 
zakażenie odcewnikowe Bacillus cereus [39]. Wśród 
izolatów grzybów drożdżopodobnych kolonizujących 
cewniki naczyniowe i najczęściej powodujących zaka-
żenia, dominują gatunki Candida albicans [40] oraz 
Candida parapsilosis [9]. Wykazano, że ponad połowę 
wszystkich mikroorganizmów izolowanych z  epizo-
dów infekcji uogólnionych u osób otrzymujących dłu-
goterminowe leczenie żywieniowe stanowią bakterie 
Gram-dodatnie. Wśród nich dominują rodzaje Sta-
phylococcus i Enterococcus. Bakterie Gram-ujemne to 
ok. 23% wszystkich izolatów. Najczęściej w materiałach 
klinicznych tej grupy chorych występują K. pneumoniae 
i E. coli. Grzyby drożdżopodobne hodowane są z 22% 
wszystkich materiałów. Autorzy podkreślają również, 
iż ok. 23% wszystkich epizodów infekcji uogólnionych 
posiada etiologię mieszaną [42, 43]. Obecnie obserwuje 
się stały wzrost zakażeń o  etiologii grzybiczej. Zhao 
i wsp. oszacowali w swoich badaniach częstość zakażeń 
grzybiczych na 29% [82].
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Abstract: Fungal infections constitute a vital clinical issue concerning various groups of patients, among them patients with total parenteral 
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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;
•	 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,
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2.	 Czynniki ryzyka wystąpienia zakażenia
	 o etiologii grzybiczej

Dane literaturowe wskazują potencjalne czynniki 
ryzyka wystąpienia kandydozy uogólnionej, którymi 
są: cewnikowanie wewnątrzżylne (97% przypadków), 
antybiotykoterapia (91%), żywienie pozajelitowe (54%), 
przebyty zabieg operacyjny (46%), terapia immunosu-
presyjna (38%), guz złośliwy (27%), wcześniej przebyta 
grzybica (26%), transplantacja narządu (16%), neutro-
penia (12%) oraz wcześniejsza kolonizacja (11%) [1, 
28]. Najczęściej infekcje powodowane przez grzyby 
z rodzaju Candida rozwijają się u pacjentów z neutrope-
nią lub defektem w funkcji neutrofili bądź makrofagów 
[28]. Dowiedziono, że stosowanie całkowitego żywienia 
pozajelitowego zwiększa ryzyko wystąpienia kandyde-
mii 3,8-krotnie w porównaniu do pacjentów nie prze-
chodzących infekcji. Jako czynniki ryzyka predysponu-
jące do rozwoju wystąpienia kandydemii wymieniane 
są: leukopenia, przewlekła niewydolność nerek, zabieg 
operacyjny w obrębie jamy brzusznej, pobyt na oddziale 
intensywnej terapii, cewnikowanie wewnątrzżylne, 
stosowanie żywienia parenteralnego i  długookresowa 
kortykoterapia [2]. U  pacjentów z  rozwiniętą kandy-
demią obserwowana jest podwyższona częstość kolo-
nizacji grzybami z rodzaju Candida oraz występowanie 
wcześniejszych infekcji np. kandydurii. Stosowanie TPN 
zostało zakwalifikowane jako czynnik predysponu-
jący do rozwoju kandydemii i może stać się przyczyną 
nawracających infekcji grzybiczych [9]. Zaobserwowano 
również następującą interakcję pomiędzy stosowaniem 
całkowitego żywienia parenteralnego, a  neutropenią 
występującą u  pacjentów. Stosowanie TPN stanowi 
czynnik ryzyka wystąpienia kandydemii jedynie w przy-
padku braku neutropenii. Natomiast sama neutropenia 
jest czynnikiem ryzyka jedynie przy braku TPN [30]. 
Drożdżaki Candida spp. znajdują się w chwili obecnej na 
czwartym miejscu wśród najczęściej spotykanych czyn-
ników etiologicznych infekcji uogólnionych; ich liczba 
wzrasta na oddziałach intensywnej terapii. Chow i wsp. 
wyodrębnili sześć niezależnych czynników predyspo-
nujących do rozwoju infekcji uogólnionych o etiologii 
innej niż C. albicans miedzy innymi: operacja przebyta 
przed przyjęciem na oddział intensywnej terapii oraz 
stosowanie TPN. Natomiast do czynników ryzyka 
predysponujących do rozwoju infekcji uogólnionych 
o etiologii C. albicans zakwalifikowano między innymi 
operacje przeprowadzone podczas pobytu na oddziale 
intensywnej terapii i ponownie stosowanie TPN [12]. 
Według niektórych danych 80% infekcji uogólnionych 
o etiologii Candida spp., związanych z wysoką – 50% 
śmiertelnością, rozwija się u  pacjentów przebywają-
cych na oddziałach intensywnej terapii i ambulatoryj-
nych cewnikowanych do żyły centralnej. Stwierdzono, 
że istotnym czynnikiem ryzyka u tych pacjentów jest 
stosowanie żywienia parenteralnego [1, 13].

2.1.	 Candida spp. jako czynnik etiologiczny infekcji

Ponad 17 gatunków z rodzaju Candida to czynniki 
etiologiczne zakażeń u ludzi [57]. Wśród nich drobno- 
ustrojami najczęściej wywołującym infekcje jest C. albi-
cans. Inne gatunki to C. parapsilosis, C. glabrata i C. tro-
picalis [57, 69]. Mogą one wywoływać zakażenia endo-
genne i egzogenne. Natomiast C. krusei nie występująca 
wśród flory fizjologicznej – wyłącznie egzogenne [69]. 
Częstość infekcji egzogennych zwiększa się wraz ze 
wzrostem zastosowania cewnikowania wewnątrznaczy
niowego i żywienia pozajelitowego [21].

Infekcje inwazyjne powodowane przez grzyby z ro- 
dzaju Candida stanowią poważny problem u chorych 
z obniżoną odpornością. Głównymi czynnikami ryzyka 
są: obecność cewnika w żyle centralnej, żywienie poza-
jelitowe, antybiotykoterapia, przewlekła niewydolność 
nerek [3, 62] oraz długi pobyt na oddziale intensywnej 
terapii i wcześniejsza kolonizacja błon śluzowych przez 
komórki grzyba z rodzaju Candida [62]. Barberino i wsp. 
w  oparciu o analizę jednozmienną ustalili, że wśród 
69 przypadków jedynie 14 szczepów zostało 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 wskazują na stały wzrost 
gatunków z grupy non-albicans jako czynników etio-
logicznych fungemii. Podkreślają również, że wzrost 
występowania tego rodzaju infekcji notowany jest głów- 
nie na oddziałach internistycznych i  chirurgicznych, 
nie w klinikach onkologicznych lub transplantacyj-
nych. Sugerują, że infekcje grzybicze przestały dotyczyć 
jedynie pacjentów z niesprawnie działającym układem 
immunologicznym [3]. Przyjmuje się, że 90% przypad-
ków grzybiczych infekcji uogólnionych powodowanych 
jest przez gatunki Candida albicans, C. glabrata, C. para- 
psilosis, C. tropicalis i C. krusei. Candida albicans jako 
czynnik infekcji uogólnionych występuje z różną czę-
stością wahającą się od 37% w Ameryce Łacińskiej do 
70% w Norwegii [42, 57, 62]. Dominacja w materiałach 
klinicznych gatunków 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 pacjentów, flukonazolu w terapii 
i profilaktyce [12, 43]. Obecnie notowane są również 
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, że Candida albicans nadal jest dominu-
jącym gatunkiem wśród czynników etiologicznych 
inwazyjnej kandydozy na drugie miejsce pod względem 
częstości izolowanych gatunków wysuwa się Candida 
glabrata. Stanowi ona istotny odsetek wśród izolatów: 
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20–24% całkowitej ich liczby w  Stanach Zjednoczo-
nych, 10–14% w Europie i 4–7% w  Ameryce Łaciń-
skiej [57, 62]. Częstość izolacji tego gatunku zależy od 
miejsca toczącej się infekcji. W ostatnich latach izolo-
wany jest coraz częściej z błon śluzowych jamy ustnej 
pojedynczo lub jako gatunek towarzyszący C. albicans. 
Stał się również częstym czynnikiem etiologicznym 
zakażeń układu moczowego infekcji uogólnionych 
[41]. Gatunek ten wykazuje zmniejszoną wrażliwość 
na flukonazol, jeden z najczęściej stosowanych leków 
przeciwgrzybicznych. Infekcje powodowane przez 
C. glabrata stanowią poważny problem terapeutyczny. 
Wyniki badań donoszą, że zanotowano istotny zwią-
zek pomiędzy zwiększoną zachorowalnością na infek-
cje pochodzenia C. glabrata, a wzrastającym wiekiem 
pacjentów [57]. Drugi z gatunków niosący naturalną 
oporność na flukonazol – Candida krusei, jest obecnie 
coraz częściej izolowany, jakkolwiek odsetek izolatów 
nie osiąga liczby szczepów C. glabrata. Sytuacja ta jest 
najprawdopodobniej spowodowana powszechnym 
stosowaniem flukonazolu również w profilaktyce, co 
w konsekwencji prowadzi do selekcji gatunków natu-
ralnie opornych [18, 30, 62]. W chwili obecnej najwięk-
szy odsetek infekcji uogólnionych o etiologii C. glabrata 
stwierdza się w Stanach Zjednoczonych [1].

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

Wśród patogenów grzybiczych izolowanych z przy-
padków fungemii odcewnikowych notowany jest stały 
wzrost wyhodowań C. parapsilosis, C. glabrata i C. tropi-
calis. Fungemie o etiologii C. albicans stanowią jedynie 
ok. 1/5 przypadków [43].

Fungemie powodowane przez gatunki C. parapsi-
losis i  C. tropicalis dominują w szpitalach w Europie, 
Kanadzie i Ameryce Łacińskiej [1, 29]. Przyjmuje się, 
iż ok. 38% zakażeń C. parapsilosis stanowi przypadki 
pozaszpitalne, związane ze stosowaniem cewników 
wewnątrzżylnych i żywienia pozajelitowego [57]. Gatu-
nek ten dominuje wśród izolatów wyhodowanych ze 
środowiska cewnika. Jako przyczynę wysokiej częs
tości jego izolacji autorzy podają zdolność do wytwa-
rzania biofilmu na powierzchni biopolimerów [1, 13]. 
C. parapsilosis stała się również drugim pod względem 
częstości izolacji gatunkiem występującym u pacjen-
tów z kandydemią. Przyczyna wzrostu liczby tego typu 
infekcji jest w chwili obecnej tematem dyskusji. Przyj-
muje się, że gatunek ten posiada znacznie większą zdol-
ność adhezji do powierzchni sztucznych np. akrylu niż 
C. albicans. Cecha ta zwiększa możliwość kolonizacji 
i ekspansji gatunku [1].

C. tropicalis jest czwartym najczęstszym gatunkiem 
powodującym zakażenia uogólnione w Ameryce Pół-
nocnej (7% przypadków). Czynnikami ryzyka związa-

nymi z wystąpieniem infekcji są: neutopenia i wystę-
powanie mukozytów [57].Wykazano, że gatunek ten 
jest najczęstszym czynnikiem etiologicznym fungemii 
u pacjentów onkologicznych [29, 54].

3.	 Czynniki wirulencji grzybów drożdżopodobnych
	 z rodzaju Candida

Możliwość inwazji do tkanek gospodarza, przeżycie 
i bytowanie w jego organizmie (dzięki stworzeniu odpo-
wiedniej niszy) oraz rozwój infekcji, grzyby drożdżopo-
dobne zawdzięczają posiadanym czynnikom wirulencji. 
Tavanti i wsp. wyróżnili następujące czynniki wirulencji 
u C. albicans: zmiana fenotypu, adhezyny, dimorfizm 
oraz wydzielanie enzymów hydrolitycznych takich 
jak proteazy aspartylowe i fosfolipazy [73]. Zdolność 
adhezji do tkanek gospodarza, zmian morfologii oraz 
sekrecji enzymów hydrolitycznych zostały opisane 
u wszystkich gatunków z rodzaju Candida [68]. Atry-
buty wirulencji odgrywają istotną rolę podczas procesu 
kolonizacji oraz rozwoju infekcji, stając się tym samym 
czynnikami o dwoistej funkcji [50]. Patogeneza różnych 
form kandydozy zależy od zróżnicowanej i czasowej 
regulacji ekspresji genów związanych z dimorfizmem, 
adhezją i sekrecją enzymów [47]. Ze względu na niski 
potencjał wirulencji grzybów z rodzaju Candida, jedy-
nie korzystne warunki panujące w organizmie gospo-
darza umożliwiają im rozwój infekcji. Zmiana formy 
komensalnej na inwazyjną możliwa jest podczas osła-
bienia mechanizmów obrony gospodarza [15, 47, 68].

3.1.  Zjawisko adhezji

Pierwszym, krytycznym etapem zakażenia grzybi-
czego jest adhezja komórek [36], złożony, wieloczyn-
nikowy proces, angażujący kilka typów adhezyn [52]. 
Białka te wykazują różną ekspresję na komórkach 
drożdżowych i na powierzchni strzępek oraz pośred-
niczą w adhezji poprzez różnorodne mechanizmy [83]. 
W pierwotnym wiązaniu się komórek Candida do kolo-
nizowanej powierzchni pośredniczą zarówno czynniki 
niespecyficzne np. hydrofobowość powierzchni lub 
siły elektrostatyczne jak i specyficzne białka adhezyjne 
[59]. Adhezja zachodzi zarówno na powierzchni błon 
śluzowych gospodarza jak również na powierzch-
niach sztucznych i zależy od różnorodnych czynników 
[18]. Komórki Candida wiążą się do kilkunastu bia-
łek matrix zewnątrzkomórkowego tkanek żywiciela, 
wśród których wymienić należy: fibronektynę, lami-
ninę fibrynogen, czy kolagen typu I i IV [8]. Kluczową 
rolę w procesie kolonizacji odgrywają substancje adhe-
zyjne, umożliwiające przyleganie komórek patogenu do 
komórek żywiciela.
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3.2. Białka adhezyjne Candida spp. – mannoproteiny

Główne adhezyny Candida spp. – mannoproteiny 
są zawarte w ścianie komórkowej grzyba i pośredni-
czące w przyleganiu do nabłonków. Szczepy cechujące 
się wyższą zdolnością adhezyjną cechuje tym samym 
większa patogenność [20]. W  porównaniu z gatun-
kami C. albicans, C. tropicalis i C. parapsilosis mniejsze 
właściwości adhezyjne posiada C. glabrata. Jako przy-
czynę tego zjawiska podaje się brak zdolności tworzenia 
strzępki właściwej przez ten gatunek [47]. Mannoprote-
iny wiążą się do powierzchni epitelium poprzez recep-
tor glukozydów, który może być glikosfingolipidem lub 
antygenem grupy krwi. Istotną rolę w przyleganiu pełni 
również hydrofobowość powierzchni komórki, ma ona 
znaczenie w szczególności podczas adhezji do mate-
riałów sztucznych [18]. Mannoproteiny posiadają rów-
nież dodatkowe znaczenie, pochodzący z nich wielo
cukier jest związkiem o działaniu degradującym tkanki 
i hamującym funkcje neutrofilów [20].

3.3.  Białka adhezyjne Candida spp. – EPA i ALS

Główne adhezyny występujące u C. glabrata to pro-
dukty genów EPA (epithelial adhesin – nabłonkowe 
białka adhezyjne) [53]. Rodzina genów EPA składa się 
z kilkunastu przedstawicieli, wśród nich najistotniejszą 
rolę odgrywa EPA1 kodujący lektynę. Udowodniono, 
że mutanty pozbawione produktu genu EPA1 wykazują 
zredukowane właściwości przylegania do powierzchni 
kolonizowanej [41, 80]. Delecja genu EPA6 powoduje 
natomiast zredukowanie zdolności tworzenia bio-
filmu [34]. U gatunku C. albicans istotną rolę w adhezji 
odgrywa rodzina genów ALS (agglutinin-like sequence, 
sekwencja genu przypominająca aglutyninę) kodująca 
osiem białek [11, 53] przypominających budową prote-
iny powierzchniowe Epa. Wykazują one dużą homologię 
z aglutyninami S. cerevisiae [8]. W ich sekwencji ami-
nokwasowej wykryto domeny odpowiedzialne za for-
mowanie agregatów o charakterze amyloidu. Komórki 
drożdżowe ekspresjonujące ten typ adhezyn powierzch-
niowych wykazują szybkie tempo agregacji, agregaty 
posiadają cechy amyloidu [61]. Przyleganie komórek 
Candida do podłoża i dalszy rozwój biofilmu zależy od 
dwóch typów białek powierzchniowych: Als1/3 oraz 
Hwp1 (hyphal-specific cell wall protein – białko ściany 
komórkowej charakterystyczne dla formy strzępkowej). 
Uważa się, że funkcjonują one jako wzajemnie uzupeł-
niające się adhezyny powierzchniowe. Als1 i Als3 są do 
siebie bardzo zbliżone zarówno pod względem sekwen-
cji, regulacji i funkcji. Hwp1 to proteina znana jako sub-
strat dla transglutaminazy, umożliwiająca kowalentne 
wiązanie C. albicans do komórek epitelium. Dostępne 
dane sugerują, iż w trakcie powstawania środowiska bio-
filmu białka Als1/3 wiążą się do powierzchni sąsiednich 

komórek poprzez białko Hwp1 [53, 83]. Proces wzajem-
nego wiązania się pojedynczych strzępek jest ważnym 
etapem procesu tworzenia biofilmu [83]. Białko Als1 
jest szczególnie istotne w procesie adhezji do błon ślu-
zowych we wczesnym etapie infekcji [80]. Wielu bada-
czy podkreśla rolę pozostałych białek z rodziny Als w 
procesie adhezji. Udowodniono, że do osiągnięcia mak-
symalnego poziomu adhezji do komórek endotelium 
wymagany jest równoczesny, wysoki poziom ekspresji 
dwóch adhezyn Als2 i Als4 [24]. Podczas gdy Als 1, 3 
i 5 pośredniczą w wiązaniu komórek drożdżowych do 
wielu składników tkankowych gospodarza np. komórek 
epitelium jamy ustnej, Als 6 i 9 posiadają znacznie bar-
dziej ograniczone właściwości wiązań i nie wykazują 
adherencji do komórek nabłonkowych [83].

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

Podczas badań nad heterologiczną ekspresją białek 
przez gatunki grzybów drożdżopodobnych u C. albicans 
została wykryta adhezyna Eap1 (extracellular adhe-
rence protein – zewnątrzkomórkowe białko adhezyjne). 
Jej struktura przypomina białka z rodziny Als. Udo-
wodniono, że Eap1 pośredniczy w wiązaniu komórek 
grzybiczych do nabłonka nerkowego oraz do materia-
łów sztucznych np. polistyrenu [83]. Białko Int1(inte-
grin–like protein – białko przypominające integrynę) 
C. albicans odgrywa istotną rolę w adhezji i filamenta-
cji komórek tego gatunku. Umożliwia ono wiązanie do 
fibrynogenu, lamininy i kolagenu, a  mutanty pozba-
wione Int1 cechuje zmniejszona wirulencja i adhezja 
do komórek epitelium. Proteina ta przypomina budową 
receptory komórek ssaczych –  integryny. Dostępne 
dane wymieniają jeszcze inną ważną cząstkę adhezyjną 
C. albicans, białko Mnt1 (Mannosyltransferase – trans-
feraza mannozy). Błonowa proteina typu  II istotna 
jest w procesie glikozylacji białek mannanem [8, 80]. 
Wśród innych gatunków z rodzaju Candida geny kodu-
jące białka 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 społeczna struktura 
mikroorganizmów związana z podłożem i zamknięta 
w zewnątrzkomórkowej matrix [10, 59]. 

4.1.  Budowa biofilmu

Biofilm tworzy się zarówno na powierzchniach 
sztucznych materiałów jak również na błonach śluzo-
wych w organizmie żywiciela. Składa się on z komórek 
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jednego lub więcej gatunków mikroorganizmów oraz 
z wytwarzanego przez nie zewnątrzkomórkowej matrix 
[17]. Matrix zbudowane jest zazwyczaj z glikoprotein 
i polisacharydów syntetyzowanych przez komórki drob-
noustrojów tworzących strukturę [10]. Posiada kanały, 
poprzez które odbywa się transport substancji pomię-
dzy warstwą powierzchniową, a warstwami biofilmu 
położonymi głębiej. Komórki otoczone matrix ściśle do 
siebie przylegają. Biofilm jest strukturą heterogenną, 
ponadto zorganizowaną [19] i posiadającą wyspecja-
lizowane warstwy. Mikroorganizmy znajdujące się 
w dojrzałej formie biofilmu wykazują różnice w tempie 
wzrostu, metabolizmie, syntezie substancji zewnątrzko-
mórkowej, wymagań odżywczych czy też poboru tlenu 
[17]. Strzępki są podstawowym elementem wprowa-
dzającym strukturalną integralność i wielowarstwową 
architekturę charakterystyczną dla dojrzałego, w pełni 
rozwiniętego biofilmu [59]. Biofilm utworzony przez 
grzyby drożdżopodobne z grupy non – C. albicans to 
twór jednowarstwowy z  nieregularnymi skupiskami 
komórek Y i niewielkiej ilości matrix [19]. Biofilm 
C. parapsilosis nie wykazuje dwufazowego układu 
odrębnych warstw. Składa się z nieregularnych pasm 
utworzonych z  komórek [48]. Szczepy tego gatunku 
tworzą mniejsze ilości biofilmu, o mniej złożonej struk-
turze niż gatunek C. albicans. Formy pseudostrzępkowe 
C. parapsilosis generują jego większe ilości w porówna-
niu z fenotypami złożonymi z komórek drożdżowych, 
dodatkowo cechuje się on większą inwazyjnością [75]. 
Architektura biofilmu C. albicans zależy od powierzchni 
kolonizowanego substratu. Biofilm wytworzony na 
gładkiej, hydrofobowej powierzchni posiada wyraźną, 
dwufazową strukturę złożoną z warstwy zaadherowa-
nych blastospor pokrytą elementami strzępkowymi, 
osadzoną w warstwie pozakomórkowej matrix. Podczas 
gdy biofilm tworzony na powierzchni szorstkiej i nie-
regularnej to gęste pasma komórek rosnących wzdłuż 
nierównych krawędzi powierzchni podczas fazy dojrze-
wania, z przerostami komórek i macierzy w biofilmie 
dojrzałym [48]. W zależności od rodzaju i hydrofobo-
wości kolonizowanej powierzchni biofilm może osiągać 
grubość 25–450 µm [45]. Skład białek i węglowodanów 
w matrix zewnątrzkomórkowej różni się w zależności 
od stadiów rozwoju biofilmu. W fazie wczesnego wzro-
stu zawiera ona mniej związków węglowodanowych 
w porównaniu do fazy dojrzałej [48].

4.2.  Występowanie oraz rola biofilmu

Zjawisko wytwarzania przez komórki Candida spp. 
biofilmu jest jedną z ważniejszych cech umożliwiają-
cych rozwój infekcji, ma duże znaczenie w patogen-
ności oraz w samym procesie zakażenia [45]. Zjawisko 
to jest czynnikiem powodującym 65% wszystkich 
infekcji szpitalnych [17, 45]. Udowodniono, że infek-

cje powodowane przez izolaty C. albicans, C. parapsi-
losis, C. tropicalis czy C. glabrata posiadające zdolność 
wytwarzania biofilmu cechuje wysoka śmiertelność 
[75]. Wiele danych sugeruje, że dwa gatunki C. albi-
cans i  C. parapsilosis, w  szczególności izolaty pocho-
dzące z  zakażeń uogólnionych posiadają największą 
zdolność tworzenia biofilmu. Udowodniono również, 
iż stosowanie TPN stymuluje rozwój biofilmu, głów-
nie C. parapsilosis [36, 67, 72]. Wzrost drożdżaków np. 
C. albicans w preparatach do żywienia pozajelitowego 
jest postrzegany jako ważny czynnik ryzyka rozwoju 
fungemii odcewnikowych u tej grupy chorych. W trak-
cie rozwoju struktury biofilmu, wytwarzane w odpo-
wiedzi na dużą dostępność emulsji lipidowych formy 
strzępkowe, wspomagają adhezję patogenu i inwazję 
do tkanek. Struktura ta charakteryzuje się obecnością 
zwiększonej liczby elementów strzępkowych w porów-
naniu do biofilmu wytworzonego bez dostępu do 
substancji lipidowych [72]. Biofilm Candida często 
powstaje na biomateriałach, z których wykonywane są 
implanty, cewniki, dreny oraz protezy [19, 48], mają-
cych bezpośredni kontakt z  tkankami pacjenta [45]. 
Większość mikroorganizmów odpowiedzialnych za 
rozwój infekcji, związanych z używaniem tego rodzaju 
materiałów, jest w stanie przetrwać na ich powierzchni 
w bogatym w polisacharydy środowisku [48]. W orga-
nizmie żywym występowanie biofilmu najczęściej 
obserwuje się w jelicie grubym i  jamie ustnej, gdzie 
zazwyczaj pełni rolę fizjologiczną [19].

4.3.  Rozwój biofilmu

Podczas rozwoju biofilmu wyróżnia się następujące 
fazy: wczesną, pośrednią, dojrzewania oraz rozsiewu. 
Faza wczesna trwa ok. 11 godzin od momentu adhezji 
pierwszych komórek do kolonizowanej powierzchni. 
Komórki drożdżowe w formie planktonicznej osiadają 
na niej i tworzą ścisłe połączenia. Po upływie 3–4 godzin 
pojawiają się mikrokolonie. Następująca potem faza 
pośrednia (12–30  godzin) cechuje się wytwarzaniem 
przez komórki matrix składającej się z glikozylowanych 
polisacharydów mannanowych. Na tym etapie komórki 
różnicują się na pseudostrzepki i strzępki. W fazie doj-
rzewania następuje dalsza produkcja macierzy, komórki 
grzybowe zostają całkowicie w niej uwięzione [11, 14, 
19, 48, 72]. Strzępki tworzące się w warstwie podstaw-
nej przerastają zewnątrzkomórkową matrix sięgając 
od blastospor poprzez całą szerokość warstwy [11]. 
Ostatnim etapem tworzenia biofilmu jest faza rozsie-
wania. Po osiągnięciu maksymalnej gęstości komó-
rek w  jego wnętrzu część blastospor posiadających 
zdolność do odłączania się od macierzy rozprasza się 
i inicjuje nowy biofilm w miejscu jeszcze niezajętym. 
Uważa się, że jest to proces regulowany przez cząsteczki 
sygnalne, wydzielane w systemie komunikacji komórek. 
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Blastospory uwalniane ze skolonizowanej powierzchni 
posiadają istotną cechę umożliwiającą im opuszczenie 
zajmowanego środowiska – regulują posiadane adhe-
zyny zmniejszając własną zdolność adhezji [14, 22, 44]. 
Należy podkreślić, iż na rozwój biofilmu ma wpływ 
wiele czynników, w tym cechy szczepu i środowisko 
wzrostu [72].

4.4.  Oporność biofilmu na leki przeciwgrzybicze

Cechą charakterystyczną szczepów grzybów tworzą-
cych biofilm jest ich oporność na większość leków sto-
sowanych w terapii [19, 48] oraz ochrona przed ukła-
dem immunologicznym gospodarza. Stężenie leków 
przeciwgrzybiczych wykazujące skuteczność w  sto-
sunku do szczepów zasiedlających biofilm osiąga war-
tości od 5 do 8 razy wyższe niż w przypadku szczepów 
nie osiadłych [46]. Badania dowiodły, że wykazują one 
wrażliwość jedynie na echinokandyny i lipidowe formy 
amfoterycyny B. Tolerancja wysokich stężeń związków 
przeciwgrzybiczych może być spowodowana obecnoś
cią struktury stanowiącej osłonę komórek przed nie-
korzystnymi warunkami środowiska zewnętrznego. 
Wśród przyczyn odgrywających istotną rolę w rozwoju 
oporności biofilmu podawane są: czynny wyrzut leku 
–  efflux, niewystarczająca możliwość jego penetracji 
w głąb macierzy, obecność steroli w błonach komór-
kowych grzybów, zjawisko „phenotypic switching” 
(przełączanie fenotypowe), niska aktywność metabo-
liczna komórek oraz tworzenie komórek przetrwałych 
[10, 46, 48]. Niektóre dane sugerują również, że noto-
wana oporność biofilmu może być wynikiem bardzo 
dużej gęstości/liczebności komórek występujących w tej 
strukturze [66].

5. Sekrecja enzymów hydrolitycznych

Enzymy wydzielane przez grzyby do środowiska są 
znanymi czynnikami wirulencji wszystkich grzybów 
drożdżopodobnych. Jednakże ich profil może wykazy-
wać znaczne różnice w zależności od rozpatrywanego 
gatunku [36]. Profil wydzielanych enzymów a także ich 
aktywność, może wskazywać na stopień zjadliwości 
danego szczepu.

5.1.  Hydrolazy

Enzymy hydrolityczne pośredniczą w adhezji i inwa-
zji komórek patogenu do tkanki gospodarza. N-acetylo-
β-glukozaminidaza i α-mannozydaza hamują migrację 
neutrofili i osłabiają aktywność granulocytów obojęt-
nochłonnych. Esteraza, lipazy i fosfatazy są uważane za 
szczególnie ważne w pierwszej fazie zakażenia, ponie-
waż umożliwiają dostarczenie grzybom węgla niezbęd-

nego do wszystkich procesów życiowych, a następnie 
do rozwoju zakażeń [4, 16]. Umożliwiają one penetra-
cję patogenu do tkanek, przerywanie ich ciągłości i lizę 
błon komórkowych, w szczególności w jamie ustnej 
i drogach rodnych [76].

5.2.  Proteazy

Proteazy aspartylowe wydzielane zewnątrzkomór-
kowo degradują keratynę i kolagen [5], a także białka 
związane z odpowiedzią immunologiczną gospodarza: 
łańcuch ciężki przeciwciał IgG, α2-makroglobulinę, 
białko  C3, β-laktoglobulinę, laktoperoksydazę [58]. 
Doprowadzają do uszkodzenia nabłonka w  miejscu 
inwazji i umożliwiają przemieszczanie się patogenu 
w obrębie tkanki. Natomiast proteazy kwaśne ochra-
niają komórki grzyba przed fagocytozą [5]. Szczepy 
grzybów charakteryzujące się wysoką sekrecją enzy-
mów cechuje większa zdolność adherencji do komórek 
nabłonkowych i większa zjadliwość [38]. Dowiedziono, 
że wyższa aktywność proteaz asparaginowych wystę-
puje u szczepów izolowanych z ostrych stanów infek-
cyjnych [37].

Proteazy aspartylowe (Saps-secreted aspartyl pro-
teases) zostały rozpoznane jako czynniki wirulencji od 
momentu ich odkrycia. Proteazy aspartylowe C. albi-
cans są kodowane przez wielogenową rodzinę obejmu-
jącą przynajmniej 10  różnych wysoko regulowanych 
genów (SAP1-10) [73]. Geny zostały sklasyfikowane 
w trzy odrębne podrodziny w oparciu o sekwencję ami-
nokwasową. Enzymy Sap1-3 utworzyły grupę o podo-
bieństwie sekwencji 75%, natomiast Sap4-6 90% [23, 32, 
33]. Proteazy te syntetyzowane są jako preproenzymy 
i wydzielane zewnątrzkomórkowo za pośrednictwem 
ścieżki sekrecyjnej [51]. Produkty białkowe genów 
SAP1-3 produkowane są zarówno przez komórki droż-
dżowe oraz formy pseudostrzępkowe C. albicans. Prote-
azy Sap4-6 wydzielane są głównie przez pseudostrzępki 
[23, 32]. Geny SAP1-3 wykazują ekspresje w począt-
kowym stadium kolonizacji epitelium oraz podczas 
postępującego uszkadzania tkanek. Wskazuje to na 
rolę proteaz Sap1-3 w inicjowaniu infekcji w obrębie 
powierzchni błon śluzowych [50]. Geny kodujące pro-
teazy aspartylowe SAP7 i SAP8 C. albicans nie wyka-
zują pokrewieństwa między sobą ani z pozostałymi 
genami SAP. Podobny brak pokrewieństwa ustalono dla 
genów SAP9 i SAP10. Istotną cechą proteaz Sap9 i 10 
jest C-terminalna sekwencja aminokwasowa, kotwi-
cząca te białka w błonie komórkowej [47]. Analiza ich 
sekwencji dowiodła znacznego podobieństwa do genów 
proteaz YPS1 i  2 S. cerevisiae [35]. Ekspresja genów 
SAP8-SAP10 występuje stale pod wpływem więk-
szości czynników środowiskowych zarówno u  formy 
drożdżowej jak i  strzępkowej grzyba [32]. Produkcja 
kilku enzymów Sap posiadających różne optimum pH 
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najprawdopodobniej umożliwia C. albicans koloniza-
cję i infekcje rożnych tkanek i środowisk. Podczas gdy 
optymalne pH do aktywności proteaz wydzielanych 
przez formę drożdżową (Sap1-3) wynosi pomiędzy 
3–5, optimum pH dla Sap4-6 – wydzielanych przez 
formę strzępkową to 5-7. Najwyższe ilości transkryp-
tów genów SAP5, 6 i  9 wykryto wewnątrz struktury 
dojrzałego biofilmu [50].

Gatunek C. albicans nie jest jedynym gatunkiem 
Candida wydzielającym proteazy. Ich sekrecje wyka-
zano również u innych gatunków z rodzaju Candida 
np. u C. tropicalis i C. parapsilosis [5, 47]. Wykazano, 
że wiele patogennych gatunków Candida posiada geny 
SAP łącznie 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 kodujące proteazy aspartylowe C. tropicalis są 
od siebie odrębne i nie można ich sklasyfikować jako jed-
nej rodziny, tak jak to przedstawiono u C. albicans. Podo-
bieństwo ich sekwencji nie przekracza 63%. Gen SAP1 
C. tropicalis jest jednak spokrewniony z SAP8 C. albi- 
cans, a gen kodujący SAP4 z rodziną SAP1-3 [47, 81]. 

Gatunek C. glabrata, który w ostatniej dekadzie 
zyskał duże znaczenie kliniczne, nie posiada w genoty-
pie genów SAP, w związku z tym wykazuje niski poziom 
zewnątrzkomórkowej aktywności proteolitycznej [41]. 
Według najnowszych danych gatunki nie wytwarzające 
proteaz Sap, produkują białka o  aktywności proteaz 
aspartylowych blisko spokrewnionych z  yapsynami 
Saccharomyces cerevisiae. Enzymy te, nazwane prote-
azami Yps odgrywają ważną rolę w wirulencji Candida 
glabrata [34,35]. W genotypie grzyba C. glabrata ziden-
tyfikowano klaster 11 genów YPS kodujących proteazy 
aspartylowe, które pełnią istotną rolę w utrzymaniu 
integralności ściany komórkowej, adherencji do komó-
rek gospodarza, przeżyciu komórek grzyba wewnątrz 
makrofagów oraz wirulencji [34, 56]. Dowiedziono, że 
enzymy Yps związane są kowalentnie ze ścianą komór-
kową C. glabrata, ich miejsce aktywne posiada kontakt 
ze środowiskiem zewnętrznym [78].

5.3.  Fosfolipazy

Fosfolipazy to kolejna grupa enzymów odpowie-
dzialna za wirulencję grzybów z rodzaju Candida. Biorą 
one udział w adherencji komórek do tkanek gospoda-
rza i ich penetracji [65]. Nazwa fosfolipazy odnosi się 
do grupy enzymów hydrolizujących wiązania estrowe 
w glicerofosfolipidach. W zależności od miejsca doce-
lowego działania enzymy te dzielą się na fosfolipazy A, 
B, C i D oraz lizofosfolipazy (Lyso-PL) [27]. Pomimo, że 
fosfolipaza to ważny czynnik wirulencji C. albicans jej 
rola u innych gatunków pozostaje niejasna. Wiele szcze-
pów C. parapsilosis wydziela fosfolipazę jednakże nie 

ustalono korelacji pomiędzy jej aktywnością a miejs
cem rozwoju infekcji lub obecnością innych czynników 
wirulencji [36]. Komórki C. albicans syntetyzują kilka 
hydrolaz wykazujących aktywność fosfolipazy: A, B1, 
B2, C oraz D. Fosfolipaza B1 została scharakteryzowana 
jako główny czynnik wirulencji grzyba [64]. Obie formy 
enzymu: Plb1 oraz Plb2 są wydzielane zewnątrzkomór-
kowo [52]. Enzym ten posiada aktywności hydrolazy: 
fosfolipazy B i lisofosfolipazy oraz transacetylazy [27]. 
Fosfolipaza A jest związana z  procesem pączkowa-
nia, natomiast D odgrywa istotną rolę w przemianie 
formy drożdżowej w strzępkową [64]. Sekrecja fosfo-
lipazy C. albicans zachodzi podczas rozwoju strzępki. 
Jej najwyższa aktywność występuje na końcu strzępki, 
w miejscu kontaktu z tkanką. Ilość produkowanej przez 
komórki grzyba fosfolipazy różni się w zależności od 
szczepu i od miejsca infekcji. Izolaty hodowane z krwi 
wydzielają znacznie większe ilości tego enzymu niż izo-
laty z moczu. Sekrecja enzymu powiązana jest również 
z fenotypem szczepu. Wykazano, iż fenotypy C. albicans 
„star” i „ring” wydzielają fosfolipazę w  ilości podob-
nej do fenotypu „dzikiego”. Natomiast fenotyp „stip-
ple” wydziela jej do 34% więcej [27]. Mukherjee i wsp. 
udowodnili, że szczep pozbawiony genu PLB1 kodu-
jącego fosfolipazę cechuje się zmniejszoną wirulencją 
[49]. Wydzielanie fosfolipaz zostało wykryte również 
u innych gatunków z rodzaju Candida. Gatunek C. gla-
brata charakteryzuje się sekrecją enzymu o aktywności 
fosfolipazy B oraz lizofosfolipazy podobnie jak to zaob-
serwowano u C. albicans [27, 41]. Pomimo obecności 
i ekspresji genów kodujących fosfolipazy, ich rola w 
wirulencji gatunku C. glabrata jest wciąż analizowana 
i pozostaje kwestią sporną [34].

6. Zjawisko dimorfizmu

Wiele gatunków w tym C. albicans posiada zdolność 
wzrostu zarówno w  formie jednokomórkowej (droż-
dżowej) i pseudostrzępkowej lub strzępkowej [77]. 
Zdolność ta polegająca na zmianie morfologii komórki 
nazwana została dimorfizmem [50]. Pączkujące blasto-
spory Candida określane są mianem komórek Y (forma 
Y-yeast) natomiast forma micelialna nosi nazwę komó-
rek M (forma M-mycelium). Zmiana form komórek 
uzależniona jest w dużym stopniu od warunków śro-
dowiska [19]. Morfologiczna zmiana komórek grzyba 
z  drożdżopodobnej na pseudostrzepkową jest jedną 
z  najważniejszych cech umożliwiających kolonizację, 
inwazję oraz przeżycie w tkankach gospodarza pod-
czas infekcji [26]. Komórki drożdżowe pełnią istotną 
rolę w procesie rozsiewu patogenu do tkanek żywiciela, 
natomiast formy strzępkowe są najbardziej istotne 
w trakcie inwazji [55, 72, 74]. Udowodniono, że obie 
formy C. albicans są zdolne do wytworzenia struktury 
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biofilmu [11]. Morfologiczna rozbieżność form C. albi-
cans związana jest z rozwojem infekcji, „ucieczką” 
przed działaniem leków przeciwgrzybicznych [26] oraz 
przed systemem immunologicznym gospodarza [65]. 
Mikroorganizm ten jest w stanie wzrastać w  postaci 
dwóch form jednocześnie: pączkujących komórek 
drożdżowych oraz wydłużających się form strzępko-
wych. Z miejsca toczącego się zakażenia izolowane są 
zazwyczaj obie formy grzyba, jednakże uważa się, że to 
forma strzępkowa rozwinęła się pierwotnie jako mecha-
nizm penetracji tkanek [26, 79]. Formowanie strzępki 
jest, więc istotne w rozwoju rozsianych infekcji głębo-
kich [55]. Czynniki, które mają wpływ na morfologię 
grzybów są różnorodne. Sygnały środowiskowe: pH, 
temperatura, stężenie glukozy i  tlenu są stymulato-
rami włączającymi zmiany genetyczne zaangażowane 
w  ekspresję swoistych genów. Synteza białek regula-
torowych i enzymów tworzy biochemiczną podstawę 
do wzrostu dimorficznego. Surowica krwi jest znanym 
czynnikiem mającym wpływ na transformację komórek 
C. albicans [26]. N-acetyloglukozamina związek synte-
tyzowany przez drobnoustroje bytujące w przewodzie 
pokarmowym indukuje proces filamentacji komórek 
drożdżowych zasiedlających błony śluzowe jelit. Udo-
wodniono również, że związek ten jest silnym induk-
torem zjawiska „phenotypic switching” i  wpływa na 
powstawanie strzępkowych form morfologicznych 
drożdżaków [31]. Wśród czynników transkrypcyjnych 
odpowiedzialnych za dimorfizm u grzybów drożdżopo-
dobnych wielu autorów za najistotniejszy uważa białko 
EFG1. Czynnik transkrypcyjny EFG1 jest aktywatorem 
procesu transformacji formy drożdżowej w  pseudo-
strzępkową poprzez oddziaływanie na szlak cAMP [26]. 
Aby uniemożliwić rozdział komórek w strzępce, geny 
kodujące enzymy odpowiedzialne za ten proces muszą 
zostać zahamowane. Fosforyzowany, tym samym akty-
wowany czynnik Efg1 wiąże się do promotorów tych 
genów, powodując supresję ekspresji enzymów [77]. 
Obniżony poziom ekspresji czynnika EFG1 hamuje 

tworzenie formy strzępkowej lecz nie pseudostrzepko-
wej. Podwójne mutanty Efg1/Efg1 wytwarzają strzępki 
morfologicznie różne od formy „dzikiej” [71]. Podczas 
rozwoju infekcji mutanty pozbawione czynnika EFG1 
wykazują wysoce zredukowaną zdolność do tworzenia 
strzępki, pociąga to za sobą zmniejszenie syntezy pro-
teaz Sap4-Sap6 [32, 50]. Udowodniono też, że mutanty 
nie posiadające genów filamentacyjnych wykazują 
zmniejszoną wirulencję i niższy poziom infekcyjności 
w stosunku do komórek endotelium [60]. Efg1 jest rów-
nież kluczowym czynnikiem niezbędnym dla formowa-
nia i rozwoju biofilmu Candida [59, 60]. Drugi szlak 
sygnałowy decydujący o zmianie morfotypu Candida 
to ścieżka białek Ste [7, 8, 80]. Białko Ste12 to czyn-
nik transkrypcyjny odpowiedzialny między innymi za 
wzrost w postaci pseudostrzępkowej [7, 80]. Zidenty-
fikowano liczne białka będące supresorami morfoge-
nezy u grzybów. Najistotniejszymi z nich są białka Tup1 
i Rbf1. Szczep C. albicans pozbawiony białka Tup1 stale 
tworzy formę strzępkową [6, 8, 80]. Dowiedziono, iż 
gen TUP1 C. albicans koduje supresor genów odpowie-
dzialnych za generowanie wzrostu filamentowego [6].

7.  Podsumowanie

Pacjenci otrzymujący TPN stanowią jedną z grup 
predysponowanych do rozwoju grzybic o  etiologii 
Candida spp. Wiele dostępnych danych literaturowych 
podkreśla, iż szczepy grzybów drożdżopodobnych cha-
rakteryzują się różnymi poziomami wirulencji. Nie-
zaprzeczalnym stał się fakt, że nie wszystkie szczepy 
jednego gatunku posiadają te same cechy inwazyj
ności i wirulencji. Najważniejszymi cechami wirulencji 
istotnymi w rozwoju zakażenia grzybiczego w grupie 
pacjentów otrzymujących całkowite żywienie pozaje-
litowe są: adhezja i zdolność do tworzenia środowiska 
biofilmu oraz sekrecja enzymów proteo- i  lipolitycz-
nych. W tabeli zestawiono czynniki wirulencji grzybów 

ADHEZJA	 –  kolonizacja cewnika do żywienia pozajelitowego
	 –  brak możliwości mechanicznego usunięcia komórek grzyba
	 –  możliwość rozwinięcia fungemii odcewnikowej
BIOFILM	 –  kolonizacja cewnika do żywienia pozajelitowego
	 –  brak możliwości mechanicznego usunięcia komórek grzyba
	 –  możliwość rozwinięcia fungemii odcewnikowej
	 –  ochrona przed działaniem antymikotyków
	 –  aktywne namnażanie i rozsiew komórek patogenu
PRODUKCJA LIPAZ	 –  umożliwienie wykorzystania czynników odżywczych zawartych w emulsji do żywienia pozajelitowego
PRODUKCJA PROTEAZ	 –  umożliwienie wykorzystania czynników odżywczych zawartych w emulsji do żywienia pozajelitowego
	 –  umożliwienie rozsiewu komórek patogenu do tkanek

Tabela I
Czynniki wirulencji grzybów drożdżopodobnych z rodzaju Candida oraz wpływ na rozwój infekcji

Cecha wirulencji Wpływ na rozwój infekcji grzybiczej
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drożdżopodobnych z rodzaju Candida oraz ich wpływ 
na rozwój infekcji.

Biorąc pod uwagę przedstawione czynniki należy 
podkreślić, iż sterylne przygotowywanie preparatów do 
żywienia, odpowiednia higiena cewników oraz regu-
larne monitorowanie mikrobiologiczne chorych to klu-
czowe drogi zabiegania rozwojowi zakażeń grzybiczych 
u pacjentów otrzymujących TPN.
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1.  Wstęp

Gnojowica to mieszanina kału i moczu zwierząt 
gospodarskich z wodą, wykorzystywana w rolnictwie 
jako nawóz naturalny pod rośliny uprawne [86, 96]. 
Zawiera od 8 do 10 % suchej masy, a jej skład chemiczny 
zależy od wielu czynników – przede wszystkim gatunku 
zwierząt, od których jest pozyskiwana, ale również ich 
wieku czy sposobu żywienia. Średnia zawartość azotu 
w  gnojowicy wynosi – 0,2–0,35%, potasu 0,2–0,3%, 
natomiast fosforu tylko 0,05 – 0,1%. Dostępność skład-
ników zawartych w gnojowicy dla roślin jest wyższa niż 
w przypadku obornika. Duża zawartość azotu rozpusz-
czalnego w wodzie (około 50%) powoduje, że gnojo-
wica uważana jest za nawóz szybkodziałający [29, 50].

Rolnicze wykorzystanie płynnych odchodów zwie-
rzęcych do celów nawozowych jest najczęstszą formą 
ich zagospodarowania. W przypadku niedoboru grun-
tów, na których możliwe jest rozlewanie gnojowicy, 
należy ją transportować i stosować na innych, często 
odległych polach lub użytkach zielonych. Najczęś
ciej jednak w takiej sytuacji rolnicy decydują się na 
przekraczanie dopuszczalnych dawek nawozowych 
i rozlewają całą wytworzoną gnojowicę we własnym 
gospodarstwie, bez względu na jego areał [101]. Jest 
to sytuacja bardzo niebezpieczna, zarówno z sanitar-

nego, jak i ekologicznego punktu widzenia. Gnojowica 
jest bogata w pierwiastki biogenne, które trafiając do 
wód powierzchniowych i gruntowych, powodują ich 
przeżyźnienie i prowadzą do eutrofizacji zbiorników 
wodnych [99, 101]. Rozlewanie gnojowicy wiąże się 
także ze znaczną uciążliwością zapachową wynikającą 
z obecności w niej kwasów organicznych, amoniaku, 
fenoli, amin i innych związków lotnych [18]. 

Zagospodarowanie gnojowicy do celów rolniczych 
jest również limitowane przez szereg przepisów praw-
nych. Zgodnie z Rozporządzeniem Ministra Rolnictwa 
i Rozwoju Wsi z dnia 16 kwietnia 2008 r. w  sprawie 
szczegółowego sposobu stosowania nawozów oraz pro-
wadzenia szkoleń z zakresu ich stosowania (Dz.U. 2008 
nr 80 poz. 479) [83] i Rozporządzeniem Ministra Rol-
nictwa i Rozwoju Wsi z dnia 18 czerwca 2008 r. w spra-
wie wykonania niektórych przepisów ustawy o nawo-
zach i  nawożeniu (Dz.U.  2008 nr 119 poz. 765) [84] 
gnojowicę można stosować w okresie od 1 marca do 
30 listopada. Wyjątek stanowi nawożenie roślin upra-
wianych w szklarniach, inspektach i namiotach folio-
wych. Gnojowicę rozlaną na pola należy wymieszać 
z glebą najpóźniej następnego dnia po jej zastosowa-
niu, oprócz jej wykorzystania w lasach i na użytkach 
zielonych. Gnojowicy nie wolno stosować na terenach 
położonych bliżej niż 20 m od strefy ochrony źródeł 
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wody, ujęć wody, brzegu zbiorników i cieków wodnych, 
kąpielisk oraz obszarów morskiego pasa nadbrzeżnego. 
Nawóz ten można stosować na glebę, gdy poziom wody 
podziemnej znajduje się poniżej 1,2 m oraz na terenach 
poza obszarami płytkiego występowania skał szczeli-
nowych [82]. Ustawa o nawozach i  nawożeniu [97] 
zabrania stosowania gnojowicy na glebach zalanych 
wodą, przykrytych śniegiem, zamarzniętych do głębo-
kości 30 cm, a także podczas opadów deszczu. W myśl 
Ustawy [97] niedopuszczalne jest nawożenie gnojowicą 
gleb pozbawionych okrywy roślinnej, położonych na 
stokach o nachyleniu większym niż 10% oraz stosowa-
nie tego nawozu podczas wegetacji roślin przeznaczo-
nych do bezpośredniej konsumpcji przez ludzi. Prze-
pisy ustalają maksymalną roczną dawkę gnojowicy na 
poziomie, który gwarantuje wprowadzenie do gleby nie 
więcej niż 170 kg azotu w czystym składniku na hektar 
[22, 43, 82, 97]. Według KDPR [43] dawki gnojowicy 
powinny być ściśle dostosowane do rzeczywistego zapo-
trzebowania roślin na składniki pokarmowe. Roczna 
dawka gnojowicy nie powinna przekraczać 45 m3/ha. 
W przypadku gruntów ornych jej wielkość ustala się 
w  oparciu o zawartość azotu w glebie, natomiast na 
użytkach zielonych pierwiastkiem determinującym jest 
potas [37, 51, 54, 55].

2.  Mikroflora gnojowicy

W skład mikroflory gnojowicy wchodzą wirusy, 
bakterie, grzyby oraz pasożyty.

Wirusy, stanowiące jej składnik o szczególnym zna-
czeniu epidemiologicznym i epizootycznym, dostają się 
do gnojowicy przede wszystkim wraz z kałem zwierząt 
[71, 91]. W gnojowicy bydlęcej dominują enterowirusy, 
parwowirusy, adenowirusy, reowirusy i  rinowirusy 
[91]. Stwierdzenie obecności i przeżywalności wiru-
sów w gnojowicy jest zagadnieniem bardzo złożonym. 
Enterowirus bydła jest bardzo wrażliwy na temperaturę 
magazynowania gnojowicy. W  próbach tego nawozu 
przechowywanych w temperaturze 4°C wirus ten prze-
żywa nawet do 167 tygodni, a jego tygodniowe tempo 
eliminacji wynosi 0,03 log. Wzrost temperatury, w któ-
rej składowana jest gnojowica do 20°C powoduje, że 
czas przeżycia enterowirusa bydła maleje do 8 tygodni, 
a jego tygodniowe tempo eliminacji wzrasta do wartości 
0,65 log [68]. W gnojowicy stwierdza się także wirusy 
choroby Aujeszky, przeżywające 3–15 tygodni, wirusy 
choroby Borna – około 22 dni, wirusy choroby Mareka 
– okolo 7 dni, wirusy choroby cieszyńskiej – 3–25 dni, 
wirusy afrykańskiego pomoru świń – 6–160 dni oraz 
wirusy pryszczycy – 21–103 dni [91].

Bakterie są dominującym składnikiem w zespole 
organizmów zasiedlających gnojowicę. Obecne są tu 
zarówno bakterie saprofityczne, jak i  chorobotwór-

cze [68]. Ogólna liczba bakterii tlenowych i względnie 
beztlenowych wynosi 109–1010  jednostek tworzących 
kolonie (j.t.k.) w 1 cm3 gnojowicy [71]. W gnojowicy 
pochodzącej od zdrowego stada dominuje naturalna 
mikroflora jelitowa, cechująca się umiarkowaną lub zni-
komą zjadliwością [76]. W jej skład wchodzą zarówno 
drobnoustroje typowe dla gnojówki, jak i dla obornika 
[93]. Drobnoustroje typowe dla gnojówki są repre- 
zentowane przez bakterie mocznikowe, spełniające 
funkcję amonifikatorów oraz inne bakterie wytwarza-
jące ureazę, takie jak: Pseudomonas fluorescens, Proteus 
vulgaris czy Azotobacter spp. [93]. Obecne są także 
drobnoustroje mineralizujące kwas benzoesowy, fenol 
i  benzen (np. Brevibacterium helvolum) oraz rozkła-
dające kwas moczowy (np. Pseudomonas aeruginosa) 
[93]. Dominującą rolę odgrywają jednak drobnoustroje 
wnoszone do gnojowicy wraz z kałem. Bakteriami naj-
częściej izolowanymi z gnojowicy są pałeczki z rodziny 
Enterobacteriaceae oraz enterokoki [71]. Dominującą 
rolę ma gatunek Escherichia coli występujący w liczbie 
105–106 j.t.k. × cm–3 oraz pałeczki z rodzaju Salmonella, 
obecne w liczbie 102 j.t.k. × cm–3 [68, 71]. W gnojowicy 
może występować każdy drobnoustrój, który wraz 
z odchodami został wydalony z organizmu zwierzęcia. 
Z tego względu w nawozie tym stwierdza się sporadycz-
nie Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica oraz 
bakterie z rodzaju Campylobacter. Czas przeżycia tych 
drobnoustrojów w gnojowicy jest zbliżony do ich prze-
żywalności w wodzie gnojowej i w nieznacznym stop-
niu zależy od temperatury. Pałeczki Y. enterocolitica są 
izolowane z gnojowicy przez około 10 dni, a bakterie 
z rodzaju Campylobacter przez 3 dni [27]. 

Gnojowica pochodząca od stad, w których występują 
zwierzęta chore lub nosiciele jest istotnym źródłem sze-
rzenia się zoonoz i epizootii [91]. Lista bakterii, których 
pojawienie się w gnojowicy może stanowić poważne 
zagrożenie dla ludzi i zwierząt 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 obecność i liczba uza-
leżniona jest od czynników środowiskowych, gatunku 
zwierząt, od których pochodzi gnojowica oraz jej fizyko-
-chemicznych właściwości i składu [91].

Wśród grzybów zasiedlających gnojowicę dominują 
drożdżopodobne, natomiast grzyby pleśniowe są mniej 
liczne i reprezentowane głównie przez rodzaje: Mucor, 
Penicillium, Aspergillus, Botryotrichum. Stosunkowo 
rzadko w gnojowicy stwierdza się grzyby patogenne [91].

Negatywną rolę odgrywa również obecność w gno-
jowicy pasożytó w oraz ich jaj i  oocyst [71]. Orga
nizmy te są przyczyną rozprzestrzeniania się chorób 
inwazyjnych [68]. W gnojowicy pochodzącej od bydła 
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stwierdza się najczęściej znaczną ilość oocyst pier-
wotniaków z rodzaju Trichostrongylus, których larwy 
charakteryzują się najdłuższą przeżywalnością wśród 
pasożytów, dochodzącą nawet do 92 dni. Jaja pierwot-
niaków Trichostrongylus colubriformis oraz Cooperia 
punctata przeżywają w gnojowicy magazynowanej 
w  temperaturze 8°C przez 64  dni, natomiast w  tem-
peraturze 18°C – 26 dni. Larwy tych pierwotniaków, 
w zależności od stadium rozwoju, przeżywają w gno-
jowicy przechowywanej w temperaturze 8°C od 4 do 
76 dni, a w temperaturze 18°C od 4 do 37 dni [91]. Dość 
powszechnie występują w gnojowicy jaja bardzo opor-
nej na czynniki środowiskowe motylicy wątrobowej 
(Fasciola hepatica). W nawozie tym spotyka się także 
jaja i larwy robaków z rodzaju Strongyloides oraz larwy 
z rodzaju Dictyocaulus, które charakteryzują się wysoką 
wrażliwością na czynniki środowiskowe. W gnojowicy 
odnotowuje się również obecność robaków z rodzaju 
Dicrocoelium i Moniezia, które w rozwoju osobniczym 
wymagają żywicieli pośrednich. Bardzo rzadko wykazy-
wana jest niezwykle oporna na niesprzyjające warunki 
środowiska Toxocara vitulorum. W gnojowicy świńskiej 
występują pierwotniaki z rodzaju Eimeria i Balantidium 
oraz robaki z rodzaju Ascaris i ich jaja, a także robaki 
Oesophagostomum spp. Jaja glist w gnojowicy skła-
dowanej w temperaturze 8°C zachowują inwazyjność 
przez 75–85 dni, natomiast w temperaturze 18–26°C 
przeżywają przez około 28 dni. Z kolei dojrzałe człony 
tasiemca uzbrojonego przeżywają w gnojowicy świń-
skiej w temperaturze 8°C przez 76 dni [54, 55, 91]. 

Spośród stawonogów w gnojowicy bydlęcej wystę-
pują przedstawiciele rodzajów: Psoroptes, Chorioptes 
i Sarcoptes [91]. Znaczącą rolę odgrywają także pier-
wotniaki z rodzaju Giardia oraz Cryptosporidium, 
wykazujące częściową oporność na procesy higienizacji 
gnojowicy [68]. 

3.	Możliwość mikrobiologicznej kontaminacji
	 środowiska

Ogromne ilości odchodów produkowane przez 
zwierzęta gospodarskie, po wprowadzeniu do gleby 
stwarzają potencjalne ryzyko szerzenia się licznych 
chorób wirusowych, bakteryjnych i pasożytniczych 
[14]. Obligatoryjne i fakultatywne patogeny obecne 
w gnojowicy mogą rozprzestrzeniać się w środowisku 
glebowym i wodnym [68, 91] oraz przez długi czas 
zachowywać zakaźność [92]. Spośród znanych bakterii 
patogennych, aż 39,4% stanowią drobnoustroje zdolne 
do przenoszenia się zarówno pomiędzy zwierzętami, 
jak i  ze zwierząt na ludzi [17]. Patogeny te znacznie 
częściej rozprzestrzeniają się drogami pośrednimi (np. 
wraz z gnojowicą) niż na skutek bezpośredniego kon-
taktu. Nawozowe wykorzystanie niehigienizowanej 

gnojowicy jest głównym źródłem szerzenia się zaka-
żeń na fermach i przenikania patogenów do łańcucha 
pokarmowego ludzi, szczególnie w przypadku, gdy na 
nawożonych gruntach uprawiane są rośliny przezna-
czone do bezpośredniej konsumpcji lub na pastwiskach 
bezpośrednio przed wypasem [27, 38]. 

Zagrożenie stwarza również wykorzystanie do 
nawadniania upraw wody, do której trafiły patogeny 
z gnojowicy [27]. Skażeniu ulegają najczęściej warzywa 
korzeniowe lub te, których części jadalne mają kontakt 
z glebą, np. sałata. Znane są przypadki zachorowań po 
spożyciu sałaty kontaminowanej pałeczkami E. coli 
O157:H7 [65]. Ryzyko takie dotyczy także owoców, 
które spadają na ziemię, a następnie są zbierane i spo-
żywane lub przetwarzane bez obróbki cieplnej [8]. Rol-
nicze zagospodarowanie gnojowicy zawierającej pato-
geny, stwarza nie tylko ryzyko zachorowań wśród ludzi, 
ale może też prowadzić do wymiernych strat ekono-
micznych na skutek chorób i upadków inwentarza [5].

4.	 Problem antybiotykooporności wśród szczepów
	 pochodzących z produkcji zwierzęcej

Ryzyko związane z nawozowym wykorzystaniem 
nieodpowiednio przetworzonej gnojowicy dotyczy 
nie tylko skażenia środowiska przez drobnoustroje 
chorobotwórcze. Istotnym zagrożeniem jest również 
wprowadzenie do tego środowiska antybiotyków i ich 
metabolitów oraz drobnoustrojów antybiotykoopor-
nych, których obecność w gnojowicy jest wysoce praw-
dopodobna. 

Antybiotyki stosowane są w hodowli zwierząt 
na bardzo szeroką skalę. Dla celów terapeutycznych, 
powinny być one aplikowane wyłącznie tym osobni-
kom, u których potwierdzono wystąpienie zakażenia. 
Ogólnie przyjętą praktyką jest jednak podawanie anty-
biotyku całemu stadu (cel metafilaktyczny). W wyjąt-
kowych sytuacjach (szczepienia, odsadzanie młodych, 
mieszanie osobników z różnych stad) profilaktycznie 
otrzymują go zwierzęta, u których nie stwierdzono 
zakażenia, ale wobec których istnieje podwyższone 
ryzyko jego wystąpienia [9, 99, 102]. Używanie antybio-
tyków jako stymulatorów wzrostu (ASW – antybioty-
kowe stymulatory wzrostu) w krajach Unii Europejskiej 
jest od kilku lat zakazane. 

Sprzedaż przeciwbakteryjnych produktów leczni-
czych weterynaryjnych w 2012 roku w Polsce wyniosła 
519 ton, z czego 211 ton stanowiły tetracykliny, 130 ton 
penicyliny a 50 ton sulfonamidy. Łącznie, produkty 
z tych trzech grup stanowiły 76% całkowitej sprzedaży 
[62].

Ilość substancji przeciwbakteryjnych dodawanych 
do paszy zależna jest od gatunku zwierzęcia, spo-
sobu prowadzenia chowu oraz rodzaju antybiotyku 
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i wynosi od 3 do 220 g · Mg–1 paszy [99]. Wśród zwie-
rząt gospodarskich najwięcej podaje się ich świniom, 
ze względu na duże zagęszczenie zwierząt na jednostce 
powierzchni. W  rezultacie, w odchodach świńskich 
znajduje się też najwięcej antybiotyków i ich pozosta-
łości [10]. Ponieważ stopień przyswajania i wchłaniania 
substancji przeciwbakteryjnych w jelitach zwierząt jest 
relatywnie niski, większość z tych substancji, jak rów-
nież ich bioaktywne metabolity, wydalana jest w ciągu 
kilkudziesięciu godzin od momentu aplikacji. Szacuje 
się, że do środowiska wraz z odchodami może trafiać 
nawet 90% podanej dawki antybiotyku [32, 42, 56, 79]. 

Dowiedziono, że niektóre antybiotyki zawarte w gno- 
jowicy mogą wpływać hamująco na efektywność proce-
sów jej higienizacji, np. fermentacji metanowej. Karba-
doks, kwas lasalowy i monensin hamują bioaktywność 
bakterii metanogennych i produkcję biogazu, w prze-
ciwieństwie do, np. awoparcyny, tylosiny i erytromy-
cyny [52]. W badaniach Panseri i wsp. [73] wydajność 
produkcji biogazu pod wpływem niektórych antybio-
tyków (danofloksacyna, linkomycyna/spektomycyna) 
obniżała się nawet o 25%. Ci sami autorzy podają, że 
fermentacja metanowa powodowała spadek ilości anty-
biotyków w gnojowicy w stopniu wyższym niż pod-
danie jej działaniu wysokiej temperatury. Inaktywację 
niektórych antybiotyków notowano również w trakcie 
kompostowania odchodów zwierzęcych oraz w proce-
sie fotodegradacji będącej skutkiem promieniowania 
słonecznego lub UV [42, 95, 107].

Największą grupę antybiotyków weterynaryjnych 
stanowią tetracykliny, sulfonamidy i makrolidy [42]. 
Wysoki, w  przypadku izolatów wyosobnionych od 
zwierząt, odsetek szczepów opornych na tetracykliny 
jest modelowym przykładem potwierdzającym bezpo-
średni związek między podawaniem zwierzętom sub-
stancji przeciwbakteryjnych a wykształceniem mecha- 
nizmów oporności u bakterii. O ile w  latach  40. 
XX  wieku ludzkie i odzwierzęce izolaty Salmonella 
Typhimurium były wrażliwe na działanie tetracykliny, 
aktualnie ich oporność na te antybiotyki kształtuje się 
na poziomie 90–100%. Dotyczy to również innych 
gatunków i rodzajów bakterii, głównie pochodzenia 
jelitowego [9, 45, 101]. Stosowanie awoparcyny, poda-
wanej zwierzętom w krajach Unii Europejskiej jako 
ASW, przyczyniło się do wzrostu liczebności wankomy-
cynoopornych enterokoków (VRE – Vancomycin-Resi-
stant Enterococcus) izolowanych od ludzi i  zwierząt. 
Zjawisko takie nie notowano w USA, gdzie zwierzęta 
nie otrzymywały awoparcyny [9]. 

Powszechne używanie antybiotyków w produkcji 
zwierzęcej jest również jednym z czynników odpo-
wiedzialnych za pojawienie się szczepu LA MRSA 
(Livestock Associated Methicillin Resistant S. aureus), 
izolowanego głównie od świń i cieląt [35], wykazują-
cego oporność na antybiotyki beta-laktamowe oraz na 

tetracykliny, makrolidy, linkozamidy, aminoglikozydy, 
trimetoprim oraz, w niewielkim odsetku, na fluorochi-
nolony [28]. Szczepy LA MRSA, należące głównie do 
kompleksu klonalnego CC398, stwarzają duże zagro-
żenie dla hodowców zwierząt, osób mających z nimi 
bezpośredni kontakt oraz członków ich rodzin. Wyka-
zano niższą liczbę tych gronkowców u  pracowników 
gospodarstw, których kontakt ze zwierzętami został 
czasowo ograniczony [28]. Badania potwierdzają częstą 
obecność LA MRSA również w kurzu zanieczyszczają
cym powietrze na terenie ferm hodowlanych, w którym 
przeżyć mogą wiele miesięcy [24]. Dotychczas przy-
padki nosicielstwa szczepów z kompleksu CC398 były 
znacznie częstsze niż liczba powodowanych przez nie 
zakażeń. Nie można jednak lekceważyć informacji 
o zapaleniu wsierdzia, zapaleniu płuc oraz podwyższo-
nym ryzyku zakażenia ran, których drobnoustrój ten 
był potwierdzoną przyczyną [46, 98].

Pojawienie się szczepów antybiotykoopornych za- 
chodzi na drodze selekcji naturalnej eliminującej ze 
środowiska drobnoustroje nie wykazujące cech opor-
ności i  jest efektem powtarzalnego kontaktu bakterii 
z  antybiotykami oraz możliwością nabywania przez 
nie genów oporności [99]. Zjawisko to dotyczy najczę-
ściej bakterii enteropatogennych, przede wszystkim 
pałeczek Salmonella spp., E. coli i Campylobacter spp. 
W związku z tym, że geny kodujące antybiotykoopor-
ność zlokalizowane są najczęściej w obrębie ruchomych 
elementów genetycznych, oporność nabywana i prze-
kazywana jest na drodze horyzontalnego transferu tych 
genów poprzez transpozony, plazmidy i integrony [9, 
80]. Plazmidy zawierające geny warunkujące opor-
ność na antybiotyki mogą być przenoszone za pośred-
nictwem środowiska płynnego (woda, gnojowica) lub 
przy udziale bakteriofagów [6]. Oprócz wyżej wymie-
nionych szczepów S. aureus opornych na meticylinę, 
z  odchodów zwierzęcych izoluje się bakterie także 
z innymi mechanizmami oporności. Przykładem mogą 
być szczepy wytwarzające beta-laktamazy o rozszerzo-
nym zakresie substratowym (ESBL – Extended Spec-
trum Beta-Lactamase), hydrolizujące penicyliny, cefa-
losporyny oraz monobaktamy. Ich obecność wykryto 
u Salmonella Enterica, E. coli oraz Klebsiella pneumoniae 
izolowanych z kału świń, bydła i koni [86, 103]. Obec-
nie jednym z najistotniejszych problemów w zakresie 
antybiotykooporności jest pojawienie się Gram-ujem-
nych pałeczek jelitowych wykazujących oporność także 
wobec karbapenemów [16, 23].

Niepokojące są wyniki badań potwierdzające wysoką 
częstotliwość pojawiania się w odchodach zwierząt 
szczepów charakteryzujących się opornością na dwa lub 
więcej antybiotyków [35, 100]. W jednym z doświad-
czeń odsetek szczepów Salmonella spp. wyizolowa-
nych z gnojowicy świńskiej wykazujących oporność na 
dwa antybiotyki wyniósł około 58%, prawie 35% było 
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opornych na trzy, a niespełna 8% na cztery leki [101]. 
Wyniki kolejnych badań dowiodły, że oporność w sto-
sunku do czterech lub więcej antybiotyków stwierdzona 
u  13,4% pałeczek E. coli, 19,6% Enterococcus faecalis 
i 25,3% Enterococcus faecium izolowanych ze świńskich 
odchodów [34]. 

Wprowadzenie do środowiska glebowego wraz z gno- 
jowicą bakterii opornych na antybiotyki powodować 
może czasowy wzrost ich liczebności i, co ważniejsze, 
przyczynić się może do przekazania tej cechy bakteriom 
glebowym, takim jak: Proteus spp. i Pseudomonas spp. 
[4, 66, 102]. Zwiększa się również prawdopodobieństwo 
pojawienia się szczepów antybiotykoopornych w zloka-
lizowanych w pobliżu ferm hodowlanych środowiskach 
wodnych, jak też u dzikich zwierząt (myszy, nornice, 
ryjówki) żyjących na ich terenie [45]. 

Prawdopodobieństwo pojawienia się bakterii opor-
nych na antybiotyki pochodzenia zwierzęcego u ludzi 
dotyczy przede wszystkim osób mających bezpośredni 
kontakt ze zwierzętami, ich otoczeniem lub odchodami. 
Jednak wprowadzanie do gleby nawozów zawierających 
lekooporne drobnoustroje stwarza dodatkowe ryzyko 
ich rozprzestrzeniania się na osoby nie mające kontaktu 
ze zwierzętami wraz z cząstkami kurzu lub przez żyw-
ność uprawianą na nawożonych polach [32]. 

Ograniczeniu zjawiska antybiotykooporności bak-
terii w produkcji zwierzęcej służyć ma przede wszyst-
kim wprowadzanie ograniczeń w ilościach stosowa- 
nych leków, przy równoczesnej optymalizacji metod 
hodowli w warunkach intensywnej produkcji zwie- 
rząt. Ponadto, podejmowane są próby wprowadzania 
do pasz probiotyków, jako alternatywy dla zakazanych 
oficjalnie ASW [10].

5.  Metody higienizacji gnojowicy na cele rolnicze

Świadomość zagrożeń związanych z wprowadzeniem 
do gleby wraz z gnojowicą zasiedlających ją drobno- 
ustrojów patogennych i możliwością ich dalszego roz-
przestrzeniania drogą wodną, powietrzną lub pokar-
mową obliguje do wcześniejszego poddania tego nawozu 
zabiegom ograniczającym obecność w nim drobno-
ustrojów, zwłaszcza tych potencjalnie szkodliwych.

Ocena wpływu wybranej metody higienizacji gnojo-
wicy na przeżywalność zasiedlających ją patogenów jest 
podstawowym kryterium pozwalającym na wiarygodne 
oszacowanie stopnia jej skuteczności.

Przeżywalność badanych drobnoustrojów w  gno-
jowicy uzależniona jest od szeregu czynników, często 
silnie ze sobą powiązanych. Do najważniejszych z nich 
należą [11]:

−	 temperatura,
−	 gatunek zwierząt, od których pochodzi gnojowica 

(typ gnojowicy),

−	 zawartość suchej masy i suchej masy organicznej,
−	 odczyn,
−	 obecność antagonistycznej mikroflory naturalnej,
−	 wyjściowa liczebność badanych drobnoustrojów,
−	 właściwości danego serotypu i szczepu,
−	 zasobność gnojowicy w składniki odżywcze,
−	 rozpuszczone substancje gazowe oraz potencjał 

REDOX.
Jednoznaczną interpretację wyników dotyczących 

czasów przeżycia patogenów w odchodach zwierzę-
cych utrudnia fakt, że skład ekskrementów jest bardzo 
zróżnicowany [74]. Ponadto, istnieją wyraźne różnice 
przeżywalności środowiskowych szczepów bakterii 
patogennych w warunkach polowych oraz analogicz-
nych szczepów hodowlanych wykorzystywanych do 
badań laboratoryjnych [47]. Poważne utrudnienie dla 
uzyskania jednoznacznych i porównywalnych wyników 
stanowi także zdolność niektórych drobnoustrojów do 
sporulacji, przejścia w stan „żywe, lecz nie dające się 
hodować” (viable but nonculturable, VBNC) oraz do 
wzajemnej agregacji lub przylegania do cząstek stałych, 
co ogranicza możliwość ustalenia rzeczywistej liczby 
patogenów metodami hodowlanymi [99].

Uzyskane w różnych badaniach różnice dotyczące 
czasu przeżycia patogenów w gnojowicy mogą wynikać 
także z sezonu poboru prób, z odmiennych fizyko-che-
micznych właściwości gnojowicy oraz z innych sposo-
bów żywienia poszczególnych stad zwierząt. Nie bez 
znaczenia pozostaje też zróżnicowany wiekowo i gatun-
kowo skład inwentarza oraz wykorzystanie do badań 
różnych szczepów bakterii testowych. Nawet działania 
mające na celu ujednolicenie parametrów fizycznych 
próbek gnojowicy nie zapewniają możliwości dokony-
wania bezpośrednich porównań [36, 64, 74]. 

Metody stosowane w celu higienizacji gnojowicy 
można podzielić na fizyczne, chemiczne i biologiczne 
(Rys. 1).

5.1.  Metody biologiczne higienizacji

Składowanie
Składowanie gnojowicy jest najprostszą oraz najtań-

szą metodą obróbki tego nawozu. Z tego względu cieszy 
się bardzo dużą popularnością i stosowane jest znacz-
nie częściej niż inne metody uzdatniania gnojowicy 
na cele rolnicze. Głównymi czynnikami ograniczają-
cymi skuteczność tej metody są temperatura oraz czas 
składowania.

Właściwości fizyko-chemiczne gnojowicy powo-
dują, że w trakcie składowania nie ulega ona samoza-
grzaniu, i charakteryzuje się stabilną temperaturą, która 
wynosi ok. 6°C zimą i 18°C latem. Brak zdolności gno-
jowicy do generowania ilości ciepła niezbędnej do bio-
termicznego samoodkażania wyraźnie ogranicza inten-
sywność higienizacyjną procesu składowania [68, 80].
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Składowanie jest metodą obróbki gnojowicy, w czasie 
której nie są podejmowane żadne aktywne metody sta-
bilizacji tego nawozu, z wyjątkiem stosowanego niekiedy 
mieszania płynnych odchodów. Metoda ta wykorzystuje 
brak zdolności większości bakterii patogennych i paso-
żytów do namnażania się poza organizmem gospodarza 
[14]. Ponadto, drobnoustroje podlegają naturalnej stop-
niowej eliminacji w czasie składowania. Przeżywalność 
ich podczas tego procesu jest dość zróżnicowana i może 
być liczona w tygodniach lub miesiącach [14]. Elimi-
nacja bakterii fekalnych podczas składowania zachodzi 
szybciej w porównaniu do pozostałych drobnoustrojów 
wchodzących w skład mikroflory gnojowicy, jednak czas 
przeżycia większości bakterii patogennych może wyno-
sić nawet 20 tygodni [54]. Inaktywacja drobnoustrojów 
w czasie składowania jest możliwa pod warunkiem, że 
w czasie procesu nie są wprowadzane nowe porcje gno-
jowicy, stanowiące źródło składników odżywczych oraz 
kolejnych drobnoustrojów.

W metodzie składowania drobnoustroje najdłużej 
przeżywają w niskiej temperaturze. Jej wzrost, wiążący 
się z uwalnianiem większych ilości amoniaku w gno-
jowicy, skraca czas przeżycia drobnoustrojów [33]. 
Olszewska i Skowron [70] wykazali, że przeżywalność 
pałeczek z rodzaju Salmonella uzależniona jest zarówno 
od temperatury składowania, jak i od typu gnojowicy 
oraz serotypu bakterii. W przypadku S. Typhimurium 
wahała się od 30,27 do 101,10 dnia, a dla S. Senftenberg 
wynosiła od 32,50 do114,24 dnia. Dane z piśmiennic-
twa wskazują także na wpływ temperatury składo-
wania gnojowicy na przeżywalność pałeczek E. coli 
(10°C/30 dni, 4°C/40 dni) i enterokoków [47, 69]. Bru-
cella abortus w gnojowicy bydlęcej składowanej w tem-
peraturze 10°C przeżywa przez okres 47–70 dni, pod-
czas gdy w temperaturze 20°C w tej samej gnojowicy jej 
przeżywalność skraca się do 20 dni [14, 44]. 

Podczas pierwszych 2–4 tygodni składowania gno-
jowicy dochodzi do powstawania lotnych kwasów 

Rys. 1. Metody higienizacji gnojowicy
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tłuszczowych, co prowadzi do przejściowego obniże-
nia się pH tego nawozu [46]. Przemiany te powodują, 
że większość patogenów obecnych w gnojowicy ulega 
w  90% eliminacji w wyżej wymienionym przedziale 
czasowym [44]. Potwierdzają to badania Kearney i wsp. 
[40], którzy wykazali, że czas potrzebny do 90% reduk-
cji Y. entercolitica w gnojowicy składowanej w tempe-
raturze 4°C wynosi 20,8 dnia, a w 17°C skraca się do 
12,8 dnia. 

Wielu autorów [14, 36, 91, 92] wykazało wpływ 
na przeżywalność bakterii również gatunku zwie-
rząt, od których pochodzi gnojowica. Według nich, 
pałeczki z rodzaju Salmonella mogą przeżywać w skła-
dowanych odchodach świńskich ponad 110 dni [36], 
a w bydlęcych nawet 286 dni [92]. Udział suchej masy 
w  składowanej gnojowicy również wyraźnie wpływa 
na przeżywalność wybranych bakterii wskaźnikowych. 
Przeważająca większość wyników wskazuje na dłuższy 
czas przeżycia drobnoustrojów w odchodach zwierzę-
cych wraz ze wzrostem zawartości suchej masy [60, 
89]. Wyższy udział substancji stałych prawdopodobnie 
wpływa ochronnie na patogeny, poprzez umożliwienie 
ich agregacji lub adsorpcji na powierzchni cząstek sta-
łych zawartych w gnojowicy [39].

Pomimo problemów z rozwarstwianiem się gnojo-
wicy, emisją gazów w trakcie jej magazynowania oraz 
dość długim czasem przeżycia drobnoustrojów, składo-
wanie stanowi skuteczną metodę pozyskiwania nawozu 
o  zmniejszonej uciążliwości zapachowej i  znikomym 
negatywnym wpływie na środowisko.

Fermentacja metanowa
Skład gnojowicy, zapewniający obecność wszystkich 

substancji niezbędnych dla rozwoju drobnoustrojów, 
przyczynia się, z jednej strony, do podwyższenia ryzyka 
sanitarnego, z drugiej pozwala na wykorzystanie jej 
w kontrolowanym procesie biodegradacji w czasie fer-
mentacji metanowej. 

Proces fermentacji metanowej opiera się na współ-
działaniu licznych grup drobnoustrojów. Pierwszą 
grupę stanowią bakterie hydrolizujące, uczestniczące 
w procesie hydrolizy i powodujące rozkład polimerycz-
nych związków organicznych (białka, tłuszcze i węglo-
wodany) do substancji prostszych (aminokwasy, pep-
tydy i cukry proste). Do drugiej grupy należą bakterie 
hydrolizujące acidogenne, które uczestniczą w kwaso-
genezie i powodują hydrolityczny rozkład aminokwa-
sów, peptydów i cukrów prostych do kwasów tłusz-
czowych, kwasów organicznych, alkoholi, aldehydów 
i ketonów [1]. Zaliczamy tuaj głównie drobnoustroje 
z  rodzajów: Bacillus, Pseudomonas, Clostridium, Bifi-
dobacterium, Streptococcus i Enterobacterium [19]. 
Trzecią grupą są bakterie octanogenne wytwarzające 
octany z wykorzystaniem węgla i energii z produktów 
kwasogenezy (syntrofy bakterii metanogennych) lub 

z CO2 i H2 (bakterie homooctanogenne) [1]. Należą tu 
m.in. rodzaje: Syntrophomonas i Syntrophobacter [19]. 
Czwartą grupę stanowią metanogenne Archaeabacterie 
wiążące CO2 i H2 z wytworzeniem CH4 i H2O lub roz-
kładające octany do CH4 i CO2 [1]. Do tej grupy zali-
czamy rodzaje: Methanobacterium, Methanospirillum, 
Methanococcus, Methanosarcina, Methanobrevibacter, 
Methanomicrobium i Methanothrix [104].

Fermentacja metanowa gnojowicy może być pro-
wadzona w warunkach mezofilnych lub termofilnych 
oraz sporadycznie w psychrofilnych [14]. 

Na przeżywalność bakterii w czasie fermentacji 
wpływa szereg czynników, do których należą: czas 
hydraulicznej retencji, koncentracja lotnych kwasów 
tłuszczowych, pH, temperatura oraz typ gnojowicy, 
zawartość suchej masy i typ procesu fermentacji [40].

Fermentacja metanowa prowadzona w warunkach 
mezofilnych jest najczęściej stosowanym typem procesu 
anaerobowego. Charakteryzuje się on dużą stabilnością 
warunków i niższymi nakładami energetycznymi [14]. 
W  naturalnej mikroflorze gnojowicy większość bak
terii beztlenowych i względnie beztlenowych stanowią 
mezofile rozwijające się optymalnie w  temperaturze 
30–40°C [53]. Proces mezofilny jest jednak mniej 
efektywny i  wymaga dłuższego czasu retencji gnojo-
wicy w reaktorze. Eliminacja drobnoustrojów patogen-
nych obecnych w gnojowicy zachodzi znacznie wol-
niej i mniej wydajnie w warunkach mezofilnych [14]. 
W celach higienizacyjnych zaleca się poprzedzać właś
ciwą fermentację metanową w warunkach mezofilnych 
procesem pasteryzacji prowadzonym w temperaturze 
70°C przez 20 minut [87].

Proces termofilny jest najbardziej wydajnym typem 
fermentacji metanowej. Wszystkie reakcje składające 
się na proces produkcji metanu z gnojowicy zacho-
dzą znacznie szybciej i efektywniej, przez co możliwe 
jest stosowanie reaktorów o mniejszej objętości [31]. 
Proces termofilny wymaga jednak znacznie większych 
nakładów energetycznych. Problem stanowi także fakt, 
że mikroflora termofilna jest stosunkowo nieliczna 
w gnojowicy i musi namnożyć się do odpowiedniego 
poziomu, aby fermentacja mogła przebiegać prawi-
dłowo. W związku z tym niezbędne jest zapewnienie 
warunków termofilnych już przy rozruchu reaktora [1, 
2]. Fermentacja prowadzona w warunkach termofil-
nych przyczynia się do praktycznie całkowitej elimina-
cji patogenów z gnojowicy, dzięki czemu otrzymywany 
nawóz jest znacznie bardziej bezpieczny pod względem 
sanitarno-higienicznym [58].

Inaktywacja wirusów w trakcie fermentacji meta-
nowej również uzależniona jest w znacznym stopniu 
od parametrów termicznych procesu. Prowadzona 
w  przedziale temperatury 50–55°C powoduje utratę 
zakaźności wirusa pryszczycy (FMDV – Foot-and-
-Mouth Disease Virus) w ciągu godziny. Obniżenie 
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temperatury do 35°C przedłuża ten okres do 24 godzin. 
Szczególnie wysoką oporność wykazał się parwowirus 
świń (PPV – Porcine Parvovirus), którego inaktywacja 
w temperaturze 55°C trwała ponad tydzień [12]. Ente-
rowirus bydlęcy wprowadzony do gnojowicy poddanej 
fermentacji metanowej w 55°C eliminowany jest już po 
30 minutach, podczas gdy w warunkach mezofilnych 
przeżywał 13 dni [96].

Tappouni [92] stwierdził, że wzrost stężenia lotnych 
kwasów tłuszczowych w gnojowicy powoduje spadek 
odczynu i przyczynia się do redukcji liczby bakterii 
w  tym nawozie. Rozwój znacznej populacji bakterii 
metanowych posiadających zdolność do produkcji 
antybiotyków w gnojowicy poddanej fermentacji rów-
nież powoduje wyraźne skrócenie czasu przeżycia pato-
genów [44].

Badania Kumara i wsp. [49] wykazały z kolei, że 
przeżywalność Salmonella Typhi w procesie fermenta-
cji psychrofilnej była zależna od zawartości suchej masy 
w gnojowicy. W nawozie zawierającym 5–10% suchej 
masy bakterie te przeżywały w temperaturze pokojowej 
przez 20 dni, podczas gdy, w tych samych warunkach 
termicznych, przy udziale suchej masy równym 15%, 
przeżywalność wzrastała do 25 dni [49]. 

Liczne badania potwierdzają także wpływ typu pro-
cesu fermentacji na przeżywalność wybranych drob-
noustrojów. Badania Kearney i wsp. [39] dowodzą 
różnic w przeżywalności bakterii patogennych w pro-
cesie mezofilnej fermentacji metanowej w zależności 
od sposobu jej realizacji. Czas dziesiętnej eliminacji 
pałeczek S. Typhimurium wyniósł 0,9 dnia w systemie 
zamkniętym oraz 1,1 dnia w systemie półciągłym [39]. 
Z  kolei w trakcie ciągłej fermentacji mezofilnej czas 
ten obejmował okres 2–4 dni [67]. Inne doświadczenia 
wykazały spadek liczby wyżej wymienionych bakterii 
w gnojowicy do poziomu 103 j.t.k./ml w ciągu 60 dni 
składowania oraz 8 i 10  dni mezofilnej fermentacji 
prowadzonej odpowiednio w  systemie zamkniętym 
i  półciągłym [39]. Szybsze tempo eliminacji bakterii 
patogennych w systemie zamkniętym może wynikać 
z niedoboru substancji odżywczych, spowodowanego 
brakiem dostaw świeżej gnojowicy do reaktora oraz 
wyższej koncentracji lotnych kwasów tłuszczowych, 
związanej z nieodprowadzaniem porcji przefermento-
wanej gnojowicy w trakcie procesu [94]. W przypadku 
pałeczek E. coli Kearney i wsp. [39] wykazali, że czas 
dziesiętnej eliminacji był równy 0,8  dnia w systemie 
zamkniętym oraz 1,5 dnia w półciągłym. Z kolei pod-
czas ciągłej fermentacji mezofilnej czas ten wynosił 
1–2 dni [67]. 

Napowietrzanie
Proces napowietrzania polega na wprowadzaniu do 

gnojowicy drobnych pęcherzyków powietrza w  celu  
przyspieszenia procesu jej stabilizacji poprzez mikro-

biologiczne utlenianie zawartych w tym nawozie sub-
stancji organicznych [14]. Wprowadzony tlen pozo-
staje w formie wolnej lub rozpuszcza się w gnojowicy 
i zostaje wykorzystany przez drobnoustroje tlenowe 
prowadzące reakcje rozkładu materii organicznej. 
Tlenowa stabilizacja gnojowicy stosowana jest w celu 
zmniejszenia jej uciążliwości zapachowej, mineraliza-
cji i higienizacji tego nawozu, co umożliwia jego bez-
pieczne składowanie i zagospodarowanie [14].

Mineralizacja związków organicznych zawartych 
w  gnojowicy, zachodząca podczas napowietrzania, 
pozwala uzyskać stabilny nawóz naturalny. Występu- 
jące w gnojowicy w formie mineralnej związki odżyw-
cze są łatwiej przyswajalne dla roślin, dzięki czemu 
obciąża ona w mniejszym stopniu środowisko glebowe 
i wodne [81].

Proces napowietrzania gnojowicy może być reali-
zowany w systemie ciągłym, półciągłym i zamkniętym. 
Sposób ciągły charakteryzuje się nieprzerwanym napły-
wem gnojowicy do reaktora. Gwarantuje on utrzyma-
nie stałych warunków procesu, dzięki czemu wszystkie 
przemiany biologiczne są na względnie stałym pozio-
mie [44, 63]. System zamknięty polega na napowie-
trzaniu jednorazowo napełnionego reaktora, który po 
zakończeniu procesu jest całkowicie opróżniany. Ten 
typ napowietrzania charakteryzuje się znaczną fluktu-
acją warunków, rozwarstwieniem gnojowicy oraz zróż-
nicowanym zapotrzebowaniem na tlen [44, 63].

Gnojowica może być napowietrzana naturalnie 
w lagunach powierzchniowo, ciśnieniowo lub podciś
nieniowo. W zależności od sposobu napowietrzania, 
powietrze wprowadzane może być za pomocą aerato-
rów mechanicznych (mieszadła rozbryzgowe, rotory 
szybkoobrotowe) lub urządzeń wtłaczających sprężone 
powietrze w formie drobnych pęcherzyków [44, 63].

Procesy mikrobiologiczne, zachodzące podczas 
napowietrzania prowadzą do utleniania związków 
węgla z wytworzeniem energii. Jej część wykorzysty-
wana jest w procesie namnażania bakterii, natomiast 
około 45–50% jest wydzielane w postaci ciepła [44]. 
W  wyniku metabolizmu związków organicznych, 
prowadzonego przez drobnoustroje tlenowe, zostają 
wyprodukowane nawet około 4 kWh energii cieplnej 
z każdego kilograma tlenu wprowadzanego do gnojo-
wicy. Może to prowadzić do samozagrzewania się tego 
nawozu do temperatury w granicach 55–70°C, umoż-
liwiającej rozwój drobnoustrojów termofilnych [26, 
44]. Mniej podatna na zagrzewanie w czasie napowie-
trzania jest gnojowica bydlęca, co wiąże się z mniejszą 
zawartością substancji odżywczych dla bakterii termo- 
filnych [44].

Duża różnorodność związków organicznych zawar-
tych w gnojowicy wymaga obecności, na poszczegól-
nych etapach procesu, zróżnicowanej gatunkowo popu-
lacji bakterii zdolnych do ich rozkładu [44].
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Stabilizacja tlenowa może być realizowana w różnych 
zakresach temperatury jako napowietrzanie [44, 63]:

−	zimne (psychrofilne) przebiegające w temperatu-
rze do 20°C i charakteryzujące się nieznacznym 
ubytkiem węgla oraz brakiem procesu nitryfikacji,

−	ciepłe (mezofilne) prowadzone w temperaturze 
20–40°C i przyczyniające się do wyraźnej reduk- 
cji liczby drobnoustrojów patogennych w gno
jowicy [14], 

−	gorące (termofilne) przebiegające w temperatu-
rze 55–70°C, która osiągana jest na drodze reakcji 
egzotermicznych bez zewnętrznego źródła ciepła; 
reakcje te prowadzone są przez tlenowe termo-
filne drobnoustroje, których rozwój stymuluje 
intensywne napowietrzanie drobnopęcherzykowe; 
wchodzą one w skład naturalnej mikroflory gno-
jowicy, a ich intensywne namnażanie następuje 
w momencie osiągnięcia temperatury termofilnej.

Skuteczność higienizacyjna procesu napowietrzania 
zależy w znacznym stopniu od aktywności mikroflory 
tlenowej obecnej w gnojowicy [20]. Pod względem 
skuteczności higienizacji najważniejsza jest termofilna 
stabilizacja tlenowa. W gnojowicy poddanej napowie-
trzaniu gorącemu Martens i wsp. [58] po upływie kilku 
godzin nie izolowali pałeczek Salmonella spp. i  ente-
rowirusów, a po około jednym dniu –  enterokoków 
i parwowirusów. Mniej efektywną eliminację patoge-
nów z gnojowicy powoduje proces napowietrzania cie-
płego. W czasie 3–4 tygodni prowadzenia takiej stabi-
lizacji następuje 90,0–99,9% redukcja drobnoustrojów 
takich, jak L. monocytogenes, Y. enterocolitica i bakterii 
grupy coli [30]. Odsetek inwazyjnych jaj Ascaris suum 
w trakcie napowietrzania mezofilnego obniżył się do 
37%, podczas gdy w procesie termofilnym zredukował 
się do 0% [78]. Skuteczność higienizacyjna procesu 
napowietrzania wynika z działania wysokiej tempera-
tury, obecności w gnojowicy wolnego tlenu i amoniaku, 
niskiej zawartości substancji odżywczych i  aktywacji 
antagonistycznej mikroflory [13]. Spośród wad procesu 
należy wymienić koszty energii niezbędnej do napowie-
trzania, dużą produkcję osadu zawierającego znaczną 
ilość masy bakteryjnej, ryzyko emisji amoniaku i tlenku 
azotu oraz potrzebę filtracji powietrza odprowadzo-
nego z reaktora [14, 63].

Kompostowanie
Skuteczną metodą higienizacji i stabilizacji gnojo-

wicy jest poddanie jej frakcji stałej kompostowaniu. 
Ponieważ istotą tego procesu jest biologiczny rozkład 
materii organicznej przeprowadzany przez drobno-
ustroje tlenowe, kluczowe znaczenie dla jego efek-
tywności ma odpowiednie napowietrzenie materiału. 
Wśród innych czynników decydujących o jego powo-
dzeniu znaczenie mają także temperatura, wilgotność 
i  stosunek węgla do azotu. Niezbędną porowatość 

kompostowanej biomasy zapewnia dodatek substancji 
strukturalnych, np. słomy, trocin lub torfu [81].

Eliminację zasiedlających gnojowicę patogenów 
zapewnia wysoka temperatura generowana w termo-
filnej fazie kompostowania. Wyniki wielu doświadczeń 
potwierdzają, że jej optymalne wartości, gwarantujące 
higienizację biomasy, powinny oscylować w granicach 
55–65°C [57]. Ich uzyskanie, przy zapewnieniu prawi-
dłowych warunków procesu, zwłaszcza odpowiedniej 
ilości tlenu, nie jest trudne do osiągnięcia. Dowiedziono, 
że rodzaj kompostowanych odchodów zwierzęcych ma 
większy wpływ na wysokość temperatury biomasy, niż 
dodany do niej materiał strukturalny [59, 81].

Odpowiednio przeprowadzone kompostowanie pro-
wadzi do szybkiej inaktywacji większości drobnoustro-
jów patogennych. W badaniach Ross i wsp. [81] liczba 
E. coli i enterokoków podczas 60 dni kompostowania 
ulegała spadkowi rzędu 102–103 log. Podobne wyniki 
badań uzyskali Mac Carthy i wsp. [59], w których 
liczebność E. coli i enterokoków została ograniczona 
do wartości obowiązujących norm, podczas gdy liczba 
bakterii tworzących spory nie uległa zmianie (tab. I). 

5.2.  Metody fizyczne

Metody biologiczne są najczęściej wykorzystywane 
w celu higienizacji gnojowicy. Istnieje jednak szereg 
technik, klasyfikowanych jako fizyczne i chemiczne, 
dla których skuteczność higienizacyjna została również 
dowiedziona (tab. II).

Pasteryzacja 
Ze względu na wysokie koszty i konieczność korzy-

stania ze specjalistycznej aparatury, proces pasteryzacji 
wykorzystywany jest wyłącznie w sytuacji podwyższo-
nego zagrożenia epidemiologicznego. Pasteryzacja jest 
klasyczną metodą termiczną, wykorzystującą bakte-
riobójcze działanie wysokiej temperatury na struktury 
komórkowe drobnoustrojów. Utrzymanie w gnojowicy 
temperatury 70°C przez godzinę zapewnia inaktywację 
większości zasiedlających ją wirusów, bakterii i  pier-
wotniaków o umiarkowanej termooporności [57]. 
Wirus choroby pęcherzykowej świń (SVDV – Swine 
Vesicular Disease Virus) ulega inaktywacji w 64°C 
już po 2  minutach, jednak w przypadku niektórych 
parwowirusów bydlęcych nieskuteczna okazywała się 
temperatura nawet 70°C. Wyniki wielu badań dowodzą, 
że już 30-minutowe działanie temperaturą 70°C zapew-
nia likwidację pałeczek Salmonella spp., enterowirusów, 
jaj Ascaris suum i Taenia saginata [96]. 

Higienizacja radiacyjna
Wykorzystanie różnych rodzajów promieniowa-

nia pozwala na szybką i bardzo skuteczną inaktywa-
cję potencjalnych patogenów zasiedlających odchody 
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zwierzęce. Promieniowanie gamma, emitowane, m.in., 
przez izotopy 60Co lub 137Cs, charakteryzuje wysoka 
zdolność penetracji różnych środowisk, a ich letalny 
wpływ na drobnoustroje oparty jest głównie na uszka-
dzaniu materiału genetycznego i hamowaniu podziału 
komórki [15]. Działanie biobójcze wiązki szybkich 

elektronów polega na tym, że elektrony przyspieszane 
w akceleratorach przenikają w głąb sterylizowanego 
obiektu zapoczątkowując tysiące aktów jonizacji 
i  wzbudzeń elektronowych atomów oraz cząsteczek. 
Proces ten przyczynia się do powstania nowych gene-
racji rojów wtórnych szybkich elektronów o działaniu 

Składowanie	 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)	 1dzień/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

Tabela I
Wpływ wybranych biologicznych metod higienizacji na przeżywalność drobnoustrojów patogennych w gnojowicy

Metoda higienizacji Mikroorganizm Przeżywalność Źródło
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letalnym dla komórek, co prowadzi do uszkodzenia 
kwasów nukleinowych oraz białek i błon komórkowych 
drobnoustrojów. Uszkodzenia indukowane są w wyniku 
bezpośredniego oddziaływania wiązki elektronów na 
mikroorganizm lub pośredniego wpływu produktów 
radiolizy wody (rodnik hydroksylowy, jony i zjonizo-
wane grupy atomów) [61]. 

Produkty sterylizowane metodą radiacyjną są całko-
wicie bezpieczne i nie wykazują radioaktywności. Eli-
minacja drobnoustrojów uzależniona jest od ich stanu 
fizjologicznego, koncentracji w środowisku, składu 
chemicznego obiektu poddawanego sterylizacji oraz 
obecności wody i innych związków chemicznych [7].

Obecnie higienizacja radiacyjna znajduje zastoso-
wanie głównie do sterylizacji wyrobów medycznych 
i kosmetycznych. Podejmowane są jednak prace badaw-
cze mające na celu wykorzystanie tej techniki do dezyn-
fekcji wody pitnej, ścieków i odpadów komunalnych [7].

Powyższa metoda higienizacji wymaga niestety dość 
dużych nakładów inwestycyjnych. Szacuje się, że koszt 
budowy i uruchomienia akceleratora elektronów gene-
rującego wiązkę o następujących parametrach: 2 kGy, 
1 MeV, 400 kW wynosi około 4 miliony dolarów. Koszt 

eksploatacyjny natomiast kształtuję się na poziomie 
0,3 dolara za każdy m3 higienizowanej gnojowicy [48]. 
Innymi mankamentami opisanej metody są także: 
konieczność frakcjonowania gnojowicy oraz skompli-
kowane procedury zapewnienia bezpieczeństwa pro-
cesu. Z kolei jej zaletą jest bardzo wysoka skuteczność 
higienizacyjna.

Wyniki wielu doświadczeń dowiodły, że promienio-
wanie gamma w dawce 5 kGy powoduje 103–104-krotny 
spadek liczby drobnoustrojów w naświetlanej gnojowicy. 
Wyższą oporność na promieniowanie wykazują wirusy. 
Do najmniej wrażliwych należy SVDV, do którego inak-
tywacji wymagana była dawka nawet 40 kGy [14].

Dawka 10 kGy całkowicie eliminuje bakterie i para-
zyty. W osadach ściekowych o wilgotności powyżej 40% 
stwierdzano inaktywację Enterobacter spp., Klebsiella 
spp., Salmonella spp. i E. coli już przy dawce promie-
niowania gamma o wartości 1 kGy [3]. 

Badania Skowrona i wsp. [90] wykazały wysoką 
efektywność wiązki wysokoenergetycznych elektro-
nów w stosunku do pałeczek Salmonella spp., E. coli, 
enterokoków oraz jaj pasożytów żołądkowo-jelito-
wych. W większości przypadków dawka o mocy 7 kGy 

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 kWs	 [106]
Wapnowanie	 Enterowirus bydlęcy	 1 godz./pH 11,5	 [96]
	 Salmonella spp.	 1–3 godz.	 [78]
	 E. coli O157:H7	 2 godz.	 [21]
Ług sodowy (50% r–r. NaOH)	 Wirusy otoczkowe	 4 dni – 20 kg/m3

	 Wirusy bezotoczkowe	 4 dni – 30 kg/m3	 [57]
	 Formy wegetatywne bakterii	 4 dni – 30 kg/m3	

Formalina	 Wirusy otoczkowe	 4 dni – 10 kg/m3

	 Wirusy bezotoczkowe	 4 dni – 15 kg/m3	

[57]
	 Formy wegetatywne bakterii	 4 dni – 15 kg/m3	

	 Prątki	 14 dni – 25 kg/m3	

Kwas nadoctowy (15%)	 Wirusy otoczkowe	 4 dni – 40 kg/m3

	 Wirusy bezotoczkowe	 4 dni – 25 kg/m3	 [57]
	 Formy wegetatywne bakterii	 1 godz. – 25 kg/m3

Tabela II
Wpływ wybranych fizycznych i chemicznych metod higienizacji na przeżywalność drobnoustrojów patogennych w gnojowicy

Metoda higienizacji Mikroorganizm Parametry procesu Źródło
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wystarczyła do pełnej higienizacji gnojowicy, przy czym 
satysfakcjonujące efekty uzyskiwano już przy dawce 
3 kGy. Z  kolei przy dawkach poniżej 1 kGy udawało 
się osiągnąć nawet 90% redukcję populacji badanych 
drobnoustrojów.

5.3.  Metody chemiczne

Higienizacja chemiczna polega na zastosowaniu 
substancji, które w skuteczny sposób spowodują znisz-
czenie pasożytów, drobnoustrojów chorobotwórczych 
oraz ich form przetrwalnych. Skuteczność tych metod 
zależy od rodzaju drobnoustrojów, stężenia roztworu, 
a także czasu działania i warunków przeprowadzania 
całego procesu. Efektywność użytych środków uwa-
runkowana jest również czynnikami zewnętrznymi, do 
których zaliczyć można wilgotność, temperaturę, pH 
i obecność substancji organicznych [14].

Metody chemiczne higienizacji gnojowicy są naj-
częściej stosowane tylko w sytuacjach zagrożenia dla 
środowiska lub zdrowia ludzi i zwierząt. Wymagają 
one dodawania bardzo dużych objętości reagentów i są 
przeważnie nieopłacalne ekonomicznie.

Związkami najczęściej wykorzystywanymi w  pro-
cesie dezynfekcji odchodów zwierzęcych jest tlenek 
i wodorotlenek wapnia. Osiągnięcie efektu higieniza-
cji poprzez wapnowanie nie wymaga dużych nakładów 
finansowych ani skomplikowanej aparatury. W wyniku 
tego procesu możliwa jest eliminacja 95–100% zasie-
dlających odchody patogenów [14]. CaO charaktery-
zuje się dwukierunkowym działaniem. Powoduje silną 
reakcję egzotermiczną poprzez hydratację tlenku wapna 
z wodą, co skutkuje wzrostem temperatury do 55–60°C. 
Ponadto, wywołuje również gwałtowne podwyższe-
nie odczynu osadu. Alkalizacja odczynu środowiska, 
w połączeniu ze wzrostem temperatury, wynikającym 
z gwałtownej reakcji egzotermicznej związków wapna 
z  wodą, stanowią doskonałą kompilację czynników 
hamujących rozwój zasiedlających to środowisko drob-
noustrojów [31, 104]. Uzyskany w ten sposób produkt 
może być wykorzystany w rolnictwie do celów nawo-
zowych, co wpływa szczególnie korzystnie na stan gleb 
kwaśnych [77]. 

Szereg badań dotyczących wpływu wapnowania na 
drobnoustroje w różnego typu odpadach wskazuje, że 
przy zoptymalizowanych parametrach tego procesu, 
gwarantuje on ich eliminację sięgającą nawet 95–100%. 
Enterowirusy wprowadzone do gnojowicy poddanej 
wapnowaniu ulegały inaktywacji w czasie od jednej 
godziny (enterowirus bydlęcy) do 24 godzin (entero
wirus świński typu 3) [41, 96]. Szybką inaktywację 
Salmonella spp. i E. coli zapewnia już jednogodzinne 
działanie związków wapna [14, 72]. Ich dodanie do 
osadów ściekowych skutkowało niemal całkowitą eli-

minacją pałeczek E. coli i wysoką, sięgającą nawet 6 log, 
redukcją liczebności enterokoków [25]. 

W procesach higienizacji gnojowicy używa się 
również innych substancji chemicznych, przy czym 
z reguły podwyższeniu dawki towarzyszy wzrost sku-
teczności danego środka. Ług sodowy efektywnie eli-
minuje, m.in., wirusy pryszczycy, bakterie z rodzaju 
Salmonella, Clostridium i Pasteurella. Proces eliminacji 
herpeswirusów z wykorzystaniem kwasu nadoctowego 
o stężeniu 0,6%, trwa kilka dni. Wyższą wrażliwość na 
jego działanie wykazywały pałeczki Salmonella – przy 
końcowym stężeniu kwasu 0,5% powodował ich zabicie 
pałeczek w ciągu jednej godziny. Znacznie lepsze efekty 
uzyskiwano przy podwyższeniu stężenia do 1%, jednak 
zabieg taki dyskwalifikował tą metodę z powodów eko-
nomicznych [14, 96]. 

6.  Podsumowanie

Rolnicze wykorzystanie odchodów powstających 
podczas produkcji zwierzęcej stanowi uzasadniony 
pod wieloma względami sposób ich zagospodaro-
wania. Bogactwo łatwo przyswajanych składników 
odżywczych zawartych w gnojowicy i ich wysoka przy-
swajalność, czynią z niej doskonały nawóz naturalny. 
Wprowadzenie gnojowicy do gleby wiąże się jednak 
z problemami natury ekologicznej i higieniczno-sani-
tarnej. Możliwość pojawienia się w gnojowicy drob-
noustrojów patogennych dla ludzi i zwierząt wymaga 
podjęcia kroków w kierunku realnego zmniejszenie 
ryzyka wynikającego z potencjalnej kontaminacji za 
jej pośrednictwem gleby, wody i roślin. 

Coraz większego znaczenia nabiera również zjawi-
sko rozprzestrzeniania za pomocą gnojowicy antybio-
tyków oraz opornych na nie drobnoustrojów. Wpro-
wadzenie do gleby antybiotyków i ich aktywnych 
metabolitów sprzyjać może selekcji szczepów antybio-
tykoopornych. Z kolei pojawienie się w tym środowisku 
drobnoustrojów z już wykształconym mechanizmem 
lekooporności prowadzić może do przekazywania go 
innym drobnoustrojom na drodze transferu horyzon-
talnego. Szczególnemu monitorowaniu powinny pod-
legać coraz częstsze w środowisku ferm hodowlanych 
szczepy LA MRSA oraz Gram-ujemne pałeczki wytwa-
rzające ESBL. 

Biorąc pod uwagę ryzyko towarzyszące rolniczemu 
wykorzystaniu gnojowicy, wszystkie zabiegi, jakim 
poddawana jest gnojowica przed jej rolniczym zago-
spodarowaniem, powinny służyć, poza poprawą jej 
właściwości fizyko-chemicznych, przede wszystkim 
ograniczeniu stopnia jej aktywności mikrobiologicz-
nej. Wśród znanych metod higienizacji gnojowicy, 
najszersze wykorzystanie znajdują metody biologiczne 
– składowanie, fermentacje metanowa i napowietrza-
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nie. Prawidłowe postępowanie z gnojowicą opiera się na 
wiedzy o obecności i przeżywalności drobnoustrojów 
patogennych w niej zawartych oraz na poznaniu i zro-
zumieniu czynników wpływających na ich żywotność 
i  infekcyjność. Przy zachowaniu odpowiednich stan-
dardów, ich działanie gwarantuje skuteczną eliminację 
drobnoustrojów patogennych z gnojowicy i umożliwia 
jej bezpieczne stosowanie w rolnictwie. 
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1.  Wstęp

Właściwości biologiczne Staphylococcus aureus, 
w dużej mierze uwarunkowane przez proces horyzon-
talnego transferu genów (HGT – horizontal gene trans-
fer), czynią go niezwykle groźnym patogenem dla ludzi, 
zwierząt, a także roślin [22, 30]. Wiele szczepów tego 
gatunku charakteryzuje obecność czynników wirulencji 
o znaczeniu klinicznym i epidemiologicznym, a także 
znaczna zdolność adaptacyjna, pozwalająca na prze-
trwanie niesprzyjających warunków oraz kolonizowa-
nie nowych środowisk. Gronkowiec złocisty wytwarza 
wiele cząsteczek, które mogą przyczyniać się do uni- 
kania mechanizmów wrodzonej odporności. Wśród 
nich istotną rolę odgrywają toksyny tworzące pory w 
błonie cytoplazmatycznej leukocytów (pore-forming 
toxins) [1, 55, 68]. Cytotoksyny te zwiększają przeży-
walność bakterii w zakażonym organizmie, powodując 
śmierć komórek docelowych układu immunologicz-
nego, a przez to osłabienie gospodarza w pierwszych 
etapach zakażenia. 

Panton-Valentine leukocydyna (PVL – Panton-
-Valentine leukocidin) jest dwuskładnikową cytotok-
syną należącą do rodziny białek tworzących pory w bło-
nach komórek docelowych [46, 47]. Po raz pierwszy 
została opisana przez van de Velde w 1894 roku jako 

substancja leukocydynowa („substance leukocide”), ze 
względu na jej zdolność do lizy leukocytów [43, 65]. 
Nazwę toksyny wprowadzili Panton i Valentine [6, 51]. 

Toksyna Panton-Valentine jest uważana za jeden 
z  ważniejszych czynników gronkowcowej wirulencji 
[30]. Mogą ją wytwarzać zarówno metycylinooporne, 
jak również metycylinowrażliwe szczepy S. aureus. PVL-
-pozytywne szczepy S. aureus są zazwyczaj związane ze 
zmianami martwiczo-ropnymi skóry i tkanki podskór-
nej. Ponadto, mogą powodować ciężkie zakażenia, jak 
septyczne zapalenie stawów, bakteriemię, plamicę pioru-
nującą, czy też pozaszpitalne martwicze zapalenie płuc. 

2.  Struktura toksyny PVL

Panton-Valentine leukocydyna (PVL) jest dwu-
składnikową toksyną należącą do rodziny białek o struk- 
 turze β-baryłki (β-barrel), tworzących pory w błonach 
komórek docelowych. Oprócz PVL, do dwuskładniko-
wych leukotoksyn wytwarzanych przez S. aureus należą 
również γ-hemolizyna oraz LukE-LukD leukocydyna. 
Aktywność tych toksyn wymaga połączenia dwóch 
odrębnych i niezależnych białek wydzielniczych, okreś
lonych jako białka klasy S i F. Obecnie znanych jest 
sześć białek klasy S i pięć białek klasy F [46, 47]. 
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Toksyna PVL w formie natywnej jest białkiem 
heterooligomerycznym, którego podstawowymi ele-
mentami struktury są podjednostka LukF-PV o masie 
około 34 kDa oraz podjednostka LukS-PV o  masie 
około 32 kDa [12]. Każda podjednostka jest wydzielana 
jako rozpuszczalny w wodzie monomer [1]. Znana jest 
struktura i wielkość monomerycznych form LukF-PV 
i LukS-PV [29, 52], jednakże trójwymiarowa struktura 
oligomerycznej PVL nie została jak dotąd określona [1].

Podjednostki LukF-PV i LukS-PV mają eliptyczne 
kształty i wymiary około 70Å × 35 Å × 25 Å. Obie pod-
jednostki należą do klasy strukturalnej białek „all-
-beta” i są bogate w strukturę β-harmonijki (β-sheet). 
Każdy z monomerów wchodzących w skład funkcjo-
nalnej poryny zawiera w swojej strukturze domenę 
β-kanapki (β-sandwich) oraz domenę „rim” (ang.). 
Pierwsza z  domen występuje w górnej części struk-
tury monomeru i  składa się z dwóch β-harmonijek, 
tworzonych z  ułożonych antyrównolegle β-pasm. 
Również w górnej części występuje region „pre-stem” 
zawierający β-spinkę (β-hairpin), która jest wbudowy-
wana w poprzek struktury błony komórkowej podczas 
tworzenia pory. Z kolei, w dolnej części monomerów 
toksyny znajduje się mniejsza domena „rim”, która ma 
strukturę otwartej β-kanapki (open-face-sandwich) 
i  jest tworzona z czterech antyrównoległych β-pasm. 
Domena ta jest odpowiedzialna za wiązanie toksyny 
do powierzchni błony i charakteryzuje się resztami 
hydrofobowymi, które zakotwiczają ją w  hydrofobo-
wej warstwie podwójnej błony lipidowej [1]. Między 
dwiema podjednostkami PVL występują duże różnice 
konformacji w domenie „rim”, co prawdopodobnie 
determinuje ich funkcjonalne zróżnicowanie [29].

3.  Geny PVL i regulacja ich ekspresji 

Zdolność do wytwarzania toksyny Panton-Valen-
tine jest determinowana obecnością operonu luk-PV 
(zawierającego geny lukF-PV i lukS-PV), zlokalizo-
wanego w obrębie genomów zróżnicowanych morfo-
logicznie profagów PVL S. aureus. Należy podkreślić, 
że większość czynników wirulencji rozprzestrzenia się 
w obrębie rodzaju Staphylococcus na drodze specyficz-
nej transdukcji bakteriofagowej, a od 1961 roku wia-
domo, że produkcja niektórych toksyn przez S. aureus 
powiązana jest ze zjawiskiem lizogenii (konwersji 
lizogennej) [7, 30]. Niesione przez niektóre fagi lizo-
geniczne dodatkowe geny ulegają ekspresji po integra-
cji z chromosomem bakteryjnym zmieniając fenotyp 
gospodarza, a w konsekwencji warunkują wystąpienie 
określonych objawów klinicznych obserwowanych pod-
czas przebiegu zakażenia [30].

Organizacja genomu fagowego jest konserwatywna 
wśród profagów kodujących PVL, zwłaszcza w regio-
nach zawierających geny kodujące białka odpowie-

dzialne za lizę komórki bakteryjnej oraz geny deter-
minujące wytwarzanie toksyny. Zaczynając od jednego 
końca (cos-site), liniowy genom profagów jest podzie-
lony na pięć regionów zawierających geny: 1. kodujące 
białka strukturalne faga (wykorzystywane podczas 
morfogenezy profagów PVL), 2.  kontrolujące cykl 
lityczny fagów, 3. kodujące dwie podjednostki toksyny 
PVL (lukF-PV i lukS-PV), 4.  kontrolujące cykl lizo-
geniczny fagów oraz 5.  odpowiedzialne za replikację 
i transkrypcję. Od czasu odkrycia toksyny PVL scharak-
teryzowano dotychczas osiem niosących geny pvl fagów 
należących do rodziny Siphoviridae (ΦPVL, ΦSLT, 
ΦSa2mw, ΦSa2USA300, ΦSLT-USA300_TCH1516, 
Φ108PVL, Φtp310-1 i Φ2985PVL) [22, 73]. Można 
je podzielić na trzy grupy, w  zależności od różnic 
w  sekwencji nukleotydowej regionów odpowiedzial-
nych za replikację/transkrypcję i morfogenezę, a także 
ze względu na zakres ich gospodarzy. Obecność tych 
samych genów kodujących toksynę PVL w odmiennych 
morfologicznie fagach dowodzi, że mogą one być łatwo 
wymieniane, prawdopodobnie podczas koinfekcji [22]. 
Zwykle fagi te są zintegrowane z genomem S. aureus 
w miejscu attB (29 pz) C-terminalnego regionu otwar-
tej ramki odczytu (ORF – open reading frame) kodują-
cej nieznane białko [73]. Zdolność do wytwarzania PVL 
wynika zatem z koewolucji gronkowców i infekujących 
je łagodnych bakteriofagów, które tym samym uczest-
niczą w etiopatogenezie infekcji bakteryjnej. 

Geny kodujące toksynę PVL mogą występować 
również w obrębie niektórych gronkowcowych wysp 
patogenności (SaPIs – staphylococcal pathogenicity 
islands), których horyzontalny transfer również zacho-
dzi na drodze transdukcji bakteriofagowej. Ruchome 
SaPIs, niosące obok genów lukF i lukS także inne deter-
minanty gronkowcowej wirulencji, takie jak toksyna-1 
zespołu wstrząsu toksycznego (TSST-1 – toxic shock 
syndrome toxin-1), mogą w istotny sposób przyczyniać 
się do powstania wysoce zjadliwych szczepów S. aureus 
o znaczącym potencjale klinicznym i epidemiologicz-
nym [30, 40]. Transmisja genów kodujących toksynę 
PVL pozostaje w ścisłym związku z procesem uwolnie-
nia profaga ze stanu utajenia, analogicznym do wycięcia 
kasety SaPIs z chromosomu bakteryjnego drogą specy-
ficznej rekombinacji. Wycięty fragment jest następnie 
replikowany z bardzo wysoką wydajnością, przy wyko-
rzystaniu aparatu molekularnego faga. Dochodzi tym 
samym do amplifikacji znajdujących się na nim genów, 
w tym genów konwersji lizogennej [30].

Geny operonu luk-PV są zlokalizowane w jednym 
z najbardziej mobilnych regionów genomowego DNA 
S. aureus opornych na metycylinę. Z tego też powodu 
region ten może być uważany za marker specyficzny 
dla tych szczepów [18, 49, 63, 66, 71]. Pomimo, iż geny 
pvl są obecne u 2–5% S. aureus, szczepy produkujące 
toksynę PVL są odpowiedzialne za jedne z najpoważ-
niejszych zakażeń na tle gronkowcowym, zwłaszcza 
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CA-MRSA (CA-MRSA – community-associated MRSA) 
na całym świecie [15, 45]. 

Synteza i wydzielanie toksyny PVL, podobnie jak 
innych egzoprotein, następuje w późnej fazie wzrostu 
wykładniczego oraz w fazie stacjonarnej. W tym samym 
czasie produkcja białek niezbędnych do wzrostu jest 
obniżana, zahamowaniu ulega też synteza adhezyn [13, 
62]. Wskazuje to na istnienie jednocześnie kilku glo-
balnych systemów regulacyjnych, w których pojedyn-
czy czynnik środowiskowy kontroluje ekspresję wielu 
genów docelowych [6]. W regulacji ekspresji genów 
lukF-PV i lukS-PV u S. aureus uczestniczy dwuskład-
nikowy system regulacyjny zależny od czynników śro-
dowiska – agr (accessory gene regulator). Dowiedziono, 
że występowanie szczepów gronkowcowych produku-
jących toksynę PVL jest powiązane z fenotypem agr-I 
i/lub agr-III grupy. Dodatkowo, w  regulacji ekspre-
sji genów kodujących PVL mogą uczestniczyć inne 
niż wykorzystywane w systemie agr czynniki, w  tym 
zwłaszcza alternatywny czynnik transkrypcyjny MgrA. 
Posiada on, podobnie jak inne czynniki transkrypcyjne, 
takie jak: RNA III, białka z rodziny SarA (staphylococ-
cal accessory regulator A) oraz Rot i SigmaB, zdolność 
wiązania DNA w miejscach promotorowych genów, 
aktywując bądź hamując ich transkrypcję. W przy-
padku operonu luk-PV S. aureus białko MgrA wyłącz-
nie aktywuje ekspresję genów lukF-PV i lukS-PV [62]. 

Ze względu na fakt, iż geny kodujące PVL są zlo-
kalizowane w obrębie genomu profagów S. aureus, 
może istnieć ścisły związek pomiędzy wytwarzaniem 
tej toksyny a indukcją fagową, w odpowiedzi na różne 
czynniki zewnętrzne, w tym np. niektóre antybiotyki. 
Wykazano, że podprogowe stężenia antybiotyków 
β-laktamowych, zaburzających syntezę ściany komór-
kowej poprzez oddziaływanie na transmembranowe 
białka wiążące penicylinę (PBPs – penicillin binding 
proteins), powodują wzrost produkcji PVL in vitro 
poprzez aktywację transkrypcji. Świadczy to o tym, że 
antybiotyki wiążące się z PBP mogą zwiększać ekspre-
sję PVL, poprzez modulowanie systemów regulacyj-
nych gospodarza (w tym zwłaszcza agr lub SarA i Rot), 
a dodatkowo także w odpowiedzi na indukcję fagów 
PVL, inicjowaną przez (uruchamiany wówczas) bak-
teryjny system naprawczy SOS. Może to implikować 
skutki kliniczne stosowania niektórych antybiotyków 
w terapii ciężkich zakażeń na tle CA-MRSA [21, 30, 73].

4.  Mechanizm działania toksyny PVL

Toksyna PVL wykazuje aktywność cytotoksyczną 
wobec ssaczych neutrofilów oraz monocytów i makro-
fagów. Jednakże mechanizm działania tej toksyny 
w  przebiegu infekcji gronkowcowych oraz jej udział 
w patogenezie są ciągle słabo poznane, a w wielu przy-

padkach opisywane bardzo nieprecyzyjnie lub oparte 
tylko na przypuszczeniach [60].

Podjednostki LukF-PV i LukS-PV toksyny PVL, 
są wydzielane przez bakterie w formie rozpuszczal-
nych w wodzie monomerów, które ostatecznie formują 
się w  cząsteczki tworzące pory w błonie komórko-
wej [6]. Utworzenie transbłonowej pory możliwe jest 
dzięki synergistycznemu oddziaływaniu podjednostek 
PVL i określonej sekwencji zdarzeń, zachodzących na 
powierzchni błony komórki docelowej [34]. Miejsca wią-
zania dla toksyny PVL przez długi czas były nieznane. 
Niemniej jednak, wyniki badań przeprowadzonych 
przez Spaan i wsp. [60] wykazały, że ludzkie receptory 
dla cząsteczek dopełniacza, C5aR i C5L2, mogą również 
pełnić rolę miejsc wiążących toksynę PVL. Ustalono, że 
receptory te pośredniczą zarówno w wiązaniu toksyny, 
jak i determinują jej cytotoksyczność. Zostało również 
potwierdzone, że ekspresja i międzygatunkowe różnice 
w  budowie receptora C5aR warunkują komórkową 
i gatunkową specyficzność toksyny PVL [60].

Tworzenie porów w błonie komórkowej, jako następ- 
stwo aktywności toksyny PVL, jest procesem kilku
etapowym (Rys. 1). W pierwszym etapie, rozpuszczalne 
w wodzie monomery LukS-PV, a następnie LukF-PV 
wiążą się do powierzchni błony komórkowej formując 
heterodimery [24, 29, 45]. W kolejnym etapie, hetero
dimery ulegają dalszej oligomeryzacji do heterote
tramerów, które charakteryzują się naprzemiennym 
ułożeniem cząsteczek LukF-PV i LukS-PV. Następnie 
heterotetramery formują dyskowate, oktameryczne 
struktury składające się z podjednostek LukS-PV 
i LukF-PV również ułożonych naprzemiennie w sto-
sunku stechiometrycznym 1:1 [29]. Na tym etapie tok-
syna PVL jest już oktamerem o konformacji wstępnie 
uformowanego pora, który jednak nie jest w pełni funk-
cjonalny i nie może ulec wbudowaniu w poprzek błony 
komórkowej. W następnych etapach region macierzysty 
podjednostek LukS-PV i LukF-PV ulega wydłużeniu 
w poprzek błony komórkowej, co w efekcie końcowym 
prowadzi do uformowania w pełni funkcjonalnego pora 
transbłonowego (Rys. 1) [1, 29].

Z molekularnego punktu widzenia, por jest oktame
rycznym kompleksem o konformacji β-baryłki i śred-
nicy od 10 Å do 20 Å, który jest zlokalizowany prostopa
dle do błony komórkowej i funkcjonuje jako integralna 

Rys. 1. Mechanizm tworzenia pora przez toksynę PVL
[wg 1 – zmienione]
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transbłonowa struktura, pozwalająca na przechodzenie 
jonów i małych cząsteczek (o masie molekularnej do 
1000 Da) do wnętrza komórki, w konsekwencji prowa-
dząc do jej śmierci [6].

Badania in vitro wykazały, że aktywność toksyny 
PVL jest zróżnicowana i zależy od jej stężenia w miej-
scu oddziaływania [27, 35]. Zostało udowodnione, że 
sublityczne stężenie PVL aktywuje wewnątrzkomór-
kowy szlak mitochondrialny prowadzący do apoptozy. 
Natomiast wyższe stężenia PVL indukują zmiany zwią-
zane z nekrozą. Obecnie wiadomo, że zależna od stę-
żenia aktywność PVL jest związana z molekularnymi 
właściwościami tej toksyny [25]. 

Przy mniejszych stężeniach toksyny PVL (~5 nM) 
zmiany morfologiczne neutrofilów mają charakter 
apoptotyczny i są widoczne po około 6 godzinach [25]. 
W niskiej koncentracji, toksyna wiąże się do recepto-
rów na błonie komórkowej, co wywołuje powstawanie 
małej ilości oktamerycznych porów [24]. Uważa się, 
że PVL może oddziaływać również na poziomie mito-
chondrialnym poprzez tworzenie porów w zewnętrznej 
błonie mitochondriów. Jak donoszą Genestier i  wsp. 
[25], apoptoza indukowana przez PVL jest związana 
z szybkim zaburzeniem homeostazy mitochondrialnej 
i aktywacją kaspazy-3 i kaspazy-9, co sugeruje, że pro-
ces ten jest zależny od szlaków mitochondrialnych. 

Z kolei, przy dużym stężeniu PVL (~200 nM) obser-
wowane są zmiany morfologiczne komórek fagocytów 
charakterystyczne dla nekrozy, które są widoczne już 
po 1 godzinie [25]. Przy dużych stężeniach, toksyna ta 
może niespecyficznie adsorbować do podwójnej błony 
lipidowej komórki, tworząc większe pory przepusz-
czalne dla Ca2+, formując większą ilość oktamerycznych 
porów lub prowadząc do otwierania kanałów Ca2+ [2]. 
Podjednostki toksyny PVL, po połączeniu z receptorem 
związanym z kanałami wapniowymi lub bezpośrednio 
z  kanałami wapniowymi, mogą również indukować 
wpływanie do komórki dwuwartościowych kationów 
(Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+) przez zależne od jonów wap-
nia kanały komórkowe, a następnie po sformowaniu 
pora umożliwiają napływ jonów jednowartościowych 
(etydyny+, Na+, K+). Konsekwencją tego procesu jest 
nekroza fagocytów [25, 61]. Ponadto tworzenie dużych 
porów może również prowadzić do utraty ATP, co jest 
niezbędne do zapoczątkowania większości procesów 
apoptotycznych [25, 39].

Należy również podkreślić, że oprócz zdolności do 
formowania porów w błonie komórkowej fagocytów, 
toksyna PVL jest również czynnikiem aktywującym 
polimorfonuklearne neutrofile (PMNs – polymorpho-
nuclear neutrophils) [27, 35, 43]. Wykazano, że stężenie 
PVL poniżej wartości niezbędnej do utworzenia porów 
może stymulować PMN do intensywnej produkcji bój-
czych form tlenu i sekrecji prozapalnych cząsteczek, 
takich jak interleukina-8 (IL-8), interleukina-6 (IL-6) 

i leukotrien B4 (LTB4). Może również indukować egzo-
cytozę ziarnistości, powodując tym samym uwolnienie 
mieloperoksydazy, lizozymu i β-glukuronidazy do prze-
strzeni międzykomórkowych, co z kolei może pozytyw-
nie usposabiać odporność gospodarza do obrony przed 
postępującą infekcją. Ponadto, zostało udowodnione, 
że sublityczne stężenia PVL indukują uwalnianie hista-
miny przez ludzkie bazofile [6, 27, 36]. 

Należy podkreślić, że analizy cytolitycznych właści-
wości PVL dotyczą badań wykonywanych w warunkach 
in vitro, natomiast jak dotąd brakuje danych świadczą-
cych, że zasadniczą funkcją PVL in vivo jest cytoliza 
leukocytów [27]. Zostało natomiast udowodnione, że 
stężenie PVL in vivo jest niewystarczające do wywo-
łania lizy PMN [3]. Dlatego przypuszcza się, że sub-
lityczne stężenia PVL mogą stymulować wrodzoną 
odpowiedź immunologiczną i tym samym intensy-
fikować mechanizmy obronne uruchamiane przez 
organizm w celu zwalczenia infekcji [28]. Tak więc, na 
podstawie dotychczasowych badań należy stwierdzić, 
że sublityczne stężenie PVL in vivo odgrywa głównie 
rolę aktywatora PMN, intensyfikując bakteriobójcze 
właściwości tych komórek. 

5.	Znaczenie kliniczne szczepów produkujących
	 toksynę PVL 

Zakażenia wywoływane przez szczepy S. aureus 
wytwarzające toksynę PVL były dokumentowane już od 
1930 roku [6, 43, 50, 51]. Jednakże, w 1932 roku, Panton 
i Valentine jako pierwsi skojarzyli toksynę PVL z zaka-
żeniami skóry i tkanek miękkich oraz wykazali korela-
cję między obecnością tej toksyny i ciężkimi infekcjami 
na tle S. aureus, zwłaszcza czyrakiem gromadnym [50]. 

Szczepy S. aureus produkujące toksynę PVL są za- 
zwyczaj związane z ropnymi chorobami skóry i mart
wicą tkanki podskórnej. Mogą również powodować sep-
tyczne zapalenie stawów, bakteriemię, plamicę piorunu-
jącą i pozaszpitalne martwicze zapalenie płuc [41, 51]. 

Toksynę PVL mogą syntetyzować różne szczepy 
S. aureus, zarówno MRSA, jak i MSSA [3, 51]. Jednakże, 
z klinicznego punktu widzenia, najważniejszymi pro-
ducentami toksyny PVL są szczepy CA-MRSA, któ-
rych wyraźny wzrost rozpowszechnienia jest obecnie 
odnotowywany na całym świecie [16, 21, 28]. Pojawie-
nie i szybkie rozprzestrzenianie się CA-MRSA przypi-
suje się przede wszystkim zdolności tych szczepów do 
produkcji PVL [23, 24, 45]. Dane kliniczne wskazują 
szczególnie na korelację między PVL-pozytywnymi 
szczepami S. aureus a ciężkimi, w  tym śmiertelnymi, 
przypadkami martwiczego zapalenia płuc o  etiologii 
CA-MRSA [26]. Ponadto, wykazano związek pozasz-
pitalnego zapalenia płuc na tle S. aureus (MRSA lub 
MSSA) z wcześniej przebytą grypą lub wystąpieniem 
objawów grypopodobnych [26, 32, 33, 72]. 
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Przebieg kliniczny i powikłania zakażeń na tle pvl- 
-pozytywnych szczepów S. aureus są opisywane jako 
poważniejsze, niż zakażeń powodowanych przez szczepy 
nie posiadające genetycznie uwarunkowanej zdolności 
do produkcji PVL [26, 42]. Jednak, co ciekawe, odnoto-
wywana jest większa podatność na leczenie pacjentów 
zakażonych PVL-pozytywnymi szczepami S. aureus, 
w porównaniu z pacjentami zakażonymi szczepami nie 
wykazującymi zdolności do syntezy toksyny PVL [4]. 

Prowadzone obecnie badania koncentrują się na 
poznaniu funkcji PVL w zakażeniach powodowanych 
przez CA-MRSA [43]. Jednakże podłoże molekularne 
chorób wywoływanych przez te szczepy, w  tym cięż-
kiego zapalenia płuc na tle S. aureus w  następstwie 
grypy, jak również rola toksyny PVL w etiopatogene-
zie zakażeń gronkowcowych nie zostały dotychczas 
ostatecznie wyjaśnione [26, 41, 43, 66]. Z jednej strony 
istnieją badania kwestionujące obecność toksyny PVL, 
jako podstawowego wyznacznika klinicznego przebiegu 
zakażeń na tle S. aureus [4, 11, 31, 38]. Z drugiej jed-
nak strony uważa się, że wysoki potencjał zjadliwości 
CA-MRSA jest związany z produkcją PVL, a odnoto-
wywane powiązanie tej toksyny z głównymi klonami 
CA-MRSA sugeruje, że może ona zwiększać wirulencję 
i/lub promować wzmożoną transmisję szczepów [20, 
26, 66]. Co więcej, wykrycie podjednostki LukS-PV 
toksyny PVL w pobranych od pacjentów wycinkach 
płuc objętych martwiczym zapaleniem, wraz z pofrag-
mentowanym DNA, wskazuje na bezpośrednie zaan-
gażowanie PVL w patomechanizm choroby poprzez 
indukcję in vivo apoptozy [25]. 

Z epidemiologicznego punktu widzenia istotne zna-
czenie ma fakt, że nie tylko ludzkie szczepy S. aureus są 
genetycznie determinowane do produkcji PVL, cho-
ciaż o PVL-pozytywnych szczepach gronkowców izo-
lowanych od zwierząt niewiele wiadomo. Do tej pory, 
PVL-pozytywne szczepy MRSA zostały wyizolowane 
z przypadków ciężkich zakażeń u zwierząt domowych, 
takich jak psy, kot, królik czy papuga [58]. Poza tym, 
wyizolowano także pvl-pozytywne wrażliwe na metycy-
linę koagulazoujemne gronkowce (MSCNS – methicil-
lin-sensitive coagulase-negative staphylococci), w tym 
S. haemolyticus, S. simulans i S. warneri, od krów i owiec 
z podkliniczną postacią mastitis [64]. Brak jest nato-
miast danych literaturowych odnośnie izolacji PVL-
-pozytywnych szczepów S. aureus z zapalenia gruczołu 
mlekowego u  przeżuwaczy. Jednakże, w  kontekście 
mastitis podkreślane jest znaczenie podjednostki LukF-
-PV toksyny PVL. Podjednostka LukF-PV wraz z pod-
jednostką LukM leukocydyny stanowią elementy struk-
turalne toksyny LukM/LukF’-PV [5]. Leukotoksyna 
ta jest uważana za najbardziej aktywną cytotoksynę 
wobec bydlęcych neutrofilów, mogącą odgrywać klu-
czową rolę w patogenezie mastitis u krów, a także owiec 
i kóz [5, 34, 57].

Reasumując, dotychczasowe dane epidemiologiczne 
i kliniczne nie są wystarczające, aby udowodnić bezpo-
średnią rolę PVL w zakażeniach o etiologii S. aureus, 
ani też bezpośredni udział tej toksyny przyczyniający 
się do szerokiego rozpowszechniania CA-MRSA [12, 
43]. Jednakże uważa się, iż wyjaśnienie roli PVL w pato-
genezie zakażeń na tle S. aureus może mieć ważne zna-
czenie dla poznania celów leczniczych i opracowania 
skuteczniejszych metod terapeutycznych w zakażeniach 
CA-MRSA [16, 28, 43]. Ponadto, ze względu na możli-
wość dwukierunkowej transmisji gronkowców pomię-
dzy ludźmi i zwierzętami, dalsze badania dotyczące 
aspektów klinicznych, czynników ryzyka i epidemio-
logii chorób na tle PVL-pozytywnych szczepów stano-
wią ważny problem zarówno w medycynie ludzkiej, jak 
i weterynaryjnej [58].

6.  Badania na modelach zwierzęcych

Udział toksyny PVL w wirulencji szczepów S. aureus 
jest tematem dużego zainteresowania i intensywnych 
badań. Jednakże, odnotowywane są sprzeczne dane epi-
demiologiczne i kliniczne dotyczące potencjalnej roli 
PVL w zakażeniach o etiologii CA-MRSA z użyciem 
różnych zwierzęcych modeli chorób [9, 10, 43, 54, 69].

Większość badań przeprowadzonych na myszach, 
dotyczących patogenezy CA-MRSA wykazuje, że tok-
syna PVL nie odgrywa żadnej lub ograniczoną czasowo 
rolę w rozwoju choroby [19]. Voyich i wsp. [70] porów-
nali działanie dzikich szczepów USA300 i USA400 oraz 
szczepów izogenicznych z delecją genu pvl na mysich 
modelach zakażenia skóry oraz sepsy, odnotowując 
praktycznie identyczny przebieg zakażenia niezależnie 
od testowanych szczepów. Natomiast Varshney i wsp. 
[67], prowadząc badania na mysim modelu zakażenia 
skóry wykazali, że szczepy MSSA i MRSA produku-
jące duże ilości PVL powodują bardziej rozległe ropnie 
skórne i silniejsze zapalenie tkanek, niż szczepy cechu-
jące się niską zdolnością do produkcji tej toksyny. Z kolei 
Labandeira-Rey i  wsp. [37], na podstawie wyników 
uzyskanych na mysim modelu gronkowcowego zapale-
nia płuc, przy zastosowaniu laboratoryjnych szczepów 
S. aureus transdukowanych do ekspresji toksyny PVL, 
zaproponowali model infekcji, w  którym PVL pełni 
funkcję regulatora ekspresji genów. Jednakże badania 
innych autorów z zastosowaniem mikromacierzy i pro-
teomiki wykazały, że PVL nie ma wpływu in vitro ani in 
vivo na ekspresję genów czy wytwarzanie białek w testo-
wanych szczepach S. aureus USA300 i USA400 [19, 43].

Powód rozbieżności wyników badań dotyczących 
roli PVL w  etiopatogenezie zakażeń S. aureus długo 
pozostawał niejasny. Dopiero Kobayashi i DeLeo [35], 
na podstawie przeprowadzonych badań wysunęli hipo-
tezę, że rola PVL w przebiegu chorób wywoływanych 
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przez CA-MRSA może być determinowana specyficz-
nym uwarunkowaniem genetycznym gospodarza lub 
czynnikiem podatności/wrażliwości (np. przebyciem 
grypy). Ponadto, autorzy ci zwrócili także uwagę, że 
wpływ toksyny PVL może być zbyt słaby, aby można 
go było wykryć w stosowanych dotychczas modelach 
patogenezy lub, że stosowane modele nie są właściwe 
i  nie odzwierciedlają precyzyjnie przebiegu choroby 
u ludzi. Ostatecznie, badania Löffler i wsp. [45] dostar-
czyły wyjaśnienia powodu uzyskiwania sprzecznych 
wyników badań, dotyczących roli PVL w zakażeniach 
S. aureus z użyciem różnych modeli zwierzęcych. 
Autorzy ci wykazali, że PVL powoduje szybką akty- 
wację i  śmierć neutrofilów ludzkich i króliczych, ale 
nie mysich i małpich. W związku z tym zakwestio-
nowali oni wartość stosowanych mysich i naczelnych 
(poza człowiekiem) modeli infekcyjnych do badania 
roli PVL w patogenezie zakażeń CA-MRSA. Aktyw-
ność toksyny PVL wobec ludzkich neutrofilów została 
udowodniona przez Loughman  i wsp. [44], poprzez 
wykazanie wysokiego poziomu ekspresji genu pvl bez-
pośrednio w ludzkiej tkance.

7.  Metody detekcji toksyny PVL

Wykrywanie zdolności do wytwarzania PVL przez 
gronkowce oraz detekcja obecności toksyny mogą 
być przeprowadzone różnymi metodami, zarówno na 
poziomie samego białka, jak i na poziomie DNA i RNA.

Standardowe techniki służące do detekcji genów 
pvl opierają się o amplifikację kwasów nukleinowych 
w reakcji PCR, z wykorzystaniem specyficznych star-
terów DNA komplementarnych do sekwencji podjed-
nostek LukF-PV i LukS-PV [3, 59]. Wśród najczęściej 
stosowanych metod wykrywania toksyn cytolitycznych, 
w tym toksyny PVL, wymienić można metody bezpo-
średnie, takie jak: test ELISA [3, 56], techniki immuno-
fluorescencyjne [25] i testy immunochromatograficzne 
[3]. Na poziomie RNA, toksyna PVL wykrywana jest 
przy użyciu techniki RT-PCR [8, 26] oraz real time PCR 
[17]. Do najpowszechniej stosowanych technik pośred-
nich należą z kolei: testy cytotoksyczności, na przykład 
test inkorporacji czerwieni obojętnej [57], testy oparte 
o redukcję soli tetrazolowych [14], cytometria przepły-
wowa [24, 48], oznaczanie fragmentacji DNA leuko-
cytów (metoda TUNEL – terminal transferase dUTP 
nick end labeling), obserwacja morfologicznych zmian 
w komórkach barwionych metodami May-Grünwald, 
Giemsa, Wright, Hoechst 33342 oraz immunofluo- 
rescencyjnie – zmiany obserwowane są w mikroskopie 
świetlnym, fluorescencyjnym, konfokalnym lub trans-
misyjnym mikroskopie elektronowym (TEM – trans-
mission electron microscope) [5, 25]. Ponadto, obec- 
nie opracowywane są nowe techniki, które w przy

szłości umożliwią wykrycie najmniejszych ilości toksyny 
w ciągu kilku minut. Oparte są one przede wszystkim 
o spektroskopię masową typu MALDI-TOF (matrix-
-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry) [59].

8.  Podsumowanie

Leukocydyna Panton-Valentine (PVL) jest dwu-
składnikową cytotoksyną składającą się z  ułożonych 
naprzemiennie podjednostek LukS-PV i  LukF-PV, 
należącą do rodziny białek tworzących pory w błonie 
komórkowej neutrofilów, monocytów i makrofagów. 
Jednakże mechanizm działania PVL oraz jej udział 
w patogenezie zakażeń gronkowcowych są wciąż słabo 
poznane. W badaniach in vitro wykazano zależne od 
stężenia działanie cytotoksyczne PVL, prowadzące do 
apoptozy albo do nekrozy fagocytów. Nie ma jednak 
danych potwierdzających, że zasadniczą funkcją PVL 
in vivo jest liza fagocytów. Zostało natomiast udowod-
nione, że stężenie PVL in vivo nie jest wystarczające do 
wywołania cytolizy. Co więcej wykazano, że sublityczne 
stężenie PVL in vivo odgrywa głównie rolę aktywatora 
fagocytów, intensyfikując bakteriobójcze właściwości 
tych komórek. Najważniejszymi producentami toksyny 
PVL są izolowane od ludzi szczepy CA-MRSA. Należy 
jednak podkreślić, iż istnieją, choć nieliczne, dane 
dotyczące izolacji pvl-pozytywnych szczepów MRSA, 
jak i MSCNS od zwierząt domowych i hodowlanych.
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1. Wstęp

W ostatnich latach opisano szereg nowych czynni-
ków wirusowych zakażeń dróg oddechowych. Jednym 
spośród nich jest bokawirus człowieka (Human Boca-
virus, HBoV). Został on odkryty w 2005 r. w ramach 
projektu poszukiwania nowych czynników wywołu-
jących zakażenia dróg oddechowych u dzieci. Narzę-
dziem umożliwiającym jego wykrycie było zastosowa-
nie metody nieswoistych starterów, tzw. Random PCR. 
Sekwencje uzyskanych produktów amplifikacji porów-
nywano do znanych sekwencji bakteryjnych i wiruso-
wych patogenów stwierdzając wysoki stopień ich podo-
bieństwa do sekwencji genomu dwóch wirusów: Bovine 
Parvovirus (wirus bydła, BPV) i Canine Minute Virus 
(wirus psów, MVC) należących do rodziny Parvoviri-
dae [5]. Ze względu na podobieństwa genetyczne oraz 
strukturalne, nazwę nowoodkrytego wirusa wypro-
wadzono od pierwszych członów obu wirusów [2]. 
Obecnie HBoV uznawany jest za jeden z ważniejszych 

czynników wirusowych zakażeń układu oddechowego 
u dzieci poniżej 5 roku życia. Obecnie opisano 4 typy 
HBoV: 1, 2, 3 i 4 [9].

2. Epidemiologia zakażeń HBoV

Występowanie zakażeń HBoV
Począwszy od 2005 r. na całym świecie poszukuje się 

zakażeń bokawirusami. Wykryto je m.in. w Australii, 
Północnej Ameryce, Europie (w tym w Polsce), Azji 
i  Afryce [42, 35]. Sezonowość występowania HBoV 
różni się w zależności od regionu geograficznego. We 
Francji, Niemczech, Szwecji, USA oraz Polsce [29] 
zakażenia HBoV najczęściej stwierdza się w miesiącach 
zimowych oraz wczesną wiosną [9]. Natomiast w Japo-
nii i Korei – późną wiosną i początkiem lata (Tab. I). 
Rozpowszechnienie poszczególnych genotypów HBoV 
na świecie jest podobne, a ze względu na częste rekom-
binacje pomiędzy nimi, możliwe jest pojawienie się 
kolejnego typu [25, 35]. 
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Zakażenia bokawirusami stanowią do 33% wiru-
sowych zakażeń układu oddechowego [16, 25]. Róż-
nice w  obserwowanej częstości zakażeń mogą wyni- 
kać z charakterystyki badanych grup pacjentów: wieku 
oraz ciężkości zakażenia. Większość przedstawianych 
badań dotyczy dzieci poniżej 5 r.ż. Informacje odno-
śnie zakażeń HBoV w innych grupach wiekowych są 
nieliczne a  ponadto zakażenia te najczęściej wykry-
wano u osób hospitalizowanych. Obecnie zakażeń tych 
poszukuje się także u chorych leczonych ambulatoryj-
nie lub w domu [15].

Niektórzy autorzy wskazują, że częstość zakażeń 
dróg oddechowych wywołanych przez HBoV wśród 
chorych nie wymagających hospitalizacji jest wyższa 
niż wśród pacjentów hospitalizowanych [15, 28]. Naj-
wyższy (dotychczas) odsetek chorych z  zakażeniem 
HBoV1 stwierdzono w USA wśród najmłodszych dzieci 
(0–2  lata) uczęszczających do żłobka (33%). Wyniki 
naszego zespołu zdają się potwierdzać tezę o udziale 
HBoV1 przede wszystkim w zakażeniach o  lżejszym 
przebiegu – stwierdzono bowiem znamienny związek 
HBoV1 z zapaleniem oskrzeli lub zachorowaniem gry-
popodobnym, a nie z zapaleniem płuc lub oskrzelików 
[29]. Jednak wśród dzieci hospitalizowanych, szczegól-
nie z powodu ostrego zakażenia dolnych dróg odde-
chowych (bronchiolitis, zapalenie płuc), częstość zaka-
żeń HBoV1 może być wysoka. W Arabii Saudyjskiej 
w okresie I–IV 2012 r. udział HBoV1 w tych zakaże-
niach sięgał 22,5% a w Argentynie w latach 2007–2009 
wyniósł 21,5% [1].

Większość prac badawczych wskazuje na spadek czę- 
stości zakażeń HBoV1 wraz z wiekiem pacjentów [4, 26]. 
Jednakże w Argentynie, w 2010 r. podczas badania osób 
dorosłych hospitalizowanych z powodu ciężkich zaka-
żeń dolnych dróg oddechowych, aż u 22,7% pacjentów 
potwierdzono zakażenie bokawirusami, czyli porówny-
walnie do częstości obserwowanych u dzieci (21,5%). 

Analiza rozkładu płci wśród chorujących wskazuje 
na nieznamiennie wyższą częstość zakażeń bokawi-
rusami u chłopców. Może wiązać się to z faktem, że 
podobnie jak w zakażeniach wywołanych przez RSV, 
chłopcy częściej wymagają hospitalizacji [6]. 

Bokawirusy mogą być czynnikiem etiologicznym 
zarówno zakażeń dróg oddechowych, jak też układu 
pokarmowego. W zakażeniach układu pokarmowego 
stwierdza się obecność DNA wszystkich typów HBoV, 
jednak najczęściej wykrywane jest DNA HBoV2 
(21%). Stwierdzona w niektórych badaniach wysoka 
częstość wykrywania w kale HBoV1 w przypadkach 
z objawami ze strony układu pokarmowego (nawet 
17%) może wynikać z rozszerzenia się zakażenia dróg 
oddechowych na drogi pokarmowe. Natomiast HBoV 
typu  3 i  4  wykrywane są wyłącznie w zakażeniach 
dróg pokarmowych i występują znacznie rzadziej niż 
HBoV 2 i 1 [18].

Transmisja
DNA bokawirusów wykrywano w  wydzielinach 

dróg oddechowych, w moczu i w kale. W  związku 
z tym uważa się, że do zakażenia tymi wirusami może 
dojść przez bezpośredni kontakt z chorą osobą, drogą 
kropelkową jak również przez styczność ze skażonymi 
wirusem powierzchniami [15, 37]. W odróżnieniu od 
spokrewnionych wirusów BPV i MVC powodujących 
zakażenia ogólnoustrojowe i wewnątrzmaciczne, bada-
nia płynu owodniowego zakażonych HBoV kobiet cię-
żarnych nie potwierdziły obecności w nim wirusa [2].

Chorobotwórczość
Bokawirus człowieka opisany został po raz pierwszy 

w 2005 r., i przez wiele lat część badaczy zastanawiała 
się, czy jest on dla człowieka czynnikiem chorobotwór-
czym czy tylko przypadkowym „Pasażerem” [37]. Nie 
stwierdzano istotnych różnic w koncentracji wirusa 
lub ekspresji białek pomiędzy ciężkimi zakażeniami 
dolnych i lekkimi zakażeniami górnych dróg odde-
chowych [37]. Szczególne wątpliwości budził fakt, że 
w przypadku koinfekcji z innymi wirusami, koncentra-
cja bokawirusa w badanym materiale była wyższa niż 
w przypadku zakażeń wywołanych jedynie przez HBoV 
[5]. Wykrycie materiału genetycznego HBoV1 u dzieci 
z objawami zakażeń dróg oddechowych, u których nie 
udało się znaleźć innego czynnika zakaźnego potwier-
dza, że ludzki bokawirus, po parwowirusie B19 oraz 
parwowirusie 4, może być uznany jako kolejny członek 
rodziny Parvoviridae patogenny dla człowieka [2, 5]. 
Doniesienia wskazujące na udział białka NP1 HBoV1 
w apoptozie komórki sugerują potencjalnie patogenny 
charakter tego wirusa. 

Objawy
W przypadku zakażeń oddechowych, w zależności 

od typu HBoV, obserwuje się zróżnicowany przebieg 
choroby poczynając od bezobjawowego przez łagodne 
aż do ciężkich objawów ze strony układu oddechowego 
[15, 25]. Zakażenia układu oddechowego najczęściej 
wywoływane są przez HBoV1, sporadycznie HBoV2. 
Objawy zakażenia HBoV1 są podobne do obserwo-
wanych w innych zakażeniach oddechowych zarówno 
wirusowych jak i bakteryjnych. Najczęściej towarzy-
szą im: kaszel, katar, gorączka, ból gardła, trudności 
w oddychaniu, zapalenie spojówek, rumień, wysypka, 
a także nudności, wymioty lub biegunka. HBoV1 mogą 
również być przyczyną chorób o znacznie cięższym 
przebiegu, takich jak: zapalenie płuc, oskrzelików, 
oskrzeli oraz krupu wirusowego [6, 15, 37]. U dzieci 
poniżej 2 r.ż. szczególnego znaczenia nabiera różni-
cowanie zakażeń HBoV i RSV (Respiratory Syncytial 
Virus) z  powodu możliwości wystąpienia powikłań 
po zakażeniach RSV. W naszej części świata, infekcje 
HBoV i  RSV często występują w podobnym sezonie 
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– jesienno-zimowym (Tab. I). Według niektórych, cechą 
różniącą może być krótszy okres inkubacji zakażenia 
wywołanego przez bokawirusy, który wynosi 3–4 vs. 
4–5 dni dla RSV. Inni autorzy wskazują, iż jedynym 
objawem klinicznym odróżniającym te zakażenia jest 
znacznie częstsze występowanie w czasie infekcji HBoV 
niedotlenienia oraz neutrofilii [41]. 

Główną przyczyną zakażeń pokarmowych są boka-
wirusy typu 2, typu 3 i typu 4 [15, 22, 25]. Za istotny 
czynnik etiologiczny chorób układu pokarmowego 
uznawany jest HBoV2 [10, 15, 17, 18], ponieważ jak 
wskazują niektórzy autorzy, HBoV2 jest trzecim, po 
rotawirusach i astrowirusach, wirusem wywołujących 
ostre zapalenie żołądka i jelit u dzieci [3] (Tab. I).

Podobnie jak w przypadku innych patogenów, zna-
miennie częściej zakażenia bokawirusami występują 
u  osób przewlekle chorych, u wcześniaków, dzieci, 
których matki paliły papierosy w okresie ciąży, osób 
z predyspozycją do astmy, poddanych leczeniu immu-
nosupresyjnemu (np. osób po przeszczepie), dzieci 
przebywających w żłobkach, przedszkolach. Mimo, iż 
zakażenia obserwowane są głównie u małych dzieci, to 
materiał genetyczny HBoV2 wykrywany był również 
u osób dorosłych, w tym u pacjentów w wieku powyżej 
65 lat [21].

Stwierdzono, że u  osób z  obniżoną odpornością 
zakażenia HBoV często przekształcają się w  formę 
przetrwałego zakażenia [25, 35]. Uważa się, że takie 

Holandia	 257/śr. 1,6 lat	 4/1,5	 75/AdV, RSV, 	 HBoV	 XI–I	 gorączka, katar, kaszel, duszność,
2005–2006 [27]			   HMPV			   wysypka
Francja	 589/śr. 1,3 lat 	 26/4,4	 35/RSV, 	 HBoV	 XII–VI	 duszność, niewydolność krążenia, 
2003–2004 [9]			   HMPV, AdV			   kaszel, gorączka, zapalenie oskrzelików
Chiny	 252/2–36 m-cy	 21/8,3	 9,5/HCoV-229E	 HBoV	 XI–IV	 kaszel, gorączka, świszczący oddech,
2005–2006 [32]						      wymioty
Hiszpania	 1189/śr. 2 lata	 177/12,6	 81/RSV, 	 HBoV	 XI–II	 zakażenie dolnych i górnych dróg
2006–2008 [28]			   IFV, HMPV			   oddechowych
Japonia	 402/śr. 14 m-cy	 34/8,5	 41/ PIV, HRV, 	 HBoV	 III–IX	 kaszel, gorączka (>38,9°C), świszczący
2007–2009 [24]			   HMPV, AdV, RSV			   oddech, biegunka, hipoksja
Polska	 257/<5 lat	 13/6	 3,1/RSV, CMV, 	 HBoV	 I–II	 ostre zakażenia górnych dróg
2009–2011 [29]			   EV			   oddechowych, bronchitis, pneumonia,
						      bronchiolitis
Arabia Saudyjska	 80/5 m–10 lat	 18/22,5	 94/ RSV, IFV, 	 HBoV1	 bd	 ostre zakażenia górnych dróg
I–V.2012 [1]			   AdV			   oddechowych, grypodobne, biegunka
Chile	 462/<5 lat	 89/19.3	 bd	 HBoV1 (14,1%)	 bd	 ostre zapalenie żołądka 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, ból brzucha, kaszel
2007–2008 [4]				    HBoV2–(0,7%)
				    HBoV3–0
	 328/>18 lat	 10/3	 bd	 HBoV1–(1,5%)	 XII–II	 biegunka, ból brzucha, kaszel
				    HBoV2–(1,5%)
				    HBoV3–(0)
Niemcy [39]	 835/śr. 1,8 lat	 87/10,3	 39,1/ RSV,	 HBoV	 cały rok,	 ostre zakażenia górnych i dolnych
			   IFV t. A, AdV		  najwięcej	 dróg oddechowych
					     zimą
Szwecja	 540/małe dzieci	 17/3,1	 82/IFV t. A, RSV	 HBoV	 cały rok,	 ostre zakażenia dolnych dróg
2003–2004 [2]					     najwięcej	 oddechowych
					     zimą
Szwajcaria [33]	 112/<3 m-ce	 5/4,5	 80/bd	 HBoV	 bd	 zakażenia dróg oddechowych
Wlk. Brytania	 574/6–24 m-ce	 47/8,2	 43/ RSV, AdV	 HBoV	 XII–I	 ostre zakażenia dolnych dróg
2005–2006 [26]						      oddechowych

Tabela I
Wybrane badania występowania HBoV w zakażeniach dróg oddechowych i pokarmowych

N + – liczba pacjentów, u których stwierdzono zakażenie HBoV; bd – brak danych; śr. – średni wiek; AdV – adenowirusy; RSV – Respiratory Syncytial 
virus; HCoV – koronawirusy; CMV – cytomegalowirus; HMPV – metapneumowirus człowieka; IFV – wirus grypy; EV – enterowirusy

Kraj/lata badań
[Ref]

Liczba
badanych/wiek

HBoV
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przetrwałe zakażenie może mieć wpływ na zaostrzenie 
chorób podstawowych. 

Leczenie w przypadku zakażeń HBoV jest zwykle 
objawowe. Nie znana jest skuteczność leków antywiru-
sowych, nie stwierdzono także efektu terapeutycznego 
w wyniku podawania kortykosteroidów [25, 35].

3.  Charakterystyka bokawirusów człowieka

Systematyka
Do rodziny Parvoviridae zaliczane są wirusy cho-

robotwórcze dla bezkręgowców (podrodzina Denso-
virinae) oraz kręgowców (podrodzina Parvovirinae). 
W  obrębie podrodziny Parvovirinae wyróżniono 
8 rodzajów: Amdoparvovirus, Aveparvovirus, Copipa-
rvovirus, Bocaparvovirus. Dependoparvovirus, Proto
parvovirus, Tetraparvovirus oraz Erythroparvovirus. 
Wykryte do tej pory wirusy chorobotwórcze dla 
człowieka zakwalifikowane są do dwóch rodzajów: 
Erythroparvovirus – parwowirus B19 oraz Bocaparvo- 
virus, które zostały wyodrębnione w latach 2009–2010 
–  HBoV1, HBoV2, HBoV3 i HBoV4. W  obrębie 
HBoV2 wydzielono również dwa warianty: A i B. Do 
rodzaju Bocaparvovirus należy również wirus zakaża-
jący bydło – Bovin Parvovirus (BPV), wirusy patogenne 

Rys. 1.  Schemat taksonomii bokawirusów (opracowanie własne)

dla psów – Canine Minute Virus (MVC) oraz małpy 
– Gorilla Bocavirus (Rys. 1) [12, 15]. Wirusy o wyso-
kim stopniu podobieństwa do HBoV wykryto u goryli 
i świń. Wskazuje to na prawdopodobne odzwierzęce 
pochodzenie wirusów zakażających człowieka. Mimo 
to, przypuszcza się, że rezerwuarem HBoV może być 
tylko człowiek [7, 20].

Struktura
Parwowirusy są to najmniejsze znane wirusy DNA 

– parvus oznacza mały. Kapsyd tych wirusów jest dwu-
dziestościanem zbudowanym z 12  pentamerycznych 
kapsomerów czyli łącznie 60 podjednostek zbudowa-
nych z różnych białek (VP1-VP6), ma wielkość 20 nm 
i jest pozbawiony osłonki. Genom wirusa stanowi jed-
noniciowe DNA o wielkości 5,217–5,299 nukleotydów 
zawierające powtórzone sekwencje terminalne o dłu-
gości 32–52 pz.

Organizacja genomu HBoV przypomina budowę 
genomu wirusów BPV i MVC (Rys. 2). Podobnie jak 
u wszystkich wirusów należących do podrodziny Parvo-
virinae, w genomie wyróżnia się 2 otwarte ramki odczytu 
(Open Reading Frame-ORF) kodujące odpowiednio: 
niestrukturalne białko NS1 (na końcu 5’) oraz białka 
kapsydu VP1 i VP2 (na końcu 3’) [25]. Najmniejszą 
podjednostką kapsydu jest VP1, które prawdopodobnie 
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odgrywa istotną rolę w tropizmie tkankowym oraz 
w  patogenezie [20]. Koniec N’ białka VP1 zawiera 
fragment fosfolipazy A2 (PLA2), która jest niezbędna 
w  procesie zakażenia [5, 10]. W przypadku HBoV 
sekwencja tego regionu jest w 43% identyczna z sekwen-
cją występującą w genomie MVC oraz w 42% z sekwen-
cją BPV. Uważa się, że białko NS-1, które bierze udział 
w transkrypcji i ulega ekspresji podczas replikacji może 
stanowić istotny wskaźnik zakażenia bokawirusami. 
Cechą charakterystyczną dla bokawirusów człowieka 
jest dodatkowa, trzecia, otwarta ramka odczytu (tzw. 
mid-ORF). Fragment ten koduje niestrukturalne białko 
NP-1 o wielkości 26 kDa, wykazujące 47% homologii 
sekwencji aminokwasowej z białkiem NP-1 wirusów 
MVC i  BPV. Dla wirusów z rodzaju Bocaparvovirus 
region ten jest wyjątkowo konserwatywny [25]. Funk-
cja białka NP-1 nie została jeszcze w pełni poznana, 
niektóre badania sugerują udział białka NP-1 HBoV1 
w wieloetapowym procesie apoptozy [38]. 

Wszystkie geny bokawirusów przepisywane są z jed-
nego promotora, zlokalizowanego w pobliżu końca 
5’ genomu. Sekwencja terminalna, która odgrywa bar-
dzo ważną rolę w procesie inicjacji replikacji, wyka-
zuje istotną homologię do odpowiedników u wirusów 
MVC i  BPV [23]. Spośród wszystkich parwowirusów 
sekwencje tworzące otwarte ramki odczytu u bokawi-
rusów zajmują największą powierzchnię genomu.

Rozwój metod biologii molekularnej umożliwił 
poznanie różnic w sekwencji otwartych ramek odczytu 
poszczególnych typów bokawirusów [21]. Uznaje się, że 
różnice powyżej 8% w sekwencji białkowej i powyżej 
10% w sekwencji nukleotydowej białka VP1 są wystar-
czające do wyodrębnienia nowego gatunku. Z  kolei 
różnice powyżej 1,5% i 5% odpowiednio w sekwencji 
białkowej i nukleotydowej tego samego genu mogą 
pozwolić na wyróżnienie nowego genotypu. W latach 
2009–2010 w obrębie HBoV wyodrębniono genotypy: 
HBoV1, HBoV2 (warianty A i B), HBoV3 i  HBoV4 
[19]. Uważa się, że pierwotnie występowały enteropa-
togenne bokawirusy HBoV2 i 4, następnie wyewolu-
ował HBoV1, natomiast najmłodszy HBoV3 powstał 
na drodze rekombinacji HBoV1 i HBoV4 [25]. Orga-
nizacja genomu HBoV2 i HBoV3 jest identyczna jak 
w  przypadku HBoV1, jednak sekwencje kodujące 
białka NS1, NP1 oraz VP wykazują pewną zmienność 

i są one homologiczne odpowiednio w 80%, 90% oraz 
70% dla HBoV2 oraz 80%, 80% oraz 80% – dla HBoV3. 
Analiza sekwencji białka VP2 poszczególnych genoty
pów HBoV wykazała wysoki stopień podobieństwa 
pomiędzy nimi [10].

Replikacja
Uważa się, że replikacja HBoV zachodzi, podob-

nie jak w przypadku innych parwowirusów, poprzez 
mechanizm „toczącego się koła” [25]. Pierwszy etap 
replikacji parwowirusów – wytworzenie pośredniej 
dwuliniowej nici DNA zachodzi z wykorzystaniem 
białek gospodarza. Charakterystyczna dla parwo- 
wirusów grupa 3’OH na końcu sekwencji palindro-
mowej wykorzystywana jest przez wirusy jako starter 
w procesie ich replikacji. W wyniku tej reakcji pow- 
staje dwuniciowa forma DNA zakończona strukturą 
szpilki do włosów. Struktura ta jest konieczna do dal-
szej transkrypcji, w tym niezbędnego do dalszych eta-
pów replikacji białka NS-1. Białko to, przyłączając się 
w miejscu „Ori” w genomie parwowirusów przecina 
nić w miejscu pierwotnie występujących sekwencji 
palindromowych, odtwarzając strukturę jednoliniową 
DNA. W efekcie, sekwencja tworząca strukturę spinki 
do włosów zostaje przeniesiona z nici rodzicielskiej na 
nić potomną. Razem z 18–26 nukleotydową sekwencją 
białko NS1 zostaje kowalencyjne przyłączone do wol-
nego końca  5’ nici [25, 30, 35]. W badaniach wyko-
rzystujących plazmid zawierający genom HBoV wyka-
zano, że podczas zakażenia ekspresji ulegają dwa typy 
białka NS1. Pierwsze, o długości 639 aa jest znacznie 
krótsze od białka NS1 występującego u BPV i MVC 
i nie wykazuje z nimi homologii na końcu C’. Drugie, 
większe białko NS1 (długość 781aa) jest homologiczne 
do końca C’ białka NS1 występującego u MVC i BPV. 
Sekwencja C-terminalna białka NS-1 jest fragmentem 
konserwatywnym, występującym u wszystkich genoty-
pów bokawirusów [34]. 

4.	 Mechanizmy umożliwiające przetrwanie
	 genomu HBoV w zakażonej komórce

Jednym z rozważanych mechanizmów może być 
powstawanie episomalnych form genomu. Istnieją 
sugestie, że forma episomalna może być latentną 
formą zakażenia, która w momencie koinfekcji innym 
wirusem ulega reaktywacji [2]. Początkowo formę 
tę zidentyfikowano jedynie u HBoV1, jednak dalsze 
badania wykazały, że występuje ona również u pacjen-
tów zakażonych HBoV3 [19]. Istnienie takiej formy 
genomu wirusa może tłumaczyć fakt wykrywania 
przez dłuższy okres (od 3 tygodni do 6 miesięcy) mate-
riału genetycznego bokawirusów u osób bez objawów 
zakażenia, zarówno w materiale z dróg oddechowych 

Rys. 2.  Schemat organizacji genomu bokawirusów
(opracowanie własne)
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(HBoV1), jak i w próbkach kału (HBoV1-3) [15, 19, 
33]. Zarówno forma episomalna, jak i  liniowy kwas 
nukleinowy HBoV zostały wykryte w tkankach nowo-
tworowych, w tym u osób z nowotworem płuc i jelita 
grubego. Wysunięto hipotezę, że HBoV, podobnie jak 
wirus zapalenia wątroby typu B (HBV), może przeby-
wać w formie episomalnej w tkankach organizmu ludz-
kiego i prowadzić do ich uszkodzenia [36].

Niektórzy autorzy wysuwają tezę, że sposób replika-
cji HBoV genotypu 1 różni się od mechanizmu replika-
cji innych parwowirusów [26]. Być może dalsze badania 
nad cyklem replikacji pozwolą zrozumieć mechanizm 
patogenności tych wirusów i zróżnicowania miejsca 
docelowego. Mimo, iż parwowirus B19 oraz boka-
wirusy są patogenami należącymi do jednej rodziny, 
występują między nimi istotne różnice. Parwowirus 
B19 wykazuje tropizm do szpiku kostnego i mięśnia 
sercowego u ludzi. Natomiast bokawirusy zaliczane do 
genotypu 1 wykazują tropizm do układu oddechowego 
człowieka i  wykrywano je głównie w nabłonku dróg 
oddechowych. Podczas zakażenia HBoV1 dochodzi 
prawdopodobnie do wiremii i możliwe jest wykry-
cie DNA tego wirusa we krwi. Do tej pory nie wyjaś
niono, czy wykrycie w 2012 r. DNA HBoV1 w płynie 
mózgowo-rdzeniowym u dziecka z zapaleniem mózgu 
było wynikiem wiremii czy też innych mechanizmów 
[23]. W  badaniach in vitro obserwowano namnaża-
nie się HBoV1 poza nabłonkiem dróg oddechowych 
– w nabłonku jelit oraz w tkankach limfatycznych [5], 
a  obecność tych wirusów stwierdzano (z  częstością 
1,5–19%) także w próbkach kału pobranego od ludzi, 
zarówno w Australii, Ameryce Północnej, Azji, Europie 
jak i w Afryce [21]. 

Wirusy HBoV należące do genotypów 2,3 i 4 wykry-
wano przede wszystkim w próbkach kału pobranych 
od osób chorych z objawami zakażeniem układu 
pokarmowego, co może wskazywać, że te wirusy mogą 
replikować się w układzie pokarmowym [10, 17, 15]. 
W przeciwieństwie do HBoV1, dotychczas nie wykryto 
materiału genetycznego wirusów HBoV 2–4 w prób-
kach krwi [35]. W 2009 r. z próbki kału pobranej od 
dziecka z ostrym porażeniem wiotkim (AFP) wyizo-
lowano wirusa, który wykazywał wysokie podobień-
stwo do HBoV2 [17]. Częstość występowania HBoV2 
u  dzieci z  porażeniem wiotkim wynosi ok. 5% i  jest 
zbliżona do częstości wykrywania HBoV2 u  dzieci 
zdrowych, co wskazuje na brak związku tego wirusa 
z AFP [17].

5.  Odpowiedź immunologiczna na zakażenie HBoV

Zakażenia bokawirusami człowieka obserwowane 
są głównie u dzieci między 6  miesiącem a 3  rokiem 
życia. Niewielka liczba tych zakażeń u dzieci < 6 mie-

siąca życia tłumaczona jest ochronną rolą przeciwciał 
biernie otrzymanych od matki. Występujące u nowo-
rodków zakażenia bokawirusami najprawdopodobniej 
są wynikiem infekcji przebytej w czasie życia płodo-
wego, najczęściej w trzecim trymestrze ciąży [10, 16, 
37]. Z  kolei Jartii i  wsp. [15] twierdzą, że matczyne 
przeciwciała przeciwko HBoV najlepiej chronią dzieci 
jedynie do 2 miesiąca życia i po tym okresie ich poziom 
się obniża. Wraz ze spadkiem matczynych przeciwciał 
rośnie u  dzieci liczba zakażeń, co powoduje u  nich 
wzrost poziomu przeciwciał osiągając najwyższe miana 
ok. 6–7  roku życia. Ogólnie uważa się, że większość 
dzieci do 5 roku życia, oraz prawie 100% osób doro-
słych, posiada przeciwciała przeciwko HBoV. 

W badaniach in vitro wykazano, że zakażenie 
HBoV1 wywołuje typową, również dla innych wirusów, 
odpowiedź immunologiczną. W przypadku HBoV1 
wykazano, że większość przeciwciał skierowanych jest 
przeciwko obu białkom kapsydu (VP1/VP2) [10, 25, 
15]. Stwierdzono również, że w przeciwieństwie do 
parwowirusa B19 u bokawirusów białko VP2 posiada 
wyższą immunoreaktywność niż VP1, co może wyni- 
kać z  różnicy w lokalizacji białek VP1 i VP2 w kap- 
sydzie obu wirusów [16]. Na podstawie częstości 
wykrywania u  pacjentów przeciwciał dla poszcze-
gólnych typów HBoV można stwierdzić, iż najczęś
ciej występują zakażenia HBoV1, a  rzadziej HBoV2, 
HBoV3 i HBoV4 [34]. U osób zakażonych bokawiru-
sami oprócz syntezy swoistych przeciwciał obserwuje 
się również wzrost poziomu IL-3, interferonu-gamma, 
IL-10 oraz TNF-alfa [15].

6.  Laboratoryjna diagnostyka zakażeń bokawirusami 

Do 2009 roku diagnostyka zakażeń bokawirusem 
oparta była przede wszystkim o molekularne badania 
próbek klinicznych. Udaną próbę namnażania bokawi-
rusa podjęli Dijkman i wsp. tworząc w 2009 r. sztuczną 
linię komórkową, która morfologicznie i funkcjonalnie 
odpowiada ludzkiej tkance dróg oddechowych (mody-
fikacja linii KTEpC) [8]. 

Potwierdzeniem replikacji wirusów był wzrost liczby 
kopii DNA HBoV w zawiesinie określony techniką 
ilościowego PCR. Autorzy wykazali także, że uzyskana 
hodowla może posłużyć do namnażania i charakteryzo-
wania nowych wirusów zakażających układ oddechowy. 
W 2012 roku Huang i wsp. [11] wykazali, że konstrukt 
zawierający DNA HBoV1 namnaża się w  ludzkich 
komórkach embrionalnych nerki (HEK293). 

Ze względu na trudności związane z namnażaniem 
się bokawirusów w hodowlach komórkowych w diag
nostyce tych zakażeń nie stosuje się metody izolacji 
wirusa. Dosyć krótki okres wylęgania powoduje, że 
w momencie wystąpienia objawów chorobowych nie 
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stwierdza się odpowiedzi humoralnej. Tym samym 
metodą z  wyboru są ilościowe techniki wykrywania 
genomu HBoV. Dotychczas stosowane techniki mole-
kularne wykorzystywały fragmenty genomu kodujące 
białka NP1, NS1, VP1 oraz VP2 [42]. Najbardziej kon-
serwatywnym fragmentem w  genomie bokawirusów 
jest fragment kodujący niestrukturalne białko NP-1 
i  wykrycie tego genu, jak również genu białka NS-1 
stanowią podstawową metodę diagnozowania zakażeń 
HBoV. W związku z możliwością przetrwania w zaka-
żonych komórkach formy episomalnej DNA wirusa 
uważa się, że należy stosować techniki PCR umożli-
wiające określenie liczby kopii genomu wirusa. Za gra-
niczne, diagnostyczne dla zakażeń dróg oddechowych 
wywołanych przez HBoV1, uważa się wykrycie w 1 ml 
badanej próbki > 104 kopii DNA (gc) [15, 16].

Próbki kliniczne najbardziej przydatne w badaniach 
molekularnych stanowią wymazy z nosogardzieli, ślina, 
surowica, mocz oraz kał [15, 31, 42]. 

Potwierdzeniem przebycia zakażenia bokawirusami 
może być wykazanie w surowicy obecności przeciw-
ciał w klasie IgM lub znaczącego przyrostu przeciwciał 
w klasie IgG [32]. Ze względu na obecność przeciwciał 
matczynych, jak również niedojrzałość układu immu-
nologicznego we wczesnym okresie życia, kiedy naj-
częściej dochodzi do pierwotnego zakażenia HBoV, 
badania serologiczne nie są wykorzystywane w diag- 
nostyce tych zakażeń. Ponadto krótki okres wylęga-
nia tej choroby powoduje, że wynik oznaczeń sero-
logicznych wskazujących na infekcję HBoV uzyskuje 
się w okresie dość odległym od momentu zakażenia. 
Z tej przyczyny badania te przydatne są przede wszyst-
kim dla celów epidemiologii. W  czasie wzmacniania 
odpowiedzi humoralnej należy także uwzględnić fakt 
występowania reakcji krzyżowych pomiędzy przeciw-
ciałami skierowanymi przeciwko białkom kapsydu róż-
nych typów HBoV. Metodą pozwalającą na odróżnienie 
wczesnego zakażenia HBoV od reinfekcji jest poszuki-
wanie przeciwciał przeciwko białkom strukturalnych 
VP1 i VP2 wirusów techniką Western blot immuno-
fluorescencji lub ELISA. 

7.  Bokawirusy a zakażenia mieszane

Bokawirusy człowieka bardzo często występują 
w zakażeniach mieszanych z innymi wirusami. Zjawi-
sko to dotyczy do 82% zakażeń oddechowych oraz do 
100% zakażeń pokarmowych (Tab. I) [2]. Wykazano 
również, iż poziom wiremii bokawirusami jest niższy 
w  przypadku zakażeń mieszanych [43]. W  zakaże-
niach pokarmowych często obserwuje się koinfekcje 
HBoV z norowirusami, rotawirusami, astrowirusami. 
W  zakażeniach dróg oddechowych najczęściej są 
to współzakażenia z RSV, wirusami grypy, HMPV 

(Human Metapneumovirus), RV (Rhinovirus) [25, 
43]. W badaniach naszego zespołu stwierdzono 80% 
odsetek koinfekcji bokawirusa z innymi patogenami. 
Były to współzakażenia HBoV z RSV, EV (Enterovirus) 
i wirusem cytomegalii [29]. Ze względu na występowa-
nie w podobnym okresie sezonowego wzrostu zacho-
rowań dróg oddechowych wywołanych przez HBoV1 
oraz RSV, opisywany udział współzakażeń HBoV1 
z RSV jest często bardzo wysoki i wynosi nawet > 50%. 
Może to mieć szczególne znaczenie dla dzieci poniżej 
drugiego roku życia, u których zakażenia RSV mają 
charakter ciężkich zakażeń dolnych dróg oddecho-
wych, a zakażenie HBoV1 może pogorszyć rokowania 
dla pacjenta. 

W dalszym ciągu trwają jednak dyskusje, czy tak 
wysoki udział HBoV w zakażeniach mieszanych jest 
wynikiem pokrywania się aktywności poszczególnych 
wirusów w tych samych porach roku i wynikających 
z tego nadkażeń, czy też wykrywania zakażeń bezobja-
wowych lub reaktywacji HBoV. Określana w różnych 
badaniach częstość występowania HBoV w asympto-
matycznych zakażeniach różni się znacznie i wynosi 
od 0 do 40%.

8.  Podsumowanie

Bokawirusy człowieka, po raz pierwszy opisane 
10  lat temu, wywołują zakażenia, których głów-
nymi objawami są kaszel, katar, ból gardła, trudności 
w oddychaniu, ale także nudności, wymioty i biegunka. 
Objawy takie są niespecyficzne i mogą być powodo-
wane przez wiele innych patogenów np. koronawi-
rusy, enterowirusy. Bokawirusy mogą także powodo-
wać zachorowania o ciężkim przebiegu np.: zapalenie 
oskrzelików płucnych, zapalenia płuc lub zapalenie 
żołądka i  jelit u  dzieci. Częstość zakażeń bokawiru-
sami zależy od wielu czynników, nie wszystkie zostały 
do tej pory zbadane, jednak najczęściej wykrywane były 
u małych dzieci. Zgodnie z wynikami naszego zespołu, 
stanowią czynnik etiologiczny 6% wymagających hospi-
talizacji zakażeń oddechowych u małych dzieci. Udział 
bokawirusów znacznie wzrasta jeśli ocenie poddamy 
częstość zakażeń o lekkim lub asymptomatycznym 
przebiegu (nawet 40%). Jest to szczególnie istotne, jeśli 
weźmiemy pod uwagę często opisywane występowa-
nie bokawirusów w zakażeniach mieszanych. Analiza 
danych w  piśmiennictwie wskazuje na stosunkowo 
częste współzakażenia bokawirusów oraz RSV i HMPV. 
Jednak zjawisko to wymaga dalszych badań. 

Występowanie zakażeń mieszanych może powo-
dować istotne zaostrzenie przebiegu zachorowania, 
przedłużenie czasu leczenia. Rozszerzona diagnostyka 
laboratoryjna zakażeń dróg oddechowych, uwzględnia-
jąca także bokawirusy, nie tylko pozwoli na zidentyfiko-
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wanie czynnika etiologicznego zakażenia/zachorowa-
nia, ale także pozwoli na zastosowanie odpowiednich 
procedur zapobiegających szerzeniu się tych zakażeń. 
Należy bowiem podkreślić, że bokawirusy, podob-
nie jak enterowirusy, namnażają się m.in. w układzie 
pokarmowym, ponadto obecność genomu wirusa 
w  próbkach klinicznych stwierdzano nawet po kilku 
tygodniach od ustąpienia objawów. Znaczenie biolo-
giczne i epidemiologiczne tego zjawiska nie jest jeszcze 
do końca poznane, ale może ono wpływać na szerzenie 
się zakażeń bokawirusami. 
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1.  Epidemiologia zakażeń HGV/GBV-C i HIV

W połowie lat dziewięćdziesiątych badania prowa-
dzone przez niezależne grupy doprowadziły do odkry-
cia dwóch nieznanych patogenów. Początkowo nowo-
odkryte izolaty, nazwane HGV oraz GBV-C, nie były 
uznawane za tożsame [34, 63], jednak późniejsze bada-
nia wykazały wysoką homologię ich sekwencji i uznano, 
że jest to ten sam wirus [73]. Badania epidemiologiczne 
wskazują na różną, zależną od regionu geograficznego, 
częstość zakażenia HGV/GBV-C wynoszącą od 0,9%, 
w Japonii [35] do nawet 9%, w Brazylii [32]. W Polsce 
odsetek osób zakażonych wynosi ok. 3,2% [18].

Wirus nabytego niedoboru odporności (human 
immunodeficiency virus – HIV) został odkryty kil-
kanaście lat przed HGV/GBV-C. Szacuje się, że na 
świecie zakażonych HIV jest 30 milionów ludzi [86]. 
Ostatnio udostępnione dane wskazują, że w Polsce 
w  latach  1985–2011 zakażenie HIV zdiagnozowano 
u 15  196 osób [41]. Konsekwencją zakażenia HIV jest 

rozwój zespołu nabytego niedoboru odporności (acqu-
ired immunodeficiency syndrome – AIDS) [44, 71].

HGV/GBV-C nie jest wirusem pierwotnie hepato-
tropowym, a u osób zakażonych z reguły nie obserwuje 
się uszkodzenia wątroby. Stwierdzono natomiast tro-
pizm wirusa do komórek układu immunologicznego 
[77] i  możliwość występowania związku pomiędzy 
zakażeniem HGV/GBV-C a rozwojem chorób limfo-
proliferacyjnych: chłoniaka nieziarniczego (non-Hodg-
kin’s lymphoma), ziarnicy złośliwej (Hodgkin’s disease) 
oraz szpiczaka mnogiego (multiple myeloma); [45, 76]. 
Wspólną cechą HGV/GBV-C i HIV jest zatem tropizm 
względem komórek układu immunologicznego [21, 22].

Z powodu braku jednoznacznie potwierdzonej 
chorobotwórczości HGV/GBV-C nie wykonuje się 
obecnie rutynowych badań, w tym dawców krwi, pod 
kątem obecności tego wirusa. Na rynku nie są dostępne 
testy przesiewowe w kierunku obecności przeciw- 
ciał anty-E2 HGV/GBV-C [70]. W przeciwieństwie do 
testów wykrywających obecność HGV/GBV-C, testy 
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w  kierunku wykrycia zakażenia HIV są szeroko sto-
sowane zarówno w stacjach krwiodawstwa, jak też są 
dostępne w placówkach medycznych [41].

2.	 Współzakażenie HGV/GBV-C i HIV jako wynik
	 wspólnych dróg zakażeń

Główną drogę transmisji HGV/GBV-C stanowi 
krew, a ryzyko zakażenia jest najwyższe u pacjentów 
dializowanych, osób przyjmujących dożylne środki 
odurzające, oraz u których przetaczano krew [5]. 
W przypadku zakażeń będących konsekwencją trans-
fuzji, prawdopodobieństwo rozwoju HGV/GBV-C 
wzrasta wraz z ilością przetoczonych jednostek krwi 
[74]. Do zakażenia wirusem może dojść również drogą 
wertykalną [67] oraz drogą seksualną co potwierdzają 
badania przeprowadzone wśród partnerów osób zaka-
żonych [50, 58, 85]. W przypadku HIV, drogi zakażenia 
są w zasadzie identyczne, jednak największe znaczenie 
w przenoszeniu tego patogenu ma droga seksualna [44]. 
Ze względu na wspólne drogi przenoszenia obserwuje 
się częste współzakażenia HGV/GBV-C i HIV [11, 
77], jak również zakażenia wirusem zapalenia wątroby 
typu B (HBV) [47] i wirusem zapalenia wątroby typu 
C (HCV) [4].

Od 15 do 40% osób zakażonych HIV-1 jest również 
zakażona HGV/GBV-C [13, 61]. Koinfekcja HIV może 
sprzyjać rozwojowi przewlekłego zakażenia HGV/GBV-C 
oraz poprzez upośledzenie odpowiedzi immunologicz-
nej zwiększać prawdopodobieństwo nadkażenia tym 
wirusem [12]. Poziom wiremii HIV i leczenie przeciw-
wirusowe HAART (highly active antiretroviral therapy) 
nie ma jednak znaczenia w rozwoju zakażenia [74].

Wyniki badań wskazują, że ryzyko transmisji HGV/
GBV-C drogą wertykalną jest uzależnione od poziomu 
wiremii tego wirusa [33, 43] i jest najwyższe w przy-
padku wysokich wartości. Co ciekawe, sugeruje się, że 
ryzyko zakażenia HIV drogą wertykalną jest mniejsze 
u  dzieci, które uległy zakażeniu HGV/GBV-C [67]. 
Jednak według Supapol i  współautorów [67] wysoka 
wiremia HGV/GBV-C u matki jest związana nie tylko 
z większym ryzykiem transmisji tego wirusa, ale także 
może korelować z niższym poziomem RNA HIV. Dla-
tego też, dzieci matek współzakażonych HGV/GBV-C 
i HIV są w mniejszym stopniu narażone na zakażenie 
HIV niż w  przypadku kobiet bez zakażenia HGV/
GBV-C [67]. Nie można jednak wykluczyć istnienia 
innych, niż zakażenie HGV/GBV-C, czynników wpły-
wających na obniżenie transmisji HIV [67].

3. Analiza porównawcza budowy HGV/GBV-C i HIV

Punktem wyjścia do badań nad współzakażeniem 
HGV/GBV-C i HIV były badania prowadzone wśród 
pacjentów z koinfekcją pokrewnym do HGV/GBV-C 

wirusem – HCV. HGV/GBV-C należy tak jak HCV do 
rodziny Flaviviridiae, a obydwa wirusy cechuje duże 
podobieństwo struktury i sekwencji genomów [70]. Ze 
względu na zbieżność w budowie i cyklu replikacyjnym 
tych wirusów sugerowano podobny efekt współzakaże-
nia HGV/GBV-C z HIV, jak u pacjentów zakażonych 
HCV i HIV. W przypadku pacjentów zakażonych HIV, 
u których stwierdza się także obecność HCV, wykazano 
znacząco szybszą progresję do AIDS [25]. 

Genom HGV/GBV-C, tak jak HCV składa się z po- 
jedynczej, dodatnio spolaryzowanej nici RNA. Jednak 
w przeciwieństwie do HCV, nie zawiera sekwencji kodu-
jącej rdzeniowe białko C [62]. Wykazano, że białko C 
może pełnić funkcje immunomodulacyjne, sygnaliza-
cji komórkowej i prawdopodobnie ma potencjał onko-
genny [62]. Jego brak w genomie HGV/GBV-C może 
więc być jedną z przyczyn braku patogenności takiej 
jak w przypadku HCV [62].

Geny strukturalne (E1 oraz E2) znajdują się na 
5’ końcu genomu HGV/GBV-C, a niestrukturalne odpo- 
wiedzialne za proces replikacji (NS2, NS3, NS4b, NS5a 
i NS5b) na 3’ [30]. Wielkość genomu w zależności od 
izolatu waha się od 9103 do 9392 nukleotydów [34]. 
Analizy genomu tego wirusa sugerują występowanie 
regionów hiperzmiennych, tak jak w przypadku HCV 
[51]. HGV/GBV-C łączy z HCV nie tylko schemat repli-
kacji przebiegający z fazą nici negatywnej, ale również 
brak integracji z genomem zakażonej komórki [87].

W przypadku HIV wykazano, że należy do rodziny 
Retroviridiae (innej niż HGV/GBV-C i HCV) i  jego 
genom składa się z dwóch identycznych nici RNA 
o dodatniej polarności. Genom HIV jest zbliżony wiel-
kością do HGV/GBV-C i wynosi ok. 9200  nukleoty-
dów oraz stwierdzono w nim obecność powtarzalnych 
sekwencji – LTR (long terminal repeat) na obu jego 
końcach [57]. Wyróżniono 9 genów, które są odpowie-
dzialne za produkcję kluczowych dla procesu replikacji 
enzymów takich jak odwrotna transkryptaza, proteazy 
i  endonukleazy. Replikacja HIV zachodzi z  etapem 
syntezy komplementarnej do RNA cząsteczki DNA, 
a  następnie wytworzenie drugiej nici DNA. Następ-
nie, w przeciwieństwie do HGV/GBV-C, może dojść 
do integracji materiału genetycznego HIV z genomem 
zakażonej komórki [57].

Wykazano do tej pory obecność sześciu genotypów 
HGV/GBV-C, których występowanie jest związane 
z  regionem geograficznym [39]. W przypadku HIV 
obserwuje się obecność dwóch typów: HIV-1 i HIV-2 
oraz trzech grup HIV-1: O, N i najbardziej liczną M 
[44]. Większość prowadzonych badań dotyczy HIV-1 
ze względu na jego częstsze występowanie oraz obser-
wowaną szybszą progresją zakażenia w porównaniu do 
HIV-2 [31, 46].

Podobnie jak w przypadku HCV i HIV, również 
HGV/GBV-C cechuje się występowaniem tzw. pseudo
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typów (quasispecies) w izolatach wirusa pobranych 
od jednego pacjenta. Stwierdzono, że to zjawisko jest 
związane z niską dokładnością replikacji, która sprzyja 
powstawaniu nowych, licznych wariantów wirusa. 
Występowanie w przypadku zakażenia HCV lub HIV 
wielu wariantów genetycznych może sprzyjać unikaniu 
odpowiedzi immunologicznej przez te patogeny [21, 26, 
53, 78]. Potwierdzenie występowania zjawiska quasispe-
cies w przebiegu zakażenia HGV/GBV-C umożliwiło 
lepsze poznanie jego miejsc replikacji [21].

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

Większość dostępnych badań dotyczy wpływu 
HGV/GBV-C na przebieg zakażenia HIV-1, ale poja-
wiają się też doniesienia dotyczące HIV-2 [19]. Wyka-
zano, że u pacjentów współzakażonych HGV/GBV-C 
i HIV obserwuje się wolniejszy przebieg i późniejszy 
rozwój pełnoobjawowego AIDS oraz dłuższą prze-
żywalność niż u osób z monoinfekcją HIV. Dłuższy 
okres przeżycia pacjentów współzakażonych HGV/
GBV-C i HIV jest niezależny od czynników takich jak 
wiek oraz płeć [71, 75]. W części badań potwierdzono 
również, że mają oni wyższą liczbę komórek CD4+ 
niż pacjenci bez zakażenia HGV/GBV-C [71, 75]. 
Wyeliminowanie HGV/GBV-C u tych pacjentów 
może prowadzić do pogorszenia przebiegu zakażenia 
HIV, czyli do szybszego spadku liczby komórek CD4+ 
i rozwoju pełnoobjawowego AIDS [71, 75]. Jednak nie- 
które badania sugerują, że przyczyną eliminacji zaka-
żenia HGV/GBV-C jest zmniejszenie się rezerwuaru 
komórek docelowych dla tego wirusa w następstwie 
zakażenia HIV [75].

Nie wszystkie badania jednoznacznie potwierdzają 
„korzystny” wpływ HGV/GBV-C na przebieg zakaże-
nia HIV lub wykluczają jakikolwiek związek pomię-
dzy HGV/GBV-C a liczbą komórek CD4+ [71]. I tak, 
w badaniach Quiros-Roldan i współautorów nie wyka-
zano związku między zakażeniem HGV/GBV-C, liczbą 
komórek CD4+ i rozwojem AIDS u pacjentów zakażo
nych obydwoma wirusami [48]. Nie wykazano także 
związku między poziomem wiremii HGV/GBV-C 
a liczbą komórek CD4+ [71]. 

Sugeruje się, że do utrzymywania się zakażenia 
HGV/GBV-C może być konieczna odpowiednia mini-
malna liczba komórek CD4+, w których może repli-
kować HGV/GBV-C [75]. Ponieważ wysokiej wiremii 
HIV towarzyszy mniejsza liczba tych komórek, w kon-
sekwencji można obserwować niższy poziom replikacji 
HGV/GBV-C [75]. U pacjentów zakażonych HIV-2 nie 
obserwuje się wpływu HGV/GBV-C na przebieg zaka-
żenia. Można to wytłumaczyć łagodniejszym przebie-
giem zakażenia HIV-2, z niską wiremią oraz mniejszym 
uszkodzeniem komórek CD4+ [19].

5.  Patogeneza współzakażenia HGV/GBV-C i HIV

Wyjaśnienie mechanizmu „korzystnego” wpływu 
HGV/GBV-C na przebieg zakażenia HIV było przed-
miotem licznych badań [42, 54, 65, 71, 79, 83]. Zapro-
ponowano w nich szereg hipotez, przy czym większość 
z  nich zakładała wpływ wirusa na funkcję układu 
immunologicznego. Analizowano tropizm obu wiru-
sów [16, 22], oddziaływanie między białkami wirusa 
[20, 82] oraz rolę zakażenia w ekspresji niektórych cyto-
kin [80, 84]. Wskazywano też na wpływ HGV/GBV-C 
na spadek ekspresji receptorów Fas [37] oraz aktywację 
szlaku interferonowego [23].

Już wczesne badania sugerowały związek między 
obydwoma wirusami, a komórkami, w których docho-
dzi do ich replikacji. Przypuszczano, że wirusy mogą 
na siebie oddziaływać w sposób pośredni oraz bezpo-
średni, ze względu na to samo miejsce replikacji [16, 
21, 22]. Udowodniono bezpośredni, hamujący działanie 
białek E2 oraz NS5A HGV/GBV-C na replikację HIV 
[54, 83], prawdopodobnie głównie poprzez wpływ na 
proces wnikania HIV do komórek. Wskazuje się na 
modulujący wpływ HGV/GBV-C na zmianę profilu 
niektórych cytokin: RANTES (regulated on activation, 
normal T-cell expressed and secreted), MIP-1α (macro-
phage inflammatory protein-1α), MIP-1β (macrophage 
inflammatory protein-1β), SDF-1 (stromal cell-derived 
factor 1) oraz ekspresję receptorów CCR5 i CXCR4 [79], 
które uczestniczą w procesie zakażania komórek CD4+ 
przez HIV. Zaobserwowano obniżoną ekspresję CCR5 
u pacjentów z koinfekcją HGV/GBV-C i HIV w porów-
naniu do zakażonych tylko HIV [40, 84].

Badania kliniczne wskazują na związek pomiędzy 
HGV/GBV-C a aktywacją i proliferacją limfocytów T. 
W przebiegu zakażenia HIV obserwuje się przewlekłą 
aktywację komórek T, która sprzyja zwiększonej repli-
kacji HIV i szybszemu rozwojowi AIDS [7, 65]. Stwier-
dzono jednak, że współzakażenie HGV/GBV-C może 
ograniczać nadmierną aktywację limfocytów T i zwięk-
szać odsetek komórek naiwnych CD4+ i CD8+ [65]. 
Potwierdzono, że wiremia HGV/GBV-C jest związana 
z niższą ekspresją markerów aktywacji limfocytów T oraz 
wzrostem liczby limfocytów podwójnie ujemnych (CD3+ 
CD4- CD8-) u pacjentów zakażonych HIV [3, 6, 7].

5.1. Tropizm HGV/GBV-C i HIV

Tropizm HIV jest szczegółowo poznany i wieloletnie 
badania wskazują przede wszystkim na limfocyty CD4+ 
i monocyty/makrofagi jako podstawowe miejsca repli-
kacji [22]. Jednak stwierdzono obecność białek HIV 
także w komórkach endotelialnych, komórkach Kupf-
fera, hepatocytach i innych [22]. W przypadku HIV 
możliwość wniknięcia wirusa do komórki docelowej 
jest związana z interakcją między wirusowym gp120, 
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a komórkowym receptorem CD4 oraz odpowiednimi 
koreceptorami dla poszczególnych szczepów. W zależ-
ności od rodzaju koreceptora wyróżniono wiążące się 
z CCR5 szczepy R5 wykazujący tropizm do monocy-
tów/makrofagów i pierwotnych komórek CD4+, oraz 
szczepy X4 łączący się z CXCR4 do komórek CD4+ [82].

Jak wspomniano, nie potwierdzono hepatotropizmu 
HGV/GBV-C [24, 27], natomiast wskazuje się na jego 
limfotropizm [21]. Potwierdzają to badania wykazu-
jące występowanie nici negatywnej RNA w komórkach 
układu immunologicznego, w szczególności w jedno-
jądrzastych komórkach krwi obwodowej (PBMC); [15, 
74]. Wykazano replikację wirusa w populacji komórek 
CD4+ i CD8+, w komórkach B [16] oraz w komórkach 
szpiku kostnego [21]. Badania ilościowe wykazały wyż-
szy poziom RNA HGV/GBV-C w surowicy w porówna-
niu do tkanki wątrobowej, co również wskazuje na ist-
nienie innych źródeł replikacji i uwalniania tego wirusa 
(w tym przypadku również sugeruje się PBMC); [56]. 
Możliwym miejscem pierwotnej i niezależnej replika-
cji od PBMC są komórki szpiku kostnego, co potwier-
dzono wykryciem negatywnej nici RNA HGV/GBV-C 
w tych komórkach [28, 49] oraz odmiennych warian-
tów molekularnych wirusa niewystępujących w PBMC 
(tzw. kompartmentalizacja); [21]. Jednak nie wszystkie 
badania potwierdzają, że wirus replikuje w PBMC [36]. 

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

Główną funkcją białka E2 HGV/GBV-C jest wiąza-
nie wirusa z wrażliwymi na zakażenie komórkami [59]. 
Badania in vitro wykazały, że dodanie tego białka do 
linii komórkowej Jurkat (ludzkie komórki T), powoduje 
spadek replikacji HIV w hodowlach wcześniej nadka-
żonych tym wirusem [83]. Dalsza analiza wykazała, że 
regionem E2 HGV/GBV-C odpowiedzialnym za ten 
efekt może być siedemnastoaminokwasowy fragment, 
a dokładnie sekwencja 276–292 [83].

Udowodniono wpływ białka E2 HGV/GBV-C na 
proces wnikania HIV do komórki. Wydaje się, że dwa 
krótkie peptydy pochodzące z N-terminalnego końca 
E2 pełnią istotną rolę podczas późnego etapu wnikania 
HIV, poprzez oddziaływanie z białkiem wirusa gp41 
[20]. Możliwe też, że E2 wpływa na wzajemne oddzia-
ływanie N-terminalnej i C-terminalnej części białka 
gp120 z gp41 HIV w trakcie wiązania z CD4 i prowadzi 
do zahamowania tego procesu [13]. 

Na poziom replikacji HIV może wpływać również 
NS5A HGV/GBV-C powodując obniżenie ekspresji 
białka CD4 i  w  konsekwencji ograniczając rozprze-
strzenianie się HIV w układzie immunologicznym 
[82, 84]. Uważa się, że NS5A HGV/GBV-C może rów-
nież modyfikować transkrypcję genów dla cytokin 
i chemokin i tym samym zwiększać uwalnianie SDF-1. 
Doświadczenia wykonane na linii komórkowej ludz-

kich limfocytów T wykazały, że dodawanie neutralizu-
jących przeciwciał anty-SDF-1 do hodowli z ekspresją 
NS5A HGV/GBV-C tylko częściowo zniosło hamujący 
wpływ na replikację HIV. Wskazuje to na istnienie 
jeszcze innych mechanizmów działania NS5A HGV/
GBV-C na replikację HIV [54, 81, 82. Mechanizm dzia-
łania białka HGV/GBV-C na przebieg zakażenia HIV 
może być w przyszłości wykorzystany do opracowania 
nowych terapii antyretrowirusowych [82].

5.3.	 Wpływ HGV/GBV-C na poziom receptorów
	 CCR5 i CXCR4 oraz profil cytokin

Dużą wagę przypisuje się do możliwości wpływu 
HGV/GBV-C na przebieg zakażenia HIV poprzez 
modulację ekspresji receptorów powierzchniowych 
CCR5 oraz CXCR5. Naturalnymi ligandami dla 
CCR5 są RANTES, MIP-1α i MIP-1β, natomiast dla 
CXCR4 – SDF-1; [2]. W komórkach zakażonych HGV/
GBV-C wykazano wzrost poziomu niektórych cytokin: 
RANTES, MIP-1α, MIP-1β, i SDF-1 co z kolei może 
prowadzić do ograniczenia dostępności receptorów 
dla HIV i w konsekwencji utrudnionego rozprzestrze-
niania się HIV w  układzie immunologicznym [79]. 
Wyniki prowadzonych do tej pory badań wykazują 
wpływ HGV/GBV-C na spadek ekspresji tych recep-
torów na powierzchni PBMC, w szczególności w ko- 
mórkach CD4+ [84]. 

Mechanizm prowadzący do spadku ekspresji CCR5 
i CXCR4 nie został do końca poznany. Wykazano, że 
E2 HGV/GBV-C oddziałuje z receptorem CD81 i pro-
wadzi w konsekwencji do spadku ekspresji CCR5 na 
powierzchni komórki [40]. Wpływ replikacji HGV/
GBV-C na dwa główne koreceptory wejścia HIV do 
komórki jest też przypuszczalnie związany z  bezpo-
średnim działaniem reszty serynowej w pozycji 158 aa 
NS5A HGV/GBV-C [81]. 

Zaobserwowano, że pacjenci z współzakażeniem 
HGV/GBV-C i HIV prezentują często stosunkowo sta-
bilny poziom cytokin limfocytów Th1 (T helper cells); 
(IL-2, IL-12), podczas gdy u pacjentów bez zakażenia 
HGV/GBV-C poziom tych cytokin znacząco maleje 
[42, 52]. Cytokiny produkowane przez limfocyty Th2 
(IL-4 i IL-10) pozostają u pacjentów z koinfekcją na 
względnie stałym poziomie, natomiast u osób bez 
zakażenia HGV/GBV-C ekspresja IL-4 i IL-10 wzra-
sta. Te wyniki mają szczególne znaczenie w rozwoju 
AIDS, które cechuje się m.in. wzmożoną produkcją 
IL-4 i IL-10 [42,52]. 

Przypuszczalnie zakażenie HGV/GBV-C wpływa 
stabilizująco na profil cytokin Th1/Th2 spowalniając 
progresję zakażenia HIV [52, 55]. Potwierdziły to rów-
nież badania in vitro w liniach komórkowych Jurkat, 
w  których zakażenie HGV/GBV-C prowadziło do 
redukcji ekspresji mRNA dla kilku cytokin Th2: IL-4, 
IL-5, IL-10 i IL-13 [52, 83].
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6.	 Wpływ leczenia interferonem na zakażenie
	 HGV/GBV-C

Wpływ terapii przeciwwirusowej na zakażenie 
HGV/GBV-C lub jego eliminację można obserwować 
u pacjentów leczonych z powodu współzakażeń z HCV 
(leczonych interferonem, pegylowanym interferonem 
oraz rybawiryną). Brak jest natomiast danych dotyczą-
cych leczenia, które miałoby na celu eliminację samego 
zakażenia HGV/GBV-C.

Wysoka homologia sekwencji HGV/GBV-C z HCV 
mogłaby sugerować podobny efekt działania inter-
feronu na oba wirusy. Jednak otrzymane do tej pory 
wyniki nie wskazują jednoznacznie, że stosowany 
w  terapii przeciwwirusowej interferon-α wpływa na 
eradykcję HGV/GBV-C. Przypuszczalnie może jedy-
nie powodować spadek poziomu replikacji tego wirusa 
[29, 69]. Zaobserwowano też inny przebieg odpowie-
dzi pacjentów na leczenie interferonem. W przypadku 
HCV następuje nagły spadek wiremii, natomiast wire-
mia HGV/GBV-C obniża się stopniowo [72]. Interfe-
ron α podany w dużych dawkach ma wpływ na obni-
żenie replikacji HGV/GBV-C, ale stwierdzono iż nie 
jest to efekt długotrwały. Po pół roku od zakończenia 
terapii następuje zazwyczaj powrót do obserwowanego 
przed leczeniem poziomu replikacji [29]. 

Natomiast badania prowadzone przez Schwarze-
-Zander i współautorów [60] u pacjentów współzaka-
żonych trzema wirusami: HGV/GBV-C, HCV i HIV, 
wykazały eliminację zakażenia HGV/GBV-C u 50% 
leczonych interferonem lub pegylowanym interferonem 
z rybawiryną. Zanik HGV/GBV-C RNA był częściej 
obserwowany u pacjentów z wyższą wyjściową liczbą 
komórek CD4+ [60]. Prawdopodobnie na eradykację 
HGV/GBV-C wpływa w tym przypadku nie tylko sama 
terapia, ale także pobudzenie mechanizmów nabytej 
odpowiedzi immunologicznej [60]. Sugeruje się, że 
odpowiedź na leczenie prawdopodobnie ma związek 
z białkiem NS5A HGV/GBV-C, które może zawierać 
region zbliżony do występującego w NS5A HCV – ISDR 
(interferon sensitivity determinig region). Występowanie 
tego regionu może wpływać na przetrwanie wirusa oraz 
umożliwia unikanie odpowiedzi immunologicznej [80]. 

7.	 HAART u pacjentów współzakażonych
	 HGV/GBV-C i HIV

Celem terapii przeciwretrowirusowej jest zahamo-
wanie replikacji HIV i umożliwienie odbudowy funkcji 
układu immunologicznego [65]. Jednak terapia anty-
retrowirusowa nie w pełni redukuje aktywację układu 
immunologicznego charakterystyczną dla zakażenia 
HIV [7]. Teoretycznie pozytywny wpływ HGV/GBV-C 
na przebieg zakażenia HIV-1 pozwalałby oczekiwać 
lepszych wyników HAART u osób z koinfekcją. Ta 
zależność nie zawsze znajduje potwierdzenie w obser-

wacjach [9]. W części publikacji wskazuje się na lepszy 
efekt HAART u osób współzakażonych HGV/GBV-C 
w postaci wyższej liczby komórek CD4+ i CD8+ i niż-
szego poziomu RNA HIV niż u pacjentów zakażonych 
tylko HIV [52]. Stwierdzono, że wyższa liczba komórek 
CD8+ jest związana z występowaniem zarówno RNA 
HGV/GBV-C jak i przeciwciał skierowanych przeciwko 
temu wirusowi [52]. 

U pacjentów współzakażonych HGV/GBV-C, którzy 
otrzymują HAART oraz dodatkowo IL-2 zaobserwo-
wano niższą liczbę komórek CD4+ w porównaniu do 
pacjentów tak samo leczonych, zakażonych tylko HIV. 
Wiadomo, że stosowanie IL-2 w terapii HIV z jednej 
strony sprzyja odbudowie układu immunologicznego, 
z drugiej może zwiększać replikację HIV w komórkach 
CD4+ [66]. W przypadku zakażenia HGV/GBV-C nie-
które badania wskazują na hamujący wpływ IL-2 na 
replikację HGV/GBV-C, co może być istotne w przy-
padku pacjentów współzakażonych [17, 66].

Nie wszystkie badania wskazały wzrost skuteczności 
HAART u pacjentów z koinfekcją HGV/GBV-C. Obec-
nie stosowane, bardzo efektywne programy leczenia 
mogą maskować jakikolwiek wpływ HGV/GBV-C na 
przebieg zakażenia HIV [14]. Sprzeczne obserwacje 
dotyczące wpływu zakażenia HGV/GBV-C na HIV 
w tych grupach pacjentow tłumaczy się także wzrostem 
wiremii HGV/GBV-C w trakcie HAART i  jej spad-
kiem w przypadku przerwania leczenia. Takie wyniki 
mogą sugerować bezpośredni wpływ HIV na replikację 
HGV/GBV-C, ale też mogą być wynikiem ograniczo-
nego dostępu do komórek CD4+, w których dochodzi 
do replikacji obu wirusów [8]. A zatem brak różnic 
w odpowiedzi na HAART u pacjentów z i bez współ-
zakażenia HGV/GBV-C można wytłumaczyć wpły-
wem tej terapii na przebieg zakażenia HGV/GBV-C, 
w szczególności na poziom komórek CD4+ oraz repli-
kację HIV [8, 9, 64, 68].

Niektóre badania wskazują również na inne czyn-
niki wpływające na związek między zakażeniem HGV/
GBV-C a HIV. Wiadomo, że komórki CD4+ i CD8+ 
zakażone HIV charakteryzują się zwiększoną ekspresją 
Fas, co w konsekwencji prowadzi do apoptozy i elimi-
nacji tych komórek [37]. Można przypuszczać, że pozy-
tywny wpływ HGV/GBV-C na przebieg zakażenia HIV 
ma związek ze spadkiem ekspresji Fas na powierzchni 
komórek układu immunologicznego. U pacjentów nie-
leczonych, współzakażonych HGV/GBV-C i HIV-1, 
obserwuje się znacząco mniejszą ekspresję Fas na lim-
focytach w porównaniu z pacjentami zakażonymi tylko 
HIV. Ta różnica nie występuje u pacjentów otrzymu-
jących HAART. Spadek ekspresji Fas na limfocytach 
współzakażonych HGV/GBVC i HIV-1 może mieć 
związek z bezpośrednim działaniem białka NS5A 
HGV/GBV-C albo ze zmianą poziomu ekspresji nie
których chemokin i cytokin: TNFα (tumor necrosis fac-
tor α), interferonu γ lub interferonu α [37].
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U pacjentów z koinfekcją dodatkowo zaobserwo-
wano silniejszą aktywację szlaku interferonowego w po- 
równaniu do pacjentów bez zakażenia HGV/GBV-C 
[10]. Pobudzenie wydzielania endogennego interferonu 
może powodować silniejszą odpowiedź przeciwwiru-
sową, a w konsekwencji osiągać lepsze wyniki terapii 
[10, 23, 38]. Według Lalle i współautorów koinfekcja 
z  HGV/GBV-C pobudza wrodzoną odpowiedź prze-
ciwwirusową na zakażenie HIV, aktywację interfe-
ronu γ, jak i genów odpowiedzi na interferon [23].

Ostatnio wykazano rolę genotypu HGV/GBV-C 
w  odpowiedzi na leczenie antyretrowirusowe. Zaob-
serwowano obniżenie wiremii HIV oraz podwyższenie 
liczby komórek CD4+ u pacjentów współzakażonych 
genotypem 2b HGV/GBV-C i przyjmujących terapię 
antyretrowirusową [1]. Nie można jednak traktować 
genotypu HGV/GBV-C jako czynnika prognostycznego, 
a samo zakażenie tym wirusem nie musi mieć wpływu 
na odpowiedź na terapię antyretrowirusową [9].

8. Podsumowanie

Liczne badania wykazały, że HGV/GBV-C podob-
nie jak HIV może zakażać komórki układu immunolo-
gicznego. Podobne drogi przenoszenia zakażenia HGV/
GBV-C i HIV powodują częste występowanie współ-
zakażenia obydwoma wirusami. Obserwacje kliniczne 
pacjentów z koinfekcją wykazały, że progresja uszko-
dzenia układu immunologicznego postępuje u  nich 
wolniej niż u osób zakażonych tylko HIV. Ten pozy-
tywny wpływ HGV/GBV-C na przebieg zakażenia HIV 
może mieć związek z tropizmem obu wirusów do tych 
samych komórek oraz spadkiem ekspresji receptorów 
CCR5 i CXCR4 przez białka HGV/GBV-C, a w konse-
kwencji obniżeniem replikacji HIV. Przeprowadzone 
badania nie wykazały natomiast jednoznacznie czy 
występowanie współzakażenia HGV/GBV-C wpływa 
pozytywnie na skuteczność terapii antyretrowirusowej

Podsumowując, zakażenie HGV/GBV-C nie jest 
uważane za czynnik prognostyczny przebiegu choroby 
u  osób zakażonych HIV. Stanowi jednak frapujący 
model do badań klinicznych i podstawowych oddzia-
ływań między tymi wirusami. Możliwa rola HGV/
GBV-C w rozwoju chorób limfoproliferacyjnych może 
skłaniać do dalszych badań nad patogennością tego 
wirusa, zwłaszcza u osób z zaburzeniami odporności, 
i działaniem leków przeciwwirusowych.
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1.  Wstęp 

Nanotechnologia jest jedną z najszybciej rozwija-
jących się dziedzin nauki XXI  wieku. Jej osiągnięcia 
wykorzystywane są głównie w przemyśle i medycynie. 
O skali wytwarzania produktów nanotechnologicznych 
może świadczyć fakt, iż na świecie powstaje ich kilka-
dziesiąt tysięcy ton rocznie [56]. Istnieje wiele rodzajów 
nanomateriałów i nanocząstek opartych na pierwiast-
kach chemicznych, takich jak: krzem, węgiel, tytan, 
srebro, pallad, złoto, platyna itp. [1]. W zależności od 
przeznaczenia wykorzystuje się różne rodzaje struktur, 
w tym same nanomateriały lub nanocząstki wchodzące 
w skład modyfikowanych powierzchni użytkowych 
[13]. Istotnym aspektem i zarazem wyzwaniem nano-
technologii jest wykorzystywanie właściwości prze-

ciwdrobnoustrojowych nanomateriałów. Dzięki temu 
produkcja aktywnych nanostruktur ma szerokie grono 
odbiorców i jest wykorzystywana w  wielu aspektach 
życia codziennego [69]. Liczne korzyści wynikające 
ze stosowania produktów nanotechnologicznych nie 
powinny jednak przysłaniać możliwych zagrożeń 
będących skutkiem ich masowej eksploatacji. Rosnąca 
liczba odpadów zawierających nanomateriały przeni-
kając do środowiska naturalnego może w różnorodny 
sposób oddziaływać na żyjące w nim organizmy [12, 
29]. Obecna wiedza na temat ewentualnych skutków 
interakcji organizmów żywych, w tym np. bakterii 
glebowych, z różnymi nanocząsteczkami jest wciąż 
niewystarczająca, trudno jest też przewidzieć jakie to 
może mieć znaczenie bądź jakie mogą być tego odległe 
konsekwencje. W niniejszej pracy scharakteryzowano 
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wybrane nanomateriały znajdujące zastosowanie w mi- 
krobiologii, z uwzględnieniem nanomateriałów pocho-
dzenia mikrobiologicznego, a  także przedstawiono 
najnowsze wyniki badań dotyczących ich oddziaływa-
nia na mikroorganizmy środowiskowe oraz wskazano 
perspektywy wynikające ze stosowania nanomateriałów 
i problemów z tym związanych. 

2.  Charakterystyka nanomateriałów

Nanomateriał definiuje się jako strukturę zbu- 
dowaną z jednej lub wielu rodzajów cząsteczek, której 
wielkość (przynajmniej w jednej płaszczyźnie) mieści 
się w przedziale od 0,1 do 1000 nm. Przedrostek „nano” 
pochodzi z języka greckiego i w dosłownym tłumacze-
niu oznacza „karzeł”. Skalą, w której należy posługiwać 
się określeniem „nano” jest zakres odnoszący się do 
miliardowych części całości mieszczący się w granicach 
od 10–9 do 10–11 [47]. 

Nanomateriały wytwarzane są podczas procesów 
fizycznych, syntezy chemicznej oraz biologicznej – we- 
wnątrzkomórkowo lub na powierzchni komórek 
mikroorganizmów [41]. Generalnie produkcja nano-
materiałów prowadzona jest dwoma sposobami. Pierw-
szy określany jako „top down” polega na zmniejsza-
niu materiału do osiągnięcia nanoskali, z kolei drugi, 
zwany „bottom up” przebiega odwrotnie i  polega na 
łączeniu ze sobą atomów i molekuł do momentu osiąg
nięcia odpowiedniej wielkości [48]. Wykorzystanie 

metod mikrobiologicznych do tworzenia nanomate-
riałów zyskuje wymiar proekologiczny i ściśle wpisuje 
się w działania związane z tzw. „zieloną chemią” [33]. 
Zasadniczą zaletą tego podejścia jest również możli-
wość znacznego ograniczenia kosztów produkcji nano-
materiałów w stosunku do pozostałych sposobów ich 
syntezy. Ponadto, nanomateriały produkowane są 
wówczas z pominięciem szkodliwych dla środowiska 
związków chemicznych, przez co mogą charakteryzo-
wać się potencjalnie niższym poziomem toksyczności 
względem komórek [1, 33]. Wybrane rodzaje nano-
materiałów wytwarzanych przez komórki bakteryjne 
i grzybowe zestawiono w tabeli I.

W zasadniczej klasyfikacji nanomateriałów uwzględ-
nia się, takie parametry jak: wielkość – 0,1–1000 nm;  
kształt – płaskie, trójkątne, sferyczne, piramidalne, okta- 
edralne, sześcienne, nieregularne; struktura – porowata, 
nieporowata; złożoność budowy – zbudowane z cząste
czek jednego rodzaju lub z cząsteczek dwóch i więcej 
rodzajów; sposób wytwarzania – synteza fizyczna, 
chemiczna oraz biologiczna. Aktualnie nanomateriały 
różnicuje się także na wewnątrz- i zewnątrzkomórkowe 
[1, 33, 41].

3.  Zastosowanie nanomateriałów w mikrobiologii

Nanomateriały znajdują różnorodne zastosowania 
w mikrobiologii. Stanowią alternatywę dla obecnie sto-
sowanych metod unieszkodliwiania patogenów [28], 

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]
		  drożdże MKY3	 2–5	 [35]

Tabela I
Przykłady nanomateriałów wytwarzanych przez bakterie i grzyby

AgNPs – nanocząstki srebra; AuNPs – nanocząstki złota; CdS NPs – nanocząstki siarczku kadmu; CdS QD – kropki 
molekularne siarczku kadmu; CdTe QD – kropki molekularne tellurku kadmu; greigite NPs – nanocząstki greigitu; 
magnetite NPs – nanocząstki magnetytu; PHB NPs – nanocząstki kwasu polihydroksymasłowego; GM – szczep 
genetycznie modyfikowany; bd – brak danych

Nanomateriał Mikroorganizm Wielkość (nm) Źródło
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mogą być nośnikami aktywnych związków o działaniu 
bakteriobójczym [18, 21], a także mają zastosowanie 
w  produkcji szczepionek [45]. Należy podkreślić, iż 
możliwość wykorzystywania mikroorganizmów do 
wytwarzania nanomateriałów jest zagadnieniem zysku-
jącym coraz większe znaczenie wśród mikrobiologów 
i biotechnologów [47, 63]. 

Jak już wspomniano niezmiernie istotnym i  po- 
pularnym przykładem zastosowania nanomateriałów 
w mikrobiologii jest wykorzystywanie ich właściwości 
antymikrobiologicznych. Efektem tego trendu są liczne 
możliwości stosowania określonych nanomateriałów 
w medycynie, np. w profilaktyce i terapii chorób bakteryj- 
nych, przemyśle spożywczym, kosmetycznym, rolnictwie 
podczas prac związanych z użyźnianiem gleby, a także 
budownictwie do produkcji cementów o wzmożonych 
właściwościach antybakteryjnych [12, 15, 26, 69].

Generalnie przyjmuje się, że właściwości antybakte-
ryjne nanomateriałów zwiększają się wraz ze zmniejsza-
niem wielkości cząstek [54]. Dotychczas odnotowano 
różne mechanizmy oddziaływania nanostruktur na 
komórki bakteryjne oparte na ich przenikaniu do wnę-
trza komórki, agregacji na jej powierzchni oraz wytwa-
rzaniu w środowisku zewnętrznym reaktywnych rodni-
ków tlenu [28]. Właściwości antybakteryjne wykazuje 
wiele rodzajów nanomateriałów. Szczególnie dużą 
grupę stanowią te, które zawierają metale, takie jak: 
srebro, złoto, miedź, pallad lub platyna [1]. Podobne 
właściwości wykazują również nanostruktury oparte na 
tlenkach metali, czyli nanotlenkach, w tym np. ditlenku 
tytanu (TiO2) i tlenku cynku (ZnO) [49].

Dużym zainteresowaniem badaczy ze względu na 
silne właściwości przeciwdrobnoustrojowe, cieszą się 
nanocząstki srebra, często stosowane do zwalczania 
patogenów bakteryjnych z rodzaju Salmonella, Shigella, 
Escherichia, Staphylococcus oraz Pseudomonas [17, 
63]. Fayaz i wsp. [21] podają, że nanocząstki srebra 
wytwarzane przez grzyb z gatunku Trichoderma viride 
wzmagały działanie antybiotyków, takich jak: ampicy-
lina, kanamycyna, erytromycyna i chloramfenikol. Ten 
sam typ nanocząstek wykazywał także wysoką skutecz-
ność przeciwko enterokrwotocznym szczepom E. coli 
O157: H7 oraz metycylinoopornym szczepom S. aureus 
(MRSA) [54]. Nanometale oddziałują na komórki bak-
teryjne w różnorodny sposób. Stwierdzono, że nano-
cząstki srebra przyłączają się do komórek i wywołują 
uwolnienie substancji, do których agregują. Nano-
cząstki złota indukują formowanie biofilmu i gromadzą 
się w jego obrębie. Z kolei, struktury oparte na platynie 
powodują uszkodzenie ściany komórkowej i wypływ 
cytozolu [16, 40].

Tlenki metali, w tym przede wszystkim ditlenek 
tytanu i tlenek cynku, wykazują działanie antybakte- 
ryjne poprzez efekt fotokatalityczny powstający w na- 
stępstwie aktywacji światłem [49]. Właściwości bakte- 

riobójcze wykazują także nanomateriały przygotowane 
na bazie kwasu tytanowego (nano-trititanate – H2Ti3O7). 
Pan i  wsp. [51] wykazali użyteczną właściwość tego 
nanomateriału polegającą na tym, że zmiana kształtu 
i wielkości obniżały jego toksyczność względem ko- 
mórek eukariotycznych przy jednoczesnym zachowa-
niu właściwości bakteriobójczych. 

Znaczący efekt toksyczności wobec bakterii uzy-
skiwany jest także poprzez funkcjonalizowanie nano-
struktur określonymi nanocząstkami. W szczególności 
dotyczy to nanomateriałów krzemionkowych, które 
mogą być modyfikowane, np. ditlenkiem tytanu lub 
miedzią. Właściwości antybakteryjne tak modyfiko-
wanych nanostruktur potwierdzono m.in. w  przy-
padku testowego szczepu Escherichia coli [13]. Bibbs 
i wsp. [11] wykazali, że nanostruktury z poliwinylopi-
rolidonu (PVP) modyfikowane srebrem, wykazywały 
wysoką toksyczność względem dwoinki Streptococcus 
pneumoniae. Funkcjonalizowane mogą być ponadto 
inne nanomateriały włączając w to nanorurki węglowe 
oraz płatki tlenku grafenu [27, 60].

Nanomateriały są również wykorzystywane jako 
nośniki związków o działaniu antymikrobiologicznym.  
Fayaz i wsp. [21] dowodzą, że mogą one być nie tylko 
nośnikami dla antybiotyków, ale także działać z nimi 
synergistycznie. Interesującym zastosowaniem nano-
materiałów może być możliwość wykorzystania ich jako 
adjuwantów w szczepionkach. W ten sposób wykorzy-
stywane mogą być m.in. nanocząsteczki chitozanu, 
które wprawdzie nie wykazują właściwości immunomo-
dulujących, jednakże mogą stanowić nośnik dla innych 
immunomodulatorów [45]. Medyczne zastosowanie 
mogą mieć też nanostruktury magnetytu i  greigitu 
pochodzenia bakteryjnego [9, 57]. Na bazie nanoczą-
stek magnetytu możliwe jest opracowanie potencjal-
nej terapii przeciwnowotworowej z  wykorzystaniem 
cząsteczek magnetycznych, którą teoretycznie można 
prowadzić dwiema drogami. Pierwsza, polegałaby na 
przyłączeniu do powierzchni nanomateriału substancji 
antynowotworowej i skierowaniu go przy pomocy pola 
magnetycznego do miejsca objętego guzem. Druga, 
opierałaby się na zmianach kierunku pola magnetycz-
nego umożliwiających zdeponowanie nanomateriału 
w ognisku chorobowym i jednocześnie jego rozgrza-
nie, prowadzące do unieszkodliwienia nowotworu na 
drodze termicznej. Magnetyt znajduje też zastosowanie 
w diagnostyce obrazowej, np. z wykorzystaniem rezo-
nansu magnetycznego (MRI) [22, 46]. 

Potencjał aplikacyjny nanomateriałów nie ogranicza 
się jedynie do zastosowań medycznych. Trwają prace 
nad wykorzystaniem nanocząstek w nawozach stoso-
wanych w rolnictwie [15]. Ciekawym aspektem jest 
również możliwość wykorzystania bakteriofagów do 
przenoszenia nanomateriałów. Metoda określana jako 
„phage display” polega na ekspozycji na powierzchni 
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faga określonych bioaktywnych nanostruktur, np. nano
cząstek złota, które mogą być wykorzystywane w terapii 
przeciwnowotworowej oraz diagnostyce [66]. Ponadto, 
możliwe staje się już stosowanie nanocząstek orga-
nicznych, takich jak liposomy, które mogą być bardzo 
pomocne w prowadzeniu ukierunkowanej terapii skie-
rowanej przeciwko specyficznym komórkom nowo- 
tworowym [24].

4. Nanomateriały pochodzenia mikrobiologicznego

W ostatnich latach odnotowuje się coraz większe 
zainteresowanie produkcją nanomateriałów z  wyko-
rzystaniem bakterii i grzybów, a także eksponowaniem 
nanostruktur na powierzchni cząstek wirusowych [33, 
47, 57]. Wydaje się, iż synteza nanomateriałów z wyko-
rzystaniem komórek mikroorganizmów może odgry-
wać szczególne dużą rolę w nanotechnologii. Nano-
materiały wytworzone przez pojedynczą komórkę są 
ujednolicone pod względem kształtu i wielkości, co 
stanowi duże utrudnienie w przypadku tradycyjnych 
technologii ich pozyskiwania. Dobrym przykładem są 
bakterie magnetotaktyczne, które wytwarzają w swo-
ich komórkach magnetosomy zawierające magnetyt 
i  greigit [9, 57]. Substancje te mogą stanowić źródło 
nanomateriałów przeznaczonych do zastosowań bio-
medycznych, podobnie jak nanocząsteczki metali pozy-
skiwane metodami biogenicznymi wykorzystywane, 
np. w kierunkowej terapii przeciwnowotworowej [33]. 
Potencjalne medyczne zastosowanie mogą mieć także 
nanocząstki siarczku kadmu (CdS) opłaszczone kwasem 
polihydroksymasłowym (PHB) syntetyzowane przez 
Brevibacterium casei. Fluorescencyjne właściwości tych 
nanostruktur mogą zostać wykorzystane do precyzyj-
nego obrazowania skupisk komórek nowotworowych 
[52]. Z kolei, szczepy pałeczek z rodzaju Pseudomonas 
są zdolne do wewnątrzkomórkowego syntetyzowania 
nanostruktur zbudowanych z metali ciężkich, takich 
jak selen i kadm, co związane jest z ich opornością na 
metale ciężkie oraz zdolnością do redukcji selenianu 
sodu [6]. Gatunek Pseudomonas aeruginosa stanowi 
ponadto efektywne źródło surfaktantów, które mogą 
zostać wykorzystane podczas chemicznej syntezy nano-
cząstek zawierających srebro [20]. 

Znaczący potencjał biotechnologiczny w  zakresie 
otrzymywania nanocząstek mogą wykazywać również 
powszechnie występujące w środowisku promieniowce. 
Podczas pilotażowych badań własnych ustalono, że izo-
lat glebowy z rodzaju Streptomyces posiadał zdolność do 
wewnątrzkomórkowej akumulacji tytanu w obszarach 
odpowiadających umiejscowieniu ziaren polifosforanu 
[5]. Potencjalną możliwość wykorzystania tych bakterii 
w  syntezie nanomateriałów, np. nanocząstek srebra, 
podkreślają niektórzy autorzy [14, 37, 67]. 

Nanostruktury molekularne mogą być dodatkowo 
syntetyzowane przez mikroorganizmy modyfikowane 
genetycznie. W badaniach Mi i wsp. [43] do komórek 
E. coli wklonowano insert, który umożliwiał wytwa-
rzanie nanocząstek CdS w postaci tzw. nano kropek 
(QD –  quantum dots), które charakteryzowały się 
unikalnymi właściwościami optycznymi. Metodami 
inżynierii genetycznej doprowadzono także to syntezy 
nanocząstek złota za pośrednictwem bakterii z gatunku 
Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae oraz 
P. savastanoi [4].

Obok udziału w syntezie samych nanomateriałów 
mikroorganizmy mogą również z nimi oddziaływać, 
czego efektem może być stymulacja ich aktywności. Na 
podstawie badań Ge i wsp. [23] można przypuszczać, 
że kontakt z nanomateriałem obecnym w środowisku 
może spowodować wzrost aktywności metabolicznej 
określonych drobnoustrojów, w tym przede wszystkim 
zwiększenie sekrecji metabolitów wtórnych. Z  kolei, 
z badań przeprowadzonych przez Maurer-Jones i wsp. 
[42] wynika, że zastosowanie nanocząstek ditlenku 
tytanu w  hodowli Shewanella oneidensis prowadziło 
do zwiększenia sekrecji flawin. W badaniach własnych 
także potwierdzono, że ten nanotlenek aktywowany 
promieniami UV może stymulować komórki Strep-
tomyces sp. przyśpieszając sekrecję egzopolimerów 
[5]. Praktyczne wnioski ze swoich badań wysnuli 
w tym kontekście Larsen i wsp. [38], którzy wykazali, 
że komórki E. coli eksponowane na kontakt z  nano-
cząstkami chitozanu ulegały przyśpieszonej agregacji. 
Autorzy ci zasugerowali, że zjawisko to może znaleźć 
zastosowanie, np. podczas separowania komórek bak-
teryjnych w przypadku wykrywania kontaminacji za- 
kłócających kontrolowany przebieg procesu fermentacji. 

Warto podkreślić, iż nanomateriały mogą także 
wzmacniać działanie antybiotyków, chociaż jednocześ
nie zwiększają ryzyko horyzontalnego transferu genów 
oporności [59]. Qiu i wsp. [59] zaobserwowali, że czę-
stotliwość wymiany plazmidów zawierających sekwen-
cje wielolekooporności, pomiędzy E. coli a Salmonella 
spp., wzrastała nawet dwustukrotnie po ich kontakcie 
z nanomateriałami zawierającymi tlenki glinu, tytanu, 
krzemu oraz żelaza. Konieczne są dalsze badania pogłę-
biające ten interesujący aspekt nanotechnologicznego 
wymiaru mikrobiologii.

5.	 Oddziaływanie nanomateriałów
	 na mikroorganizmy środowiskowe 

Zwiększające się zapotrzebowanie na nanomateriały 
w różnych dziedzinach życia powoduje ciągły wzrost 
ich produkcji. Oszacowano, iż w 2012 roku na świecie 
wyprodukowano dziesiątki tysięcy ton nanomateria- 
łów, w tym najwięcej dwutlenku tytanu – do 10 000 ton. 
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Produkcja innych nanomateriałów, takich jak: CeO2, 
FeOx, AlOx, ZnO czy nanorurek węglowych (CNT) 
wahała się między 100 a 1000 ton rocznie, natomiast 
wytwarzanie nanokrzemionki (SiO2) osiągnęło wielkość 
ponad 10 000 ton/rok [56]. Nanostruktury molekularne 
mogą przedostawać się do środowiska naturalnego róż-
nymi drogami, np. poprzez bezpośrednie dodawane ich 
do gleby w postaci komponentów środków ochrony 
roślin [34] lub w postaci odpadów. Niekontrolowane 
uwalnianie tego rodzaju materiału do środowiska 
stanowi przedmiot coraz większego zainteresowania 
zarówno ze strony producentów, jak i ekologów. Jedno-
cześnie brak jest precyzyjnych uwarunkowań prawnych 
dotyczących zagospodarowania odpadów przemysłu 
nanotechnologicznego, a  także wiarygodnych metod 
badawczych umożliwiających prowadzenie nadzoru 
nad przedostawaniem się nanomateriałów do ekosys-
temów [25, 29, 30].

Wykazano szereg negatywnych skutków jakie nano-
materiały mogą powodować w środowisku, włączając 
w to zaburzanie bioróżnorodności społeczności mikro-
organizmów glebowych, wpływ na obieg pierwiastków 
oraz biomagnifikację poprzez przenoszenie zakumu-
lowanych przez mikroorganizmy nanomateriałów na 
wyższe poziomy troficzne [70]. Ponadto, wzrost ilości 
nanostruktur w środowisku może zwiększać poten-
cjalne ryzyko negatywnych oddziaływań na ludzi. 
Shvedova i wsp. [65] wskazują na korelację pomiędzy 
wdychaniem nanorurek węglowych a zwiększaniem się 
trudności w leczeniu zapalenia płuc na tle bakteryjnym.

Nanostruktury, które przedostają się do środowi-
ska nie tracą swojej toksyczności. Może to stanowić 
problem dla prawidłowego funkcjonowania różnych 
ekosystemów, a w szczególny sposób także mikro-
biomu gleby. Stwierdzono, że bakterie glebowe są bar-
dzo wrażliwe na działanie nanomateriałów opartych 
na ditlenku tytanu oraz tlenku cynku [23]. Natomiast 
Nogueira i  wsp. [50] wykazali wpływ zarówno orga-
nicznych, jak i  nieorganicznych, nanomateriałów na 
różnorodność społeczności drobnoustrojów glebowych. 
Ponadto, wyniki badań przeprowadzonych na nanoma-
teriałach zbudowanych z ditleneku tytanu, krzemianu 
tytanu, selenku kadmu oraz złota, dowiodły, że struk-
tury te charakteryzują się wysoką toksycznością wobec 
bakterii z rodzaju Salmonella. Stwierdzono, że badane 
nanostruktury złota i krzemianu tytanu stanowiły jed-
nocześnie w przypadku tych bakterii czynniki geno-
toksyczne [55]. W innej pracy potwierdzono, że nano-
cząstki srebra wykazywały właściwości bakteriobójcze 
wobec bakterii zasiedlających glebę pochodzącą ze 
strefy arktycznej. Zaburzenia w funkcjonowaniu kon-
sorcjów drobnoustrojów glebowych, w szczególności 
bakterii wiążących azot z rodzaju Bradyrhizobium, 
mogą prowadzić do zakłócenia cyklu obiegu pierwiast-
ków [36]. Częściowo potwierdziły to badania Priester 

i wsp. [58], którzy przeanalizowali skład pierwiastkowy 
soi wzrastającej w glebie kontaminowanej nanomateria-
łami zawierającymi nanotlenki cezu i cynku. Obecność 
nano-CeO2 w glebie wywołała zaburzenia w wiązaniu 
azotu oraz doprowadziła do zmniejszenia plonowania. 
Jednocześnie nanomateriały złożone z  ZnO zostały 
zakumulowane przez jadalne części tej rośliny. 

Potencjalny wpływ nanomateriałów na biomagni
fikację dobrze ilustrują badania przeprowadzone na 
przykładzie pierwotniaka z gatunku Tetrahymena 
thermophila. W jego przypadku odnotowano bowiem 
wzrost stężenia nanomateriałów zawierających dwu-
tlenek tytanu w następstwie wchłonięcia bakterii 
P. aeruginosa, które je wcześniej zakumulowały [44]. 
W podobnych badaniach dowiedziono także bioaku-
mulacji nanocząstek zawierających selen i kadm [70]. 
Unrine i wsp. [68] opisali ten proces w kontekście nano-
cząstek złota, przy czym ich praca koncentrowała się 
przede wszystkim na oznaczaniu obecności nanoma-
teriałów w organizmach zajmujących wyższe poziomy 
troficzne. Z kolei, Bang i wsp. [7] wykazali toksyczność 
dwutlenku tytanu względem rozwielitek.

Pomimo stopniowego rozwoju badań dotyczących 
oddziaływania nanomateriałów na mikroorganizmy 
środowiskowe, nadal nie jest znana ich specyficzna 
reakcja na kontakt z nanostrukturami molekularnymi. 
Wydaje się, że nanocząstki posiadające właściwości 
antymikrobiologiczne nie doprowadzają do eradykacji 
wszystkich bakterii. Badania przeprowadzone przez 
Yang i  wsp. [71] wykazały, że szczep P. aeruginosa 
PAO1 posiadał mechanizmy obronne chroniące go 
przed działaniem kropek molekularnych zawierających 
kadm czy selen. W innej pracy stwierdzono, że pałeczki 
P. aeruginosa mogą również dyspergować aglomeraty 
TiO2, co może świadczyć o potencjalnej zdolności tych 
mikroorganizmów do usuwania (biodegradacji) nano-
materiałów ze środowiska [31]. Podobne właściwości 
względem metali ciężkich nagromadzonych w środo-
wisku mogą wykazywać też promieniowce z  rodzaju 
Streptomyces, w tym zwłaszcza szczepy, które wykształ-
ciły wysoką oporność na izotopy uranu [61]. Udowod-
niono, że na drodze ko-metabolizmu mogą być rozkła-
dane także nanorurki węglowe przy udziale konsorcjum 
bakterii, w skład którego wchodzą takie gatunki jak: 
Burkholderia kururiensis, Delftia acidovorans i Steno-
trophomonas maltophilia [72].

6.  Podsumowanie 

Mikrobiologia odgrywa ważną rolę w nanotechno-
logii, tym bardziej, że środowisko (zwłaszcza gleba) jest 
obecnie głównym rezerwuarem nowoczesnych nano-
materiałów molekularnych, umożliwiając im wpływ 
zarówno na procesy, jak i mikroorganizmy w  niej 
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występujące. Różnorodność kształtów, rozmiarów 
oraz właściwości czyni nanomateriały niezwykle przy- 
datnym narzędziem rozwoju wielu dziedzin życia, 
w  tym medycyny, rolnictwa i biotechnologii. Jedno
cześnie aktualna wiedza na temat ewentualnych skut-
ków interakcji, m.in. mikroorganizmów środowisko-
wych z  określonymi nanocząsteczkami, takimi jak: 
nanosfery krzemowe, nanorurki węglowe lub płatki 
tlenku grafenu modyfikowane dwutlenkiem tytanu, 
miedzią czy srebrem, wydaje się wciąż niewystarcza-
jąca. Trudno jest przewidzieć odległe konsekwencje 
lub znaczenie ekspozycji na takie nanostruktury. Bra-
kuje również odpowiednich i precyzyjnych uwarunko-
wań prawnych dotyczących obrotu nanomateriałami 
oraz zasad regulujących ich bezpieczne stosowanie. 
W związku z tym istnieje ciągła potrzeba opisywania 
zależności pomiędzy nanomateriałami a kontaktują-
cymi się z nimi organizmami żywymi, w tym przede 
wszystkim bakteriami i grzybami glebowymi, stanowią-
cymi pierwszą barierę pomiędzy produktami nanotech-
nologicznymi a środowiskiem naturalnym. Implikuje 
to zarówno ochronę zdrowia i środowiska, jak i działa-
nia agrotechniczne, takie jak możliwość zastosowania 
nowych nawozów zawierających nanomateriały, mimo 
że ich oddziaływanie na ekosystemy glebowe i wodne 
nie zostało dokładnie zbadane. Z drugiej strony, należy 
pamiętać, że stosowane są już alternatywne metody 
otrzymywania nanomateriałów z wykorzystaniem 
kompetentnych w tym zakresie bakterii, a dodatkowo, 
istnieje potencjalna możliwość stymulowania aktyw-
ności metabolicznej niektórych mikroorganizmów 
przez wybrane nanomateriały. Skuteczne metody oceny 
oddziaływań mikroorganizm-nanomateriał mogą do- 
prowadzić do uniknięcia negatywnych konsekwencji 
uwalniania nanostruktur do środowiska (ekonano-
ryzyko) oraz przyczynić się do opracowania nowych 
technologii pozwalających na osiągnięcie korzystnych 
rezultatów prozdrowotnych, proekologicznych, a także 
przemysłowych.
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1.  Etiologia boreliozy

Borelioza z Lyme jest wieloukładową chorobą za- 
kaźną przenoszoną przez kleszcze z gatunku Ixodes rici-
nus w obszarze europejskim. W Polsce od 2014 roku 
borelioza podlega obowiązkowemu zgłaszaniu i reje-
stracji a zachorowanie w każdym przypadku musi 
być związane z wcześniejszym narażeniem na kontakt 
z kleszczem. Po raz pierwszy została opisana pod nazwą 
„choroby z Lyme” (LD) w 1977 roku w miejscowości 
Old Lyme w USA [5, 18]. W 1982 Willy Burgdorfer 
wyizolował z kleszczy krętki – czynnik etiologiczny, 
który nazwano Borrelia burgdorferi. Z punku widze-
nia systematyki krętki należą do Gram-ujemnych 
bakterii wewnątrzkomórkowych, rzędu Spirocheta-
les, rodziny Spirochaetaceae, rodzaju Borrelia [29, 46, 
53]. Od pierwszej izolacji i identyfikacji odkryto kilka 
genogatunków krętków z rodzaju Borrelia tworzących 
kompleks B. burgdorferi sensu lato. W Europie zakaże-
nie wywołują głównie trzy genogatunki przenoszone 
transstadialnie i transowarialnie w cyklu rozwojowym 
kleszcza. Należą do nich: B. garinii, B. afzelii i B. burg-
dorferi sensu stricto. Obecnie w obszarze europejskim 

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

2.	 Swoista, humoralna odpowiedź immunologiczna
	 w przebiegu boreliozy

Krętki uruchamiają w organizmie żywiciela szereg 
nieswoistych jak i swoistych reakcji immunologicznych, 
a złożone zdolności do unikania mechanizmów obron-
nych gospodarza utrudniają ich eliminację. W 2–3 tygo-
dniu od zakażenia pojawiają się przeciwciała IgM (prze- 
ciwciała wczesne) jako wynik aktywacji swoistej humo-
ralnej odpowiedzi immunologicznej [22]. Swoiste IgM 
osiągają szczyt produkcji w 2 miesiącu od zakażenia, 
a następnie w większości przypadków ich ilość stopnio- 
wo spada i rozpoczyna się produkcja IgG (przeciwciała 
późne). Chociaż IgM silniej aktywują dopełniacz i pro-
cesy fagocytozy, IgG są lepszym „narzędziem” w walce 
z patogenem ponieważ charakteryzują się wyższą swois
tością i powinowactwem do antygenów Borrelia, a ich 
wysokie miana utrzymują się przez wiele lat [20, 22, 23].
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Wraz z rozwojem procesu chorobowego obserwuje 
się ewolucję produkcji obu klas przeciwciał. Silna 
odpowiedź humoralna, z wysokim stężeniem przeciw-
ciał może utrzymywać się u niektórych zakażonych 
przez miesiące a nawet lata po skutecznym leczeniu 
[4, 5, 18]. Zmniejszenie stężenia swoistych przeciwciał 
może wskazywać na wyleczenie. Przeciwciała wcze-
snej odpowiedzi immunologicznej IgM skierowane są 
głównie przeciwko białku flageliny (p41) i gatunkowo-
-swoistemu powierzchniowemu białku OspC (Osp 
– outer surfuce protein) [5, 21, 28, 52]. Dla późnych 
stadiów choroby (zapalenie stawów, zanikowe zapale-
nie skóry, neuroborelioza czy neuropatia obwodowa) 
charakterystyczne są swoiste przeciwciała IgG pro-
dukowane głównie przeciwko gatunkowo-swoistemu 
antygenowi VlsE oraz białkom p39 i p58, a następnie 
p83/100, p53, p43, p30, p21, p14 i Osp17 [6, 7, 10, 14, 
21]. Białko powierzchniowe VlsE jest wcześnie roz-
poznawane przez przeciwciała IgG i silnie stymuluje 
produkcję przeciwciał, co może obniżać produkcję 
przeciwciał wobec innych antygenów [23]. Przeciw-
ciała swoiste przeciwko wymienionym białkom Borrelia 
mają znaczenie diagnostyczne, jednak mogą reagować 
krzyżowo z  białkami kilku genogatunków [41, 54]. 
Homologię białek w obrębie genogatunków związaną 
z  wytworzeniem przeciwciał krzyżowo reagujących 
należy uwzględniać przy projektowaniu i konstruo- 
waniu testów do serologicznej diagnostyki boreliozy 
[11, 24, 54].

3.	 Materiał i metody stosowane w diagnostyce
	 boreliozy

Prawidłowe postawienie rozpoznania zależy od 
odpowiednio dobranej metody diagnostycznej oraz 
interpretacji wyników w powiązaniu z obrazem klinicz-
nym zakażenia [4, 5, 13, 18, 20]. W diagnostyce bore-
liozy można zastosować testy serologiczne, hodowlę 
komórkową oraz metody genetyczne z wykorzystaniem 
PCR [4, 5, 20]. Każda z metod posiada zarówno swoje 
zalety, jak i ograniczenia.

Diagnostyka serologiczna jest diagnostyką z  wy- 
boru, a wyniki testów serologicznych potwierdzają bądź 
podają w wątpliwość podejrzenie kliniczne. Uzyska-
nie wiarygodnego wyniku zależy od okresu pobrania 
materiału na badanie (krew, płyn mózgowo-rdzeniowy) 
jak i od interpretacji wyników [5, 18, 19, 20]. Zgodnie 
z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Epidemiologów 
i  Lekarzy Chorób Zakaźnych (PTEiLChZ) zaleca się 
wykonanie pierwszego badania u pacjenta z  podej-
rzeniem boreliozy po upływie 3–4 tygodni od ekspo-
zycji na kleszcza w celu uniknięcia wyniku fałszywie 
ujemnego. Wytworzenie minimalnej ilości przeciw-
ciał wczesnych wykrywanych przez test serologiczny 

zajmuje organizmowi od 2 do 4 tygodni. Przeciwciała 
IgM utrzymują się w krwioobiegu pacjenta zakażonego 
maksymalnie do 6 miesięcy, niekiedy mogą utrzymy-
wać się przez cały okres choroby, z kolei wysoki poziom 
IgG może być wykrywany po wielu latach od remisji 
choroby [18, 20].

Hodowla krętków na podłożu Barbour-Stoenner-
-Kelly (BSK) trwa kilka miesięcy i jej czułość jest naj-
wyższa (30–70%) dla bioptatów pobranych ze zmian 
skórnych u pacjentów z przewlekłym zanikowym zapa-
leniem skóry kończyn (ACA-acrodermatitis chronica 
atrophicans) [33, 48]. Do innych materiałów z których 
można prowadzić hodowlę należą: płyn mózgowo-
-rdzeniowy w przypadku neuroboreliozy, płyn stawowy 
czy bioptat maziówki w przypadku boreliozowego zapa-
lenia stawów (LA – Lyme arthritis) [35, 50]. Czułość 
hodowli w przypadku płynu mózgowo-rdzeniowego 
wynosi jedynie 5% [50]. Pomimo, iż hodowla jest zło-
tym standardem mikrobiologicznym, w odniesieniu do 
krętków nie ma zastosowania w rutynowym postępo-
waniu diagnostycznym. Hodowlę prowadzi się jedynie 
w pracowniach badawczo-naukowych [49].

Metody genetyczne z wykorzystaniem reakcji PCR 
powinny wykrywać sekwencje genogatunków wystę-
pujących w Europie [38]. Klasyczny jakościowy PCR 
wykrywa jedynie materiał genetyczny krętków a więc 
zarówno przy żywych jak i martwych krętkach wynik 
może być dodatni, informując jedynie o  potencjal- 
nej etiologii zakażenia, nie o jego aktywności [44]. 
W sferze badań naukowych pozostaje również zasto-
sowanie ilościowej techniki real-time PCR, pomimo 
prób podejmowanych przez badaczy zajmujących się 
tą tematyką [3, 15]. Odsetek wyników dodatnich uzy-
skanych jakościowym i ilościowym testem genetycz-
nym zależy od użytego materiału klinicznego (zmiany 
skórne, krew, płyn mózgowo-rdzeniowy, płyn sta- 
wowy, tkanki), typu techniki PCR oraz metod izolacji 
DNA [3, 37, 44]. Najniższy odsetek wyników PCR-
-dodatnich w porównaniu z  testem serologicznym 
obserwowano dla krwi i płynu mózgowo-rdzeniowego 
(10–30%), czyli najczęściej pobieranych materiałów 
klinicznych do diagnostyki boreliozy [3]. Najwyższy 
odsetek wyników PCR-dodatnich wykazano natomiast 
dla płynu stawowego i fragmentów tkanek (50–70%), 
które z kolei stanowią niewielki procent materiałów 
badanych rutynowo. Stosując PCR uzyskano również 
ujemne wyniki z krwi i  z  płynu mózgowo-rdzenio- 
wego w  przypadku pacjentów z  rozpoznaną bore- 
liozą [1, 3, 44]. Zaletą ilościowego PCR, przy jego 
standaryzacji, byłaby możliwość określenia specyfiki 
zakażenia oraz jego aktywności na podstawie ilości 
wykrywanego DNA, ocena progresji choroby oraz 
odpowiedzi na leczenie [15, 44]. W  chwili obecnej 
dodatnie wyniki PCR z krwi obwodowej w przypadku 
ujemnych wyników badań serologicznych powinny być 
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interpretowane krytycznie, natomiast dodatnie wyniki 
z płynu stawowego powinny być rozpatrywane w kon-
tekście dodatniej serologii [4, 15]. Ograniczeniem PCR, 
pomimo dostępności gotowych zestawów do izolacji 
krętków pozostaje brak standaryzacji w diagnozowaniu 
boreliozy występującej w Polsce [15, 19]. 

Zastosowanie testów „drugiego wyboru” czyli ho- 
dowli lub techniki PCR powinno ograniczyć się do 
sytuacji, w których mamy do czynienia z klinicznie 
i  serologicznie niejednoznacznymi wynikami [1, 18]. 
Dotyczy to zarówno pacjentów z zakażeniami, w prze-
biegu których pojawiają się przeciwciała w kompleksach 
immunologicznych, jak również pacjentów z niedobo-
rami immunologicznymi, w szczególności niedoborami 
odpowiedzi swoistej humoralnej [18, 19].

Przy opracowywaniu nowych testów typu PCR 
jak również przy wyborze antygenów do badań sero
logicznych należy uwzględniać zróżnicowanie szcze-
pów wywołujących zakażenia. Ze względu na zróż- 
nicowanie genogatunków testy do diagnostyki bore- 
liozy stosowane na kontynencie amerykańskim, nie 
nadają się do diagnostyki boreliozy nabywanej w Euro-
pie [28]. Wyniki badań surowic europejskich testowa-
nych przez komercyjne zestawy wykorzystujące syn-
tetyczny peptyd C6 z białka VlsE, dostępne na rynku 
amerykańskim korelują z  wynikami uzyskanymi 
w testach europejskich, mimo to powinny być trakto-
wane z ostrożnością [8].

4.  Testy serologiczne w diagnostyce boreliozy

Rozpoznanie boreliozy ze względu na zróżnicowany 
obraz kliniczny i niespecyficzność objawów wymaga 
potwierdzenia badaniem laboratoryjnym. Wszystkie 
postaci kliniczne powinny być weryfikowane za pomocą 
metod immunologicznych i  genetycznych według 
zaleceń europejskich DGHM (German Society for 
Hygiene and Microbiology) i polskich PTEiLChZ [18, 
20]. Wyjątkiem jest jedynie postać kliniczna z obecno-
ścią rumienia wędrującego (EM – erythema migrans). 
Rozpoznanie EM opiera sie wyłącznie na obrazie 
klinicznym [33]. Jednak w postaciach nietypowych 
potwierdzenie laboratoryjne może być pomocne, ale 
dopiero po upływie co najmniej 2 tygodni od wystą-
pienia zmiany [18, 20, 33, 34, 50].

Prawidłowa serodiagnostyka wymaga poznania 
i  zrozumienia zastosowań oraz ograniczeń poszcze-
gólnych testów komercyjnych dostępnych na rynku [1, 
4, 13, 19, 20]. Przy wyborze istotny jest dobór odpo-
wiednich antygenów diagnostycznych oraz kryteriów 
interpretacyjnych [19, 20, 27, 49, 50, 52]. 

Serologiczna diagnostyka boreliozy z Lyme, naj
częściej występującej choroby odkleszczowej w Polsce 
i w Europie wymaga oznaczenia dwóch klas przeciw-

ciał: IgM i IgG oraz wdrożenia schematu diagnostyki 
dwuetapowej; niestety nadal w wielu przypadkach nie 
jest to uwzględniane [1, 11, 18–20, 40, 50]. W Europie 
zgodnie z rekomendacją DGHM w pierwszym etapie 
są stosowane przesiewowe testy immunoenzymatyczne 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) lub 
immunofluorescencji pośredniej IIFA (Indirect Immu-
nofluorescence Assay) [1, 18, 49, 50]. Wytyczne PTE-
iLChZ zalecają stosowanie testów ELISA. Wyniki badań 
Wojciechowska-Koszko i wsp. [52] wykazały wyższy 
odsetek wyników dodatnich w teście potwierdzenia, 
w przypadku zastosowania w diagnostyce przesiewowej 
immunoflorescencji pośredniej niż badań immunoen
zymatycznych. W opinii autorów [2, 27, 52] przydatne 
byłyby kolejne wieloośrodkowe badania porównawcze 
na szerszym panelu surowic. 

Test przesiewowy wykonany techniką ELISA po- 
zwala jedynie na wstępną detekcję przeciwciał prze-
ciwko Borrelia, nie służy do potwierdzenia choroby i na 
jego podstawie nie można stawiać ostatecznej diagnozy 
[50, 52]. 

Wszystkie wyniki dodatnie lub graniczne (wątpliwe) 
uzyskane przy pomocy screeningu są weryfikowane 
w drugim etapie za pomocą testu Western-blot (WB) 
[1, 18, 50]. Zarówno test przesiewowy ELISA jak i test 
potwierdzenia WB powinny być zawsze wykonywane 
z  dodatnią i ujemną próbą kontrolną. Jedynie takie 
testy, w których kontrole dają oczekiwany wynik mogą 
być interpretowane i mają wartość diagnostyczną [20]. 

Według zaleceń DGHM stosowane w diagnostyce 
boreliozy testy screeningowe powinny być na poziomie 
czułości ≥ 90% [24, 25]. Pomimo wprowadzania anty
genów rekombinowanych testy przesiewowe ELISA nie-
koniecznie zyskały na swoistości, która wynosi 29–71% 
w zależności od zastosowanego antygenu. W związku 
z wysoką czułością ale niską swoistością testów ELISA, 
istnieje ryzyko pojawiania się wyników fałszywie 
dodatnich i w konsekwencji błędnych rozpoznań [50]. 

Test potwierdzenia WB ma na celu odrzucenie 
wyników fałszywie dodatnich zatem powinien posia-
dać jak najwyższą swoistość – przynajmniej 95% [18, 
50]. Niska swoistość WB obniża wartość WB jako testu 
potwierdzenia [2]. Obecnie w diagnostyce serologicznej 
częściej stosuje się testy Immunoblot (IB) z antygenami 
rekombinowanymi niż klasyczne WB oparte wyłącz-
nie na antygenach natywnych. Stosowanie antygenów 
rekombinowanych zmniejsza ryzyko wystąpienia reak-
cji krzyżowych, które pojawiają się często w  trakcie 
stosowania antygenów natywnych. Badania naukowe 
porównujące WB i IB [9, 16, 21] wykazały, że oczysz-
czone i rekombinowane antygeny włączone w IB pro-
wadziły do znaczącego wzrostu swoistości IB – 95% 
w porównaniu z WB – 76%. Testy nie różniły się istot-
nie statystycznie czułością, zaledwie 4% wyższą czułość 
notowano dla IB [16].



286 IWONA WOJCIECHOWSKA-KOSZKO, MAGDALENA MNICHOWSKA-POLANOWSKA

4.1.  ELISA

Test immunoenzymatyczny ELISA może być wyko-
nywany metodą ilościową jak i półilościową o wyso-
kiej czułości. Antygenami stosowanymi w tradycyjnych 
testach przesiewowych były całe komórki bakteryjne, 
jednak ostatnio stosowane testy zawierają oczyszczone 
antygeny bakteryjne, białka rekombinowane czy synte-
tyczne peptydy [2]. Zaleca się używanie testów ELISA 
II generacji (oczyszczone antygeny na drodze izola-
cji chemicznej) lub III generacji (antygeny rekombi-
nowane). Testy II i III generacj i zmniejszają ryzyko 
nieswoistych reakcji krzyżowych, podnosząc jednocze-
śnie czułość i swoistość oznaczenia [5, 48, 50]. Istnieje 
wysokie ryzyko reakcji krzyżowych przy zastosowaniu 
całych komórek bakteryjnych w formie lizatu, zatem nie 
jest zalecane stosowanie testów I generacji [2]. Nieswo-
iste rekcje krzyżowe mogą pojawiać się w przypadku 
diagnostyki boreliozy z Lyme prowadzonej u pacjen-
tów z  rozpoznaną chorobą autoimmunologiczną czy 
z zakażeniem wirusowym [9, 17, 36, 51]. 

Zaproponowano monitorowanie skuteczności 
wdrożonej antybiotykoterapii z użyciem testu ELISA, 
uzasadniając, że w przypadku skutecznie prowadzo-
nej terapii poziom przeciwciał znamiennie spada po 
10–20  dniach od rozpoczęcia leczenia [4]. Według 
aktualnych zaleceń PTEiLChZ badania serologiczne nie 
mogą ostatecznie służyć do oceny skuteczności lecze-
nia z powodu długiego utrzymywania się przeciwciał. 
Ocena powinna być oparta przede wszystkim o dyna-
mikę obrazu klinicznego, gdyż nie występuje korelacja 
poziomu przeciwciał i obrazu klinicznego [9, 18].

4.2.  Western-Blot czy Immunoblot

Test WB stosowany w drugim etapie diagnostyki jest 
testem wyłącznie jakościowym. W przeciwieństwie do 
immunoenzymatycznego testu przesiewowego ELISA, 
WB ma niższą czułość, ale posiada wysoką swoistość 
[20, 36]. Należy pamiętać że zarówno testy typu WB jak 
również typu IB stosowane w końcowym etapie diagno-
styki posiadają swoje zalety jak i wady. W przypadku 
testów WB, w których stosuje się lizat komórkowy czu-
łość i  swoistość zależy od genogatunku szczepu uży-
tego jako antygen diagnostyczny. Zaletą użycia lizatu 
jest wykrycie większej ilości przeciwciał skierowanych 
przeciwko szerszemu spektrum białek, jednak wiąże się 
to z ryzykiem pojawienia się reakcji krzyżowych. Wadą 
lizatu jest trudność rozróżnienia frakcji swoistej od 
frakcji krzyżowo-reagującej [16, 17, 24, 47]. Dostępne 
testy IB cechują się podobną lub wyższą swoistością niż 
WB, ale niekoniecznie wyższą czułością [16, 26, 35, 43]. 
IB zawiera w swym składzie wyselekcjonowane, spe-
cyficzne białka rekombinowane należące do jednego 

lub kilku genogatunków Borrelia. Możliwość detekcji 
swoistych przeciwciał skierowanych przeciw jednemu 
lub kilku genogatunkom Borrelia charakterystycznym 
dla danego regionu geograficznego wydaje się obiecu-
jąca. Mniejsze jest również ryzyko reakcji krzyżowych 
dzięki zastosowaniu gatunkowo-swoistych białek bądź 
ich fragmentów, które nie występują u innych drobno
ustrojów. W praktyce ustalenie specyfiki zakażenia jest 
trudne pomimo zastosowania gatunkowo-specyficz-
nych antygenów dla klasy IgM: OspC lub OspC advan-
ced (30% bardziej specyficzne od rekombinowanego 
antygenu OspC) jak również antygenów rekombino-
wanych dla klasy IgG: VlsE. Wykorzystując antygeny 
rekombinowane w diagnostyce serologicznej boreliozy 
z Lyme nie można jednoznacznie wykluczyć zjawiska 
homologii antygenów różnych genogatunków jak 
również możliwości zakażenia z udziałem kilku geno-
gatunków (dane własne, niepublikowane). W tabeli I 
zestawiono antygeny Borrelia służące do wykrywania 
swoistych przeciwciał w przebiegu boreliozy z Lyme, 
stosowane w testach WB/IB [48]. 

5.  Interpretacja wyników

Zgodnie z zalecaną interpretacją wyników, końcowy 
raport laboratoryjny nie powinien generować wyników 
granicznych w zakresie diagnostyki serologicznej bore-
liozy z Lyme; wynik w ujęciu laboratoryjnym powinien 
być dodatni lub ujemny [36]. Interpretując wyniki 
badań serologicznych musimy zdawać sobie sprawę, że 
wykonanie testu potwierdzenia nie rozwiązuje wszyst-
kich problemów związanych z diagnostyką choroby 
z Lyme, testy wymagają ciągłych udoskonaleń i ujed-
nolicenia kryteriów interpretacji wyników [35, 49, 54]. 

Wybór dowolnej kombinacji ELISA – IB dostar-
czanych przez różnych producentów wpływa na odse-
tek wyników dodatnich, interpretację i uniemożliwia 
porównywanie wyników między laboratoriami stosują-
cymi różne metodologie. Problemy dotyczą standaryza-
cji w zakresie rodzaju reagujących antygenów, jak rów-
nież ich ilości, która pozwoliłaby na uznanie wyniku za 
dodatni [19, 31]. Stosując diagnostykę z wyboru nie-
możliwe jest również odróżnienie od siebie zakażenia 
aktywnego i przebytego w przeszłości [4, 49]. 

Zwykle oznaczenie wykonuje się w dwóch klasach, 
ale w interpretacji niezwykle ważne jest rozpoznanie 
lub podejrzenie kliniczne, znajomość postaci klinicz-
nej lub co najmniej fazy choroby (wczesna, późna). 
W  późnym okresie choroby znaczenie przeciwciał 
IgM jest kontrowersyjne [23], natomiast powinny być 
obecne przeciwciała klasy IgG, w późnej neuroborelio-
zie zawsze w  płynie mózgowo-rdzeniowym [25]. We 
wczesnych postaciach brak wykrywalnych poziomów 
swoistych IgM jest możliwe oraz zwykle brak IgG [25].
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Sposób interpretacji zwykle podaje producent te- 
stu. Wielu producentów zaleca interpretację opraco-
waną przez Center for Disease Control and Preven-
tion (CDC) w USA. Jednak stosowanie tych kryteriów 
może być przyczyną błędnych interpretacji, gdyż ocena 
wyników badań na terenie Europy musi uwzględniać 
genogatunki chorobotwórcze z terenu Europie [19, 31]. 
W roku 2000 EUCALB (European Union Concerted 
Action on Lyme Borreliosis) przeprowadził wieloośrod-
kowe badania mające na celu ocenę najbardziej charak-
terystycznych pasm dla zakażenia Borrelia burgdorferi. 
Na tej podstawie podjęto próbę skonstruowania zasad 
interpretacji wyników przeprowadzonych testem WB, 
jednak nie wyodrębniono jednoznacznych kryteriów, 
które dałyby wysoki poziom czułości i swoistości we 
wszystkich sześciu laboratoriach [20, 43, 45].

5.1.  Wyniki fałszywie dodatnie

Przyczyną wyników fałszywie dodatnich mogą być 
reakcje krzyżowe przeciwciał anty-Borrelia z  takimi 
samymi lub podobnymi antygenami występującymi 
u innych gatunków [32]. Podobieństwo dotyczy nastę-

pujących antygenów: p41, p58-60, p66, p68, p71, p73, 
które mogą występować m.in. u  krętków Treponema 
pallidum czy Ehrlichia [9, 17, 51]. Reakcje fałszywie 
dodatnie mogą być również wynikiem podobieństwa 
antygenowego białek Borrelia z antygenami wirusów 
z rodziny Herpesviridae (EBV,CMV) [17, 51]. W przy-
padku pacjentów z chorobami autoimmunologicznymi 
występuje zwiększona produkcja przeciwciał, zwłaszcza 
w klasie IgG, zatem może dochodzić do nieswoistego 
wiązania z  białkami Borrelia [36, 47]. Wykonywanie 
testów serologicznych u pacjentów z  niecharaktery-
stycznymi objawami ogólnymi jak również u osób zdro-
wych wiąże się również z ryzykiem uzyskania wyników 
fałszywie dodatnich [12]. Eliminacja wyników fałszy-
wie dodatnich jest konieczna, aby uniknąć niepotrzeb-
nej antybiotykoterapii [23, 51].

5.2.  Wyniki fałszywie ujemne

Lokalna produkcja przeciwciał, np.: w płynie móz
gowo-rdzeniowym lub płynie stawowym oraz tenden-
cja patogenu do maskowania swojej obecności poprzez 
wewnątrzkomórkowe bytowanie może być przyczyną 

VlsE peptyd C6 	 Variable major protein (VMP)	 Wysoce czułe i specyficzne; kluczowe w wykrywaniu IgG
	 – zmienne białko błonowe
OspC / p25	 Białko powierzchniowe	 Wysoce specyficzne; kluczowe w wykrywaniu IgM
OspA / p31	 Białko powierzchniowe	 Wysoce specyficzne, wykrywane u ludzi po szczepieniu (USA)
p58 (B. garinii PBi) / OppA-2	 Białko wiążące oligonukleotydy	 Wysoce specyficzne i czułe
p39 / BmpA	 Borrelia membrane protein A (BMPA)	 Wysoce specyficzne i czułe
	 – białko błonowe
p83 / p100	 Białko błonowe	 Specyficzne
p41 / Fla	 Składnik flageliny	 Niespecyficzne
BBK32	 Białko wiążące fibronektynę	 Specyficzne
p20 / BBQ03	 Brak doniesień w literaturze	 Brak doniesień w literaturze
BBA36	 Białko powierzchniowe	 Niska czułość
BBO323	 Białko związane z błoną	 Niska czułość
pG / OspF	 Białko powierzchniowe	 Niska czułość
p58 (B. afzelii PKo)	 Niescharakteryzowane	 Specyficzne
p43	 Niescharakteryzowane	 Specyficzne
p30	 Niescharakteryzowane	 Specyficzne
p14	 Niescharakteryzowane	 Brak doniesień w literaturze
Borrelia lipidy	 Składniki błony	 Specyficzne
p18 / DbpA / Osp17 / p17	 DbpA (Decorinbinding protein A)	 Kluczowe w wykrywaniu IgG
	 – białko wiążące dekorynę
p21 / BBK53	 Białko zewnątrzbłonowe	 Brak doniesień w literaturze
p19 / BBN38 / Crasp3 / ErpP	 Białko wiążące czynnik H	 Niska czułość
p18 / BBP38 / OspE	 Białko powierzchniowe wiążące	 Czułe
	 czynnik G

Tabela I
Zestawienie antygenów Borrelia sp. stosowanych w testach WB/IB do wykrywania swoistych przeciwciał anty-Borrelia

w diagnostyce serologicznej boreliozy z Lyme

Antygen Opis antygenu Znaczenie diagnostyczne
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fałszywie ujemnych wyników [49]. Antybiotykotera-
pia wdrożona w początkowych stadiach choroby może 
osłabiać odpowiedź humoralną i generować wyniki 
fałszywie ujemne, pomimo jednoznacznych objawów 
klinicznych choroby [4]. Ryzyko uzyskania wyników 
fałszywie ujemnych istnieje również u pacjentów z cho-
robami autoimmunologicznymi oraz w  przypadku 
ostrej infekcji krętkami Borrelia. W  obu wymienio-
nych przypadkach może dojść do powstania komplek-
sów pomiędzy krążącymi przeciwciałami a antygenami 
bakteryjnymi. Powstałe kompleksy immunologiczne 
nie mogą być wykrywane przez powszechnie stosowane 
techniki serologiczne [36, 51].

W rutynowym postępowaniu diagnostycznym suro- 
wice niereaktywne w teście ELISA nie są poddawane 
dalszemu testowaniu [18]. Jednak badania Ang i wsp. 
[2] jak również badania własne (dane niepubliko-
wane) potwierdzają iż ta sama próbka niereaktywna 
w teście ELISA może być immunoreaktywna w teście 
IB. Z  powyższych danych wynika iż technika ELISA 
może„ przepuszczać” wyniki dodatnie. Dobrą praktyką 
byłoby potwierdzanie nie tylko wątpliwych i  dodat- 
nich ale również ujemnych wyników testu przesie- 
wowego w  uzasadnionych przypadkach, np.: w  od- 
niesieniu do pacjentów z klinicznym podejrzeniem 
boreliozy z  Lyme [2, 52]. Pozostaje jednak pytanie 
o czułość testu przesiewowego, czas w jakim pobrano 
próbkę do badań oraz o refundację i tak już wysokich 
kosztów badań serologicznych z zakresu diagnostyki 
boreliozy z  Lyme. We wczesnych stadiach boreliozy, 
kiedy miano przeciwciał jest niskie testy serologiczne 
mogą być fałszywie ujemne z powodu niskiej czułości. 
Odpowiedni czas pobrania materiału do badań serolo-
gicznych (3–4 tygodnie od momentu zakażenia) może 
ograniczyć generowanie wyników fałszywie ujemnych 
[18, 20, 33, 34, 50]. 

6.  Podsumowanie

Złożona budowa krętków oraz ich zmienność 
antygenowa wpływa na konieczność konstruowa-
nia i  standaryzacji odpowiednio czułych i swoistych 
testów laboratoryjnych, które wciąż ulegają techno-
logicznym modyfikacjom [11, 25, 27, 30]. Stosowanie 
dowolnej kombinacji testów ELISA – WB/IB dostar-
czanych przez różnych producentów oraz brak ujed-
noliconych kryteriów interpretacji stwarza trudności 
diagnostyczne i niemożność porównywania wyników 
między laboratoriami [19, 31]. Wykorzystując gatun-
kowo-swoiste antygeny istnieją wciąż ograniczone moż-
liwości w określaniu specyfiki zakażenia. Diagnostyka 
z  wyboru prowadzona w oparciu o najnowsze testy 
nie eliminuje całkowicie reakcji krzyżowych. Nadal nie 
można jednoznacznie wykluczyć zjawiska homologii 

antygenów różnych genogatunków jak również nie 
można rozstrzygnąć problemu jedno/wielogenogatun-
kowej etiologii boreliozy z Lyme [11, 24]. Serologiczna 
diagnostyka boreliozy w praktyce laboratoryjnej nie jest 
łatwa, wymaga wiedzy specjalistycznej, wyboru i stoso-
wania wiarygodnych testów, umiejętności interpretacji 
oraz badań porównawczych nad immunoreaktywnością 
surowic w oparciu o najnowsze testy dostępne na rynku. 
Bardzo ważna jest wiedza dotycząca pobrania mate-
riału na badanie oraz prowadzenie diagnostyki zgod-
nie z wytycznymi PTEiLChZ [18–20, 50]. W polskich 
laboratoriów praktykuje się jeszcze jednostopniowy 
schemat badania, co potwierdzają dane NIZP-PZH 
[40]. Diagnostyka boreliozy powinna być prowadzona 
w laboratoriach, gdzie specjaliści rozumieją ograni- 
czenia poszczególnych testów komercyjnych dostęp-
nych na rynku [1, 13], jak również współpracują z kli-
nicystą w zakresie omówienia wyników i wyjaśniania 
wątpliwości. 
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1.  Wstęp

Ze względu na znaczące w ostatnich latach zwięk-
szenie liczby zabiegów transplantacji narządów una-
czynionych oraz komórek krwiotwórczych, konieczne 
stało się opracowanie i wdrożenie nowych, czułych 
metod wykrywania grzybic układowych. Powinny być 
one wykorzystywane w rutynowej praktyce klinicznej, 
zwłaszcza u pacjentów z grup podwyższonego ryzyka 
wystąpienia zakażeń grzybiczych [12, 27]. Według 
wprowadzonych w 2008 przez EORTC/IFI (European 
Organization for Research and Treatment of Cancer/
Invasive Fungal Infections) zrewidowanych zaleceń 
dotyczących definicji grzybic inwazyjnych, dodatni 
wynik badania wykonanego metodami biologii mole-
kularnej lub serologicznymi jest jednym z kryteriów 
umożliwiających zdiagnozowanie prawdopodobnej 
(probable) grzybicy inwazyjnej. Metody niehodowlane 
stanowią istotny element laboratoryjnej diagnostyki 
inwazyjnych zakażeń grzybiczych, należy jednak pod-
kreślić, że izolacja i hodowla pozostaje metodą naj-
bardziej miarodajną – zgodnie z ustaleniami EORTC/
IFI, wyizolowanie czynnika etiologicznego z materiału 
w  warunkach fizjologicznych jałowego jest jedynym 

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

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

–	 antygenów rozpuszczalnych,
–	 swoistych przeciwciał przeciwgrzybiczych oraz 

określanie ich miana.
Standardowe techniki serologiczne, takie jak immu-

nodyfuzja, testy precypitacyjne czy odczyn wiązania 
dopełniacza okazały się niewystarczająco czułe i swo-
iste, aby mogły być stosowane we współczesnej diagno-
styce grzybic narządowych. Do metod wykorzystywa-
nych obecnie w komercyjnych testach laboratoryjnych 
zalicza się:

–	 aglutynację lateksową (LA),
–	 metody immunofluorescencyjne: bezpośrednie 

(DIF) oraz pośrednie (IIF),
–	 metody immunoenzymatyczne: jakościowe (EIA) 

oraz ilościowe (ELISA).
Testy ilościowe, poprzez podanie miana antygenu 

czy przeciwciał, mogą służyć do obserwacji i monito-
rowania toczącego się zakażenia. Pozwala to na śle-
dzenie samego procesu rozwoju grzybicy inwazyjnej, 
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jak i skuteczności zastosowanego leczenia. Należy jed-
nak pamiętać, że badanie miana przeciwciał przeciw-
grzybiczych (zwłaszcza w klasie IgM) jest utrudnione 
u  pacjentów z niedoborami odporności, a  uzyskane 
wyniki w tej grupie chorych mogą być fałszywie ujemne 
[27]. Podobnie na uwagę zasługuje fakt, iż obecnie uży-
wane metody traktują rozpuszczalne oligosacharydy 
ściany komórkowej konkretnych gatunków grzybów 
jak markery antygenowe zakażenia: podczas inwa-
zyjnej formy infekcji utrzymują się one w krwiobiegu 
tylko przez pewien czas (od 8 do 96 godz.), ulegając 
nieustannej eliminacji w wyniku wiązania w komple
ksach immunologicznych [27]. W związku z tym, nie-
zwykle istotne jest regularne monitorowanie ich obec-
ności w płynach ustrojowych chorych (surowicy krwi 
lub osoczu) – Rys. 1.

2.  Diagnostyka serologiczna zakażeń Candida spp.

Zakażenia wywoływane przez grzyby drożdżo- 
podobne w przeważającej większości powodowane są 
przez gatunek Candida albicans. Podobnie jak pozostałe 
grzyby należące do tego rodzaju, posiada on w swojej 
ścianie komórkowej mannan, który jest wysoce immu-
nogennym antygenem polisacharydowym, indukują-
cym odpowiedź humoralną [18]. Zjawisko to wykorzy-
stano do diagnostyki inwazyjnej kandidozy opartej na 
równoległym monitorowaniu w surowicy krwi miana 
krążącego mannanu i przeciwciał anty-mannanowych 
u pacjentów z grup podwyższonego ryzyka [18, 28].

Ilościowy test immunoenzymatyczny Platelia® Can-
dida Ag (Bio-Rad) może być stosowany do wykrywania 
szerokiego zakresu stężeń antygenu, a jego wysoka czu-
łość analityczna (0,062 ng/ml) umożliwia monitorowa-
nie zakażenia poczynając od wczesnych jego etapów. 
W metodzie tej wykorzystano monoklonalne przeciw-
ciała skierowane przeciwko α-1,5 oligomannozydom 
Candida spp. Test powinien być stosowany w diagno-
styce układowej kandidozy u pacjentów z grup pod-
wyższonego ryzyka, niezależnie od ich statusu immu-
nologicznego i/lub stadium rozwoju fungemii [28]. 
Na podkreślenie zasługuje fakt, że wykrycie obecności 
antygenu mannanowego na wczesnym etapie zakażenia 
zależy w dużym stopniu od liczby i częstości oznaczeń 
wykonanych dla danego pacjenta. Z przeprowadzonych 
dotychczas badań wynika, iż czułość diagnostyczna 
testu Platelia Candida przy jednorazowym oznaczeniu 
w pojedynczej próbce surowicy krwi wynosi 58% [9], 
a  wskaźnik ten wzrasta jeżeli badanie zostanie pow
tórzone w kolejnych próbkach krwi, pobranych od tego 
samego chorego. Oznacza to, że pojedynczy ujemny 
wynik na obecność antygenu nie wyklucza inwazyj-
nej formy kandidozy, co może być powodowane zbyt 
niskim stężeniem antygenu, który w przebiegu zakaże-

nia podlega szybkiej eliminacji z krwiobiegu. Test jest 
przydatny w rozpoznawaniu zakażeń o etiologii C. albi-
cans, C. glabrata i C. tropicalis, wykazuje natomiast 
znacznie mniejszą czułość w przypadku diagnozowa-
nia zakażeń wywołanych przez C. krusei, C. parapsilosis 
i C. guillerimondi [9, 18, 28].

Drugim istotnym elementem diagnostyki serologicz-
nej w przebiegu zakażenia grzybami z rodzaju Candida 
spp jest ocena poziomu przeciwciał anty-mannanowych. 
Wykrycie przeciwciał w klasach IgM i/lub IgG odzwier-
ciedla aktualne oraz przebyte zakażenie; wskazuje też na 
możliwość zakażenia układowego u pacjentów z grup 
wysokiego ryzyka. Należy wyraźnie podkreślić, że wynik 
pojedynczego oznaczenia przeciwciał, interpretowany 
w oderwaniu od wyników pozostałych badań mikolo-
gicznych (hodowla, wykrywanie antygenów), diagno-
styki obrazowej oraz oceny stanu klinicznego pacjenta 
nie umożliwia rozróżnienia pomiędzy kolonizacją, 
miejscowymi postaciami kandydozy a formą inwazyjną 
zakażenia [18, 28]. Nagły wzrost poziomu przeciwciał, 
zwłaszcza w klasie IgM, świadczyć może o  rozwoju 
aktywnego zakażenia, natomiast wynik ujemny nie 
wyklucza inwazyjnej postaci zakażenia Candida spp. 
Uzyskane w trakcie monitorowania serologicznego 
ujemne wyniki oznaczeń przeciwciał przy jednocze-
snej długotrwałej antygenemii mannanowej mogą być 
związane z  niepomyślnym rokowaniem [9, 22]. Przy 
zlecaniu badania poziomu swoistych przeciwciał prze-
ciwgrzybiczych należy pamietać, iż powinny być one 
wykonywane kilkukrotnie w odstępach 10–21  dni. 
O toczącym się zakażeniu grzybiczym świadczy zmiana 
poziomu przeciwciał o 25–30% początkowej wartości 
w tym odstępie czasowym [21, 22]. 

Dodatkowo na podkreślenie zasługuje fakt, iż poje-
dyncze oznaczenie przeciwciał IgG anty-Candida ma 
niską wartość diagnostyczną. Dodatni wynik bada-
nia jest niesłychanie częsty – przeciwciała w tej klasie 
na wysokim poziomie (powyżej 70 IU/ml) występują 
w surowicy około 90% pacjentów bez historii inwazyj-
nej kandidozy [1, 18]. 

W diagnostyce serologicznej inwazyjnej kandidozy 
zalecane jest równoległe badanie antygenów i przeciw-
ciał, co pozwala na znaczne zwiększenie czułości oraz 
swoistości wykrywania inwazyjnych postaci zakażeń 
Candida spp. Część chorych wykazuje dodatni wynik 
dla obydwu markerów na różnych etapach tego samego 
epizodu zakażenia, co jest najlepszym potwierdzeniem 
rozwoju infekcji. U pacjentów z upośledzonym ukła-
dem odpornościowym, u których mogą wystąpić zabu-
rzenia w tworzeniu przeciwciał sugerowane jest stałe 
monitorowanie ich poziomu, a  także wykonywanie 
testu wykrywającego antygen mannanowy. Przydatność 
takiego toku postępowania diagnostycznego wykazano 
także u chorych w okresie neutropenii [18], przy czym 
badanie antygenów powinno być wtedy wykonywane 
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odpowiednio często (co 73–96 h), a  monitorowanie 
poziomu swoistych przeciwciał nabiera większego zna-
czenia u pacjentów z krótkimi epizodami neutropenii 
[22], w okresie odbudowy liczby neutrofili [9] oraz przy 
nawrotach kandidozy inwazyjnej [18]. Z uwagi na czę-
stość współistnienia „szczytu” antygenemii z dodatnimi 
wynikami hodowli krwi, wydaje się być celowe równo-
czesne pobieranie próbek krwi do badań hodowlanych 
i serologicznych [28].

Kolejnymi wartościowymi parametrami służącymi 
do oceny aktywnego zakażenia Candida spp. są:

•	 wykrycie 1,3-β-D-glukanu w surowicy krwi,

•	 wykrycie przeciwciał skierowanych przeciwko 
antygenom pseudostrzępek (Candida albicans 
germ tube antibody, CAGTA).

(1→3)-β-D-glukan (BDG) jest β-D-glukopiranozy
lowym polisacharydem ściany komórkowej występują-
cym u większości saprofitycznych i patogennych gatun- 
ków grzybów, z wyjątkiem Mucorales i Cryptococcus spp. 
Podobnie jak w przypadku innych sacharydów ściany 
komórkowej grzybów, BDG wystepuje w  zarówno 
jako wielkocząsteczkowe polimery, jak i  w  formie 
rozpuszczalnej. Związek ten nie występuje w komór- 
kach prokariotycznych ani eukariotycznych, zatem jego 

Rys. 1. Przykładowe wyniki monitorowania antygenu mannanowego Candida spp. i przeciwciał skierowanych przeciwko mannanowi
w przebiegu inwazyjnej kandidozy.

              poziom antygenu mannanowego Candida spp.,                poziom przeciwciał przeciw mannanowi, ↓ – pierwsze wyhodowanie 
Candida spp. z próbki krwi obwodowej, N – okresy neutropenii; a: pacjent z ostrą białaczką limfoblastyczną, zakażenie Candida krusei 
[22]; b – f: zakażenie Candida tropicalis u pacjentów z ostrą białaczką szpikową (b, c) lub ostrą białaczką limfoblastyczną (d, e, f) [19].
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pojawienie się we krwi oraz innych materiałach, jało-
wych w warunkach fizjologicznych, jest dobrym mar-
kerem grzybiczego zakażenia inwazyjnego, w  tym 
kandidozy [11]. Dostępne na rynku testy służące do 
wykrywania BDG opierają się na zasadzie aktywacji 
kaskady koagulacyjnej amebocytów skrzypłocza Limu-
lus polyphemus.

Sacharydy ściany komórkowej pseudostrzępek (fila- 
menty, pseudomycelium) Candida spp. różnią się struk-
turą antygenową od ściany komórkowej blastokonidiów. 
Forma pseudomycelialna jest wytwarzana w reakcji na 
kontakt komórek drożdżaka ze składnikami surowicy, 
i  co za tym idzie, świadczy o przenikaniu grzyba do 
łożyska naczyniowego, zatem synteza przeciwciał prze-
ciwko antygenom filamentów Candida spp. implikuje 
wystąpienie inwazyjnej postaci zakażenia. [12, 13].

Dotychczasowe badania wykazały, że wieloczynni-
kowa diagnostyka obejmująca równoczesne monitoro-
wanie antygenemii oraz poziomu przeciwciał skierowa-
nych przeciwko mannanowi pozwoliła na zwiększenie 
swoistości diagnostycznej w rozpoznawaniu inwazyjnej 
kandidozy do poziomu 83% [9]; dodatkowe oznacze-
nie poziomu 1,3-β-D-glukanu zwiększa ten wskaźnik 
do 88% [1]; równoczesne badanie przeciwciał CAGTA 
–  do 96% [12]. Wprowadzenie kompleksowej dia-
gnostyki serologicznej umożliwia także zwiększenie 
dodatniej i ujemnej wartości predykcyjnej inwazyjnej 
kandidozy u  pacjentów z  zaburzeniami odpowiedzi 
humoralnej, w tym pacjentów neutropenicznych.

3.  Diagnostyka serologiczna aspergillozy

Podobnie jak przy zakażeniach Candida spp., w dia
gnostyce serologicznej chorób powodowanych przez 
grzyby z rodzaju Aspergillus, stosuje się oznaczenia 
antygenów rozpuszczalnych oraz swoistych przeciw-
ciał. Podstawowym badaniem w diagnostyce inwazyj-
nej aspergillozy jest wykrywanie krążącego w surowicy 
krwi antygenu galaktomannanowego [16]. Jest to oligo-
sacharyd ściany komórkowej o masie 25–50 kDa. Jego 
obecność wykazano u Aspergillus fumigatus, a  także 
innych gatunków (A. flavus, A. niger) patogennych dla 

człowieka. Galaktomannan jest wysoce immunogen-
nym antygenem, dlatego też został uznany za dobry 
marker aspergillozy [8, 20]. W formie rozpuszczalnej 
może on krążyć w płynach ustrojowych w stężeniach 
1–500 ng/ml. Uzupełnienie klasycznych metod hodow-
lanych o oznaczanie obecności galaktomannanu stało 
się możliwe dzięki wprowadzeniu na rynek dwóch 
testów: immunoenzymatycznego Platelia® Aspergillus 
Ag (Bio-Rad) oraz aglutynacji lateksowej Pastorex® 
Aspergillus (Bio-Rad). Wykazano, że w rozpoznawaniu 
inwazyjnej formy aspergillozy zdecydowanie bardziej 
przydatny jest pierwszy z nich, który umożliwia wykry-
cie ponad 10-krotnie mniejszej ilości antygenów w 1 ml 
surowicy w porównaniu z testem aglutynacji lateksowej, 
o czułości zaledwie 15 ng/ml [23]. 

Czułość wykrywania antygenu galaktomannano-
wego zależy także od miejsca toczącego się zakaże-
nia. W przypadkach aspergillusowego zapalenia płuc, 
poziom detekcji krążącego antygenu w surowicy krwi 
jest wyraźnie niższy w porównaniu do postaci uogólnio-
nej [7]. Ponadto we wczesnych fazach zakażenia antygen 
Aspergillus może występować w bardzo niskim stężeniu. 
W badaniach wykazano, że antygenemia w surowicy 
koreluje z klinicznie potwierdzoną aspergilozą oraz 
z odpowiedzią na terapię przeciwgrzybiczą [11]. Inne 
obserwacje wskazują, że potwierdzony dodatni wynik 
na obecność krążącego antygenu w klinicznie udoku-
mentowanych przypadkach inwazyjnej aspergillozy 
może być podstawą do wdrożenia lub zmiany terapii 
przeciwgrzybiczej, nawet przy braku pozostałych kry-
teriów diagnostycznych [7]. Monitorowanie próbek 
surowic po wdrożeniu leczenia przeciwgrzybiczego daje 
możliwość oceny prawdopodobieństwa odpowiedzi na 
terapię i/lub konieczności włączenia leczenia alterna-
tywnego [7, 14]. Obniżanie się poziomu wykrywanego 
galaktomannanu wydaje się mieć związek z pomyślnym 
rokowaniem; z drugiej jednak strony brak antygenemii 
nie wyklucza samej aspergillozy oraz zakażenia spo-
wodowanego przez inne grzyby pleśniowe (Fusarium 
spp., Mucor spp.) [16]. Możliwe są też wyniki fałszy-
wie dodatnie u chorych przyjmujących antybiotyki 
z grupy β-laktamów (amoksycylina, piperacylina) lub 
też z uszkodzoną śluzówką jelit [29].

Przejściowe zakażenie błon śluzowych	 +	 –	 –	 –
Ostra kandidoza błon śluzowych	 ++	 +	 –	 –
Przewlekła kandidoza błon śluzowych	 +	 +	 –	 –
Inwazyjna kandidoza	 +	 ++	 +	 + (+/–)

Tabela I
Wyniki badań laboratoryjnych w zakażeniach wywoływanych przez Candida spp.

Rodzaj zakażenia
Wynik miana przeciwciał anty-

mannanowych Candida spp.
Wynik miana

przeciwciał anty-
„germ tubes”

Wynik oznaczenia
antygenemii
Candida spp.IgM IgG
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Dyskusyjna jest także zmiana przyjętego przez pro-
ducenta indeksu wartości „cut-off” testu. Dotychczas za 
próbki ujemne uznawano materiał o wartości indeksu 
poniżej  1, za dodatnie próbki o indeksie > 1,5, nato-
miast wartości indeksu w zakresie 1–1,5 interpretowano 
jako wynik wątpliwy („grey zone”). Obecnie, zgodnie 
z informacjami załączanymi przez firmę, za dodatnie 
uznawane są surowice o wartości indeksu > 0,5, zaś 
próbki o wartości < 0,5 uważane są za ujemne. Zale-
cane jest także, by wszystkie próbki o  indeksie ≥ 0,5 
były oznaczane ponownie z użyciem tej samej surowicy. 
Taka ocena oraz badanie wartości indeksu w kolejnych 
próbkach surowic pobranych od tego samego pacjenta 
ma na celu wyeliminowanie wyników fałszywie dodat-
nich spowodowanych zanieczyszczeniem materiału. 
Dwa kolejne badania z dodatnim wynikiem miałyby 
świadczyć o  inwazyjnej aspergilozie. Dodatni wynik 
należy jednak zawsze interpretować w świetle danych 
klinicznych oraz w połączeniu z wynikami badań radio-
logicznych i innych testów laboratoryjnych [28].

Do badań przeciwciał anty-Aspergillus stosuje się 
obecnie podobnie jak w przypadku grzybów z rodzaju 
Candida testy immunoenzymatyczne, które umożliwiają 
ilościowe określenie miana przeciwciał. U osób zdro-
wych w zasadzie nie stwierdza się w surowicy przeciw-
ciał anty-Aspergillus; występują one tylko u pacjentów 
z grup podwyższonego ryzyka. Wartość diagnostyczna 
testów ELISA wykrywających swoiste przeciwciała 
jest wysoka zwłaszcza w przypadkach grzybniaka płuc 
(aspergilloma) oraz aspergillozy płucnej, zwłaszcza 
u pacjentów immunokompetentnych. Ostrożna inter-
pretacja wyników jest niezbędna natomiast wśród 
pacjentów z obniżoną odpornością ze względu na zbyt 
niskie tempo syntezy immunoglobulin. 

4.  Diagnostyka serologiczna kryptokokozy

Zakażenia wywoływane przez Cryptococcus neo-
formans, pomimo swego stosunkowo rzadkiego roz-
powszechnienia, niosą dla chorych poważne ryzyko 
infekcji układowej. Przez wiele lat diagnostyka inwazyj-
nej kryptokokozy opierała się na hodowli grzyba oraz 
barwieniu negatywnym preparatów mikroskopowych 
tuszem chińskim w celu wykrywania form otoczko-
wych. Ze względu na trudności w badaniu tego pato-
genu w materiale klinicznym metodami tradycyjnymi, 
konieczne stało się wprowadzenia testów serologicz-
nych, stwierdzających obecność antygenów Cryptococ-
cus w surowicy i płynie mózgowo-rdzeniowym [15].

Najbardziej rozpowszechnione testy, takie jak Pasto-
rex® Cryptococcus (BioRad), opierają się na zasadzie 
aglutynacji lateksowej i wykrywają krążące antygeny 
polisacharydowe zawarte w ścianie komórkowej grzyba. 
Czułość analityczna tej metody nie należy do wysokich, 

bowiem została określona na poziomie 30 ng/ml, zaś 
swoistość wynosi 93%. Ponadto niektóre partie testów 
dawały wysoki odsetek wyników fałszywie dodatnich 
i wątpliwych, ze względu na zanieczyszczenia pronazy 
stosowanej do wstępnej obróbki materiału klinicznego 
oraz reakcje krzyżowe z czynnikiem reumatoidalnym 
występującym w surowicy [5]. Do zalet metody należy 
natomiast niski koszt badania oraz prosta procedura 
wykonania oznaczenia. W  obecnej chwili na rynku 
dostępny jest również jakościowy test immunoenzy-
matyczny Premier® Cryptococcus Ag, którego czułość 
wynosi 0,6 ng/ml. Jest on produkowany przez amery-
kańską firmę Meridian i przy użyciu seryjnych roz-
cieńczeń kontroli dodatniej umożliwia także analizę 
półilościową, która może pełnić rolę prognostyczną 
w przebiegu zakażenia [5, 15]. 

Ze względu na szerokie rozpowszechnienie Crypto-
coccus neoformans w środowisku nie prowadzi się obec-
nie badania swoistych przeciwciał w klasach IgM i IgG 
testami serologicznymi. Pojawiają się one wprawdzie 
w płynach ustrojowych w początkowym okresie zaka-
żenia, lecz ich występowanie może być również skut-
kiem kontaktu z antygenami Cryptococcus obecnymi 
we wdychanym powietrzu.

5.	 Metody molekularne stosowane w diagnostyce
	 grzybic inwazyjnych

Ze względu na różnorakie ograniczenia w  bada-
niach serologicznych czy hodowli laboratoryjnej grzy-
bów, konieczne stało się opracowanie nowych technik 
diagnostycznych, które umożliwiają wykrywanie tych 
patogenów w  organizmie pacjenta już na początko-
wych etapach zakażenia oraz pozwalają uzyskać jed-
noznaczny wynik. Przełomem okazało się być wprowa-
dzenie do rutynowej diagnostyki techniki łańcuchowej 
reakcji polimerazy (PCR), odkrytej w 1983 roku przez 
Kary’ego Mullisa. Dodatkowy wzrost czułości i  spe-
cyficzności osiągnięto dzięki zastosowaniu reakcji 
PCR połączonej z jednoczesną analizą przyrostu pro-
duktu w czasie rzeczywistym (real-time PCR, qPCR). 
Wyznacznikiem ilości matrycowego DNA jest w  tej 
metodzie numer kolejnego cyklu, po którym kinetyka 
reakcji wchodzi w fazę logarytmicznego wzrostu ilości 
produktu. Technikę tą można także z  powodzeniem 
stosować w przypadku dłużej przechowywanego mate-
riału biologicznego (próbek surowicy krwi), co stanowi 
poważne utrudnienie w przypadku badań serologicz-
nych. Dodatkowo na korzyść real-time PCR przema-
wia możliwość zautomatyzowania badania i znacznego 
obniżenia kosztów analizy próbek.

Mimo tych innowacji obecnie brak jest rozpo-
wszechnionych komercyjnych testów mikologicznych, 
które wykorzystywałyby metody biologii molekularnej 
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[4, 17]. Wynika to przede wszystkim z  komplikacji 
w  izolacji DNA grzybów, spowodowanymi trudnoś
ciami w rozbiciu ich ściany komórkowej oraz kłopo-
tów ze znalezieniem specyficznych i konserwatywnych 
sekwencji docelowych w genomie grzybów patogen-
nych [4]. Dodatkowe problemy związane są z walidacją 
metod, standaryzacją międzylaboratoryjną oraz okreś
leniem parametrów kliniczno-diagnostycznych. Z tego 
też powodu oznaczenia z użyciem testów PCR i qPCR 
mają głównie charakter naukowo-badawczy [1, 30] lub 
dotyczą badania pokrewieństwa genetycznego izolatów 
na potrzeby dochodzenia epidemiologicznego [6, 26]. 
Wyjątek stanowią wprowadzone niedawno zestawy 
komercyjne oparte na technice real-time PCR: test 
MycAssay®, wykrywający w surowicy krwi DNA grzy-
bów z rodzaju Aspergillus; test SeptiFast® dedykowany 
do próbek krwi pełnej i wykrywający Aspergillus fumi-
gatus oraz grzyby z rodzaju Candida: C. albicans, C. kru-
sei, C. parapsilosis, C. glabrata i C. tropicalis; a także test 
FilmArray® BC, wykrywający i różnicujący C. albicans 
z  czterema innymi klinicznie istotnymi drożdżakami 
z rodzaju Candida [2, 3, 17, 24, 26, 27]. Niewielka liczba 
opublikowanych wyników prezentujących przydatność 
kliniczną testów molekularnych, wysoka cena oznaczeń 
oraz konieczność posiadania specjalistycznego wyposa-
żenia pracowni biologii molekularnej nie sprzyjają na 
obecnym etapie ich rozpowszechnieniu w rutynowej 
diagnostyce laboratoryjnej, co –  jak mamy nadzieję 
– zmieni się w przyszłości na korzyść.

6.  Podsumowanie

W związku z rozwojem współczesnej transplanto-
logii zakażenia o etiologii grzybiczej należą obecnie 
do najpoważniejszych powikłań u osób poddawanych 
zabiegom przeszczepienia, zarówno narządów una-
czynionych, jak i komórek hematopoetycznych. Choć 
wprowadzenie standaryzowanych strategii postępowa-
nia terapeutycznego oraz zalecanego toku badań labo-
ratoryjnych wpłynęło na poprawę skuteczności lecze-
nia zakażeń potransplantacyjnych, to jednak trudności 
w  szybkiej i prawidłowej diagnostyce mykologicznej 
sprawiają że zakażenia grzybicze wciąż pozostają istot-
nym wyzwaniem u osób z zaburzeniami odporności 
i/lub poddanych długotrwałej antybiotykoterapii.
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