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W dniu 15.04.2015 r. zmarł Zdzisław Larski, pro-
fesor zwyczajny, wybitny uczony, człowiek wielkiego 
ducha, entuzjasta i pasjonat nauki, kochający służyć 
radą i pomocą tym, którzy tego potrzebowali, w tym 
pracownikom naukowym i nauczycielom akademic-
kim, ale także lekarzom. Odszedł wielki badacz i nestor 
polskiej mikrobiologii, wirusologii i immunologii, który 
przyczynił się do promocji wielu profesorów i dokto-
rów habilitowanych w Polsce z zakresu mikrobiologii 
weterynaryjnej, a  także medycznej poprzez recenzje 
dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyj-
nego. Wśród tych promowanych pracowników nauko-
wych, którzy tworzyli i tworzą fundamenty mikrobio-
logii w Polsce należy wymienić m.in. prof. zw. dr hab. 
Janusza Wawrzkiewicza, prof. zw. dr hab. Jana Buczka, 
prof. zw. dr hab. Jerzego Kitę, prof. zw. dr hab. Wandę 
Borzemską, prof. dr hab. Henryka Lisa, prof. dr hab. 
Irenę Janowską, prof. dr hab. Jerzego Wiśniewskiego, 
prof. dr hab. płk Michała Bartoszcze, prof. dr hab. 
Elżbietę Samorek-Salamonowicz, prof. dr hab. Martynę 
Kandafer-Szerszeń oraz prof. dr hab. Wiesława Deptułę. 
Prof. zw. dr hab. Zdzisław Larski był formalnie promo-
torem 7 prac doktorskich oraz tylu samo postępowań 
habilitacyjnych, spośród których w zasadzie wszyscy 
doktorzy habilitowani uzyskali tytuł profesora. 

Prof. zw. dr hab. Zdzisław Larski urodził się 5 stycz-
nia 1919 r. w Rzeszowie. Tam też ukończył słynne Staro-
klasyczne Gimnazjum im. Stanisława Konarskiego. 
Zaraz po zdaniu egzaminu dojrzałości (1937 r.) zgło-
sił się ochotniczo do Szkoły Podchorążych Artylerii 
we Włodzimierzu Wołyńskimi i po jej ukończeniu 
z  wysoką lokatą, odbył „praktykę” jako plutonowy 
podchorąży w 24 Pułku Artylerii Lekkiej w Jarosławiu. 
Warto dodać, że w czasie szkoły średniej Profesor był 
wybijającym się szermierzem i odniósł dość znaczne 
sukcesy w tej dyscyplinie. Z końcem sierpnia 1938 roku 
został zwolniony z wojska do rezerwy. Następnie 

w latach 1938–1939 studiuje na Wydziale Chemicznym 
Politechniki Lwowskiej, ale studia przerwała wojna.

W dniu 03.09.1939 roku został zmobilizowany 
i skierowany jako wojskowy do Jarosławia. Następnie 
16.09.1939 roku jest wzięty do niewoli przez Niemców 
i  przebywa w Rawie Ruskiej, Lubaczowie, Jarosławiu 
i Łobzowie. Po zwolnieniu wraca do Niechóbrza koło 
Rzeszowa, gdzie wcześniej zamieszkiwali Jego Rodzice.

Podczas okupacji niemieckiej, w 1942 roku roz-
poczyna studia w Akademii Medycyny Weterynaryj-
nej (AMW) we Lwowie, które kontynuuje do 1944 r., 
kończąc 3 rok studiów w czasie których nauczycie-
lami akademickimi byli pracownicy przedwojennej 
AMW z  Lwowa m.in.: A. Bant, A. Klisiecki, W. Her-
man, G. Poluszyński, K. Szczudłowski, A. Zakrzew-
ski i  K. Łopatyński. W trakcie tej edukacji Profesor 
ze względu na swoje studia na Wydziale Chemicz-
nym Politechniki Lwowskiej, był również asystentem 
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–  wolontariuszem w Zakładzie Chemii Ogólnej 
u prof. Wacława Moraczewskiego. Po wojnie w okresie 
od 2 II 1946 do 7 IV 1947 r. kontynuuje studia wetery-
naryjne we Wrocławiu, gdzie na Wydziale Medycyny 
Weterynaryjnej Uniwersytetu i Politechniki Wrocław-
skiej, otrzymuje dnia 12 kwietnia 1947 roku, dyplom 
lekarza weterynarii pełniąc równocześnie w czasie 
studiów obowiązki asystenta w Zakładzie Fizjologii 
Wydziału Lekarskiego u  prof.  Klisieckiego. W  cza-
sie studiów weterynaryjnych (Lwów, krótko Kraków 
i Lublin oraz Wrocław), był wybijającym się studentem, 
jako że na 29 egzaminów, 25 zdał celująco. Warto dodać, 
że Profesor w czasie kiedy chciał dokończyć rozpoczęte 
studia weterynaryjne we Lwowie, po wojnie w Polsce, 
był krótko na nowopowstałej i rozwiązanej weterynarii 
na UJ w Krakowie i na weterynarii na UMCS w Lublinie 
(zdał tutaj egzamin z interny), by następnie dokończyć 
studia we Wrocławiu. 

Po studiach Profesor w latach 1947–1949 pracował 
na stanowisku terenowego lekarza weterynarii w Toszku, 
powiat Gliwice, a od 01.XI.1949 roku podjął pracę jako 
pracownik naukowy (asystent) w Wojewódzkim Zakła-
dzie Higieny Weterynaryjnej (WZHW) we Wrocławiu.  
W styczniu 1951 roku Profesor przechodzi służbowo 
do WZHW Opola, który to zakład, tak jak WZHW 
Wrocław, podlegał i był integralną częścią Państwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego (PIW) w  Puławach 
– pracując w Opolu na stanowisku adiunkta. Następnie 
w roku 1953 Profesor przenosi się do Ośrodka Badań 
nad Chorobą Cieszyńską Świń w Gumnej k. Cieszyna 
na stanowisko kierownika tej jednostki badawczej, jako 
że w między czasie odbył m.in. staż w Katedrze Mikro-
biologii AM Kraków u prof. Legeżyńskiego i ukończył 
kurs wirusologii dla zaawansowanych w PZH w War-
szawie oraz kurs z zakresu „hodowli wirusów” w Insty-
tucie Medycyny Morskiej i  Tropikalnej w Gdańsku 
u prof. Morzyckiego. Pracując w Opolu (1951–1952) 
był także wykładowcą mikrobiologii i chemii fizycznej 
w Pomaturalnej Szkole Felczerskiej Ministra Zdrowia 
w  tym mieście. Pracując w  Gumnej w  1958  roku po 
pozytywnej obronie dysertacji doktorskiej pt. „Namna-
żanie wirusa choroby cieszyńskiech świń w  hodow-
lach tkankowych z  uwzględnieniem jego własności 
uodparniających” uzyskał stopień naukowy kandydata 
nauk weterynaryjnych na Wydziale Weterynaryjnym 
Szkoły Głównej Gospodarstwa Wiejskiego w Warsza-
wie. W roku 1959 służbowo przeniesiono na życzenie 
Profesora, z Gumnej do PIW w Puławach, gdzie pracuje 
do 30.VII.1967. W Puławach rozpoczyna pracę na sta-
nowisku kierownika zorganizowanej przez siebie Samo-
dzielnej Pracowni Wirusologii Ogólnej. W 1961 roku 
odbywa staż naukowy w Instytucie Wistara w Filadelfii 
(USA), jako stypendysta Fundacji Rockefellera i mimo, 
że nie spełniło się jego marzenie pobytu w USA, bo miał 
pracować nad biochemią wirusów, wrócił z  ogrom-

nym potencjałem badawczym i wiedzą. Po powrocie 
ze stażu wykonuje na zlecenie Ministerstwa Rolnictwa 
USA, 3-letnie badania dotyczące właściwości immu-
nogennych, tropizmu i zjadliwości wirusa choroby 
New castle (NDV) i w  dowód uznania za wykonane 
badania otrzymuje stypendium i  wyjeżdża na staż 
i konsultacje do Niemiec (Tübinga –  Instytut Maxa 
Planck’a, Monachium – Uniwersytet Monachium Wydz. 
Wet. – prof. Meyer, prof. Gylstorf), Włoch (Perugia 
– prof. Castrucci) i Austrii. W czasie tego pobytu kon-
sultuje swoje wyniki z zakresu wirusa choroby cieszyń-
skiej i wirusa polio oraz wirusa NDV.

Stopień doktora habilitowanego nauk weterynaryj-
nych uzyskał w 1962 roku na Wydziale Weterynaryj-
nym Akademii Rolniczej we Wrocławiu, jako że już 
przed wyjazdem do USA miał napisaną prace habilita-
cyjną. Z dniem 1 lipca 1967 roku przeniesiony jest służ-
bowo przez Ministra Oświaty i Szkolnictwa Wyższego 
z Puław do Olsztyna, gdzie tworzył się nowy Wydział 
Weterynaryjny w Wyższej Szkole Rolniczej (WSR) 
(obecnie Uniwersytet Warmińsko-Mazurski UWM), 
w której objął stanowisko kierownika Katedry Mikro-
biologii Weterynaryjnej, którą stworzył na bazie Kate-
dry Mikrobiologii Rybackiej pozostałej po profesorze 
Zalewskim. Tytuł profesora nadzwyczajnego otrzymał 
w 1969 roku, a profesora zwyczajnego ze względu na 
swój światopogląd dopiero w 1979 roku. W czasie swo-
jej pracy na Wydziale Wet. Akademii Rolniczo-Tech-
nicznej (AR-T) (obecnie Wydział Medycyny Wetery-
naryjnej – UWM), był Tym, dzięki Któremu ośrodek 
naukowy w Olsztynie był najbogatszym w Polsce pod 
względem m.in. światowych podręczników i czasopism 
z zakresu weterynarii, w tym mikrobiologii, immuno-
logii i immunobiologii. 

Główne kierunki działalności naukowej profesora 
Zdzisława Larskiego to wirusologia, a w szczególności 
wirus choroby cieszyńskiej, którego był „odkrywcą” 
(był pierwszym w świecie, który wyhodował tego 
wirusa z hodowli tkankowej i miał światowy priory-
tet w uzyskaniu z namnażaniem w hodowli tkankowej 
tego wirusa, jako że w tym zakresie Profesor wyprzedził 
o rok wirusologów niemieckich i francuskich i o 2 lata 
czeskich; wirus polio (pracując w USA), a także wirus 
choroby Newcastle (NDV), choć także Profesor zajmo-
wał się badaniami dotyczącymi zmienności i  izolacji 
wirusów otoczkowych, chemioterapii zakażeń wiruso-
wych – głównie herpeswirusów u zwierząt (IBR/IPV) 
i ludzi (HSV1, HSV2) oraz odporności przeciwwiruso-
wej (m.in. związanej z interferonem), w tym w szcze-
gólności wirusa parainfluenzy-3 i wirusa NDV. Także 
wręcz gorliwie zajmował się immunologią głównie 
odpornością naturalną, w tym najbardziej aktualnymi 
zagadnieniami dotyczącymi odporności zakażeń wiru-
sowych oraz immunologii ogólnej, w tym terminologii 
immunologicznej.
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W swoim dorobku naukowym Prof. zw. dr hab. Zdzi - 
sław Larski posiada 320 publikacji m.in. w takich czaso- 
pismach zagranicznych jak Bull Office International 
des Epizooties (Francja), Acta Virologica (Czechosłowa-
cja), Adv. Vet. Sci. (Anglia), Principles of Bac teriology 
and Immunity (USA) oraz polskich takich jak: Pol. 
Arch. Wet., Post. Hig. i Med. Dośw., Postępy Mikrobio-
logii czy Medycyna Wet., w tym 10 książek, z których 
„Wirusologia weterynaryjna” – 3 wydania (1965, 1975 
i  1982) oraz „Diagnostyka wirusologiczna chorób 
zwierząt” – 3 wydania (1968, 1977, 1992), były tłuma-
czone na język angielski, hiszpański, rosyjski, bułgar-
ski i węgierski, a monografia pt. „Choroba cieszyńska 
świn” współautorstwa z prof. J. Szaflarskim była pierw-
szym opracowaniem tego typu w Europie. Nadto był 
autorem rozdziału o wirusach świń w  „International 
Encyklopedia of Veterinary Medicine” W. Green, San 
Ltd, London 1966 r. oraz trzech rozdziałów o choro-
bach świń w dwóch wydaniach podręcznika „Choroby 
świń” red. Prof. H. Janowski, PWRiL, 1971. Był także 
redaktorem naukowym przekładu zbiorowego książki 
z  języka niemieckiego pt. „Infektionskrankheiten der 
Haustiere”. Warto dodać, że Profesor jest jedynym 
Autorem wśród uczonych z Polski, z  zakresu mikro-
biologii, którego książka Jego autorstwa pt. „Wiruso-
logia weterynaryjna” na zaproszenie National Science 
Foundation w  Waszyngtonie była na rynku USA 
(Veterinary Virology – 1980), a na zaproszenie Prensa 
Medica Mexicana (Virologia para Veterinarios – 1989) 
znalazła się także w krajach posługujących się językiem 
hiszpańskim. Zatem pozycja ta w pełni gościła na rynku 
USA i Ameryki Południowej.

Prof. zw. dr hab. Zdzisław Larski był uczestnikiem 
i  referentem na wielu konferencjach zagranicznych 
(Francja, Czechosłowacja, Turcja, USA, Węgry, Wło-
chy, Austria, RFN), prezentując dane z zakresu wiru-
sologii i immunologii. Był także wykładowcą z zakresu 
wirusologii na kursach dla obcokrajowców zorga-
nizowanych w  Polsce przez FAO. Profesor był także 
współautorem z  prof.  M. Truszczyńskim fundamen-
talnego podręcznika do nauki mikrobiologii dla stu-
dentów wydziałów weterynaryjnych w Polsce pt. „Zarys 
mikrobiologii weterynaryjnej” wydanego przez PWRiL 
w 1983 i wydanego przez AR-T w Olsztynie w 1992. 
Będąc na emeryturze był współautorem skryptu pt. 
„Immunologia dla studentów weterynarii” wydanego 
przez UWM, Olsztyn 2001. Profesor był również 
recenzentem 53  podręczników i  skryptów wydanych 
w Polsce z zakresu mikrobiologii, wirusologii i immu-
nologii, w  tym podręcznika z zakresu immunologii 
prof. W. Ptaka – legendy immunologii europejskiej.

W latach 1976–1981 był członkiem Komisji Wiru-
sologicznej PAN, pełniąc funkcję Przewodniczącego. 
Pełnił także funkcję członka honorowego Prezydium 
Komitetu Nauk Weterynaryjnych, Wydziału  II Nauk 

Biologicznych i Rolniczych PAN oraz Wydziału V Nauk 
Rolniczych, Leśnych i Weterynaryjnych PAN, a także 
był członkiem honorowym Komitetu Mikrobiologii, 
Wydziału  II Nauk Biologicznych i  Rolniczych PAN 
oraz Komitetu Nauk Weterynaryjnych tegoż Wydziału 
PAN. W roku 1992 otrzymał honorowe członkostwo 
Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych oraz 
w  1997 Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów. Brał 
także udział w pracach Rady Naukowej Wojskowego 
Ośrodka Badawczego Służb Weterynaryjnych, Zespołu 
Dydaktycznego MNiSzWiT – bo był m.in. autorem 
obowiązującego programu z zakresu mikrobiologii na 
wydziałach weterynaryjnych w Polsce, jako że realizując 
dezyderaty Komisji Wirusologicznej PAN wprowadził 
do dydaktyki mikrobiologicznej pełny kurs wykładów 
i ćwiczeń z wirusologii. Pracował w Komitecie Redak-
cyjnym Polskiego Archiwum Weterynaryjnego (obecnie 
Pol. J. Vet. Sci) oraz był długoletnim członkiem Rady 
Redakcyjnej Medycyny Weterynaryjnej. Był członkiem 
wielu organów Szkoły w której pracował (WSR, AR-T) 
m.in. był Przewodniczącym Rady Bibliotecznej, Wice-
dyrektorem Instytutu Chorób Zakaźnych i Inwazyjnych 
Wydziału Weterynaryjnego AR-T, choć także po części 
jest współtwórcą mikrobiologii w Uniwersytecie Szcze-
cińskim. Był także oficerem rezerwy w  stopniu pod-
porucznika oraz członkiem PTTK i LOK. 

Do końca swojego życia był aktywny, jako iż mimo, 
że od roku 1989 r. był emerytowanym profesorem, nie 
przerwał swojej działalności naukowej i edukacyjnej, bo 
opublikował w tym czasie ponad 100 prac przeglądo-
wych, głównie w Medycynie Weterynaryjnej. Ostatnia 
Jego praca z zakresu wirusologii i immunologii ukazała 
się w 2015 roku w lutowym numerze tego czasopisma. 
Opublikowane prace były nie tylko kierunkowskazem 
w badaniach podstawowych dla badaczy z zakresu nauk 
biologicznych, weterynaryjnych i medycznych, ale sta-
nowiły one natchnienie także dla wielu innych pracow-
ników naukowych, w tym Jego wychowanków pracu-
jących w nauce, bo między innymi dzięki tym pracom 
powstawały pierwsze prace w Polsce na temat m.in. 
odporności przy prionach, zjawiska NET, komórek 
ILC (innate lymphoid cells), czy prace o mało znanych 
wirusach olbrzymich, jak też o rewelacyjnych „istotach 
biologicznych” jakimi są wirofagi – „pasożyty” wiru-
sów. Za wybitne osiągnięcia naukowe i dydaktyczne 
został odznaczony Krzyżem Kawalerskim (1974), 
Krzyżem Oficerskim (1998), Krzyżem Komandorskim 
Orderu Odrodzenia Polski (2002), Medalem 40-lecia 
Polski Ludowej, Medalem Komisji Edukacji Narodo-
wej (1981), Medalem Pro Scienta Vet. Polona (1984), 
a  także nagrodami Ministra Rolnictwa (1955 i 1987) 
oraz Ministra związanego z Nauką (1969, 1976, 1978, 
1984 i 1989). Był odbiorcą wielu dyplomów, wyróżnień 
i nagród, nadawanych m.in. przez Polskie Tow. Nauk 
Wet. czy Pol. Tow. Mikrobiologów oraz inne instytucje 



308 WSPOMNIENIE

państwowe jako że był m.in. odznaczony Złotą odznaką 
„Zasłużony dla Warmii i Mazur” (1974) oraz Srebrnym 
i Brązowym medalem „Za zasługi dla obronności kraju” 
(1976), jak też medalem „Zasłużony Pracownik Rol-
nictwa” (1980), medalem „Zasłużony Nauczyciel PRL”, 
medalem „XXX-lecia AR-T” (1980), jak też medalem 
„Za zasługi dla rozwoju WAM”.

Był człowiekiem hojnym i serdecznym dla ludzi 
nauki, ale także krytycznym recenzentem, w tym osiąg-
nięć własnych i innych, a także krytykiem działań ludzi 
mało wrażliwych na życie i  dobro innego człowieka 
przez co mógł być postrzegany, nie tylko jako wybitny 
badacz i uczony oraz wspaniały nauczyciel akademicki, 
ale także jako bezkompromisowy człowiek.

Prof. zw. dr hab. Zdzisław Larski spoczął w  dniu 
18.04.2015 na cmentarzu przy ulicy Poprzecznej 
w  Olsztynie i był żegnany przez wielu pracowni-
ków nauki z całej Polski, w tym UWM w  Olsztynie, 
wśród których byli Jego dawni współpracownicy oraz 
w odświętnym akademickim stroju J.M. Rektor, Pro-
rektorzy i Senat UWM, a także Dziekan i Prodziekan 
oraz członkowie Wysokiej Rady Wydziału Medycyny 
Weterynaryjnej tego Uniwersytetu.

Szanowny Panie Profesorze pozostaniesz w naszych 
sercach i pamięci na zawsze!

Prof. dr hab. Wiesław Deptuła 
Prof. dr hab. Andrzej Krzysztof Siwicki
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1. Wstęp

Streptococcus pneumoniae jest jedną z najczęstszych 
przyczyn zachorowań i śmiertelności dzieci na świecie. 
Ponad 30 różnych jednostek chorobowych może być 
związanych z chorobą pneumokokową, jednak z  kli-
nicznego punktu widzenia najważniejsze znaczenie 
mają poważne inwazyjne zakażenia, takie jak zapalenie 
opon mózgowo-rdzeniowych, bakteriemia/posocznica, 
zapalenie płuc z bakteriemią, określane mianem Inwa-
zyjnej Choroby Pneumokokowej (IChP). Do miejs-
cowych infekcji o charakterze nieinwazyjnym wywo-
ływanych przez pneumokoki należą zapalenie ucha 
środkowego, zatok obocznych nosa oraz zapalenie płuc. 
Zakażenia te chociaż nie zagrażają życiu bezpośrednio, 
mogą powodować ciężkie i chroniczne powikłania, sta-
nowiąc jeden z głównych problemów zdrowia publicz-
nego na świecie [2, 17]. 

Globalna liczba przypadków choroby pneumokoko-
wej u dzieci do 5 roku życia jest szacowana na 14,5 mln 
rocznie, z których ponad 800 tys. kończy się śmiercią 
[59]. Najwyższa zachorowalność i śmiertelność (90% 
zgonów) dzieci w wyniku choroby pneumokokowej 
dotyczy krajów rozwijających się, głównie Afryki i Azji 

Południowo-Wschodniej. W Stanach Zjednoczonych 
ocenia się, że pneumokoki odpowiedzialne są za 3 tys. 
przypadków zapalenia opon mózgowo-rdzeniowych, 
34 tys. przypadków bakteriemii, 175 tys. przypadków 
zapalenia płuc i 7 mln przypadków zapaleń ucha środ-
kowego rocznie. Z powodu IChP umiera tam rocznie 
5 tys. osób [64]. W Europie notuje się co roku około 
260 tys. zachorowań o etiologii pneumokokowej 
u dzieci poniżej 5 roku życia, z których około 15 tys. 
kończy się śmiercią [59]. W Polsce dopiero w 2005 roku 
po raz pierwszy do rejestracji zachorowań prowadzo-
nej przez Zakład Epidemiologii PZH została włączona 
inwazyjna choroba wywołana przez S. pneumoniae: 
zapalenie opon i/lub mózgu (B95.3/G04.2; G00.1), 
posocznica (A40.3), zapalenie płuc (J13), inna okreś-
lona i nie określona (B95.3). W 2005 roku zgłoszono 
176 przypadków IChP, w  tym 111 to zapalenia opon 
i/lub mózgu; w 2006 roku zostało zgłoszonych 210 przy-
padków ogółem, w  tym 116 to zapalenia opon i/lub 
mózgu, natomiast w latach 2010, 2011 i 2012 zostało 
zgłoszonych odpowiednio 364, 430 i 359 przypadków 
pneumokokowej choroby inwazyjnej (IPD) (zapadal-
ność na 100 tys. osób odpowiednio 0,95, 1,12 i 0,93), 
włączając 180, 192 i  140  przypadki zapalenia opon 

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE – KOLONIZACJA
A ROZWÓJ CHOROBY PNEUMOKOKOWEJ

Izabela Korona-Głowniak1*, Anna Malm1

Katedra i Zakład Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownią Diagnostyki Mikrobiologicznej
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

Wpłynęło w grudniu 2013 r.

1. Wstęp. 2. Kolonizacja nosogardłowa przez Streptococcus pneumoniae jako prekursor choroby. 3. Czynniki chorobotwórczości 
S. pneumoniae i ich znaczenie w patogenezie zakażeń. 4. Patogeneza zakażenia pneumokokowego. 5. Odporność przeciwpneumokokowa 
gospodarza. 6. Profilaktyka zakażeń pneumokokowych. 7. Podsumowanie

Streptococcus pneumoniae – colonization and pneumococcal disease

Abstract: Streptococcus pneumoniae is a major cause of morbidity and mortality worldwide, especially in young children and elderly people. 
Pneumococcus is the leading cause of non-invasive (pneumonia, sinusitis, otitis media) and invasive (meningitis and bacteriemia/sepsis) 
pneumococcal disease. The virulence of S. pneumoniae is dependent on numerous factors. Nasopharyngeal carriage of pneumococcus 
precedes disease and is the source of pneumococcal spread in the community. Although the relationship between carriage and disease 
is not well understood, a lot of data suggest that local or invasive infection is caused by serotypes which previously bind to the epithelial 
surface within the respiratory tract. Pneumococcal conjugate vaccines effectively prevent the most serious forms of pneumococcal disease 
caused by serotypes included in the vaccines and also reduce the risk of nasopharyngeal carriage by those serotypes. Recently, studies were 
carried out on the immunogenicity and significance of numerous protein virulence factors for the induction of serotype-independent 
protection against pneumococcal infection. 

1. Introduction. 2. Nasopharyngeal colonization by Streptococcus pneumoniae as disease precursor. 3. Virulence factors of Streptococcus 
pneumoniae and their impact on the development of pneumococcal disease. 4. Pathogenesis of pneumococcal disease. 5. Antipneumococcal 
host immunity. 6. Pneumococcal vaccines. 7. Summary

Słowa kluczowe: choroba pneumokokowa, czynniki wirulencji, nosicielstwo, Streptococcus pneumoniae, szczepionki
Key words: carriage, pneumococcal disease, Streptococcus pneumoniae, virulence factors, vaccines



310 IZABELA KORONA-GŁOWNIAK, ANNA MALM

i/lub mózgu. Dane te podawane są z zastrzeżeniem, 
że są niepełne, ale wzrastająca z roku na rok liczba 
rejestrowanych zachorowań, prawdopodobnie świad-
czy, że coraz więcej przypadków jest zgłaszanych [52]. 
Badania Krajowego Ośrodka Referencyjnego ds. Dia-
gnostyki Bakteryjnych Zakażeń Ośrodkowego Układu 
Nerwowego (KOROUN) wskazują, że w 2010 roku naj-
wyższą zapadalność na IChP zanotowano u dzieci do 
5. roku życia (3,43/100 000), w tym zwłaszcza u dzieci 
do 2.  roku życia (5,17/100 000), jak również u  osób 
w wieku powyżej 60. roku życia (1,37/100 000) [81].

2. Kolonizacja nosogardłowa przez Streptococcus
 pneumoniae jako prekursor choroby

Głównym naturalnym rezerwuarem S. pneumoniae 
jest człowiek. Pomiędzy poszczególnymi osobami bak-
terie są przenoszone drogą kontaktu bezpośredniego 
oraz drogą powietrzno-kropelkową. Częstość nosiciel-
stwa jest największa u małych dzieci Najwyższą czę-
stość kolonizacji pneumokokami obserwuje się u dzieci 
do lat 5 (35–60%); stopniowo maleje ona z wiekiem. 
U dzieci ze szkół podstawowych częstość kolonizacji 
wynosi 29–35%, a u młodzieży i dorosłych 9–25%. 
Częstość nosicielstwa może być wyższa od przeciętnej 
w specyficznych sytuacjach, takich jak pobyt w żłobku, 
przedszkolu, domu opieki, więzieniu czy koszarach, 
gdzie częste kontakty między ludźmi przebywającymi 
na stosunkowo małej powierzchni sprzyjają rozprze-
strzenieniu się drobnoustrojów [24, 25, 42, 60].

Istnieje wyraźna korelacja epidemiologiczna między 
liczbą zachorowań a częstością z jaką inwazyjne sero-
typy kolonizują zdrowe osoby. Z drugiej strony, cho-
roba pneumokokowa występuje u niewielkiego odsetka 
skolonizowanych i zależy zarówno od tła genetycznego 
oraz aktualnego statusu immunologicznego gospoda-
rza, jak również od wirulencji kolonizującego szczepu 
[25]. Okres kolonizacji może być bardzo różny i sięgać 
nawet kilku miesięcy. Średni czas trwania kolonizacji 
szacuje się na 31 dni u dorosłych i 60,5 dni u dzieci, 
a długość okresu nosicielstwa zależy od serotypu pneu-
mokoka, wcześniejszej ekspozycji, jak również immu-
nokompetencji gospodarza [36, 94].

Do większości zakażeń nie dochodzi podczas dłu-
gotrwałego nosicielstwa pneumokoka, ale w następ-
stwie kolonizacji nowym szczepem charakteryzującym 
się innym serotypem [29, 88]. Badania prowadzone 
podczas dwóch epidemii zapalenia płuc w koszarach 
wojskowych wykazały, że bezobjawowe nosicielstwo 
szczepu S. pneumoniae wiąże się z produkcją typowo 
swoistych przeciwciał przeciwotoczkowych na pozio-
mie pozwalającym zapobiec wywołaniu choroby przez 
szczep o  danym serotypie. Z tych badań wynika, że 
aspiracja obecnych w nosogardzieli pneumokoków 

w okresie pierwszych kilku tygodni kolonizacji może 
prowadzić do rozwoju choroby – zapalenia płuc, 
natomiast po tym czasie większość zdrowych nosi-
cieli wydawała się być chroniona przed rozwojem tej 
choroby [55]. Powyższe sugestie potwierdzają badania 
innych autorów. Gray i wsp. [29] analizowali mikroflorę 
nosogardłową małych dzieci kilkakrotnie: co miesiąc do 
6 miesiąca życia, a następnie co 2–3 miesiące do 2 roku 
życia. Poprzez korelację okresów kolonizacji nosogar-
dzieli dzieci przez różne szczepy pneumokoków z cho-
robą pneumokokową potwierdzoną hodowlą (w 90% 
było to ostre zapalenie ucha środkowego) stwierdzono, 
że choroba związana była z pojawieniem się nowego 
serotypu. Mimo, że powszechny u badanych dzieci 
był długi czas nosicielstwa, to w 74% przypadków 
infekcja spowodowana była przez serotyp kolonizujący 
badane dziecko w czasie krótszym niż miesiąc przed 
wystąpieniem choroby. 

Stwierdzono, że w trakcie różnych postaci choroby 
pneumokokowej obserwuje się zdecydowanie większą 
częstość nosicielstwa S. pneumoniae u chorych dzieci 
[20, 83]. Mimo, że wykrycie szczepów pneumokoka 
jednocześnie w nosogardzieli i miejscu fizjologicznie 
jałowym (ucho środkowe, płuca, krew) może ozna-
czać jedynie czasowy związek pomiędzy nosicielstwem 
a chorobą, jest jednak argumentem-potwierdzeniem, 
że obecność szczepu pneumokoka w nosogardzieli jest 
warunkiem koniecznym dla rozwoju choroby. W przy-
padku osób z ostrym zapaleniem ucha środkowego, 
od których szczep S. pneumoniae izolowano z wysięku 
z ucha środkowego, w większości przypadków (czasami 
nawet do 100%) szczep pneumokoka był izolowany jed-
nocześnie z nosogardzieli chorej osoby [20, 68, 89].

Bezpośrednie powiązanie pomiędzy czasowym 
pojawieniem się szczepu pneumokoka w nosogardzieli 
a rozwójem IChP w następstwie tej obecności jest bar-
dzo trudne do potwierdzenia, właśnie ze względu na 
różnice długości czasu nosicielstwa i inwazyjności róż-
nych typów serologicznych. Serotypy wykrywane w cza-
sie choroby pneumokokowej, które są zdolne do dłu-
giego okresu nosicielstwa, są również łatwiej izolowane 
w czasie badań wykrywających nosicielstwo, natomiast 
serotypy, krótko kolonizujące nosogardziel są rzadko 
izolowane w stanie nosicielstwa, jak np. serotypy 1, 5, 7, 
12. Wynika to z krótkich czasowo epizodów nosicielstwa 
tych serotypów, bądź występowania ich w czasie wspól-
nej kolonizacji z innym dominującym serotypem [76].

3. Czynniki chorobotwórczości S. pneumoniae
 i ich znaczenie w patogenezie zakażeń

Pneumokok posiada liczne czynniki zjadliwości, 
które umożliwiają mu kolonizację błon śluzowych 
noso gardzieli gospodarza, jak i w sprzyjających warun-
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kach wywoływanie zakażeń inwazyjnych. Wśród nich 
wymienia się ponad 500 powierzchniowych białek, 
którym przypisuje się znaczenie w patogenności, cho-
ciaż jedynie w przypadku kilku z nich rola ta została 
potwierdzona. Niektóre z nich są związanymi z błoną 
lipoproteinami, a inne są fizycznie związane ze ścianą 
komórkową, takie jak sześć białek wiążących penicy-
linę (PBP – penicillin binding protein), dwie neura-
minidazy i proteaza IgA1. Wyjątkową grupą białek 
pneumokoków jest rodzina białek wiążących cholinę 
(CBP – choline binding protein). Dwanaście białek 
CBP, niekowalencyjnie związanych z choliną ściany 
komórkowej, ma charakter receptorów. Innymi biał-
kami wchodzącymi w skład CBP są: powierzchniowe 
białko A (PspA – pneumococcal surface protein A), 
trzy autolizyny (LytA, LytB i LytC) oraz białko PspC [2, 
72]. Białko PspC/CbpA (Pneumococcal sufrace protein 
C/Choline-binding protein A) jest adhezyną mającą 
osiem miejsc wiążących cholinę. Mutanty bakteryjne 
pozbawione tego białka są defektywne w kolonizacji 
nosogardzieli i nie potrafią wiązać się in vitro z różnymi 
komórkami człowieka. Białko PspC jest także zdolne 
do wiązania sekrecyjnych przeciwciał IgA1 oraz skład-
nika C3 dopełniacza [4, 32]. 

Innym czynnikiem chorobotwórczości pneumoko-
ków są składniki ściany komórkowej, w której z pep- 
tydoglikanem jest związany przez kwas N-acetylomu-
raminowy, polisacharyd ściany komórkowej, będący 
kompleksem kwasu tejchojowego zawierającego fos-
forylocholinę. Fosforylocholina wchodząca w skład 
polisacharydu ściany komórkowej jest miejscem roz-
poznawanym przez autolizynę LytA, która rozkłada 
peptydoglikan przez hydrolizę wiązania pomiędzy 
alaniną i kwasem N-acetylomuraminowym, dzięki 
czemu bierze udział w podziale komórki, a w pewnych 
warunkach indukuje lizę komórek pneumokoków (np. 
w czasie stacjonarnej fazy wzrostu) [2]. Ściana komór-
kowa pneumokoków jest potencjalnym induktorem 
zapalenia, prawdopodobnie przez aktywację dopeł-
niacza na drodze alternatywnej. W czasie tego procesu 
produkowane są anafilatoksyny C3a i C5a, które zwięk-
szają przepuszczalność naczyń, indukują degranulację 
mastocytów oraz powodują gromadzenie i aktywację 
leukocytów wielojądrzastych oraz płytek krwi w ogni-
sku zapalnym. Oczyszczona frakcja ściany komórkowej 
jest silnym stymulatorem (silniejszym od endotoksyny) 
produkcji interleukiny-1 (IL-1) przez ludzkie monocyty 
[15]. Fosforylocholina kwasu tejchojowego i lipotejcho-
jowego jest molekularnym kluczem umożliwiającym 
zakażenie, ponieważ pełni rolę zarówno adhezyny (spe-
cyficznie łączy się z receptorami wiążącymi cholinę, 
które są obecne na praktycznie wszystkich ludzkich 
komórkach) jak i miejsca wiążącego w pneumokoko-
wych białkach CBP. Cholina jest rozpoznawana przez 
dwa składniki gospodarza: receptor czynnika aktywu-

jącego płytki (PAFr – platelet activating factor receptor) 
i białko C-reaktywne [2, 18].

Najlepiej poznanym białkiem pneumokoków o cha-
rakterze toksyny jest pneumolizyna, wpływająca in vitro 
na wiele komórek gospodarza i ich funkcjonowanie. 
Jest ona obecna wewnątrz cytoplazmy pneumokoków 
i uwalniana dopiero po lizie komórki spowodowanej 
przez autolizynę. Przy dużym stężeniu toksyny, groma-
dzi się ona w postaci oligomerów i tworzy transbłonowe 
pory, powodując lizę komórek. Przy niższym stężeniu, 
pneumolizyna stymuluje produkcję cytokin zapalnych 
przez monocyty: czynnika martwicy nowotworów 
(TNF-α) i interleukinę 1 (IL-1) [1, 74]. Bezpośrednich 
dowodów dotyczących patogenności tej toksyny dostar-
czyły badania z zastosowaniem wyselekcjonowanych 
mutantów pneumokoków pozbawionych pneumoli-
zyny, które charakteryzowały się zmniejszoną zjadli-
wością w porównaniu ze szczepami macierzystymi [6]. 
Dodatkowo stwierdzono, że właściwości cytolityczne 
oraz aktywujące dopełniacz są związane z odrębnymi 
regionami cząsteczki tego białka [73].

Funkcjonalnie, czynniki wirulencji pneumoko-
ków można podzielić na dwie grupy działające w róż-
nych etapach infekcji. Jedną grupę stanowią czynniki 
obecne na powierzchni komórki pneumokoka (PspA, 
białko wiążące czynnik H), które utrudniają fagocy-
tozę poprzez hamowanie aktywacji dopełniacza i peł-
nią ważną rolę na początku infekcji. Czynniki drugiej 
grupy (polisacharyd ściany komórkowej, pneumoli-
zyna) pełnią swoją rolę już po lizie komórek pneumo-
koków, kiedy to głównie poprzez aktywację dopełniacza 
wzmagają stan zapalny.

Otoczka od dawna jest uznawana za główny czynnik 
zjadliwości pneumokoków. Zbudowana jest z polime-
rów, tworzonych przez jednostki powtarzających się 
oligosacharydów, które zawierają od jednego do ośmiu 
monosacharydów. Otoczka posiada działanie antyfa-
gocytarne, tworząc barierę chroniącą przed opsoniza-
cją komórek bakterii przez składnik C3b dopełniacza 
oraz przez przeciwciała [96]. Ponadto, otoczka hamuje 
aktywację dopełniacza klasyczną drogą w wyniku 
hamowania wiązania przeciwciał IgG i białka C-reak-
tywnego [100]. W czasie zakażenia szczepy otoczkowe 
są 100 tys. bardziej wirulentne od szczepów nieposia-
dających otoczki. Obecnie znanych jest ponad 90 typów 
serologicznych S. pneumoniae, spośród których 20 jest 
odpowiedzialnych za około 90% zakażeń u  ludzi [2]. 
Częstość występowania poszczególnych serogrup/
serotypów zależy od położenia geograficznego, wieku 
pacjenta, jak również zmienia się na przestrzeni lat. 
Występowanie poszczególnych serotypów wydaje 
się być odmienne u dzieci i u dorosłych, jak również 
obserwuje się różnice w ich zdolności i długości czasu 
kolonizacji dróg oddechowych oraz inwazyjności [14, 
30, 37]. Szczepy o odmiennych serotypach różnią się 
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opornością na fagocytozę in vitro oraz zdolnością do 
aktywacji odpowiedzi humoralnej, stąd też pewne sero-
typy są częściej związane z chorobami u ludzi. Szczepy 
należące do serotypów 1, 2, 3, 4, 5, 8, 46 rzadko wystę-
pują u nosicieli, ale są izolowane z zakażeń inwazyj-
nych, natomiast szczepy zaliczane do serotypów 6, 7, 
9, 12F, 14, 15, 18C, 19F, 24F, powszechnie kolonizują 
górne drogi oddechowe, ale są również odpowiedzialne 
za klinicznie istotne zakażenia u dzieci i dorosłych. 
U dzieci najczęściej spotykane są szczepy zaliczane do 
serogrup 6, 14, 19, 23 zwane „pediatrycznymi”. Są one 
powszechnie izolowane zarówno od nosicieli oraz jako 
czynniki etiologiczne choroby pneumokokowej w  tej 
grupie [25, 34, 54].

Stale prowadzone są badania nad znaczeniem 
otoczki w procesie kolonizacji nosogardzieli. Stwier-
dzono, że bezotoczkowe mutanty są mniej zdolne do 
kolonizacji nabłonka dróg oddechowych, jednak z dru-
giej strony obecność grubej otoczki jest czynnikiem 
zmniejszającym efektywność tego procesu. Niewiele 
wiadomo na temat regulacji ekspresji genów odpo-
wiedzialnych za syntezę otoczki, ale przypuszcza się, 
że w środowisku nosogardzieli zmniejsza się poziom 
ekspresji tych genów, natomiast zwiększa się poziom 
ekspresji genów kodujących czynniki niezbędne do 
adherencji [47, 57]. 

4. Patogeneza zakażenia pneumokokowego

Komórki S. pneumoniae występują w trzech wyraź-
nie różniących się formach, tzw. transparent, typowa 
dla kolonizacji, opaque, występująca we krwi oraz 
pośrednia semi-transparent. Zmiana fazy, polegające 
na przejściu komórki typu transparent w opaque i na 
odwrót, ma charakter spontaniczny i jest uwarunko-
wana obecnością locus opacity w genomie. Komórki 
typu transparent charakteryzują się stosunkowo cienką 
otoczką, wysoką zawartością ufosforylowanej choliny 
w  ścianie komórkowej, co stwarza możliwości zako-
twiczania licznych białek powierzchniowych, a  także 
obecnością autolizyny LytA i adhezyny PspC w ścianie 
komórkowej, ułatwiających kolonizację nosogardzieli. 
Białek tych jest znacznie mniej u charakterystycznych 
dla bakteriemii form opaque [19]. Szczepy o fenotypie 
transparent, posiadające silniejsze zdolności adhe-
zyjne, wywołują zlokalizowane infekcje, podczas gdy 
te o mniejszych zdolnościach adhezji (fenotyp opaque) 
powodują inwazyjne choroby, jak bakteriemia i zapale-
nie opon mózgowo-rdzeniowych [98].

Wrotami zakażenia S. pneumoniae są górne drogi 
oddechowe. We wczesnej fazie kolonizacji komórki 
pneumokoka unikają usunięcia z powierzchni błon 
śluzowych, dzięki ujemnemu naładowaniu struktury 
otoczki, prawdopodobnie na drodze oddziaływań fizy-

kochemicznych [36]. Ujemnie naładowana otoczka 
uniemożliwia jednak skuteczną adhezję bakterii do 
komórek nabłonka gospodarza, dlatego w kolejnym 
etapie, komórka pneumokoka w celu neutralizacji 
jest w stanie wiązać z otoczenia dodatnio naładowane 
molekuły, co prowadzi do ułatwienia procesu adhe-
rencji [28, 97]. W pierwszym etapie kolonizacji błony 
śluzowej nosogardzieli bakterie ulegają adhezji do 
komórek nabłonkowych z udziałem licznych czynni-
ków, do których należą: białko PspC, główna adhezyna 
niezbędna do skutecznej kolonizacji [4], pneumolizyna, 
białko uwalniane po autolizie pneumokoków, inicju-
jąca prawdopodobnie procesy zapalne w nosogar- 
dzieli, niezbędne do ekspresji receptorów komórko-
wych [39, 74] oraz dwie neuraminidazy NanA i NanB, 
pełniące pomocniczą rolę w adhezji [90]. Neurami- 
nidazy mogą ułatwiać wiązanie S. pneumoniae do 
komórek nabłonka, dzięki rozkładaniu kwasu sialo-
wego, wchodzącego w  skład glikolipidów i ganglio-
zydów komórek nabłonkowych gospodarza, powo-
dując odsłonięcie struktur wykorzystywanych jako 
receptory w procesie adhezji (N-acetyloglukozamina, 
NAcGlc), do których bakterie wiążą się poprzez białka 
powierzchniowe ściany komórkowej, takie jak PsaA 
(pneumococcal surface adhesin A) [41]. 

Kolonizacji nosogardzieli towarzyszy najczęściej 
zaburzenie pracy rzęsek wyściełających drogi odde-
chowe, które jest wynikiem destrukcyjnego działania 
pneumolizyny i wydzielanego przez pneumokoki nad-
tlenku wodoru, wytwarzanego przez oksydazę pirogro-
nianową. Enzym ten został zidentyfikowany jako jeden 
z czynników odgrywających istotną rolę w kolonizacji 
nosogardzieli przez S. pneumoniae [74, 84]. Pneumo-
koki wytwarzają również kilka egzoenzymów, które 
modyfikują powierzchnię komórek gospodarza poprzez 
deglikozylację, eksponując w ten sposób nowe receptory 
do adhezji, hamując mechanizmy usuwania bakterii 
z błon śluzowych i dostarczając substancji odżywczych 
bakteriom [40, 50]. Niektóre izolaty pneumokoków są 
zdolne do wytwarzania struktur podobnych do fimbrii, 
które wystają poza wielocukrową otoczkę i biorą udział 
w adhezji do nabłonka dróg oddechowych [5].

Za najważniejsze działanie bezpośrednie na układ 
immunologiczny gospodarza należy uznać wydziela-
nie do środowiska proteazy, hydrolizującej przeciw-
ciała klasy IgA1 oraz obniżenie poziomu składnika C3 
dopełniacza, w  czym prawdopodobnie odgrywa rolę 
pneumolizyna [1, 97]. Również ważną rolę odgrywa 
białko powierzchniowe PspA, które przeciwdziała 
wiązaniu składnika C3 dopełniacza i tym samym zapo-
biega lizie bakterii, pełniąc funkcję ochronną przed 
działaniem nieswoistych mechanizmów układu immu-
nologicznego człowieka [70, 93]. Wykryte u pneumo-
koków białko PavA (pneumococcal adherence and 
virulence factor) wiążące fibronektynę również wydaje 
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się pełnić istotną, modulującą rolę zarówno w procesie 
adhezji, jak i w rozwoju inwazyjnych postaci choroby 
pneumokokowej [67]. 

Przekroczenie granicy pomiędzy bezobjawową 
kolonizacją a inwazyjną chorobą związany jest z poja-
wieniem się czynników pro-zapalnych takich, jak 
IL-1 czy TNF-α, co ma miejsce na przykład w  prze-
biegu infekcji wirusowej. Rozwój kaskadowej reakcji 
procesu zapalnego zmienia liczbę i typ receptorów na 
powierzchni komórek nabłonkowych i  śródbłonka. 
W obrębie pęcherzyków płucnych pneumokoki przy-
legają początkowo do ściany pęcherzyka, a dzięki właś-
ciwości przenikania w poprzek śródbłonka naczyń na 
drodze transcytozy, szybko przedostają się do krwi. 
Jeżeli w przebiegu infekcji pojawia się bakteriemia 
rośnie ryzyko wystąpienia zapalenia opon mózgowo-
-rdzeniowych. Drogą krwi komórki bakterii mogą 
migrować do opon mózgowo-rdzeniowych, a po uszko-
dzeniu śródbłonka dotrzeć do przestrzeni podpajęczy-
nówkowej. Alternatywną drogą dotarcia bak terii do 
opon mózgowo-rdzeniowych jest bezpośrednio trans-
misja z nosogardzieli [2, 60]. 

Przy nieobecności stanu zapalnego, adherencja do 
komórek nabłonkowych w płucach odbywa się przy 
udziale receptorów gospodarza posiadających specy- 
ficzne dwucukry (N-acetyloglukozamino-β1-4-galak- 
toza, N-acetylogalaktozamino-β-1-3-galakto zamina), 
które są podobne do receptorów występujących na 
powierzchni komórek nabłonkowych nosogardzieli 
oraz adhezyn pneumokoków – fosforylocholiny ściany 
komórkowej i białek adhezyjnych (np. PsaA) [87]. 
Pneumokoki posiadają również zdolność adherencji 
i inwazji komórek nabłonkowych płuc i  śródbłonka 
w czasie stanu zapalnego, gdy obserwuje zwięk-
szoną ekspresję receptora PAF na powierzchni. Kiedy 
komórka bakterii połączy się za pomocą bakteryjnej 
fosforylocholiny (ChoP) z receptorem PAF, jest w sta-
nie pokonać bariery biologiczne na drodze transcytozy, 
w tym barierę krew-mózg [71]. Pneumokoki wyko-
rzystują naturalny mechanizm gospodarza adheren-
cji i migracji przez warstwę nabłonkową i śródbłonka 
wydzielniczych IgA poprzez wiązanie się białka PspC 
bezpośrednio z receptorem polimerycznych przeciwciał 
(pIgR – polymeric-immunoglobulin receptor) [4]. Taką 
zdolność zaobserwowano u  wirulentnych komórek 
o fenotypie transparent, podczas gdy komórki opaque 
bardzo słabo wiązały się i  wnikały do wnętrza śród-
błonka. Jak wykazały badania in vitro, adhezja pneu- 
mokoków i przejście przez barierę śródbłonka trwa 
około 4 godzin [18]. W jaki sposób komórki pneumo-
koków unikają zabicia w czasie endocytozy nie zostało 
jeszcze wyjaśnione.

W tym etapie infekcji aktywacja składników dopeł-
niacza wzmaga stan zapalny i wydaje się być punktem, 
w  którym zakażenie rozwija się w sposób trudny do 

zahamowania. Niekontrolowane namnażanie pneu-
mokoków w płucach, płynie mózgowo-rdzeniowym 
czy uchu środkowym jest związane z lizą ich komórek 
i  uwolnieniem składników ściany komórkowej oraz 
pneumolizyny. Obecność lizozymu w płynach ustrojo-
wych w miejscu infekcji może powodować lizę ko mó-
rek tych bakterii poprzez aktywację autolizyn. Rozpad 
komórek pneumokoków jest momentem zapoczątko-
wania procesu zapalnego, bezpośrednio przez groma-
dzenie i aktywację fagocytów, jak również pośrednio 
przez aktywację dopełniacza. Prawdopodobnie nie-
kontrolowany rozwój stanu zapalnego jest odpowie-
dzialny za chorobotwórczość i śmiertelność w wyniku 
infekcji pneumokokowej, a eliminacja komórek bak- 
terii z miejsca infekcji dzięki terapii antybiotykowej 
 nie poprawia stanu chorego i nie zmienia przebiegu 
choroby. Ponadto, indukcja lizy komórek pneumoko-
ków za pomocą skutecznych, bakteriobójczych anty-
biotyków, jak β-laktamy (zwłaszcza, gdy są podawane 
w późnym stadium infekcji) może nawet nasilić objawy 
kliniczne choroby [2].

5. Odporność przeciwpneumokokowa gospodarza

Naturalna odporność na zakażenie S. pneumoniae 
rozwija się podczas ekspozycji na drobnoustrój lub jego 
antygeny. W zakażonym organizmie powstają swoiste 
przeciwciała antyotoczkowe, głównie izotypu IgG2, 
które odgrywają istotną rolę jako opsoniny w procesie 
fagocytozy z udziałem leukocytów wielojądrzastych 
oraz makrofagów pęcherzyków płucnych. Opsoni-
zacja pneumokoków jest bardzo ważnym etapem, co 
potwierdza fakt, że zarówno nieefektywność fagocytozy 
(asplenia, neutropenia), jak i zaburzeń w  produkcji 
przeciwciał (np. hipogammaglobulinemia, niezdol-
ność do produkcji przeciwciał przeciwko antygenom 
polisacharydowym u dzieci, brak IgA) czy niespecy-
ficznych opsonin (brak składników dopełniacza) są 
czynnikami predysponującymi do zakażeń pneumo- 
kokowych [61]. 

Od dawna uważa się, że pojawienie się odporności 
na zakażenie pneumokokowe jest związane przede  
wszystkim z obecnością przeciwciał antyotoczkowych. 
Jednak spadek nosicielstwa i zachorowalności związany 
z wiekiem, dotyczy większości serotypów i jest obser-
wowany również przy nieobecności powstałych w natu-
ralny sposób przeciwciał antyotoczkowych. Sugeruje to 
istnienie uniwersalnego (powszechnego) mechanizmu 
ochrony przeciwpneumokokowej, prawdopodobnie 
niezależnego od serotypu pneumokoka. Wykazano, że 
donosowe podawanie myszom szczepionki zawierają-
cej całe komórki bezotoczkowych pneumokoków zapo-
biega kolonizacji przez szczepy o różnych serotypach, 
co pozwala przypuszczać, że inne składniki układu 
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immunologicznego, poza przeciwciałami antyotocz-
kowymi, pełnią ważną rolę w tym procesie [13, 48, 56]. 

Ostatnio prowadzone badania na modelach zwierzę-
cych i u bezobjawowych nosicieli sugerują, że humo-
ralna odpowiedź na pneumokokowe czynniki wirulen-
cji, takie jak polisacharyd ściany komórkowej (głównie 
fosforylocholina), PsaA, PspA, PspC czy pneumolizynę 
może mieć również znaczenie w odporności przeciw-
pneumokokowej [62, 101]. W przypadku przetoczenia 
myszom ludzkich przeciwciał IgG przeciwko fosfory-
locholinie polisacharydu ściany komórkowej pneumo-
koka, obserwowano ochronę zwierząt przed inwazyjną 
infekcją [27]. Najbardziej prawdopodobny mechanizm 
ochronnego działania tych przeciwciał u myszy nie jest 
związany z fagocytozą, ale z neutralizacją prozapal-
nego działania fosforylocholiny jako ligandu dla białka 
C-reaktywnego [2]. Badania prowadzone w  Finlandii 
[69] i  Kenii [44] wykazały, że u  dzieci do drugiego 
roku życia w trakcie nosicielstwa S. pneumoniae wzra-
sta poziom przeciwciał skierowanych przeciwko biał-
kom pneumokoka. Podczas badań nad nosicielstwem 
pneumokoków u ludzi stwierdzono, że wrażliwość na 
kolonizację nie jest związana z poziomem przeciwciał 
antyotoczkowych w surowicy, natomiast u  wszyst-
kich skolonizowanych eksperymentalnie ochotników 
wykryto przeciwciała IgG w surowicy i sekrecyjne IgA 
skierowane przeciwko NH2-końcowemu regionowi 
białka PspA [51]. Okazało się również, że immunizacja 
donosowa myszy antygenem PsaA prowadzi do wytwo-
rzenia wysokiego poziomu ochrony przed nosicielstwem 
pneumokoków [12]. Mimo, że przeciwciała specyficzne 
dla polisacharydu ściany komórkowej, PspA czy pneu-
molizyny posiadają zdolność ochrony przed zakażeniem 
w mniejszym stopniu, wydaje się, że odpowiedź na kilka 
tych białek jednocześnie może zapewnić szeroką protek-
cję przed nosicielstwem w sposób niezależny od sero-
typu. Jednak ostatnie badania wykazały, że protekcja 
przeciwko kolonizacji pneumokokami jest zależna od 
limfocytów T CD4 i prawdopodobnie występuje nieza-
leżnie od pojawienia się przeciwciał [49]. Badania nosi-
cielstwa S. pneumoniae u myszy, porównujące to zjawi-
sko u myszy z defektem tworzenia przeciwciał i myszy 
z defektem limfocytów T, sugerują, że uczulone limfo-
cyty T CD4 są kluczowe dla zjawiska usuwania pneumo-
koków ze śluzówek, natomiast przeciwciała skierowane 
przeciwko antygenom pneumokokowym mają wpływ, 
ale nie są wymagane dla ochrony przed kolonizacją [92].

Naturalna ekspozycja na pneumokoki indukuje 
powstanie u dzieci przeciwciał wydzielniczych klasy 
IgA, skierowanych przeciwko pneumokokowym biał-
kom oraz wielocukrowi otoczkowemu [77, 78]. Mimo, 
że ochronna rola tych przeciwciał nie jest jeszcze jasna, 
badania na immunizowanych myszach potwierdzają ich 
ważną ochronną rolę przed kolonizacją nosogardzieli 
przez pneumokoki [11, 23]. 

6. Profilaktyka zakażeń pneumokokowych

W chwili obecnej dostępne są dwa rodzaje szcze-
pionek przeciwko zakażeniom S. pneumoniae; w przy-
padku obu typów działanie protekcyjne opiera się na 
tworzeniu przeciwciał przeciwko antygenom wielocu-
krowej otoczki. Powstałe po immunizacji przeciwciała 
są zdolne do opsonizacji szczepów posiadających sero-
typ włączony do szczepionki. 

Pierwsza generacja szczepionek to polisacharydowe 
23-walentne szczepionki zawierające wielocukry otocz-
kowe pochodzące z 23 serotypów (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 
9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 
22F, 23F, 33F). Skuteczność tych szczepionek zależy od 
wielu czynników i wynosi średnio u dorosłych 60–70%. 
Wytwarzanie swoistych przeciwciał przeciwko anty-
genom (co najmniej dwukrotny wzrost poziomu prze-
ciwciał swoistych antygenowo) rozpoczyna się u 80% 
zdrowych dorosłych w ciągu 2–3 tygodni po szczepie-
niu. Szczepionka ta wykazuje dużą skuteczność w zapo-
bieganiu inwazyjnym zakażeniom: pneumokokowemu 
zapaleniu opon mózgowo-rdzeniowych i bakteriemii 
u  osób z  prawidłową odpornością (57–85% skutecz-
ności), u osób z współistniejącymi chorobami (65–84% 
skuteczności). Mniejszą skuteczność tej szczepionki 
stwierdzono w zapobieganiu nieinwazyjnemu zapaleniu 
płuc, a brak działania ochronnego przeciw infekcjom 
górnych dróg oddechowych [15, 17]. Ponadto, badania 
prowadzone w Wielkiej Brytanii, wskazują, że użycie 
tych szczepionek u osób starszych jest dyskusyjne ze 
względu na brak dowodów jej skuteczności w zmniej-
szeniu występowania IChP, mimo ich szerokiego sto-
sowania od 2003 roku [91]. 

Szczepionka polisacharydowa, ze względu na zawar-
tość antygenów wielocukrowych, które jako antygeny 
T-niezależne nie indukują u dzieci trwałej odporności 
poszczepiennej i pamięci immunologicznej, nie jest 
skuteczna u dzieci poniżej 2. roku życia, jak również 
cechuje się słabszą immunogennością u dzieci poni-
żej 7–8. roku życia. Wyjątek stanowią antygeny wielo-
cukrowe serotypów 3 i 8, które nawet u małych dzieci 
są skutecznymi immunogenami [3, 17]. 

W grupie dzieci poniżej 2. roku życia, wykazano 
wysoką skuteczność szczepionek drugiej generacji, 
koniugowanych z białkami nośnikowymi o  wysokiej 
immunogenności, jak np. anatoksyna błonicza, ana-
toksyna tężcowa, oczyszczona nietoksyczna odmiana 
toksyny maczugowca błonicy, meningokokowy kom-
pleks białkowy błony zewnętrznej (OMPC – outer 
membrane protein complex). Jest to związane przede 
wszystkim z pobudzaniem odpowiedzi immunolo-
gicznej typu komórkowego, zależnej od limfocytów T, 
które po kontakcie z kompleksami polisacharydowo-
-białkowymi uzyskują zdolność indukowania wzmo-
żonej proliferacji antygenowo swoistych limfocytów B 



STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE – KOLONIZACJA A ROZWÓJ CHOROBY PNEUMOKOKOWEJ 315

oraz dojrzewania komórek pamięci immunologicznej. 
Uważa się, że po szczepieniu szczepionką koniugowaną 
uzyskuje się wyższe miano przeciwciał antyotoczko-
wych klasy IgA oraz IgG w surowicy [63]. Podskórna 
immunizacja myszy wykazała, że najskuteczniejszą 
ochroną przed kolonizacją pneumokokami było indu-
kowanie przeciwciał izotypu IgG2a, charakteryzują-
cych się zdolnością aktywacji dopełniacza [22]. Przy- 
puszcza się, że możliwym mechanizmem chroniącym 
dzieci przed kolonizacją S. pneumoniae uzyskiwanym 
po immunizacji domięśniowej koniugowanymi szcze-
pionkami jest właśnie indukcja przeciwciał aktywują-
cych dopełniacz [11].

Pierwsza koniugowana szczepionka 7-walentna 
(PCV7) została zarejestrowana w 2000 roku (w Polsce 
w 2001) i zawierała wielocukry otoczkowe szczepów 
najczęściej izolowanych z krwi i płynu mózgowo-rdze-
niowego u dzieci poniżej 6 roku życia w Stanach Zjed-
noczonych (4, 6B, 14, 19F, 18C, 23F, 9V) [33]. Badania 
przeprowadzone w Polsce wykazały, że serotypy szcze-
pionkowe PCV7 reprezentują 80–85% szczepów izolo-
wanych z nosogardzieli u zdrowych dzieci do 5. roku 
życia, a także od chorych z inwazyjnymi postaciami 
zakażeń [43, 58, 82, 85, 86].

Ocena efektów szczepień PCV7 na świecie wyka-
zała blisko 98% skuteczność w zapobieganiu IChP 
wywoływanej przez serotypy szczepionkowe u dzieci 
do 5 roku życia oraz zmniejszenie o 55% zapadalność 
na IChP wśród osób po 65. roku życia [7, 8, 95, 99]. 
Nie planowanym pierwotnie efektem szczepień, oka-
zała się redukcja przypadków zapalenia płuc od 18% 
do 25% [9, 46, 102]. Ponadto, u dzieci szczepionych 
zanotowano blisko 60% redukcję przypadków zapale-
nia uszu wywołanych przez serotypy szczepionkowe, 
a  7% redukcję wywołanych przez szczepy nieszcze-
pionkowe [65]. Badania nad skutecznością PCV7 
przeprowadzone w  Finlandii wskazały na zmniej-
szenie wszystkich epizodów ostrego zapalenia ucha 
środkowego o  7%, w tym zmniejszenie tych chorób 
o etiologii pneumokokowej o 34% oraz 57% skutecz-
ność w zmniejszeniu liczby przypadków wywołanych 
przez serotypy zawarte w szczepionce [21]. Zmniejsze-
nie skuteczności szczepienia w stosunku do zapalenia 
ucha środkowego i zapalenia płuc może wskazywać, 
że na ochronę przeciwko chorobom związanym z bło-
nami śluzowymi układu oddechowego mogą wpływać 
jeszcze inne mechanizmy poza obecnością przeciwciał 
przeciwotoczkowych. Obserwowano również znaczne 
obniżenie liczby wizyt dzieci < 2. roku życia związanych 
z ostrym zapaleniem ucha środkowego (do 42,7%) oraz 
redukcję zalecanych kuracji antybiotykowych o około 
41,7% [31]. Stwierdzono, że szczepienie małych dzieci 
wywiera także efekt pośredni, wywołując tzw. odpor-
ność grupową (populacyjną), łącznie u dzieci i u doro-
słych. Szczepionka koniugowana, zapobiegając naby-

waniu nosicielstwa przez dziecko, zmniejsza częstość 
występowania zakażeń inwazyjnych zarówno u dzieci 
nieszczepionych, jak i u dorosłych, głównie w dwóch 
grupach wiekowych: 20–40  lat (rodziców) i powyżej 
60 lat (dziadków). Wynikiem odporności populacyjnej 
było także uzyskanie 40% spadku inwazyjnych zakażeń 
u noworodków i niemowląt do 90. dnia życia [16, 66]. 
Centers of Diseases Control and Prevention (CDC) 
oszacowało, że skuteczność szczepionki koniugowanej 
w Stanach Zjednoczonych w 2/3 przypadków może być 
przypisana właśnie odporności populacyjnej [53].

Jednak, stosowanie PCV-7 na szeroką skalę spowo-
dowało wzrost występowania choroby pneumokoko-
wej wywołanej przez serotypy nieszczepionkowe, np. 
w Stanach Zjednoczonych stwierdzono, że serotypy 3, 
7F i 19A zaczęły dominować jako czynniki etiologiczne 
IChP u dzieci poniżej 5. roku życia [35, 75, 79]. Prawdo-
podobnie z powodu wymiany serotypów wywołujących 
infekcje nie obserwowano znaczącej zmiany w częstości 
IChP w Wielkiej Brytanii [26], czy częstości zapalenia 
opon mózgowo-rdzeniowych we Francji [45].

Aby zwiększyć skuteczność szczepień i ominąć zja-
wisko wymiany serotypów, pojawiły się nowe koniugo-
wane szczepionki zawierające w swym składzie więk-
szą liczbę serotypów. W 2009  roku zarejestrowano 
koniugowaną szczepionkę 10-walentną, zawierającą 
dodatkowo polisacharydy pochodzące serotypów  1, 
5, i 7F pneumokoków, z których 8 jest sprzężonych 
z białkiem D pochodzącym z bezotoczkowych szcze-
pów Haemophilus influenzae. Najnowsza szczepionka 
13-walentna, wprowadzona w lutym 2010 roku, chroni 
przed zakażeniami serotypami 3, 6A i 19A zwiększa-
jąc pulę serotypów 10-walentnej szczepionki, a  tym 
samym obejmując ponad 80% inwazyjnych seroty-
pów pneumokoka w większości regionów świata [38]. 
W  następnych latach spodziewana jest rejestracja 
nowej 15-walentej szczepionki koniugowanej [80]. 
Projektowanie nowych szczepionek zawierających 
coraz to większą liczbę wielocukrowych koniugatów 
jest bardzo drogie w produkcji, co wpływa na wysoką 
cenę szczepionek, a tym samym ogranicza możliwość 
ich stosowania w wielu krajach. Nowe badania prowa- 
dzone na modelach zwierzęcych oraz dotyczące nosi-
cielstwa u  ludzi wskazują, że w ochronie przeciwko 
kolonizacją i wystąpieniem choroby pneumokokowej 
biorą udział nie tylko przeciwciała skierowane prze-
ciwko wielo cukrowej otoczce pneumokoka, ale rów-
nież te powstałe przeciwko antygenom białkowym 
tego drobnoustroju. W związku z  tym przeprowadza 
się badania nad możliwością włączenia jako składni-
ków szczepionki przeciwko S. pneumoniae białek tego 
drobnoustroju, takich jak powierzchniowe białko PspA, 
adhezyna PsaA lub pneumolizyna, czego następstwem 
byłoby uzyskanie odporności na ponad 90 serotypów 
tego drobnoustroju [10].
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7. Podsumowanie

Rozwój choroby pneumokokowej jest wynikiem 
wielokierunkowych i złożonych interakcji patogen-
-organizm gospodarza. Pneumokok posiada wiele 
czynników wirulencji, które mają znaczenie zarówno 
dla kolonizacji nabłonka dróg oddechowych jak i inwa-
zyjności danego szczepu. Warunkiem koniecznym do 
rozwoju choroby jest kolonizacja nosogardzieli przez 
S. pneumoniae i w większości przypadków jest to kolo-
nizacja nowym serotypem. 

Szerokie stosowanie szczepionek koniugowanych 
w niektórych krajach realnie zmniejszyło liczbę przy-
padków IChP powodowanej przez serotypy szczepion-
kowe, ale zaobserwowano wzrost liczby przypadków 
wywoływanych przez serotypy nieszczepionkowe. 
Można przypuszczać, że szczepionka przyszłości będzie 
zawierała jako antygeny pneumokokowe rekombino-
wane białka, które będą wykazywały wysoką immuno-
genność i będą uniwersalne dla wszystkich szczepów 
S. pneumoniae.
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1. Wstęp

Implantacja „elementów obcych” czyli biomateria-
łów do organizmu pacjenta stanowi podstawę leczenie 
na oddziałach urazowo-ortopedycznych. 

Biomateriał to substancja albo kombinacja różnych 
substancji (syntetycznych lub naturalnych), która może 
być użyta w celu uzupełnienia lub zastąpienia tkanek 
narządu ruchu w celu usprawnienia ich funkcji. Może 
więc służyć do wytworzenia implantów, czyli umiesz-
czonych, częściowo lub całkowicie, pod powierzchnią 
nabłonka przyrządów medycznych. Implant pozostający 
przez różny czas w organizmie człowieka, może składać 
się z jednego lub kilku biomateriałów [41, 67, 70].

Stosowanie w ortopedii implantów, różnego rodzaju, 
w wielu przypadkach umożliwia normalne funkcjono-
wanie pacjentów. Infekcje i stany zapalne kości i sta-
wów dotyczą milionów ludzi na całym świecie. U osób 
powyżej 50-tego roku życia tego rodzaju infekcje sta-
nowią ponad połowę wszystkich chorób przewlekłych 
[54]. Dla osób cierpiących np. z powodu zwyrodnienia 
stawu biodrowego, zastąpienie własnego stawu sztucz-
nym czyli wprowadzenie implantu stawu biodrowego 
uwalnia chorego od ogromnych dolegliwości bólowych 
i  daje szansę na poprawę standardu życia [35, 69]. 

Należy jednak pamiętać, o tym że tego rodzaju zabiegi 
niosą ze sobą ryzyko powikłań infekcyjnych.

Częstość powikłań uzależniona jest od rodzaju 
zabiegu. Dane literaturowe pokazują, że po endopro-
tezoplastyce biodra wynoszą poniżej 1% (chociaż nie-
którzy autorzy podają że od 2–3%) [69], po alloplastyce 
kolana poniżej 2%, geoplastyce około 10–40%, operacji 
zespolenia złamania zamkniętego w granicach 8–9% 
a po operacji zespolenia otwartego około 10% [3, 25]. 
Powikłania po zabiegach z pilnych wskazań są częst-
sze (~10%) niż po zabiegach planowanych (0,5–2,5%) 
[24]. W przypadku zabiegów planowanych kwalifikacja 
do zabiegu operacyjnego i badanie chorego odbywają 
się na długo przed (kilka miesięcy) zabiegiem co daje 
możliwość właściwej oceny stanu ogólnego chorego, 
przeprowadzenie odpowiednich konsultacji (reuma-
tologicznej, diabetologicznej itp.) czy wyleczenia ist-
niejących infekcji [69]. Do zabiegu planowanego chory 
jest w stanie się odpowiednio przygotować co zmniejsza 
ryzyko powikłań infekcyjnych.

Co ważne, zakażenia w okolicy wprowadzonych 
implantów ortopedycznych, często wywołane przez 
własną florę organizmu pacjenta, związane są przede 
wszystkim z wytworzeniem struktur biofilmu na po- 
wierzchni biomateriału. Tego typu zakażenia mogą pro-
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wadzić do przedłużonej antybiotykoterapii, reoperacji, 
utraty kończyny a nawet do śmierci pacjenta [7].

Dane literaturowe pokazują, że obecnie grupą bio-
materiałów dość szeroko stosowaną w ortopedii są 
metale i stopy metali: stal austeniczna (głównie chro-
mowo-niklowo-molimbdenowa), tytan i stopy tytanu 
(Ti6Al4V oraz Ti6Al7Nb), czy stopy z pamięcią 
kształtu. Swoje zastosowanie mają również materiały 
kompozytowe, materiały ceramiczne czy materiały 
węglowe (warstwy diamentowe i diamnetowopodobne). 
Dosyć ciekawą grupą materiałów są materiały resor-
bowalne, tzw. polimery resorbowalne [67, 30]. Warto 
zaznaczyć, że podejmowane są próby tworzenia nowych 
biomateriałów, które nie będą podatne na adhezję drob-
noustrojów albo dokonuje się modyfikacji powierzchni 
już tych istniejących z zastosowaniem różnych związ-
ków o działaniu przeciwdrobnoustrojowym [5, 61]. 

2. Zakażenia związane z wytwarzaniem biofilmu

Bakterie przystosowały się do życia na powierzchni 
implantów w wielokomórkowej strukturze otoczonej 
warstwą substancji organicznych i nieorganicznych. 
Obecnie wiele drobnoustrojów jest zdolna do wytwo-
rzenia struktur biofilmu stwarzając sobie idealne 
warunki do bytowania w ustroju gospodarza. Bakterie 
żyjące pod postacią tej „zorganizowanej społeczności” 
chronione są przed mechanizmami obronnymi ustroju 
gospodarza (zaburzone procesy chemotaksji, opsoniza-
cji, fagocytozy, zahamowana blastogeneza komórek B 
i  T) czy penetracją związków o działaniu przeciw-
drobno ustrojowym, szczególnie antybiotyków [43, 62].

Wytworzenie struktury biofilmu zależy w dużej 
mierze od zdolności adhezyjnych drobnoustroju, 
rodzaju biomateriału ale także od integracji implantu 
z tkanką (np. kostną) czyli odpowiedzi organizmu na 
wprowadzony biomateriał. Proces integracji jest zło-
żony i  kilkuetapowy. Ważnym wydaje się adsorpcja 
białek – jak fibronektyna, witronektyna, osteopontyna, 
sialoproteiny kości, trombospontyna, kolagen typu  I 
– na implancie, która zachodzi po kontakcie implantu 
z płynami ustrojowymi. Szczególną rolę odgrywają tutaj 
białka matrix zewnątrzkomórkowego, które umożli-
wiają adhezję osteoblastów i fibroblastów i  znacznie 
wpływają na proces osteointegracji [1, 37]. Niektóre 
drobnoustroje mają zdolność wiązania białek macie-
rzy zewnątrzkomórkowej i  tym samym adherowania 
do biomateriału. Odbywa się więc specyficzny rodzaj 
konkurencji o powierzchnię implantu, która zachodzi 
między osteoblastami, fibroblastami i  mikroorganiz-
mem. Wygrana tych pierwszych doprowadzi do zaha-
mowania adhezji bakterii, wygrana mikroorganizmów 
prowadzi do wytworzenia biofilmu [24, 63], co sprzyja 
utrzymaniu się drobnoustrojów w miejscu zakażenia 

i może zaburzyć proces osteointegracji (tworzenie połą-
czeń kość – powierzchnia implantu) [4, 71].

Tworzenie bioflmu to proces złożony, zapoczątko-
wany przyleganiem bakterii do „sztucznej powierzchni”. 
Pierwszy, odwracalny etap adhezji zapoczątkowany 
jest zbliżaniem się drobnoustrojów do biomateriału na 
odległość mniejszą niż 1 nm. Biorą w nim udział siły 
fizyczne, hydrofobowe, napięcia powierzchniowego czy 
wiązania van der Waalsa [6, 14]. W „fazie unierucho-
mienia” – drugi, nieodwracalny etap – zachodzi wią-
zanie zewnątrzkomórkowych struktur bakterii z odpo-
wiednimi białkowymi receptorami komórkowymi. 
W kolejnych fazach następuje pobudzenie zaadherowa-
nych mikroorganizmów do rozmnażania (trzeci etap) 
i wytwarzanie zewnątrzkomórkowego śluzu (czwarty 
etap) czyli substancji o  charakterze polimerów, co 
w  konsekwencji prowadzi do wytworzenia struktur 
biofilmu [6, 73]. Niektóre mikroorganizmy opuszczają 
utworzony biofilm, kolonizują inną powierzchnię dążąc 
do wytworzenia struktur biofilmu w zupełnie innym, 
nowym miejscu [6], co może prowadzić do zakażeń 
narządowych i ogólnoustrojowych [43].

Infekcje okołoprotezowe i wytworzenie struktur 
biofilmu mogą doprowadzić do procesu obluzowania 
protezy, będący konsekwencją osteolizy tkanki kostnej 
w  najbliższym sąsiedztwie biomateriału [64]. Za taki 
stan odpowiedzialne są zaktywowane, przez cytokiny, 
osteoklasty. W ich aktywacji ważną rolę odgrywają, mię-
dzy innymi, wydzielane w odpowiedzi na infekcję bakte-
ryjną interleukina-1 czy czynnik martwicy nowotworów 
[64]. Istotne są również wydzielane przez drobnoustroje 
substancje, szczególnie zewnątrzkomórkowe (LPS, leu-
kotoksyny, cytolizyny), które poprzez oddziaływanie na 
komórki układu immunologicznego ustroju gospodarza 
mogą doprowadzić do zapalnego procesu ropnego [64]. 

Postępujące zakażenie w okolicy implantu może 
niszczyć kość w miejscu kontaktu z  implantem, naj-
częściej poprzez rozwój ziarniny zapalnej [24]. 

Najczęstsze objawy infekcji toczącej się w okolicy 
wprowadzonego biomateriału to ból stawu, obecna 
treść ropna i stan zapalny tkanek w okolicy implantu, 
obecność przetoki, gorączka, w badaniu RTG widoczne 
obluzowanie [63]. Czasami jedynym objawem jest ból 
stawu czy obluzowanie protezy [27]. Septyczne obluzo-
wanie protezy wydłuża proces leczenia, może doprowa-
dzić do wymiany lub usunięcia endoprotezy, amputacji 
kończyny czy nawet śmierci pacjenta [64].

3. Czynniki ryzyka powikłań infekcyjnych
 związane ze stosowaniem biomateriałów

Częstość zakażeń mających związek ze stosowaniem 
biomateriałów zależy w dużej mierze od czynników 
zależnych od pacjenta ale również z wykonywanym 
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zabiegiem, a tu szczególnie istotne są właściwe przy-
gotowanie pacjenta (głównie pola operacyjnego) przed 
zabiegiem, oraz właściwe przygotowanie operatora [38].

3.1. Czynniki związane z pacjentem

Nie bez znaczenia jest ogólny stan fizjologiczny 
pacjenta (waga, wiek, niedożywienie lub otyłość, palenie 
papierosów). Zmniejszona wydolność układu immu-
nologicznego u osób starszych (powyżej 65 roku życia) 
sprzyja zakażeniom. Podobnie wpływa stan odżywie-
nia i waga pacjenta: niedożywienie czy otyłość czynią 
organizm bardziej podatny na powikłania infekcyjne 
poprzez zaburzoną syntezę kolagenu i białek biorących 
udział w mechanizmach odpornościowych ustroju 
gospodarza [59]. Skąpe unaczynienie tkanki tłuszczowej 
uwalniającej cytokiny prozapalne sprzyja zakażeniom 
jak również niski poziom albuminy w surowicy będący 
wyznacznikiem ciężkiego niedożywienia [23]. 

Istotne są również choroby towarzyszące, takie jak 
zaburzenia metaboliczne. Cukrzyca trzykrotnie zwięk-
sza ryzyko zakażenia [8, 23]. Kontrola poziomu cukru 
w  trakcie zabiegu operacyjnego może być kluczowa 
dla zapobiegania powikłaniom infekcyjnym [8]. James 
i  wsp. wykazali, że otyłość jak i cukrzyca zwiększają 
ryzyko infekcji okołoprotezowych. Badacze zanalizo-
wali 7181 przypadków operacji pierwotnej wymiany 
stawu biodrowego i kolanowego przeprowadzonych 
z  powodu choroby zwyrodnieniowej stawów. Czę-
stość infekcji okołoprotezowych była większa u osób 
z nadwagą (4,66%) w porównaniu do osób z normalną 
masą ciała (0,37%). Zaobserwowano także, że u osób 
z przedoperacyjnym poziomem glukozy ≥ 6,9 mmol/L 
tego rodzaju infekcje występowały częściej niż u osób 
z  poziomem glukozy < 6,9 mmol/L [28]. Cukrzyca 
zdiag nozowana podczas zabiegu operacyjnego około 
dwukrotnie zwiększała ryzyko infekcji, przy czym 
częś ciej infekcje występowały u pacjentów poddanych 
wymianie stawu kolanowego niż biodrowego [28].

Choroby nowotworowe, leczenie immunosupre-
syjne czy inne choroby zaburzające funkcjonowa-
nie układu immunologicznego osłabiają znacznie 
odporność ustroju gospodarza [59]. Ponadto wyżej 
wymienione choroby mogą zmieniać stan odżywienia 
komórek (w okolicy rany) częściowo przez obniżenie 
perfuzji tkankowej [59]. Obniżenie ciśnienia parcjal-
nego tlenu w  tkankach (poniżej 30 mmHg) sprzyja 
rozwojowi zakażenia poprzez osłabienie aktywności 
makrofagów i leukocytów [38].

Powikłaniom sprzyjają choroby reumatoidalne 
(reumatoidalne zapalenie stawów), choroby tkanki 
łącznej czy naczyń włosowatych. Nie bez znaczenie są 
również niewydolność wątroby czy nerek [3]. Endo-
protezoplastyka u pacjentów w schyłkowej niewydol-
ności nerek wiąże się z dużym ryzykiem powikłań co 

wynika z  zaburzeń wodno-elektrolitowych, zaburzeń 
metabolicznych, towarzyszących chorób układu krą-
żenia i zaburzonym funkcjonowaniu układu immuno-
logicznego czyli większej podatności na infekcje [60]. 

Palenie tytoniu zaburza funkcjonowanie układu 
immunologicznego, zarówno mechanizmów odpor-
ności humoralnej jak i komórkowej. Należy pamiętać 
o  tym, że choroby przewlekłe, będące konsekwencją 
długotrwałego palenia, zwiększają ryzyko różnych 
powikłań (układu krążenia, nerwowego, oddechowego), 
mogą także zaburzyć proces gojenia się ran [46], głów-
nie poprzez obniżoną zdolność hemoglobiny do przeno-
szenia tlenu [23]. Palenie papierosów zwiększa częstość 
infekcji ran pooperacyjnych pacjentów oddziałów orto-
pedycznych (po zabiegach operacyjnych) w porówna-
niu do osób niepalących [46], osoby palące są bardziej 
podatne na zakażenia bakteryjne i wirusowe [57]. Abs-
tynencja w paleniu papierosów przed zabiegiem opera-
cyjnym obniża ryzyko powikłań infekcyjnych [23]. 

Nasell i wsp. przeprowadzili analizę częstości powi-
kłań infekcyjnych pacjentów (906) poddanych lecze-
niu operacyjnemu z powodu ostrego złamania kostki. 
Podział pacjentów na palących i niepalących pokazał 
sześciokrotnie wyższe prawdopodobieństwo wystąpie-
nia zakażenia rany po zabiegu operacyjnym u palaczy 
[40]. Lubbeke i wsp. wykazali silny związek pomiędzy 
paleniem papierosów i rewizją po całkowitej endo-
protezoplastyce stawu biodrowego. Autorzy przyjmu-
jąc dwa kryteria: rodzaj endoprotezy (z  metalowym 
i ceramiczno-polietylenowym łożyskiem) oraz palenie 
papierosów, wykazali, że rewizja w przypadku endopro-
tez z metalowym łożyskiem była 4x wyższa u palaczy 
w porównaniu do pacjentów niepalących. Wykazano 
wysoką zależność pomiędzy paleniem a uszkodzeniem 
endoprotezy ale tylko z metalowy łożyskiem. Takiej 
zależności nie wykazano w przypadku łożyska cera-
miczno-polietylenowego [34]. 

Ogromny wpływ na zakażenia po wprowadzeniu 
ciała obcego mogą mieć infekcje toczące się w orga-
nizmie pacjenta np. zakażenie układu moczowego, 
infekcje zębów, dziąseł, zatok, skóry. Może dojść do 
translokacji drobnoustrojów i wywołania zakażenia 
w miejscu operowanym, nawet jeżeli infekcja dotyczy 
narządu odległego od rany operacyjnej [66]. Bardzo 
niebezpieczne są procesy przewlekłe toczące się w oko-
licy skóry kończyn, które to niszcząc barierę ochronną, 
jaką jest skóra, stanowią wrota wnikania dla drobno-
ustrojów bytujących na skórze ale także tych pochodzą-
cych ze środowiska [69]. Jeśli podczas zabiegu operacyj-
nego doszło do uszkodzenia przedwęzłowych naczyń 
chłonnych, transportowane, do okolicznych węzłów 
chłonnych, wraz z chłonką, drobnoustroje są „zagro-
żeniem” dla implantu [69].

Nosicielstwo S. aureus w przedsionku nosa ma zna-
czenie w pooperacyjnych powikłaniach. Szacunkowo 
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ocenia się, że w Polsce 20–40% populacji to nosiciele 
S. aureus, wśród personelu medycznego odsetek ten jest 
jeszcze większy i może sięgać nawet 90% [66]. 

Chorzy u których stwierdzono obecność gronkowca 
złocistego w przedsionku nosa muszą być poddani era-
dykacji S. aureus z zastosowaniem maści mupirocyno-
wej, a każda infekcja powinna być wyleczona.

Kolonizacja szczepami szpitalnymi (przy długiej 
hospitalizacji) może mieć istotny wpływ na zakażanie. 
Skóra jest podatna na osiedlanie się flory przejściowej 
co w przypadku „układu” pacjent-środowisko szpi-
talne może mieć kluczowe znaczenie. Bakterie wcho-
dzące w skład flory przejściowej, a pochodzące ze śro-
dowiska szpitalnego, są oporne na antybiotyki, często 
wielo oporne. Źródłem drobnoustrojów są, w tym przy-
padku głównie środowisko ale także personel czy inni 
pacjenci. Już po 48 h skóra chorego jest kolonizowana 
przez drobnoustroje środowiska szpitalnego a ryzyko 
wystąpienia zakażenia wzrasta wraz z wydłużeniem się 
czasu pobytu pacjenta w szpitalu przed zabiegiem [59].

Pedersen i wsp. analizując czynniki ryzyka infekcji 
po endoprotezoplastyce stawu biodrowego wykazali 
zwiększoną częstości infekcji u  mężczyzn. Często ze 
względu na większy stopień urazu chirurgicznego i mar-
twicy tkanek mężczyźni są bardziej narażeni na infekcję 
aniżeli kobiety. Współistnienie u mężczyzn takich cho-
rób jak udar, choroby wątroby, cukrzyca, rak zwiększa 
ryzyko zakażenia protezy stawu biodrowego [48]. 

3.2. Czynniki związane z zabiegiem operacyjnym 

Niewątpliwie bardzo istotnym czynnikiem mającym 
wpływ na zakażenia jest właściwe, lub bardziej nale-
żałoby powiedzieć, niewłaściwe przygotowanie pola 
operacyjnego. 

Częstymi czynnikami etiologicznymi zakażeń zwią-
zanych z wprowadzeniem biomateriałów są drobno-
ustroje wchodzące w skład flory fizjologicznej pacjenta, 
zarówno stałej jak i wspomnianej wcześniej flory przejś-
ciowej. S. epidermidis wiedzie tutaj prym i wymieniany 
jest jako jeden z najczęstszych czynników etiologicznych 
tego typu zakażeń. Skórę człowieka pokrywają drob-
noustroje w ilości 102–106 kom/cm2. Bakterie tlenowe 
i  względnie beztlenowe pokrywają warstwę rogową 
naskórka, bakterie beztlenowe dominują w  głębszych 
warstwach mieszków włosowych i gruczołów łojowych. 
Antyseptyka skóry jest konieczna ponieważ doprowa-
dza do zmniejszenia liczby drobnoustrojów ale należy 
pamiętać o tym, że nie usunie stałej flory pacjenta cał-
kowicie. Proces odnowy flory fizjologicznej skóry może 
stanowić problem przy zabiegach długotrwałych, wie-
logodzinnych, z którymi często mamy do czynienia na 
oddziałach ortopedycznych [66, 39] 

Dzień przed zabiegiem i w dniu operacji pacjent 
powinien zażyć kąpieli całego ciała z zastosowaniem 
preparatów do dezynfekcji skóry [45].

Czynnikiem sprzyjającym zakażeniom może być 
zbyt wczesne mechaniczne usuwanie owłosienia przed 
zabiegiem operacyjnym [59]. Jest ono konieczne, może 
jednak sprzyjać wnikaniu drobnoustrojów obecnych na 
skórze pacjenta czy z rąk personelu poprzez tworzenie 
mikrouszkodzeń skóry. Sprzyja także rozwojowi zakażeń 
skóry. Usuwanie owłosienia powinno się odbyć w dniu 
zabiegu, tuż przed operacją. Im więcej czasu minie od 
momentu usunięcia owłosienia do wykonania zabiegu 
operacyjnego tym ryzyko zakażenia będzie większe (tuż 
przed operacją – ryzyko zakażenia rzędu 3%; więcej niż 
24 h przed zbiegiem operacyjnym – ryzyko zakażenia 
20%) [8]. Niektórzy autorzy zamiast golenia, zalecają 
depilację (najlepiej chemiczną) lub strzyżenie [59]. 

Właściwe „przygotowanie operatora” do zabiegu 
operacyjnego, a szczególnie mycie chirurgiczne rąk, to 
kolejna ważna kwestia w temacie zakażeń. Dłonie ope-
ratora to ważne „źródło” drobnoustrojów wywołują-
cych zakażenia miejsca operowanego, dlatego zbyt krót-
kie i niewłaściwe mycie rąk zwiększa ryzyko zakażenia 
[8]. Chirurgiczne mycie rąk powinno być prowadzone 
najlepiej z użyciem alkoholowego płynu do dezynfekcji 
rąk o przedłużonym działaniu.

Ponieważ szacunkowo 25% rękawiczek ulega roz-
szczelnieniu już po 20 minutach trwającego zabiegu 
operacyjnego, według WHO, należy również zmieniać 
rękawiczki w trakcie operacji po 2–3 godzinach [38, 8]. 

Zabieg operacyjny, szczególnie długotrwały, pod-
wyższa ryzyko zakażenia tym bardziej jeżeli towarzyszy 
temu utrata dużej ilości krwi. Tkanka niedotleniona, 
martwicza to idealne miejsce do namnażania się drob-
noustrojów, szczególnie beztlenowych [59, 72]. Poza 
tym wraz z  wydłużaniem się czasu trwania zabiegu 
operacyjnego rośnie ryzyko zanieczyszczenia rany 
drobnoustrojami [59], które mogą pochodzić, np. z sali 
operacyjnej (system klimatyzacyjny może być źródłem 
drobnoustrojów), od operatorów i  innych członków 
wchodzących w skład zespołu operującego (nie bez 
znaczenia jest ilość osób na sali operacyjnej) czy narzę-
dzi chirurgicznych (np. nóż chirurgiczny) [23, 63, 64].

Warto może zaznaczyć, że dostanie się drobnoustro-
jów na ranę nie jest równoznaczne z infekcją ale tylko 
wtedy kiedy prawidłowo działa układ immunologiczny. 
Zaburzone funkcjonowanie mechanizmów obronnych 
ustroju gospodarza może doprowadzić do rozwinięcia 
pełnoobjawowego zakażenia [69].

4. Podział zakażeń wokół implantów 

Zakażenia ujawniające się do miesiąca od zabiegu 
operacyjnego określamy mianem wczesnych (ostrych), 
ujawniające się do 2 lat od zabiegu – późnych (przewle-
kłych), natomiast te które ujawniają się powyżej 2 lat od 
zabiegu operacyjnego określane są jako późne, krwiopo-
chodne [4, 66]. Za zakażenia wczesne odpowiedzialne 
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są drobnoustroje pochodzące najczęściej ze środowiska, 
zanieczyszczające implanty (np. endoprotezę czy śruby 
do zespolenia kości) w trakcie trwającego zabiegu ope-
racyjnego (zakażenia egzogenne, zewnątrzpochodne). 
Za zakażenia późne często odpowiedzialne są drobno-
ustroje pochodzące z innych ognisk infekcji organizmu 
człowieka, np. infekcji układu moczowego (zakaże- 
nia endogenne, wewnątrzpochodne). Infekcje późne, 
krwiopochodne często ujawniają się po długim czasie 
odpowiedniego funkcjonowania implantu [4].

Podział na zakażenia ostre, przewlekłe i powolne 
(późne) opiera się na nasileniu objawów klinicznych 
podczas zakażenia [4]. Infekcja późna to rodzaj zaka-
żenia przewlekłego (słabo zaznaczone objawy kliniczne 
infekcji) z  objawami powolnego obluzowania endo-
protezy [66]. Zakażenie wczesne charakteryzuje się 
dobrze zarysowanymi objawami (przetoka drenująca, 
rozejście się rany, zaburzone gojenie rany, ból stawu, 
podwyższona temperatura) i na ogół nie jest trudne 
do rozpoznania. W przeciwieństwie do zakażeń o cha-
rakterze przewlekłym, w którym, z powodu zmienio-
nego metabolizmu bakterii bytujących w strukturze 
biofilmu, objawy są nietypowe, niespecyficzne a także 
słabo zaznaczone (np. ból stawu) [27, 66]. 

5. Najczęstsze czynniki etiologiczne zakażeń
 związanych ze stosowaniem biomateriału

Tego typu infekcje najczęściej wywołane są przez 
drobnoustroje wchodzące w skład flory fizjologicznej 
skóry: gronkowce, zarówno CNS (przede wszystkim 
S. epidermidis) jak i S. aureus dominują – ogółem są 
przyczyną 50–70% tego typu infekcji [3]. 

Gronkowce koagulazoujemne są przyczyną ok. 40% 
zakażeń związanych ze stosowaniem endoprotez a S. au- 
reus odpowiada za 10–20% tego rodzaju infekcji [63].

Za około 20% zakażeń odpowiadają paciorkowe 
(głównie β-hemolityczne), 15–20% pałeczki Gram-
-ujemne z rodziny Enterobacteriaceae (E. coli, Proteus 
spp., Klebsiella spp.) a także P. aeruginosa. Inne drobno-
ustroje: Corynebacterium spp., Enterococcus spp., Bacil-
lus spp., Propionbacterium spp. izolowane są znacznie 
rzadziej (ok 7–10% zakażeń) [27].

Za 1% infekcji okołoprotezowych odpowiadają 
grzyby [59]. Od 4–27% zakażeń może być wywołana 
jednocześnie przez różne drobnoustroje (charakter 
mieszany) [63].

5.1. Staphylococcus aureus, Staphylococcus epider-
 midis i inne CNS

Za ogromne zdolności adhezyjne gronkowców, 
czyli pierwszy etap tworzenia biofilmu, odpowiadają 
związane kowalencyjnie z peptydoglikanem białka 

powierzchniowe określane mianem MSCRAMM 
(Microbial surface components recognizing adhesive 
matrix molecules). Umożliwiają one adhezję gron-
kowców do białek macierzy komórkowej gospodarza 
(fibronektyny, fibrynogenu, elastyny, kolagenu i witro-
nektyny) [18, 55]. Ponieważ biomateriał w  ustroju 
gospodarza zostaje pokryty przez białka pochodzące 
z osocza lub tkanki łącznej [18] a białka MSCRAMM, 
mają zdolność wiązania białek ECM (extracellular 
matrix proteins) możliwa jest adhezja do biomateriału 
[18, 43]. Dobrze poznanym białkiem MSCRAMM 
u gronkowców jest białko wiążące fibrynogen (SdrG 
u S. epidermidis i ClfA u S. aureus) [36], białko wiążące 
kolagen (SdrF) u S. epidermidis [18] oraz białko wią-
żące fibronektynę (FnBPA i FnBPB u S. aureus, Embp 
u S. epidermidis) [10, 21, 22]. 

SdrG (119 kDa) i ClfA (118 kDa) inicjują przylega-
nie do powierzchni opłaszczonych fibrynogenem [18]. 
SdrG ma dodatkowo zdolność do agregacji płytek krwi 
[18]. Domena A tego białka składa się z trzech poddo-
men N1, N2 i N3 a rejon wiążący ligand znajduję się 
między domeną N2 i N3. Białko wiążące fibrynogen 
(SdrG/Fbe) S. epidermidis łączy się z łańcuchem β fibry-
nogenu według mechanizmu „dock, lock and lach” [58]. 
ClfA u S. aureus składa się również z trzech poddomen 
(N1, N2 i N3), domeny N2N3 odpowiadają za wiąza-
nie fibrynogenu. Nie wiadomo jaka jest struktura i rola 
poddomeny N1. McCormac i wsp. przypuszczają, że 
poddomena ta wpływa na transport i powierzchniową 
lokalizację ClfA [36]. 

SdrF, składa się z wiążącej ligand domeny A oraz 
z  domeny B. W domenie A podobnie jak u  wyżej 
wymienionych białek można wyróżnić 3 poddo-
meny, a miejsce wiążące ligand znajduje się na dome- 
nie N2 [2]. 

FnBPA i FnBPB promują tworzenie biofilmu przez 
niektóre metycylinooporne szczepy S. aureus [21, 22]. 
U białek wiążących fibronektynę stwierdzono podobną 
budowę jak u ClfA, i również wiązanie z  odpowied- 
nim ligandem odbywa się z udziałem poddomeny N2 
i N3 [22].

U S. epidermidis stwierdzono obecność białka wią-
żącego fibronektynę Embp. Jest to duże białko, 420 kDa, 
które bierze udział w pierwszym etapie tworzenia bio-
filmu, ale także chroni S. epidermidis przed fagocytozą 
w makrofagach [10, 49]. Udział tego białka w tworzeniu 
biofilmu i dodatkowo ochrona przed mechanizmami 
obronnymi ustroju gospodarza czyni to białko ważnym 
markerem chorobotwórczości w zakażeniach związa-
nych z wprowadzeniem implantów. Christner i  wsp. 
odkryli, że izoforma Embp wiąże fibronektynę, a także 
może zapoczątkować akumulację biofilmu przez ica-
ADBC i aap-negatywne izolaty [18].

W proces tworzenia biofilmu gronkowców oprócz 
wyżej wymienionych białek zaangażowane są również 
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inne adhezyny. Między innymi: białka SSP-1 i  SSP-2 
(Staphylococcal Surface Proteins) [20], adhezyna AtlE 
(autolisyn E), adhezyna Aae (autolysin/adhesin Aae) 
[49, 43]. Autolizyna AtlE, o  masie 140 kDa, wiąże 
witronektynę [74, 53] i reguluje pierwszy etap adhezji. 
Mechanizm działania związany jest najprawdopodob-
niej z oddziaływaniem hydrofobowym z powierzchnią 
nieożywioną [6]. Adhezyna ta składa się z powtarzal-
nej sekwencji aminokwasów i  zawiera dwie domeny, 
amidazową i N-acetyloglukoamidazową, o aktywności 
enzymatycznej [6]. 

Istotną rolę podczas kolonizacji powierzchni bio-
materiałów przez gronkowce odgrywa śluz wytwarzany 
przez te drobnoustroje [73, 19]. Śluz chroni również 
drobnoustroje przed mechanizmami ochronnymi 
ustroju gospodarza, umożliwiając przeżycie gronkow-
ców w zakażonym organizmie [73] (Rys. 1).

nia biofilmu u których nie wykryto obecności genów 
operonu ica [33]. Przypuszcza się że, u takich szczepów 
(ica-negatywnych) w tworzenie biofilmu na tym etapie 
zaangażowane są białko Aap (accumulation-associated 
protein) u  S. epidermidis i  jego „odpowiednik” SasG 
(Staphylococcus aureus surface protein G) u S. aureus. 
Wydaje się, że białka te przejmują funkcję PIA [33].

Białko Aap, o masie 220-kDa zawiera N-terminalną 
domenę B i domenę A i najprawdopodobniej odgrywa 
rolę w zapoczątkowaniu adhezji lub we wczesnym eta-
pie dojrzewania biofilmu [18]. Może o tym świadczyć 
fakt, że przy zastosowaniu poliklonalnych przeciwciał 
anty-Aap w stosunku do wzorcowego szczepu S. epi-
dermidis RP62A, produkującego PIA, zaobserwowano 
zahamowanie w 87% tworzenia biofilmu [18]. SasG, 
odpowiednik białka Aap u S. aureus promuje tworze-
nie biofilmu niezależnie od PIA i najprawdopodob- 
niej odgrywa rolę w fazie akumulacji a nie w fazie 
przylegania [21].

Tworzenie biofilmu i akumulację, przy nieobec ności 
PIA, może indukować również białko Bap (biofilm-
-associated protein) lub jego homolog Bhp (biofilm-
-associated protein homolog). Obecność białka Bap 
stwierdzono u szczepów S. aureus izolowanych od krów 
z mastitis, natomiast obecność BhP udało się wykazać 
u szczepów S. epidermidis pochodzących od ludzi [33]. 
Wykazano, że białko Bhp indukuje tworzenie biofilmu 
i  akumulację przy nieobecności PIA [18, 49]. Warto 
dodać, że białko Aap wytwarzane jest przez prawie 90% 
szczepów S. epidermidis, podczas gdy białko Bhp przez 
około 15–45% izolatów [18].

Ważne dla odpowiedniego funkcjonowanie bio-
filmu, za przebieg wielu procesów metabolicznych 
drobnoustrojów tworzących biofilm odpowiedzialne 
są autoinduktory (cząsteczki sygnałowe) dzięki którym 
drobnoustroje „porozumiewają” się ze sobą. Swobodna 
dyfuzja cząsteczek sygnałowych między komórkami 
bakteryjnymi pozwala na komunikację ale również na 
określenie liczebności komórek w biofilmie. Takie zja-
wisko określane jest w literaturze jako QS – quorum 
sensing i  polega na uzależnieniu ekspresji genów od 
zagęszczenia, czyli liczebności komórek drobnoustro-
jów w populacji [6, 32]. Rolę cząsteczek sygnalizacyj-
nych u  bakterii G-dodatnich, w tym u  gronkowców, 
pełnią oligopeptydy. Gronkowiec złocisty może „wyko-
rzystywać” wyżej wymieniony mechanizm, między 
innymi, do regulowania wytwarzanie białka wiążącego 
kolagen i białka wiążącego fibronektynę. Ważne wydają 
się tu dwa loci regulatorowe: system agr (accessory gene 
regulator) i system sar (staphylococcal accessory gene 
regulator) [31].

Istotne są również dwuskładnikowe systemy regu-
lacyjne odpowiedzialne za komunikację pomiędzy 
komórkami drobnoustrojów. Nie do końca poznano 
mechanizmy działania wszystkich tych systemów ale 

W procesie akumulacji (druga faza tworzenia bio-
filmu) i produkcji śluzu przez gronkowce ogromną 
rolę odgrywa polisacharydowy antygen PIA (polisac-
charide intercellular antigen) – produkt ekspresji ope-
ronu icaADBC [17, 44]. Ekspresja genów icaA, icaD 
oraz icaC jest konieczna dla syntezy polisacharydowego 
antygenu [16]. PIA to β-1,6-glukozaminoglikan zbu-
dowany z  130  reszt β-1,6-N-acetylo-D-glukozaminy 
(β-1,6-GlcNAc) oraz ze składających się na frakcję 
anionową nieacetylowane reszty D-glukozaminy (fosfo-
ranu i reszty bursztynianu) [6]. Antygen ten odpowiada 
między innymi za elektrostatyczne interakcje pomię-
dzy bakteriami i wydaje się, że jego rola jest kluczowa 
w tworzeniu biofilmu gronkowcowego ale nie zawsze 
konieczna. Jak pokazują badania niektórych autorów, 
kliniczne szczepy S. epidermidis, odpowiedzialne za 
zakażenia związane z tworzeniem biofilmu, tylko 
w 33–52% są icaADBC pozytywne [50, 56]. W litera-
turze opisano także szczepy S. aureus zdolne do tworze-

Rys. 1. Biofilm S. epidermidis utworzony na tytanowym wkręcie 
do kości korowej. Mikroskop elektronowy (powiększenie 5000x).
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ich rola w tworzeniu biofilmu wydaje się bezsporna. 
U S. aureus odkryto 17 takich systemów, a najważniej-
sze z nich to: ArlRS, GraRS, WalKR, LytSR i SaeRS. Ten 
ostatni wykryto również u S. epidermidis [42].

5.2. Pseudomonas aeruginosa

U pałeczek Pseudomonas aeruginosa w pierwszym 
etapie tworzenia biofilmu, czyli przylegania do po - 
wierzchni, ważną rolę odgrywa zdolność ruchu tych 
drobnoustrojów. Zmiany w genach kodujących ruch 
skut kują trudnościami w tworzeniu struktur biofilmu 
– szczepy z defektem poruszania się nie są wstanie two-
rzyć warstwy pojedynczych komórek (monolayer) na 
powierzchni. W początkowej fazie tworzenia biofilmu 
biorą również udział fimbrie, szczególnie typu I i  IV 
[6]. Najprawdopodobniej zdolność ruchu wynikająca 
z obecności rzęsek, ma znaczenie w promowaniu adhe-
zji a obecność fimbrii typu IV jest kluczowa dla mię-
dzykomórkowej agregacji [16].

Głównym składnikiem egzopolisacharydu pałeczek 
ropy błękitnej jest kwas alginianowy (β-1,4-Dman nu - 
ronowy) oraz C-5 epimer kwasu guluronowego. Wytwa- 
 rzanie kwasu alginianowego pozostaje pod kontrolą 
genu algACD. Gen algC jest kluczowy w  produkcji 
kwasu alginianowego, jego aktywacja odbywa się pod-
czas tworzenia biofilmu na fazie stałej [13, 16]. Proces 
aktywacji rozpoczyna już się 15 minut po osadzeniu 
pałeczek na stałej powierzchni, rośnie w ciągu kolej-
nych 2  godzin i następnie zaczyna spadać. Ekspresja 
genu algC u tych pałeczek P. aeruginosa które tworzą 
biofilm jest znacznie większa, prawie dziewiętnaście 
razy, w porównaniu do pałeczek które występują w for-
mie planktonowej [13, 16]. Te pałeczki ropy błękitnej 
u których nie dochodzi do ekspresji wyżej wymienio-
nego genu posiadają większą zdolność oddzielenia się 
od struktury biofilmu [6, 16]. 

Na dojrzewanie biofilmu u tych pałeczek mają 
wpływ acylowane laktony homoseryny, których wytwa-
rzanie pozostaje pod kontrolą genów lasI. Szczepy 
P. aeruginosa z mutacją w genach lasI nie są zdolne do 
wytworzenia właściwych struktur biofilmu. Synteza 
pozakomórkowej cząsteczki sygnałowej N-(3-okso-
dodekanylo)-laktonu homoseryny (3-okso-C12-AHL) 
pozostaje pod kontrolą produktów genu lasI. Gdy 
w środowisku pałeczek P. aeruginosa stężenie laktonu 
rośnie zostaje on pobrany przez bakterie i połączony 
z 3-okso-C12-AHL z aktywatorem transkrypcji LasR.

Działanie systemu składającego się z białka regu-
latorowego RhIR i autoinduktora N-butyrylolaktonu 
homoseryny (C4-AHL) oparte jest na takiej samej 
zasadzie – gdy stężenie cząsteczki C4-AHL będzie 
odpowiednio wysokie nastąpi jej wnikanie do komórki 
i połączenie z aktywatorem transkrypcji (Rhl).

W obu przypadkach połączenie z aktywatorem 
transkrypcji doprowadza do powstania kompleksów, 
które mają zdolność aktywowania ekspresji wielu genów 
u pałeczek P. aeruginosa [6]. 

5.3. Propionibacterium acnes

Zakażenia wywołane przez P. acnes, który stanowi 
florę fizjologiczną skóry (występują w miejscach boga-
tych w gruczoły łojowe: czoło, skrzydełka nosa, klatka 
piersiowa, plecy) dotyczą głównie młodych ludzi u któ-
rych drobnoustrój ten odpowiedzialny jest za zapalenie 
mieszków włosowych, czyli trądzik pospolity. Coraz 
częściej mówi się o tym, że jest to również ważny czyn-
nik etiologiczny zakażeń związanych ze stosowaniem 
biomateriałów [66]. 

W 2003 roku wykazano, że ta beztlenowa pałeczka, 
może tworzyć biofilm, zarówno in vivo jak i in vitro, 
i że komórki w strukturze biofilmu są bardziej oporne 
na antybiotyki aniżeli te występujące w formie plank-
tonowej [52]. Większe zdolności do produkcji bio-
filmu obserwuje się w przypadku tych szczepów, które 
pochodzą z głębokich zakażeń inwazyjnych, aniżeli 
tych pochodzących ze skóry od zdrowych osób [26]. 
Obecnie niewiele wiadomo na temat mechanizmów, 
genów i czynników mających wpływ na jego tworze-
nie, niewiele wiadomo również na temat składu che-
micznego utworzonej struktury biofilmu. Aktywność 
enzymatyczna P. acnes wpływa znacznie na proces 
kolonizacji a  także rozprzestrzeniania się procesu 
chorobowego. Ważną rolę w tym względzie odgrywa 
między innymi lipaza, której zwiększone wytwarzanie 
stwierdzono w fazie wzrostu biofilmu [11, 26, 66]. Poza 
tym u P. acnes stwierdzono obecność genów kodujących 
UDP-N-acetylo-glukozaminy-2-epimerazy i  glikozy-
lotransferazy a wiedząc, że biofilmy różnych drobno-
ustrojów w większości składają się z węglowodanów 
można przypuszczać, że geny te u Propionibacterium 
mają udział w tworzeniu biofilmu [26]. 

Badania pokazują, że jak w przypadku innych 
dro bnoustrojów tak i tutaj zdolność tworzenia bio-
filmu związana jest ze składem podłoża wzrostowego. 
Pozwala to przypuszczać, że aktywacja genów odpowie-
dzialnych za wytwarzanie składników biofilmu i w tym 
przypadku podlega wpływom środowiska [26]. Wyka-
zano również, że osocze ludzkie działa hamująco na 
tworzenie biofilmu przez P. acnes. Jaki jest tego mecha-
nizm i które składniki osocza ludzkiego mają działanie 
hamujące pozostaje pod znakiem zapytania.

5.4. Streptococcus pyogenes

Zdolności adhezyjne paciorkowców w dużej mie- 
rze wynikają z budowy ściany komórkowej tych drob-
noustrojów. Obecność w ścianie komórkowej kwasu 
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lipotejchojowego, który odgrywa ważną rolę w  fizjo- 
logii bakterii i właściwym ich „funkcjonowaniu”, przy-
czynia się również do nadania im hydrofobowych właś-
ciwości powierzchni, co jak wiadomo ma znaczenie 
w adhezji do struktur zarówno ożywionych jak i nie-
ożywionych [65]. 

Istotne są również inne, ważne komponenty ścia-
 ny komórkowej tych drobnoustrojów czyli białka 
powierzchniowe. U Streptococcus pyogenes, najważ-
niejszego czynnika etiologicznego zakażeń u ludzi z tej 
grupy paciorkowców [65, 66], określane są one częstą 
mianem – rodzina białek M [12]. Najważniejszą rolę 
odgrywa tutaj białko M, kodowane przez gen emm, 
typowo-swoiste białko występujące przede wszystkim 
u szczepów zjadliwych. Przez niektórych uważane za 
najważniejszy wyznacznik chorobotwórczości S. pyoge-
nes. Białko to o α-helikalnej budowie, zakotwiczone jest 
w  ścianie komórkowej bakterii za pomocą C-końca 
a  transportowane na zewnątrz komórki przy udziale 
sortazy [65]. W literaturze opisanych jest około 90 sero-
typów tego białka [65]. Białko to chroni S. pyogenes 
przed mechanizmami obronnymi ustroju gospodarza, 
głównie przed fagocytozą, ma swój udział w przebiegu 
wielu postaci klinicznych zakażeń wywołanych przez 
te drobnoustroje, wpływa miedzy innymi na rozwój 
paciorkowcowego wstrząsu toksycznego. 

Poza białkiem M ważne są M-podobne białka 
po wierzchniowe a tu szczególnie białko Mrp (M-related 
protein) i białko Enn (another M-like protein). Kom-
pleks genów obejmujący nadrodzinę genu emm koduje 
wytwarzanie białek M-podobnych [12]. 

Nie do końca jest poznany mechanizm wpływu 
rodziny białek M na proces tworzenia biofilmu. Wia-
domo że białko M jest w stanie tworzyć kompleksy 
z  kwasem lipotejchojowym co w znacznym stopniu 
potęguje silne właściwości hydrofobowe powierzchni 
komórek paciorkowców i nasila ich zdolności adhe-
zyjne. Przypuszcza się, że białka te mogą również potę-
gować interakcję, poprzez N-koniec, pomiędzy komór-
kami paciorkowców i promować ich agregację [12, 65]. 

Istotną rolę w procesie tworzenia biofilmu odgrywa 
inna struktura powierzchniowa czyli otoczka składa-
jąca się z kwasu hialuronowego [65]. Badania Cho 
i wsp. wykazały, że kwas hialuronowy otoczki nie jest 
wymagany w pierwszym etapie tworzenia biofilmu ale 
najprawdopodobniej jego obecność istotna jest w fazie 
agregacji i dojrzewania jego struktur [9, 65]. 

Istotne w procesie tworzenia biofilmu, ale również 
w patogenezie wielu zakażeń wywołanych przez pacior-
kowce są dwuskładnikowe systemy regulacyjne. Ważną 
rolę odgrywa tutaj system CovRS (inna nazwa CsrRS) 
wykryty po raz pierwszy u S. pyogenes. System ten odpo-
wiedzialny jest za ekspresję wielu genów związanych 
z chorobotwórczością tych drobnoustrojów, m.in. genów: 
ska (streptokinase), sagA (streptolysin S), speB (cyste-

inę protease B) a także operonu has (hyaluronic acid 
capsule synthesis). Inaktywacja genu covR powoduje 
utratę szczepu do zdolności tworzenia biofilmu [42]. 

5.5. Candida albicans

W literaturze jest wiele doniesień i opracowań na 
temat tworzenie biofilmu przez bakterie, niewiele jest 
natomiast danych dotyczących tworzenia biofilmu 
przez grzyby a obecnie wiadomo, że grzyby szczegól-
nie rodzaju Candida mają zdolność do tworzenia jego 
struktur. Tak jak u bakterii jest to proces wieloetapowy. 

W procesie tworzenia biofilmu u C. alibicans można 
wyróżnić kilka faz, najczęściej: wczesną, pośrednią 
i dojrzewania [15, 47]. 

W trwającej do 11 godzin fazie wczesnej można 
zaobserwować adhezję, czyli przyleganie komórek 
grzyba do sztucznej powierzchni. Mikrokolonie można 
zaobserwować po ok. 3 godzinach, po ok. 4 komórki 
grzyba zaczynają filamentować co doprowadza do 
tworzenia pseudostrzępek i strzępek. Strzępki sąsia-
dujących ze sobą mikrokolonii zaczynają się łączyć, 
doprowadzając do uzyskania sieci przestrzennej skła-
dającej się z wzajemnie przenikających się nitkowatych 
form. W proces adhezji zaangażowane są adhezyny na 
powierzchni komórek grzyba, które rozpoznają odpo-
wiednie receptory w u stroju gospodarza (np. fibryno-
gen, kolagen, elastyna, laminina, witronektyna) i  tak 
jak u bakterii na tym etapie biorą udział nieswoiste 
oddziaływania, jak wiązanie Van der Waalsa, elektro-
statyczne czy napięcia powierzchniowego. Zdolności 
adhezyjne mogą zmieniać się zależnie od warunków 
hodowli i rodzaju zastosowanego podłoża [68]. Czyn-
nikami ułatwiającymi tworzenie stabilnych połączeń 
między komórką grzyba a biomateriałem są białka 
ustroju gospodarza, które pokrywają wprowadzony do 
organizmu implant. 

W fazie pośredniej, następuje wydzielanie zewnątrz-
komórkowej macierzy, która składa się głównie z poli-
sacharydów ściany komórkowej. 

W ostatniej fazie obserwuje się natomiast znaczny 
przyrost substancji pozakomórkowych, które całkowi-
cie otaczają komórki grzyba. Grubość dojrzałego bio-
filmu zawiera się pomiędzy 60–350 µm a czas potrzebny 
na jego wytworzenie wynosi ok. od 72 do 96 godzin [15, 
29]. Na utworzoną błonę biologiczną składają się różne 
formy morfologiczne grzyba zanurzone w  macierzy 
zewnątrzkomórkowej (głównie białka, polisacharydy, 
węglowodany). Kluczowym czynnikiem w formowaniu 
biofilmu jest regulator proteinowy Efg1 [51].

W wytwarzaniu biofilmu Candida albicans ważną 
rolę odgrywają autoinduktory produkowane przez te 
drobnoustroje. Najlepiej poznanym jest farnezol, alko-
hol należący do terpenów. Może on uniemożliwiać 
dojrzewanie biofilmu poprzez zdolność oddziaływania 
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z receptorami komórkowymi komórek grzyba (blasto-
spor) i zahamowanie ich przekształcenia do pseudo-
strzępek. Może chronić komórki przed działaniem 
nadtlenku wodoru a także stymulować komórki grzy-
bów do wytwarzania chlamydospor. Inny autoinduktor 
tyrozol, wpływa na fazę pośrednią tworzenia biofilmu 
i stymuluje grzyba do wytwarzanie strzępek. „Czuwa” 
nad spadkiem ekspresji genów niezbędnych do repli-
kacji DNA [32].

6. Rozpoznanie infekcji związanych
 ze stosowaniem biomateriałów

Przy typowych objawach infekcji badanie fizykalne, 
zebranie dokładnych informacji na temat aktualnego 
stanu zdrowia pacjenta jak i zastosowanego leczenia 
są bardzo pomocne dla postawienia właściwego roz-
poznania. 

W rozpoznaniu infekcji okołoprotezowych pomocne 
będzie badanie mikrobiologiczne. Materiał pochodzący 
od pacjenta (np. płyn stawowy, wymieniany implant, 
fragmenty tkanek otaczające implant) posiewa się na 
podłoża bakteriologiczne i inkubuje w różnych warun-
kach – pamiętając o tym, że czynnikami etiologicz-
nymi tego rodzaju zakażeń są drobnoustroje o różnych 
wymaganiach wzrostowych. Dla lepszej izolacji drob-
noustrojów z utworzonego na biomateriale biofilmu 
zaleca się sonifakcję i posiew uzyskanego płynu soni-
fikacyjnego, który może być również zastosowany do 
analiz molekularnych [63, 64]. 

Nie zaleca się pobieranie wymazu poprzez przetokę 
ponieważ hodowla w tym przypadku umożliwia iden-
tyfikację drobnoustrojów kolonizujących i uzyskania 
wyników fałszywie dodatnich [27]. 

Hodowla materiału śródoperacyjnego (tkanki zmie-
nione zapalnie, płyn z okolicy endoprotezy, wycinki 
z torebki stawowej) daje możliwość identyfikacji czyn-
nika etiologicznego zakażenia (czułość 37–61%) ale 
również obarczona jest ryzykiem uzyskania wyników 
fałszywie dodatnich. Zaleca się pobranie materiału 
z 5–6 miejsc. Identyfikacja tego samego drobnoustroju 
z minimum 3 daje możliwość właściwego rozpoznania, 
dodatni wynik tylko z jednego miejsca jest niewystar-
czający do postawienia właściwej diagnozy [63, 27].

W rozpoznaniu infekcji będzie pomocne oznaczenie 
poziomu markerów zapalnych (CRP, OB, interleukina 6 
czy prokalcytonina) [27].

Badania obrazowe nie zawsze będą pomocne, jako 
wstępne badanie przesiewowe może być zastosowana 
scyntygrafia [27].

Dosyć istotne są badania histopatologiczne i cyto-
logiczne. W płynie stawowym oznacza się często liczbę 
leukocytów i granulocytów. Oznacza się również ilość 
leukocytów w zamrożonej tkance okołostawowej [27]. 

7. Profilaktyka antybiotykowa okołooperacyjna

Zapobieganie zakażeniom to właściwie stosowana 
antybiotykowa profilaktyka okołooperacyjna. 

Antybiotyk powinien być podany na 30  minut 
przed rozpoczęciem zabiegu operacyjnego (nie wcześ-
niej niż 2 godziny przed zabiegiem). Na ogół stosuje 
się jednorazowe podanie antybiotyku, przy zabiegu 
trwającym dłużej niż 3 godziny zaleca się podanie 
dodatkowej dawki (dożylnie). Ponieważ najczęstsze 
czynniki etiologiczne zakażeń związanych z wprowa-
dzeniem implantów to gronkowce, zaleca się wybranie 
antybiotyku, który w swoim spektrum będzie miał te 
drobnoustroje. Przy wszczepieniu endoprotezy stawu 
biodrowego zaleca się cefazolinę, cefuroksym lub wan-
komycynę, którą podaje się w przypadku dużej izolacji 
MRSA (metycylinooporny S. aureus) w  oddziale lub 
stwierdzonego nosicielstwa MRSA u  pacjenta. Przy 
wprowadzeniu endoprotez innych niż stawu biodro-
wego zaleca się cefazolinę lub wankomycynę. Cefazo-
linę podaje się jednorazowo, wyjątkowo można podać 
druga dawkę po 8 godzinach, wankomycynę w poje-
dynczej dawce [3, 38]. 

8. Podsumowanie

Obecnie wiadomo, że prawie 95% drobnoustrojów 
może bytować w swoim środowisku naturalnym nie 
pod postacią pojedynczych komórek tylko pod postacią 
zorganizowanej społeczności jaką jest biofilm. Tak też 
jest często w ustroju gospodarza podczas toczącego się 
procesu chorobowego. Bakterie w biofilmie są bardziej 
oporne na działanie związków przeciwdrobnoustrojo-
wych, szczególnie antybiotyków, chronione są również 
przed mechanizmami obronnymi gospodarza [43].

Implantacja biomateriałów (endoprotezy, wkręty) 
to podstawa leczenia na oddziale urazowo-ortope-
dycznym. Czasami jest to zabieg konieczny np. przy 
zespoleniu złamania otwartego. Często zastosowanie 
biomateriału np. endoprotezy stawu biodrowego daje 
szanse chorym na normalne funkcjonowanie, popra-
wia jakość ich życia. Należy jednak pamiętać o tym, że 
obecność biomateriału niesie ze sobą ryzyko powikłań 
infekcyjnych, w szczególnych przypadkach zagrażają-
cych życiu [54]. 

Należy rozważyć czy korzyści z przeprowadzonego 
zabiegu np. implantacji stawu znacznie przewyższają 
ryzyko powikłań i związanych z tym następstw. Wszy- 
stko należy rozpatrywać indywidualnie, biorąc pod uwa- 
gę wiek pacjenta, chorobę podstawową, choroby towa-
rzyszące a także rodzaj zabiegu jak i rodzaj biomateriału, 
który będzie implantowany w ustroju gospodarza. 

Znajomość czynników ryzyka tego typu zakażeń, 
czynników etiologicznych i ich wyznaczników choro-
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botwórczości jak również mechanizmów doprowadza-
jących do wytworzenia struktur biofilmu jest konieczna 
do walki z tego rodzaju infekcjami.
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1. Wprowadzenie

Jednym z podstawowych i charakterystycznych 
składników gleby jest substancja organiczna [38, 58]. 
W  jej skład wchodzą wszystkie obumarłe szczątki 
roślinne, zwierzęce, szczątki licznych drobnoustrojów 
oraz grzybów, jak również organiczne produkty ich 
rozkładu nagromadzone w różnej postaci w glebie i na 
jej powierzchni. Martwa substancja organiczna i pro-
dukty jej biochemicznych przemian decydują o korzyst-
nym układzie całego kompleksu właściwości gleby, od 
których z kolei zależy jej żyzność i produkcyjność [29, 
55]. Substancja organiczna odgrywa główną rolę w two-
rzeniu gruzełkowatej struktury gleby, ma bardzo duży 
wpływ na infiltrację wody, rozwój korzeni i odporność 
na erozję [37]. Materia ta jest także magazynem skład-
ników pokarmowych i warunkuje pojemność absorp-
cyjną dla kationów [37, 48]. Organizmy żywe (edafon) 
na ogół nie są zaliczane do substancji organicznej gleby, 
chociaż w warstwach ornych to właśnie edafon a w nim 
głównie mikroorganizmy oraz części podziemne roślin 
stanowią 10–15% całkowitej ogólnej masy materii orga-
nicznej gleby [5, 28, 58]. 

W środowisku glebowym najaktywniejszą biolo-
gicznie warstwą, ściśle powiązaną z życiem mikrobio-
logicznym i roślinami jest ryzosfera [21, 40]. Ryzosfera 
to przykorzeniowa warstwa gleby bezpośrednio przy-

legająca do korzeni roślin, obszar intensywnej aktyw-
ności biologicznej, cechujący się bogatą florą bakte-
ryjną i grzybową, mający duży wpływ na pobieranie 
przez korzenie substancji pokarmowych [25]. Jest to 
gleba przesycona wydzielinami systemu korzeniowego 
i produktami zasiedlających ją drobnoustrojów, które 
wykorzystują wydzieliny korzeniowe jako źródło węgla, 
azotu i energii. W ryzosferze występują różnice w skła-
dzie jakościowym mikroorganizmów w zależności od 
gatunku rośliny oraz w składzie ilościowym, zależnie 
od stadium rozwojowego rośliny [21]. W  ryzosferze 
licznie zachodzą dynamiczne (zarówno pozytywne jak 
i negatywne) interakcje pomiędzy mikroorganizmami 
oraz mikroorganizmami i rośliną [2, 21, 23, 35, 40].

Od wielu lat oddziaływanie pomiędzy glebą a korze-
niami roślin i wpływ roślin na skład i cechy gleby są 
przedmiotem badań [2, 27, 35, 74, 75]. Jednym z naj-
ważniejszych przykładów symbiozy jest związek 
pomiędzy roślinami i grzybami mykoryzy arbusku-
larnej (arbuscular mycorhizal fungi AMF) [27, 39, 42]. 
Grzyby mykoryzowe towarzyszą roślinom w ewolucji 
od czasów opanowania przez nie środowiska lądowego. 
Wspomagają adaptację roślin do nowych warunków: 
deficytu wody, przyswajanie składników pokarmo-
wych, zmian temperatury, promieniowania UV i innych 
czynników potencjalnie stresogennych dla roślin [7, 10, 
20, 27, 33, 42].
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Badania mykoryz zaowocowały niedawno odkry-
ciem glomaliny – glikoproteiny produkowanej przez 
grzyby mykoryzy arbuskularnej głównie z  rodzaju 
Glomus [74, 75]. Pomimo szerokiej wiedzy na temat 
korzystnego oddziaływania grzybów mykoryzowych na 
wzrost i rozwój roślin nadal stosunkowo niewiele wia-
domo o dodatkowej roli środowiskowej tych grzybów, 
związanej z wytwarzaniem glomaliny i jej obecności 
w glebie. W naszym kraju nie prowadzono dotychczas 
szczegółowych badań nad tą substancją. Niniejsza 
publikacja jest próbą podsumowania dotychczasowej 
wiedzy na temat glomaliny, jej budowy, funkcji oraz 
występowania. 

2. Arbuskularne grzyby mykoryzowe (AMF)

Powszechnie występującymi grzybami glebowymi, 
o  kluczowym znaczeniu dla roślin, są arbuskularne 
grzyby mykoryzowe [17, 24, 27]. Symbioza grzybów 
AMF z roślinami jest prawdopodobnie najstarszym 
i  najpowszechniej występującym na świecie związ-
kiem pomiędzy grzybem a rośliną [33, 42]. Zewnętrzne 
struktury grzybów AMF to penetrujące glebę strzępki 
i  pojedyncze spory spoczynkowe. Spory wytwarzane 
są bezpłciowo ze strzępek grzybowych, które służą 
rozmnażaniu i przetrwaniu tych grzybów w  glebie. 
Symbiozę tę nazywa się symbiozą arbuskularną (AM), 
ponieważ jedyną strukturą obecną w komórkach mię-
kiszowych korzeni roślin są arbuskule, tj. rozgałęzione 
końce strzępek, które biorą udział w dwustronnej 
wymianie węgla, fosforu i innych fizjologicznie zna-
czących cząstek [17, 35, 42, 53]. Symbioza AM jest 
powszechna w glebach o pH bliskim naturalnego, 
zawierających przyswajalny azot mineralny. Fosfor 
jest często składnikiem występującym w tych warun-
kach w ograniczonej ilości [52]. Wymiana składników 
pokarmowych zachodzi pomiędzy rozgałęzionymi 

strzępkami grzybni a błoną komórkową rośliny, która 
nie ulega rozerwaniu (Rys. 1) [20, 33, 35, 52, 54].

Endomykoryza dominuje wśród roślin zielonych (co 
najmniej u 70–80% roślin na kuli ziemskiej), a stopień 
zasiedlenia korzeni rośliny przez grzyby mykoryzowe 
i  ich aktywność podlega zmianom podczas sezonu 
wegetacyjnego [27]. Symbioza ta jest tworzona z wie-
loma trawami, niemal ze wszystkimi roślinami użytko-
wanymi rolniczo, w tym także z roślinami bobowatymi 
oraz niektórymi drzewami i krzewami [17]. Stopień 
zasiedlenia korzeni zwiększa się do fazy dojrzałości 
rośliny, jest często równocześnie sygnałem do zwiększo-
nego wytwarzania spor przez strzępki pozakorzeniowe. 
Grzyby endomykoryzowe charakteryzują się zasiedle-
niem tkanki korzeniowej rośliny zarówno w przestrzeni 
międzykomórkowych jak i we wnętrzu komórek. 
Kolonizacja wnętrza korzeni przez strzępki grzybów 
endomykoryzowych powoduje zmiany zarówno mor-
fologiczne jak i fizjologiczne u obu symbiontów, w tym 
zmianę składu i ilości wydzielin korzeniowych oraz 
produkcję glomaliny [33, 47, 75]. 

Grzyby AMF zostały zaklasyfikowane do gromady 
Glomeromycota (Tabela I) [7]. Gromada ta obejmuje 
jedną klasę Glomeromycetes, cztery rzędy (Archaeo-
spo ra les, Diversisporales, Glomerales, Paraglomerales), 
10 rodzin (Acaulosporaceae, Ambisporaceae, Archaeo-
sporaceae, Diversisporaceae, Entrophosporaceae, Geosi-
phonaceae, Gigasporaceae, Glomeraceae, Pacisporaceae,  
Paraglomeraceae) i 15 rodzajów (Acaulospora, Ambi-
spora, Archaeospora, Diversispora, Entrophospora, Giga - 
spora, Glomus, Intraspora, Geosiphon, Otospora, Paci-
spora, Paraglomus, Racocetra, Scutellospora, Umbospora), 
które wyodrębniono w oparciu o budowę zarodników, 
morfologię grzyba oraz analizy genetyczne, głównie na 
podstawie filogenetycznej analizy sekwencji genu SSU 
rRNA [57]. Poznana jest dokładna filogeneza oraz tak-
sonomia Glomeromycota wraz z bazą ok. 230 gatunków 
AMF [56]. Za produkcję glomalin odpowiedzialne są 

Istotą symbiozy AM jest wpływ na:
•	odżywianie,	udostępnianie	i	pobieranie	fosforu,	azotu,	mikroelementów	oraz	przemieszczanie	asymilatów,
•	ochronę	przed	stresami	abiotycznymi	(susza,	zasolenie,	pH	i	temperatura)	oraz	stresem	biotycznym
	 (patogenami	glebowymi,	nicieniami,	infekcje	liściowe).
•	procesy	fizjologiczne	(fotosynteza,	gospodarka	wodna,	wymiana	gazowa).
•	procesy	biochemiczne	(aktywność	enzymatyczną).
•	poprawę	struktury	gleby	(agregaty	wodoodporne,	produkcja	glomaliny).

Rys. 1. Korzyści wynikające z symbiozy roślin z grzybami AMF
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głównie grzyby z rodzaju Glomus [7, 57]. U pozostałych 
przedstawicieli gromady Glomeromycota nie stwier-
dzono zdolności wytwarzania glomalin za wyjątkiem 
niewielkich ilości glomalin produkowanych przez 
rodzaj Gigaspora i Acaulospora [31]. 

Rodzaj Glomus obejmuje kilkadziesiąt gatunków, 
ponadto w obrębie tego rodzaju wyodrębniono dwie 
grupy, nie mające statusu taksonomicznego – Glomus-
-A i Glomus-B [7]. Grupa Glomus-A skupia gatunki, 

których ściana zarodników nie posiada wewnętrznej, 
giętkiej warstwy. Grupę tę reprezentują m.in. Gl. cale-
donium, Gl. coronatum Giovannetti i Gl. verruculosum 
[7]. Głównymi gatunkami tworzącymi grupę Glomus-
-B są Gl. claroideum i Gl. lamellosum. Wspólną cechą 
tych grzybów jest wewnętrzna, giętka warstwa ściany 
ich zarodników, która u drugiego gatunku barwi się 
różowo do czerwonego w odczynniku Melzera [7, 
57]. Do najczęściej spotykanych gatunków grzybów 

Niektóre gatunki z rodzaju Glomus produkujące glomaliny:
– Glomus mosseae
– Glomus etunicatum
– Glomus fasciculatum
– Glomus caledonium
– Glomus clarum
– Glomus intraradices
– Glomus macrocarpus

Tabela I
Klasyfikacja arbuskularnych grzybów mykoryzowych [7, 57]

Systematyka

Gromada Glomeromycota C. Walker & Schuessler

Klasa Glomeromycetes Cavalier- Smith

Rząd Glomerales
J.B. Morton & Benny

Paraglomerales
Walker & Schuessler

Archaeosporales
C. Walker & Schuessler

Diversisporales
C. Walker & Schuessler

Rodzina Glomeraceae
Piroz. & Dalpé

Paraglomaceae
J.B. Morton

& D. Redecker

1. Ambisporaceae
C. Walker, Vestberg & Schuessler

2. Archaeosporaceae
J.B. Morton & D. Redecked

emend. Oehl & Sieverd
3. Geosiphonaceae

Engler. & E. Gilg emend.
Schuessler

1. Acaulosporaceae
J.B. Morton & Benny
2. Diversisporaceae

C. Walker & Schuessler
3. Entrophosporaceae

Oehl & Sieverd.
4. Gigasporaceae 

J.B. Morton & Benny
5. Pacisporaceae

C. Walker, Blaszk., Schuessler
& Scharzott

Rodzaj Glomus
Tul. & C. Tul.

Paraglomus
J.B. Morton

& D. Redecker.

1a. Ambispora
Spain, Oehl & Sieverd.

1b. Archaerospora
J.B. Morton & D. Redecked

2. Intraspora
Oehl & Sieverd.
3. Geosiphon

(Kütz.) F. Wettst.

1a. Acaulospora
Gerd. & Trappe emend. S.M. Berch

1b. Kuklospora 
Oehl & Sieverd.
1c. Acaulospora

Gerd. & Trappe emend. S.M. Berch
2a. Diversispora 

C. Walker & Schuessler
2.b. Otospora 

Oehl, J. Palenzuela & N. Ferrol
3. Entrophospora

R.N. Ames & E.W. Schneid. Emend.
Oehl & Sieverd

4a. Gigaspora Gerd.
& Trappe emend. C. Walker

& F.F. Sanders
4b. Scutellospora

C. Walker, Blaszk., Schuessler
& Schwarzott
5. Pacispora

Oehl & Sieverd.

Grupy Glomus – A
Glomus – B
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z rodzaju Glomus produkujących glomaliny zaliczamy: 
Glomus mosseae (zakażający m.in. bób, bobik Vicia faba 
i pory Allium porrum) i Glomus fasciculatum znany jako 
partner (soi Glycine max) (Tabela I).

3. Budowa i właściwości glomalin

Już w latach 90-tych XX wieku prowadzono badania 
nad obecnością i udziałem węglowodanów w tworze-
niu agregatów glebowych oraz wykazano pozytywne 
korelacje pomiędzy trwałością agregatów glebowych 
a ilością węglowodanów ekstrahowanych z gleby [47]. 
Analiza chemiczna frakcji organicznej wykazała, że 
znajdująca się w mikroagregatach substancja orga-
niczna jest głównie pochodzenia mikrobiologicznego, 
zaś w agregatach glebowych jest większa zawartość 
składników pokarmowych niż w glebie poza nimi [38, 
48]. Badania te stały się podstawą do dalszych analiz 
zawartości C, H i N w agregatach glebowych, co przy-
czyniło się do odkrycia glomalin [74, 75]. 

Glomaliny to bardzo charakterystyczne pod wzglę-
dem budowy i właściwościach fizykochemicznych 
białka grzybowe [12, 74, 75]. Są to stabilne cząsteczki 
białkowe, nierozpuszczalne w wodzie i odporne na 
degradację stabilizujące agregaty glebowe i chroniące 
je przed rozbiciem [37]. Pomimo wielu lat badań 
do tej pory nie udało się dokładnie określić budowy 
glomaliny. Biorąc pod uwagę dotychczasowe wyniki 
badań wiadomo, że jest to silnie hydrofobowa gliko-
proteina z łańcuchem oligosacharydowym na N-końcu 
[72, 74, 77]. To właśnie hydrofobowe domeny mole-
kuły są odpowiedzialne za trudności w ich ekstrakcji 
i  małą rozpuszczalność. Wiadomo, iż pod względem 
biochemicznym glomalina składa się z podjednostki 
białkowej i cukrowej, a główne pierwiastki wchodzące 
w skład jej budowy to: azot, węgiel, wodór, tlen, fosfor 
i żelazo (Tabela II) [72]. Zmienny skład pierwiastkowy 
w składzie budowy glomaliny zależy przede wszystkim 
od gatunku grzyba produkującego białko oraz warun-
ków środowiskowych. Żelazo obecne w składzie glo-
maliny po pierwsze nadaje brunatno-czerwony odcień 
ekstraktowi białka, a po drugie jest odpowiedzialne za 
odporność roślin na stres i patogeny [68, 72].

Wyniki szeregu technik pomiarowych wykazały 
odmienną budowę strukturalną glomalin niż kwasu 
huminowego czy fulwowego oraz inny rozkład pod-
jednostek białkowych i cukrowych w porównaniu do 
znanych już molekuł stanowiących glebową frakcję 
organiczną [48, 56]. Ponadto zespół naukowy pod kie-
runkiem Sary Wright wykazał, że waga glomalin jest od 
2–24 razy większa niż kwasu huminowego, przy czym 
wiadomo, że kwas ten stanowi zaledwie 8% zawartości 
węgla w glebie [71, 74]. Z jednej strony takie właści-
wości powodują, że glomaliny są bardzo stabilnymi 
związkami będącymi idealnym płaszczem do ochrony 
agregatów glebowych przed degradacją, z drugiej zaś 
strony stwarzają duże trudności w poznaniu i ustaleniu 
dokładnej budowy tych cząsteczek. 

4. Produkcja i rozkład glomalin

Produkcja i magazynowanie glomaliny następuje 
w  strzępkach grzybów endomykoryzowych (Rys. 2) 
[10, 74, 75]. Strzępki mogą rosnąć nawet kilkana-
ście centymetrów ponad korzeniami uzyskując w ten 
sposób większy dostęp do substancji odżywczych 
zawartych w  glebie. Analizy przy użyciu ilościowych 
metod immunoenzymatycznych m.in. metodą ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay) i  przeciwciał 
monoklonalnych wykazały dokładną lokalizację gloma-
liny we wnętrzu grzybni, dzięki czemu możliwe stało się 
wyjaśnienie sposobu rozmieszczenia i transportu tegoż 
białka do gleby [68]. 

azot od 1% do 5%
węgiel od 36% do 59%
wodór od 4% do 6%
tlen od 33% do 49%
fosfor od 0,03% do 0,1%
żelazo od 0,8% do 8,8% Fe

Tabela II
Skład pierwiastkowy glomaliny

Pierwiastek Udział procentowy [%]

Rys. 2. Produkcja i rozkład glomalin w glebie

Początkowe badania Wright i Upadhyaya [68] przy 
użyciu technik immunofluorescencyjnych wykazały, że 
glomalina zlokalizowana jest głównie na powierzchni 
strzępek i spor grzybów AMF, i jako hydrofobowa war-
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stwa okrywa grzybnię i chroni ją przed jej degradacją 
przez inne mikroorganizmy, a także zwiększa sztyw-
ność i  trwałość ścian komórkowych ułatwiając roz-
przestrzenianie się strzępek w glebie [75]. Uważano 
wówczas, iż glomaliny są białkowymi wydzielinami 
tylko żywych strzępek grzybowych [75], a „złuszcza-
jąca się” ze strzępek glomalina zostaje na korzeniach, 
okrywa resztki organiczne i cząstki glebowe, łącząc je 
ze sobą i tym samym utrzymując trwałość agregatów 
glebowych. Wright i Upadhyaya [74] zakładały, iż glo-
maliny na zasadzie transportu wymiennego, w momen-
cie pobierania wody i  składników odżywczych przez 
strzępki grzybowe, zostają „wyrzucone” na zewnątrz 
grzybni. Uważa się, iż podobnie jak translokacja fosforu 
wewnątrz grzybów AMF również i przemieszczanie się 
glomaliny w obrębie strzępki odbywa się poprzez ruch 
cytoplazmy [48, 49, 52].

Dopiero badania Driver i wsp. [11] podważyły tę 
hipotezę. Udowodniono bowiem, iż glomaliny są pro-
dukowane i magazynowane nie tylko podczas inten-
sywnego wzrostu strzępki, ale również są przekazywane 
do gleby po obumarciu grzyba na skutek rozkładu 
grzybni (Rys. 2). Według tej teorii żywe strzępki grzyba 
nie wydzielają dużej ilości glomaliny do gleby, dopiero 
po rozkładzie grzybni większość zasobów glomaliny 
jest uwalniana do gleby [11, 62]. W miarę starzenia się 
strzępek pozakorzeniowych oraz korzeni roślin, bio-
masa grzybni ulega degradacji podczas gdy glomalina 
nie ulega rozkładowi. Większość jej, na ogół w niezmie-
nionej formie, pozostaje w glebie [46]. Ilość obecnych 
w glebie glomalin nie jest jednak równoznaczna z pro-
dukcją tej substancji przez grzyba i jego późniejszym 
rozkładem ale w dużej mierze wiąże się ze środowi-
skiem w jakim następuje mykoryza [43]. Warunki śro-
dowiskowe mają decydujące wpływ na efektywność 
symbiozy grzyba z rośliną a tym samym na produkcję 
glomaliny. Według Rilliga i Mummey’a [42] produk-
cja i rozkład glomaliny w środowisku glebowym wiąże 
się z wieloma czynnikami zarówno odnoszącymi się 
do fizyko-chemicznych właściwości gleby, jak i rośliny 
oraz gatunku grzyba tworzącego symbiozę AM. Struk-
tura gleby i jej właściwości chemiczne mają istotny 
wpływ na wzrost grzybni, a tym samym na zawartość 
glomaliny w strzępkach grzybowych [46]. 

Według Rilliga i Steinberga [46] ilość glomalin 
obecnych w glebie może stanowić aż 5% węgla orga-
nicznego w glebie i azotu. Mimo, iż glomalina może 
stanowić istotny rezerwuar C i N w glebie to jednak 
mechanizm i ekofizjologiczne funkcje tego procesu 
nie są dokładnie poznane. Również tempo produkcji 
glomaliny przez grzyby AMF nie jest dokładnie okreś- 
lone. Wright i Upadhyaya [71] wykazały, iż w kontro- 
lowanych warunkach podczas 14 tygodni wzrostu 
roślin tworzących symbiozę z określonym gatun-
kiem grzyba AMF produkcja glomaliny w zależności 

od gatunku grzyba wahała się od 100 do 168 mg EE- 
-IRSP m–2 foli ogrodniczej.

Rillig i wsp. zakładali, iż ilość wytworzonej gloma-
liny powinna korelować liniowo z długością strzępek 
korzeniowych [44], bowiem dobrze rozwinięty system 
korzeniowy rośliny zapewnia większą dostępność do 
składników pokarmowych m.in. CO2, NH4

+, NO3
–, 

PO4
3– i wody. Z kolei Nichols i Wright [36] zakładały, 

iż największy wpływ na produkcję glomalin mają bio-
logiczne właściwości gleby (głównie aktywność mikro-
biologiczna gleby) oraz właściwości fizykochemiczne tj. 
struktura gleby, zawartość substancji ilastych (zapew-
niających fizyczną ochronę). Glomaliny obecne w gle-
bie okrywają strzępki grzybni utrzymując wodę i skład-
niki odżywcze przed utratą w drodze do i z rośliny [71]. 
Według Nichols i Wright [36] ilość węgla organiczne 
obecnego w strzępkach grzybowych stanowi od 5 do 
90 C g m–2. Natomiast Lovelock i inni [31] ocenili, iż 
zawartość glomaliny w tej biomasie stanowi niewielki 
odsetek (0,4–6%). 

Istnieje wiele badań dotyczące korelacji pomiędzy 
zawartością glomaliny w glebie a długością strzępek 
grzybowych [31, 36, 44]. Badania te nie wykazały jed-
noznacznie związku pomiędzy stężeniem tegoż białka 
w glebie a długością strzępki. 

Badania Lovelock i wsp. [31] dotyczące oszacowa-
nia wydajności produkcji glomalin przez grzyby AMF 
prowadzone były w warunkach kontrolowanych na 
inkubowanych glebach lasów tropikalnych w Kostaryce 
oraz na piaszczystych glebach pod uprawą kukurydzy 
w  Maryland USA. Produkcja łatwoekstrahowalnego 
immunoaktywnego białka glebowego EE-IRSP (easily 
extractable immunoreactive soil protein) po zaszczepie-
niu grzybnią mykoryzowa gleb w lasach deszczowych 
Kostaryki wahała się od 3,6 do 16,7 g EE-IRSP kg–1 
strzępki podczas 4 tygodniowej inkubacji, natomiast 
na glebie pod uprawą kukurydzy od 1,2 do 6,5 g EE-
-IRSP kg–1 strzępki [31].

Lovelock i wsp. [31] wykazali, iż ilość białka EE-
-IRSP nie jest skorelowana z długością grzybni AMF. 
Wraz z przyrostem strzępki grzybowej wydajność pro-
dukcji glomaliny (w mikrogramach glomalin na metr 
strzępek) w zależności od gatunku grzyba istotnie 
zmniejszyła się. Produkcję znaczących ilości glomalin 
stwierdzono głównie u gatunków z  rodzaju Glomus 
[75]. W badaniach Wright i Upadhyaya [71] dotyczą-
cych monokultury grzybów hodowanych w warunkach 
laboratoryjnych Gigaspora rosea i  Gigaspora gigantea 
wykazano większą produkcję białka EE-IRSP w porów-
naniu do Glomus intraradices i Glomus etunicatum. 
Gatunki Gigaspora rosea i Glomus caldonium produ-
kowały od 30 do 43% więcej EE-IRSP niż w przypadku 
Glomus intraradices [71]. W doświadczeniach polowych 
wyższe stężenia glomalin stwierdzano dla gatunków 
Glomus [67, 71].
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W badaniach Lovelock i wsp. [31] również w kon-
trolowanych warunkach wzrostu grzybni dla gatunku 
Acaulospora morrowiae uzyskano stosunkowo wyso-
kie stężenia białka EE-IRSP (0,036 µg m–1 strzępki) 
w  porównaniu z gatunkami Gigaspora rosea, Glo-
mus etunicatum, i Glomus intraradices (0,026, 0,022 
i  0,0068 µg m–1 strzępki, odpowiednio). Analogiczny 
schemat doświadczenia przeniesiony do warunków 
polowych wykazywał większe produkcję glomalin dla 
gatunku Glomus [1, 4, 31]. 

Za brak korelacji pomiędzy długością strzępki AMF 
i stężeniem glomaliny produkowanej przez dany gatu-
nek może być odpowiedzialny szereg mechanizmów 
biotycznych i abiotycznych. Dla przykładu, średnica 
strzępki grzybowej może zmieniać się między prób-
kami, więc odcinki grzybni o różnej grubości nie sta-
nowią dobrego wskaźnika produkcji glomaliny [31]. 
Również czas degradacji strzępki grzybowej i uwolnie-
nia glomaliny do gleby jest zależny od gatunku grzyba 
[43, 44, 49, 51]. Czas rozkładu glomaliny szczególnie 
w środowisku naturalnym nie jest dobrze udokumen-
towany. Z doświadczeń laboratoryjnych wynika, iż czas 
rozkładu białka waha się w zależności od warunków 
środowiska i gatunku grzyba od kilku dni do kilku mie-
sięcy [49, 51].

Rilling i wsp. [48] wykazali stosując węgiel aktywny 
14C, że okres całkowitego rozkładu glomaliny w glebach 
może wynosić nawet kilkanaście lat, a  podatność na 
rozkład tych cząsteczek związanych z minerałami gle-
bowymi lub z humusem może być jeszcze mniejsza. 

Glomaliny ekstrahowane z gleby są bardzo podobne 
do glomalin ekstrahowanych z pojedynczych kultur 
grzybowych pochodzących z doświadczeń laborato-
ryjnych. Badania te prowadzono w oparciu o metody: 
elektroforezy żelowej białek w warunkach denaturują-
cych SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis) [66, 67], spektroskopii magnetycz-
nego rezonansu jądrowego NMR (nuclear magne-
tic resonance) [48] elektroforezy kapilarnej [72] oraz 
analizy C, H, N [13, 48]. Istnieją zaledwie niewielkie 
różnice pomiędzy próbkami glomalin ekstrahowanych 
z gleby i z kultur grzybowych in vitro [13]. Różnice te 
nie wynikają z budowy samej cząsteczki glomaliny ale 
jedynie z  zawartości procentowej jej pojedynczych 
komponentów (C, N, P, Fe). Różnice te wydają się 
wynikać głównie z warunków wzrostu poszczególnych 
gatunków Glomus (temperatura, wilgotność, gleba, 
roślina). Badania Steinberg i Rilliga [61] dotyczące 
przechowywania gleby uwilgotnionej inkubowanej 
w ciemności w 18°C potwierdzają niewielkie różnice 
w zawartości glomaliny. Podczas inkubacji gleby dłu-
gość strzępek spadła o 60% po 150 dniach inkubacji 
natomiast zawartość glomalin ogólnych spadła o 25%, 
z  kolei zawartość białek IRTG (immunoreactive total 
glomalin) zniknęła prawie całkowicie, zawartość łatwo-

ekstrahowalnych glomalin EEG (easily extractable glo-
malin) nie uległa zmianie, natomiast zawartość białka 
IREEG – immunoreaktywnych łatwoekstrahowalnych 
glomalin (immunoreactive easily extractable glomalin) 
wzrosła pięciokrotnie. W innym doświadczeniu [44] 
zawartość glomalin ogólnych zmniejszyła się o 48 do 
81% a glomalin łatwoekstrahowalnych o 51 do 88% po 
413 dniach inkubacji próbek glebowych w ciemności 
w temperaturze 20°C.

5. Występowanie glomalin

Glomaliny występują powszechnie w różnych 
typach gleb [14, 16, 26, 36, 37, 62, 76]. Znaleziono 
je zarówno w glebach uprawianych rolniczo, glebach 
leśnych, łąkowych oraz nieużytkach rolnych (Tabela III). 
Skład szaty roślinnej biomu jest charakterystyczny dla 
określonego klimatu, choć bogactwo gatunków może 
być różne w  zależności od położenia geograficznego 
i  historii flory. Największe stężenie glomaliny odno-
towano w tropikalnych glebach leśnych na Hawajach 
(ponad 100 mg · g–1 gleby) [45, 48], natomiast najniż-
sze stężenie glomaliny (poniżej 1 mg · g–1 gleby) stwier-
dzono w  glebach pustynnych [45]. Gleby lasów tro-
pikalnych, ze względu na wysoką temperaturę i dużą 
wilgotność, charakteryzują się niskim stężeniem gloma-
liny 0,7–1,5 mg ∙ g–1 w przeciwieństwie do gleb z klimatu 
umiarkowanego i podzwrotnikowego, gdzie zaznacza 
się wysokie stężenie glomaliny nawet do 100 mg ∙ g–1 
gleby, co tłumaczy się szybkimi zmianami klimatu, 
wysokim stężeniem żelaza w glebie oraz wysokim 
poziomem dwutlenku węgla w atmosferze stymulują-
cym wzrost grzybów AMF [30, 31]. 

W badaniach Wright i Upadhyaya [73] na glebach 
leśnych stwierdzono zawartość glikoproteiny miesz-
czącą się w przedziale od 21 mg do 150 mg na g gleby. 
Zawartość glomaliny w glebach uprawnych Ameryki 
Południowej wahała się od około 2 mg do 15 mg · g s.m. 
gleby [36]. 

Skład szaty roślinnej biomu oraz właściwości fizy-
kochemiczne i biologiczne gleb, w tym zawartość węgla 
organicznego ma duże znaczenie w produkcji glomalin 
przez grzyby AMF (Tabela IV). Aktywnie rozwijające 
się strzępki grzybów w glebie leśnej mogą wytwarzać od 
około 4 do prawie 17 mg glomaliny na miligram suchej 
masy grzybni [73]. 

W glebach uprawianych rolniczo w strefie klimatu 
umiarkowanego można stwierdzić ogólną zawartość 
glomaliny w zakresie od 0,35–0,75 g · kg–1 gleby [69]. 
W glebach użytków zielonych (łąka, pastwisko) klimatu 
umiarkowanego zawartość glomalin mieści się w zakre-
sie od 0,2–2,7 g · kg–1 gleby [32, 36]. Zawartości te są 
znacznie wyższe w glebach leśnych klimatu umiarkowa-
nego i mieszczą się w zakresie 0,6–5,8 g · kg–1 gleby [26, 
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62]. Z kolei w borealnych lasach klimatu umiarkowa-
nego (tajga) charakteryzującego się szerokim zakresem 
zmian temperaturowych (od –30°C do +20°C) zawar-
tość glomalin przekracza 1 g · kg–1 gleby [26]. Znacz-
nie wyższe wartości glomalin ogólnych (3–14 g · kg–1 
gleby) można natomiast stwierdzić w tropikalnych 
lasach deszczowych [30]. Panujący tam mikroklimat 
charakteryzujący się wysoką temperaturą o  niskich 
amplitudach dobowych i rocznych oraz wysokiej wil-
gotności powietrza sprzyja rozwojowi grzybów myko-
ryzowych a tym samym produkcji glomaliny. Najniższe 
zawar tości glomaliny stwierdzono natomiast w glebach 
pustynnych, zaledwie 0,003–0,12 g · kg–1 gleby [45]. 
Gleby te występujące na obszarach o bardzo niskim 

zakresie opadów od 100 do150 mm w ciągu roku oraz 
bardzo słabo zaznaczonym poziomie próchnicznym 
i silnym zasoleniu. Takie warunki nie są korzystne do 
rozwoju szaty roślinnej a tym samym symbiozy z grzy-
bami mykoryzowymi.

Większość badań nad zawartością glomalin w gle-
bie prowadzona była w powierzchniowej jej warstwie 
(0–30 cm), niemniej jednak znane są również badania 
prowadzone w głębszych warstwach gleby. Singh i inni 
stwierdził obecność glomaliny nawet na głębokości 
140 cm profilu gleby [59]. Znaczne zawartości gloma-
liny stwierdzono także na glebach zalewowych w doli-
nach rzecznych i osadzie. W osadzie rzecznym potwier-
dzono stężenie glomalin w ilości 9.66 mg · g–1 [60].

gleba uprawna Watkinsville, USA 0,56 [14]
gleba uprawna Akron, USA 0,71 [65, 69]
gleba uprawna RZD IUNG-PIB Kępa–Osiny, Polska 0,35-0,14 (TG, EEG) [16]
lasy borealne Delta Junction, USA 1,1 [62]
lasy klimatu umiarkowanego (puszcza) Arch Rock, USA 1,3 [26]
puszcza Cecil, GA 0,60 [36, 37]
puszcza Lubrecht Experimental Forest, Montana USA 1,2 [61]
puszcza Cordillera de Piuchué, Chile 4,9 [62]
puszcza Duke Forest, USA 5,8 [62]
użytki zielone (łąka) Missoula, USA 2,5 [32]
użytki zielone (łąka) Pawnee, USA 0,29 [37]
użytki zielone (łąka Jasper Ridge, CA 0,82 [44]
lasy tropikalne La Selva, Costa Rica 2,6 [30]
lasy tropikalne Hawaii Volcanoes National Park and Kokee State Park, HI 9,2 [62]
lasy tropikalne Hawaiian archipelago 13,5 [45]
pustynia Jornada del Muerto, Nowy Meksyk 0,003 [6]
pustynia Alicante, Hiszpania 0,11 [48]
pustynia Sevilleta, Nowy Meksyk 0,13 [62]

Tabela III
Stężenia glomalin w zależności od środowiska

Środowisko (biom) Lokalizacja
Immunoaktywne

białko glebowe (IRSP)
[g kg–1gleby]

Literatura

gleba uprawna 0,53  1,5  nb
las borealny 1,1  0,28 19,3
pustynia 0,079  0,36  1,4
puszcza 2,5  0,31 12,7
łąka 0,69 17,74 13,3
las tropikalny 7,0  0,31 19,1

Tabela IV
Zależność stężenia glomalin od obecności grzybów AM i glebowej materii organicznej

w próbkach glebowych [9, 62]

Środowisko
Immunoaktywne białko

glebowe (IRSP) 
[g kg–1gleby]

Obecność grzybów AM
[km skolonizowanych

korzeni m–2 gleby] 

Glebowa materia
organiczna

[kg C m−2 gleby]



338 ANNA GAŁĄZKA, KAROLINA GAWRYJOŁEK

6. Terminologia i metodyka oznaczeń 

W terminologii dotyczącej glomalin możemy wyróż-
nić cztery główne grupy nazewnictwa w zależności od 
zastosowanej metodyki oznaczeń. Są to: białko glebowe 
oznaczane metodą Bradford (BRSP), łatwo eksta howalne 
białko glebowe oznaczone metodą Bradford (EE-BRSP), 
immunoreaktywne białko glebowe (IRSP) oraz łatwo-
ekstrahowalne immunoreaktywne białko glebowe (EE-
-IRSP) (Tabela V) [43, 51]. Nazewnictwo to dotyczy 
zarówno procesu ekstrakcji (glomaliny ogólne i gloma-
liny łatwoekstrahowalne) oraz metody ich oznaczenia 
(metoda Bradford, metoda ELISA).

Ze względu na małą rozpuszczalność w wodzie eks-
trakcję glomalin prowadzi się w wysokiej temperaturze 
(121°C; 250°F) w buforze cytrynianowym o odczynie 
neutralnym lub alkalicznym [36, 74, 75]. Łatwoekstra-
howalne frakcje glomalin (EEG) z gleby ekstrahuje się 
20 mM buforem cytrynianowym pH 7,0 przez 30 minut 
przy 121°C, natomiast ogólną zawartość glomalin (TG) 

wyznacza się przy użyciu 50 mM buforu cytryniano-
wego przy pH 8,0 przez 60 minut w temp. 121°C, według 
metody opisanej przez Wright i Upadhyaya [74, 75].

W celu określenia stężenia glomaliny stosuje się 
metodę ilościowego oznaczania białka opisaną przez 
Bradford [8]. Metoda Bradford wykorzystuje fakt 
przesunięcia maksimum absorpcji roztworu barwnika 
Coomassie Brillant Blue (CBB) G-250 z  465 nm do 
595 nm po związaniu z białkiem. Cząsteczka barwnika 
CBB oddziałuje poprzez grupy SO3

– z dodatnio nała-
dowanymi resztami aminokwasowymi. Z barwnikiem 
reagują głównie reszty argininy, w mniejszym stopniu 
reszty histydyny, lizyny, tyrozyny, tryptofanu i fenylo-
alaniny. Błękit brylantowy Coomassie G-250 w środowi-
sku kwaśnym ma brunatne zabarwienie, które po reakcji 
z białkiem zmienia się na błękitne. Natężenie barwy 
jest proporcjonalne do zawartości białka w roztworze 
[8, 22, 74]. Pomiar spektrofotometryczny zmiany barwy 
roztworu białka odczytuje się przy długości fali 590 nm 
(A590), przy użyciu surowiczej albuminy wołowej (BSA) 

glomalina – glikoproteina produkowana przez grzyby mykoryzy arbuskularnej;
  jeszcze nie do końca zidentyfikowany produkt grzybów AMF 
glomaliny ogólne ( total glomalin) TG frakcja glomalin gleby kilkukrotnie ekstrahowana przy użyciu 50 mM
  buforu cytrynianowego (pH 8,0), w autoklawie w temperaturze 121°C 
  przez 60 minut
glomaliny łatwoekstrahowalne EEG frakcja glomalin gleb ekstrahowana jednorazowo przy użyciu 20 mM
(easily extractable glomalin)  buforu cytrynianowego (pH 7,0) w autoklawie w temperaturze 121°C
  przez 30 minut
białko glebowe spokrewnione z glomalinami GRSP stanowi łączny udział glomaliny w glebie, ewentualnie zawiera inne białko
(glomalin-related soil protein)  gleby; jest to frakcja glomalin gleby kilkukrotnie ekstrahowana przy użyciu
  50 mM buforu cytrynianowego (pH 8,0), w autoklawie w temperaturze
  121°C przez 60 minut
łatwoekstahowalne białka glebowe EE-GRSP łączna frakcja glomalin łatwoekstahowalnych oraz innych białek gloma-
spokrewnione z glomalinami  linopodobnych spokrewnionych z glomalinami; frakcja glomalin gleb
(easily extractable glomalin-related soil protein)  ekstrahowana raz przy użyciu 20 mM buforu cytrynianowego (pH 7,0)
  w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 minut
białko glebowe oznaczane metodą Bradford BRSP ogólne białko glebowe oznaczone metodą Bradford; łączne oznaczenie
(ang. Bradford-reactive soil protein)  glomalin i innych białek w całym ekstrakcie glebowym; ekstrakcja
  przeprowadzana jak w przypadku glomalin TG 
łatwoekstahowalne białko glebowe EE-BRSP łatwoekstrahowalne białko glebowe oznaczone metodą Bradford; łączne
oznaczone metodą Bradford (ang. easily  oznaczenie glomalin łatwoekstrahowalnych i innych białek w całym
extractable Bradford-reactive soil protein)   ekstarkcie glomalin; ekstrakcja przeprowadzona jak w przypadku
  glomalin EEG
immunoaktywne białko glebowe IRSP białko glebowe oznaczone przy użyciu testu ELISA z przeciwciałami
(immunoreactive soil protein)  monoklonalnymi specyficznymi dla glomalin MAb32B11;
  w tym przypadku nie mogą reagować inne białka poza glomalinami;
  ekstrakcja przeprowadzana jak w przypadku glomalin TG
łatwoekstrahowalne immunoaktywne EE-IRSP łatwoekstrahowalne białko glebowe oznaczone przy użyciu testu ELISA
białko glebowe  z przeciwciałami monoklonalnymi specyficznymi dla glomalin MAb32B11;
(easily extractable immunoreactive  w tym przypadku nie mogą reagować inne białka poza łatwoekstrahowal-
soil protein)  nymi glomalinami; ekstrakcja przeprowadzona jak w przypadku
  glomalin EEG

Tabela V
Terminologia glomalin [43]

Terminologia Symbol Opis
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jako standardu w zakresie od 1,25 do 50 µg (BSA) w soli 
fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS). Z uzyska-
nej krzywej wzorcowej odczytuje się zawartości gloma-
lin ogólnych i łatwoekstrahowalnych [43]. 

Terminologię stosowaną w pracach analizy gloma-
lin podano w Tabeli V na podstawie publikacji Rilliga 
[43]. Oprócz znanego w literaturze nazewnictwa gloma-
lin (TG, EEG) Rillig [43] zaproponował także definicję 
tzw. białek glebowych spokrewnionych z glomalinami 
(GRSP) oraz tzw. białek glebowych oznaczanych metodą 
Bradford (Bradford-reactive soil protein BRSP) [54]. 

W przypadku określenia ogólnej zawartości glo-
malin (TG) stosuje się również test immunoenzy-
matyczny tzw. metodę ELISA jeden z  najpowszech-
niej stosowanych testów w  badaniach biologicznych, 
zarówno naukowych, jak i diagnostycznych. Służy on 
do wykrycia określonych białek w badanym materiale 
z użyciem przeciwciał poliklonalnych lub monoklonal-
nych skoniugowanych z odpowiednim enzymem [59, 
60]. Przeciwciałami monoklonalnymi specyficznymi 
dla glomaliny są przeciwciała MAb32B11 [68]. W pod-
stawowej wersji testu ELISA, pewna ilość antygenu 
unieruchomiona jest na powierzchni fazy stałej. Wyko-
nanie testu rozpoczyna się od wprowadzenia materiału 
biologicznego, w którym badana będzie obecność prze-
ciwciał specyficznych dla unieruchomionego antygenu. 
Unieruchomiony antygen i specyficzne dla niego prze-
ciwciała –  o ile są obecne w materiale biologicznym 
– tworzą kompleks, dzięki któremu przeciwciało zostaje 
trwale związane z podłożem. Po przepłukaniu środo-
wiska reakcji, dodawany jest tzw. koniugat czyli prze-
ciwciało skierowane przeciw przeciwciałom swoistym 
połączone wiązaniem kowalencyjnym z enzymem. Po 
ponownym przepłukaniu środowiska reakcji i dodaniu 
odpowiedniego substratu, enzym zawarty w koniugacie 
katalizuje reakcję, której produkt (najczęściej barwny) 
można ocenić ilościowo metodą spektrofotometryczną, 
służącą do pomiaru intensywności barwy. Poziom 
intensywności barwy, zależny od stężenia produktu 
reakcji enzymatycznej, jest proporcjonalny do stężenia 
przeciwciał w próbce. Równolegle do próbek badanych, 
przeprowadza się analogiczne etapy reakcji dla tzw. 
surowic kalibracyjnych (kalibratorów) o znanym stę-
żeniu badanego przeciwciała [68]. Wyniki uzyskane dla 
kalibratorów pozwalają wykreślić krzywą kalibracyjną, 
stanowiącą wykres zależności intensywności barwy od 

stężenia przeciwciał w próbce. Z równania krzywej kali-
bracyjnej oblicza się stężenie przeciwciał w próbkach 
badanych. W przypadku oznaczeń ogólnej zawartości 
glomalin metodą tą oznacza się immunoreaktywne 
białko glebowe zaś w przypadku glomalin łatwoekstra-
howalnych oznacza się – łatwoekstrahowalne immuno-
reaktywne białko glebowe [43]. Oznaczenia glomalin 
ogólnych mogą być często niemiarodajne, ponieważ 
oprócz typowych glomalin test może wykryć również 
inne białka należące do glebowej frakcji organicznej 
a niekoniecznie same glomaliny [34]. Bardziej wiary-
godne w ocenie trwałości agregatów glebowych staje 
się więc oznaczenie białek EEG, których wartości mogą 
odzwierciedlać rzeczywistą zawartość glomalin w glebie 
[65, 66]. Tłumaczyć to można także tym, iż glomaliny 
ogólne charakteryzuje znacznie mniejsza immunore-
aktywność w porównaniu do łatwoekstrahowalnych 
glomalin, które można wykryć z użyciem przeciwciał 
monoklonalnych [68]. 

7. Funkcje glomalin

Glomaliny odgrywają znacząca rolę głownie w two-
rzeniu gruzełkowatej struktury gleby, ułatwiając zle-
pianie cząstek mineralnych (Rys. 3) [70, 73]. Białko to 
obkleja powierzchnię cząsteczek gleby, tworzy rów-
nież charakterystyczną powłokę na ich powierzchni. 
Z badań Rillig i wsp. [47] wynika, iż glomaliny stanowią 
około 2% ogólnej wagi agregatów glebowych oraz od 
4 do 5% całkowitego C i N w glebach. 

Tak więc, nawet tylko pod względem ilościowym 
frakcja glomaliny jest bardzo istotną frakcją glebo-
wej materii organicznej [70]. Znając również właści-
wości glomaliny, a zwłaszcza jej hydrofobowość i wyżej 
wspomnianą trwałość w środowisku glebowym, łatwo 
mogli zakładać odkrywcy tej frakcji MO, że odgrywa 
ona ważna rolę w tworzeniu i stabilizacji gruzełkowa-
tej struktury gleb. Stąd też poprzez produkcję glomalin 
grzyby te budzą rosnące zainteresowanie jako poten-
cjalny czynnik wspomagania wzrostu i zdrowotności 
roślin oraz poprawy struktury gleby. 

Silnie hydrofobowy, polisacharydowy łańcuch glo-
malin jest odpowiedzialny także za wyłapywanie i przy-
łączanie do siebie drobnych cząstek glebowych a nawet 
mikroorganizmów. W ten sposób dobrze zagregowana 

Rys. 3. Funkcje glomalin
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struktura gleby utrzymuje odpowiednie przewietrzanie, 
wilgotność oraz odpowiedni skład komponentów nie-
zbędnych do optymalnego wzrostu uprawianych roślin 
[19, 69]. Rola grzybów AMF w agregacji, a tym samym 
zwiększeniu infiltracji wody, ochronie materii organicz-
nej (SOM) przed rozkładem, wzroście odporności gleb 
na erozję, wydaje się tak samo ważna, a może nawet 
ważniejsza niż rola w absorpcji składników pokarmo-
wych. Dlatego kontrola wzrostu grzybów mykoryzo-
wych i produkcja glomaliny mogą być przydatne do 
monitorowania pustynnienia i degradacji gleby [14]. 
W badaniach Franzluebbers i wsp. [14] stabilność agre-
gatów glebowych była słabiej skorelowana z zawartością 
glomalin, co autorzy tłumaczą wieloletnim charakterem 
poszczególnych systemów uprawy, a więc ustabilizowa-
nym środowiskiem glebowym oraz dodatkowo wysoką 
zawartością materii organicznej w glebie.

Stwierdzono, że istnieje bardzo ścisła zależność 
pomiędzy długością strzępek grzybów w glebie a ilością 
w niej agregatów wodoodpornych [19]. Dotychczasowe 
badania z tego zakresu rzeczywiście wykazały istotne 
zależności pomiędzy zawartością glomaliny w 1–2 mm 
gruzełkach glebowych, a ich stabilnością (wodoodpor-
nością) [69]. 

Ponadto udowodniono, że grzyby AMF chronią 
rośliny przed takimi patogenami, jak Phytophtora, 
Pythium, Rhizoctonia a także przed atakiem nicieni [3]. 
Mechanizm obrony polega na tworzeniu bariery fizycz-
nej i  produkcji antybiotyków. Grzyby AMF oprócz 
węglowodanów i fosforu pobierają także cynk i miedź, 
a  w  warunkach deficytu tych pierwiastków znacznie 
podnoszą plony [48]. Badania nad ochroną roślin 
motylkowatych zainfekowanych AMF – na przykładzie 
Vicia faba – rosnących na glebie o wysokiej zawartości 
manganu dowiodły, że mykoryza skutecznie chroniła 
je przed toksycznym działaniem tego pierwiastka [3]. 
Metale ciężkie wiązane są przez grupy karboksylowe 
związków pektynowych (hemicelulozy) wypełniających 
przestrzeń pomiędzy grzybem a  komórką roślinną. 
Przypuszcza się, że w proces ten zaangażowane są także 
glomaliny [3].

W literaturze znana jest również rola glomalin 
w tolerancji roślin na stres [15, 18, 41]. Z badań Gadkar 
i Rilliga [15] wynika, iż glomaliny mogą być związane 
z białkiem szoku cieplnego hsp60 (heat shock proteins). 
Ekspresja tych białek wzrasta kiedy komórki są nara-
żone na działanie czynników stresowych, m.in. pod-
wyższonej temperatury, ale również niskiej tempera-
tury, stresu solnego, osmotycznego i metali ciężkich. 
Produkcja białek hsp może wzrastać także w odpowie-
dzi na infekcje, zapalenie, działanie toksyn, promie-
niowanie UV, głodzenie, niedotlenienie itp. Białka hsp 
działają jako białka opiekuńcze odpowiedzialne za 
prawidłowe zwijanie się innych białek, ich oligome-
ryzację, translokację oraz degradację. Funkcje tych 

białek są podobne u wszystkich organizmów żywych 
a  ich sekwencja aminokwasowa jest silnie konserwa-
tywna. Porównanie glomalin z białkami szoku ciepl-
nego może pozwolić na wyjaśnienia w jaki sposób stres 
dotykający komórki grzyba tj. metale ciężkie, skażenie 
gleby, zmiany klimatyczne może spowodować zwięk-
szenie produkcji glomalin i wzrost grzybni [18, 41]. 
Niesprzyjające do wzrostu grzybów endomykoryzo-
wych warunki mogą zatem być powodem zwiększenia 
przez nie produkcji glomalin – ochrona grzybni przy-
czynia się do możliwości wzrostu grzyba w skażo- 
nych glebach [25, 41].

8. Czynniki wpływające na spadek produkcji glomalin

Na produkcję glomalin ma wpływ wiele czynników 
zarówno środowiskowych, glebowych jak i  klima-
tycznych. Podstawowy czynnikiem wpływającym na 
znaczną produkcję glomaliny są optymalne warunki do 
rozwoju grzybów AMF wynikiem czego jest aktywna 
symbioza pomiędzy rośliną a grzybem [17, 27, 63]. Sto-
pień zasiedlenia korzeni roślin przez grzyby AMF może 
być regulowany dodatkowo przez podatność rośliny na 
infekcję jak i poprzez aktywność infekcyjną spor tych 
grzybów występujących w glebie, w której wzrasta dana 
roślina [63]. Liczebność i aktywność symbiotyczna 
grzybów AMF a tym samym wzrost produkcji gloma-
liny może być zwiększona zarówno poprzez modyfi-
kację warunków glebowych sprzyjających namnażaniu 
i aktywności spor, jak i przez wprowadzanie do ryzo-
sfery wyselekcjonowanych drobnoustrojów wspomaga-
jących proces mykoryzacji. Głównymi wyznacznikami 
produkcji glomalin są zarówno gatunek grzyba tworzą-
cego symbiozę jak i rodzaj rośliny [62]. Znane są liczne 
prace, w których autorzy potwierdzają korelację wzro-
stu roślin z kolonizacją korzeni przez grzyby mykory-
zowe. Idzie za tym również korelacja wzrostu rośliny 
i a tym samym produkcji glomaliny [63]. Szereg roślin 
tj. stokłosa bezostna (Bromus inermis), trawa sudań-
ska (Sorghum bicolor), babka lancetowata (Plantago 
lanceo lata) wykazuje aktywną symbiozę z  grzybami 
AMF [27, 63]. W przypadku tych roślin stwierdzono 
istotny wzrost plonu z jednoczesnym stwierdzeniem 
znacznych ilości białka spokrewnionego z glomalinami 
(tzw. białka GRP) w korzeniach roślin i w glebie ryzo-
sferowej [51]. W warunkach polowych, wpływ rośliny 
na produkcję glomaliny może być bardziej widoczny 
niż efekt obserwowany w kontrolowanych warunkach 
na przykładzie pojedynczego rodzaju rośliny i gatunku 
grzyba [62]. Wilson i wsp. [64] potwierdzili pewną spe-
cyfikę układu gatunkowego symbioz AMF i poziomu 
glomalin w strzępkach grzybowych.

Do czynników niekorzystnie wpływających na 
pra widłowe funkcjonowanie mykoryzy arbuskularnej 
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należą m.in: uprawa mechaniczna, stosowanie środków 
ochrony roślin, intensywne nawożenie, wprowadzenie 
zanieczyszczeń z nawozami naturalnymi [43]. Również 
właściwości fizykochemiczne gleb oraz stosowany sys-
tem uprawy roli ma istotny wpływ na zawartość gloma-
liny w glebie [50, 65]. 

9. Podsumowanie

Stabilność struktury gleby istotnie wpływa na cha- 
rakter i zawartość materii organicznej w glebie. Użyt-
kowanie gruntów i stosowanie szeregu zabiegów 
uprawowych ma wpływ na ilość i jakość materii orga-
nicznej gleby a tym samym na jej agregację. Grzyby 
mykoryzowe są jednym z najważniejszych czynników 
biotycznych warunkujących jakość środowiska glebo-
wego. Odgrywają bardzo ważną rolę w ekosystemach 
agrarnych, a poprzez produkcję glomalin mogą stano-
wić istotny czynnik pozytywnego oddziaływania na 
wzrost i zdrowotność roślin w każdym systemie uprawy, 
a także można je wykorzystać w zabiegach poprawia-
jących strukturę gleby, przy stabilizacji gruntów na 
obszarach podatnych na erozję i gruntów poddawanych 
rekultywacji. Można spodziewać się, że w przyszłości 
dokładniej poznana budowa i funkcje glomaliny przy-
czynią się do uzyskania znacznych efektów wzrostu 
roślin w uprawach polowych. Skuteczność komplek-
sowego podejścia do problemów wzajemnych oddziały-
wań pomiędzy roślinami i drobnoustrojami glebowymi 
potwierdzają liczne badania, gdzie uwzględniono nie 
tylko dobór roślin do określonych warunków glebo-
wych ale również wykorzystywanie wspomagającej 
ich wzrost mikroflory glebowej. W  wielu ośrodkach 
badawczych prowadzone są intensywne badania nad 
możliwością wykorzystania drobnoustrojów glebo-
wych, w tym także grzybów AMF w praktyce rolniczej. 
Produkcja glomaliny i jej rola w stabilizacji struktury 
gleby staje się więc dla środowiska glebowego alterna-
tywną metodą wspierającą rolnictwo zrównoważone.
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1. Wstęp

Badania mikologiczne obiektów podziemnych pro-
wadzone są od lat sześćdziesiątych ubiegłego stulecia [4, 
6, 11]. Jednakże pojęcie „speleomikologia” zostało po 
raz pierwszy użyte w literaturze światowej przez pol-
skich naukowców w roku 2014. Oznacza ono całość 
badań naukowych mających na celu poznanie mikro-
flory jaskiń i innych obiektów podziemnych (sztolnie, 
kopalnie, bunkry, tunele itp.). Speleomikologia obej-
muje badania składu gatunkowego, liczebności zarod-
ników i innych organów tworzących kolonie grzybów 
zasiedlających skały, wodę, powietrze, materię orga-
niczną oraz czynników wpływających na występowanie 
grzybów w obiektach podziemnych [57].

Ekosystem obiektów podziemnych w porównaniu 
do innych środowisk jest bardzo specyficzny i mało 
korzystny dla rozwoju mikroorganizmów. Panuje w nim 
stała niska temperatura i mała dostępność materii 
organicznej oraz światła. Dlatego większość grzybów 
w obiektach podziemnych występuje w postaci zarod-
ników i rzadko spotykany jest aktywny wzrost grzybów 

[15, 49, 53, 56, 57]. Każdy obiekt podziemny można 
podzielić na trzy strefy w zależności od dostępu świa-
tła i panującej temperatury. Pierwsza z nich to strefa 
mroku, w której występuje zwykle najwięcej grzybów 
i znajduje się w strefie wejściowej do obiektu. W dru-
giej strefie zwanej środkową, panuje względna ciem-
ność i zmienna temperatura. Natomiast trzecia strefa 
zwaną ciemną, charakteryzuje się brakiem dostępu 
światła i stałą niską temperaturą. Zwykle z niej izoluje 
się najmniej grzybów [29, 53].

W badaniach oceny mikologicznej powietrza wy- 
korzystuje się metodę mikroskopową i hodowlaną. 
W metodzie mikroskopowej jest możliwość wykrywa-
nia w powietrzu żywych i martwych mikroorganizmów 
oraz można zaobserwować inne zanieczyszczenia bio-
logiczne np. pyłki i roztacza. Jednakże w metodzie tej 
występują trudności w identyfikacji gatunkowej mikro-
organizmów. W metodzie hodowlanej można wykryć 
tylko mikroorganizmy żywe, ale nie ma trudności w ich 
identyfikacji gatunkowej [27].

Powietrze atmosferyczne w porównaniu do gleby 
i wody jest środowiskiem nieprzyjaznym dla życia i roz-
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woju mikroorganizmów, jednak zachowują one w nim 
swój potencjał infekcyjny. Najczęściej jest ono miejscem 
okresowego ich przebywania [27].

Drobnoustroje w powietrzu występują w  postaci 
bioaerozoli, czyli układów zawierających fazę rozpra-
szającą w postaci powietrza oraz fazę rozproszoną 
składającą się z materiałów biologicznych (wirusy, pier-
wotniaki, komórki bakteryjne, fragmenty komórkowe 
roślin i zwierząt, fragmenty grzybni grzybów, zarodniki, 
metabolity wtórne mikroorganizmów) [5, 21]. Bioaero-
zole stanowią około 5–34% zanieczyszczeń powietrza 
wewnętrznego, a ich faza rozproszona zazwyczaj jest 
o średnicy 0,3–100 μm [63]. Przykładowo, pojedyncze 
komórki i zarodniki przetrwalnikowe bakterii są wiel-
kości od 0,5 do 2,0 μm (Bacillus spp., Pseudomonas spp., 
Xanthomonas spp.), zarodniki grzybów mają większe 
rozmiary, np.: 2,8–3,2 μm Trichoderma harizanum, 
3,0–4,5 μm Aspergillus niger, 3,5–5,0 μm Aspergillus 
fumigatus, 5,0–8,0 μm Cladosporium macrocarpum, 
7,0–17,0 μm Penicillium brevicompactum, a 15,0–25,0 μm 
Epiccocum nigrum [36]. 

Składniki biologiczne powietrza mogą niekorzyst-
nie wpływać na zdrowie ludzi i zwierząt. Pod wzglę-
dem działania chorobotwórczego, można je podzielić 
na: czynniki wywołujące choroby zakaźne i inwazyjne 
(np. wirusy, bakterie, grzyby), alergeny biologiczne (np. 
cząstki roślinne i zwierzęce), toksyny biologiczne (np. 
endotoksyna bakteryjna, mikotoksyny), czynniki rako-
twórcze (aflatoksyny – toksyny o właściwościach rako-
twórczych, wytwarzane głównie przez Aspergillus flavus 
i Aspergillus parasiticus) oraz biologiczne wektory, czyli 
stawonogi np. kleszcze i komary, przenoszące zarazki 
chorób transmisyjnych [21].

2. Charakterystyka kompleksu Riese

Kompleks Riese znajduje się w Górach Sowich. 
Łańcuch górski ma długość około 25 km i obejmuje 
teren na wschód od Wałbrzycha, o powierzchni około 

300 km2. Najwyższym szczytem tego pasma jest Wielka 
Sowa (1015 m n.p.m.). Jest to masyw górski o małym 
zaludnieniu, jedynie na jego obrzeżach znajdują się 
liczne miasta, wioski i osiedla [68].

Budowę kompleksu Riese rozpoczęto w roku 1943, 
pod specjalnie zakodowanym symbolem „S3”. Pod tym 
symbolem figurowały kwatery główne i fabryki broni 
specjalnego znaczenia. Ponadto, potężne fundamenty 
żelbetowe w niektórych wyrobiskach wskazują, że praw-
dopodobnie miały być budowane w nich duże maszyny 
produkcyjne. Do budowy kompleksu wykorzystywano 
więźniów, w przeważającej liczbie Żydów, których rychła 
śmierć miała zapewnić utrzymanie tajemnicy konstruk-
cyjnej. Byli oni rozmieszczeni w  obozach, w  pobliżu 
miejsc pracy. Sieć tych obozów została nazwana krypto- 
nimem Arbeitslager Riese i była częścią sieci podobo zów 
Gross-Rosen. Nadzór nad tajemniczym projektem pro- 
wadzili górnicy z Niemiec oraz specjaliści z Włoch, Czech 
i Ukrainy [30]. Rozmieszczenie obiektów w kom pleksie 
Riese i odległości między nimi przedstawia Rys. 1. 

Obecnie dane literaturowe donoszą o  badaniach 
speleomikologicznych w trzech obiektach kompleksu 
Riese (Osówka, Rzeczka, Włodarz), które są komer-
cyjnie dostępne do zwiedzenia dla turystów [48, 49, 
57]. Jednym z nich jest Osówka z niemieckiego Säufer-
höhen, która jest drugim najbardziej zaawansowanym 
pod względem górniczym obiektem z kompleksu Rie-
sen. Całkowita długość tuneli wynosi 1700 m, a kuba-
tura 30 000 m3. Podziemia zawierają m.in. trzy sztol-
nie, z których najdłuższa ma około 450 metrów. Jedna 
z  nich posiada tamy z cegły, które utrzymują wodę 
w  tunelu [30, 57]. Obiekt Rzeczka z  niemieckiego 
Dorfbach, potocznie zwany także lochami walimskimi, 
znajduje się między wioską Rzeczka i Walim. Składa 
się on z trzech wejść wykutych w skałach wschodniego 
zbocza wzniesienia Ostra, prowadzących do równo - 
ległych sztolni oddalonych od siebie o około 45 m. 
Między nimi usytuowane są duże hale. Długość tuneli 
kompleksu Rzeczka wynosi 500 m, a kubatura 14 000 m³. 

Rys 1. Rozmieszczenie obiektów wchodzących w skład kompleksu Riese i odległości
w metrach między nimi
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Nad ziemią zbudowano główną centralę telefoniczną, 
której węzeł był większy niż Wrocławski czy Legnicki 
[30, 49]. Obiekt Włodarz z niemieckiego Wolfsberg, ma 
łączną długość tuneli 3 024 m, o kubaturze 42 000 m3. 
Ten olbrzymi kompleks został wybudowany w masy-
wie góry Włodarz, prowadzą do niego trzy wejścia od 
strony północno-wschodniej i jedno od strony północ-
nej. Całość kompleksu to duża ilość korytarzy przeci-
nających się pod kątem prostym i tworzących siatkę. 
Dodatkowo istnieje w nim, jedna z największych, nie-
ukończonych hali. Prawdopodobne w nieosiągalnej dziś 
głębi obiektu zamordowano wiosną 1945 roku kilka 
tysięcy więźniów pracujących przy jego budowie. Około 
1/3 obiektu jest zalana wodą [28, 30, 48].

3. Metody używane do oceny jakości
 mikrobiologicznej powietrza 

Historia badań jakości biologicznej powietrza sięga 
początku XX wieku, kiedy wzrosło zagrożenie zwią- 
zane z użyciem broni mikrobiologicznej [27]. Jednakże 
już w starożytności Hipokrates napisał w swoim dziele 
Corpus Hippocraticum: Gdy powietrze jest zainfeko- 
wane zanieczyszczeniami wrogimi dla rasy ludzkiej,  
człowiek staje się chory [32]. Obecnie w  badaniach 
jakości mikrobiologicznej powietrza, wykorzystuje się 
głównie metodę hodowlaną, choć istnieje także metoda 
mikroskopowa.

W metodzie mikroskopowej używa się filtry mem-
branowe lub szkiełka powleczone substancją lepką do 
wyłapania mikroorganizmów z powietrza. Jej zaletą 
w porównaniu do metody hodowlanej jest możliwość 
wykrywania w powietrzu żywych i martwych mikro-
organizmów oraz trudno wzrastających na pożywkach. 
Dodatkowo można zaobserwować inne zanieczyszcze-
nia biologiczne np. pyłki i roztacza. Jednakże w meto-
dzie tej występują trudności w identyfikacji gatunkowej 
mikroorganizmów [27].

Metoda hodowlana polega na wyłapaniu mikroor-
ganizmów w sposób bierny lub czynny z powietrza na 
szalki Petriego z podłożem hodowlanym, które następ-
nie poddaje się inkubacji. Wyrosłe kolonie zlicza się 
i identyfikuje morfologicznie przy użyciu kluczy diag-
nostycznych lub genetycznie przez sekwencjonowanie 
odcinków rDNA ograniczonych np. u grzybów star-
terami ITS (Internal Transcribed Spacer / wewnętrzne 
sekwencje transkrybowane). Wyniki są podawane 
w liczbie jednostek tworzących kolonie w 1 m3 powietrza 
(jtk/m3) z angielskiego colony forming units (CFU/m3) 
[43, 56]. W metodzie tej, wykrywa się tylko komórki 
żywe i zdolne do aktywnego wzrostu na danej pożywce 
[27]. Badany materiał można pozyskiwać z powietrza 
w sposób bierny przez sedymentacje lub czynny przez 
mechaniczne wyłapanie mikroorganiz mów (filtracja, 

zderzeniowo, odśrodkowe). W  metodzie hodowla-
nej rodzaj zastosowanego podłoża oraz temperatura 
inkubacji (mikroorganizmy mają różne temperatury 
optymalne dla swojego wzrostu i rozwoju) wpływają 
na liczebność i  skład gatunkowy mikroorganizmów. 
Podłoża Sabou rauda (Sabouraud Agar, glukoza 4%, 
agar 2%, pepton 1%) i PDA (Potato Dextrose Agar) 
wykazują porównywalną przydatność do izolacji grzy-
bów z powietrza. Natomiast pożywka Czapek-Dox Agar 
(1,2% agaru) jest najlepsza do izolacji grzybów drożdża-
kowych, w tym patogenicznych dla ludzi, a na podłożu 
maltozowym (Malt Extract Agar) uzyskuje się najmniej-
szą liczebność i skład gatunkowy grzybów [41, 42].

Metoda sedymentacyjna Kocha polega na ekspo-
zycji szalki Petriego z podłożem przez 30 minut na 
wysokości 1 metra od podłogi. Następnie po inkubacji, 
mikroorganizmy zlicza się i identyfikuje. Do oblicze-
nia stężenia mikroorganizmów w powietrzu wykorzy-
stuje się założenie, że w ciągu 5 minut na powierzchni 
równej 1 m2 osiada tyle drobnoustrojów, ile znajduje 
się ich w 1 m3 powietrza (w warunkach bezwietrznych 
i bez przeciągów) [67]. Można zastosować także wzór 
[37]: X = a × 100 × 100 / πr2 × 0,2 × t, gdzie: X –  ilość 
kolonii mikroorganizmów w 1 m3 powietrza, πr2 – pole 
powierzchni szalki Pertiego w cm2; 0,2 – współczynnik 
przeliczeniowy, uwzględniający, że w ciągu 5  minut 
na szalkę spadają wszystkie zarodniki z wyso kości 
1 m; t  –  czas ekspozycji w minutach. Metoda ta ze 
względu na samoistne osiadanie cząstek bioarezolu na 
powierzchni pożywki posiada wiele wad. Dla wielu czą-
stek, nie sprawdza się założenie tej metody, ponieważ 
szybkość osadzania cząstek zależy od wielu czynników, 
takich jak: rozmiary, waga, ładunek elektrostatyczny, 
wilgotność, ruch powietrza np. przy użyciu tej techniki 
nie wykrywa się najmniejszych składników bioaresolu, 
które osiadają bardzo wolno lub w ogóle nie ulegają 
sedymentacji. Metodę sedymentacyjną można stosować 
tylko w obiektach, gdzie nie ma ruchów powietrza, dla-
tego nie można jej używać np. w pomieszczeniach kli-
matyzowanych. Metoda ta jest prostota, szybka i mało 
kosztowana, ze względu na brak w niej specjalistycz-
nych próbników powietrza. Jednakże powinno się ją 
stosować tylko w badaniach wstępnych [27].

W metodzie mechanicznej, czyli czynnej wykorzys-
tuje się urządzenia pozwalające na mechaniczne oddzie-
lenie zanieczyszczeń z pobranej próbki powietrza. 
Dzięki temu wzrasta dokładność badań i niweluje się 
wady metody sedymentacyjne. Próbki powietrza zawie-
rają praktycznie wszystkie zanieczyszczenia niezależnie 
od ich właściwości fizykochemicznych oraz warunków 
panujących podczas prowadzenia pomiarów.

Metoda filtracyjna polega na przepuszczeniu próbki 
powietrza przez filtr, na którym zatrzymują się zanie-
czyszczenia mikrobiologiczne. Po przeniesieniu filtra 
na powierzchnię pożywki w szalce Petriego, poddaje 
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się go inkubacji, a następnie zlicza wyrosłe kolonie [27]. 
Obecnie najczęściej stosowaną techniką jest metoda 
zderzeniowa z wykorzystaniem specjalnych próbników 
do poboru próbek powietrza – Rys. 2. Aparaty wymu-
szają przepływ ustawionej uprzednio objętości powie-
trza przez otwory w nasadkach, pod którymi znajduje 
się pożywka w płytce Petriego. Powietrze przepływa-
jące z dużą prędkością, uderza w powierzchnię pożywki 
i zmienia kierunek ruchu. Na skutek tego drobnoustroje 
wypadają z prądu powietrza i osiadają na powierzchni 
pożywki [67]. Następnie zainfekowaną pożywkę pod-
daje się inkubacji i zlicza się liczbę wyrosłych kolonii. 
Stężenie mikroorganizmów w  powietrzu o (jtk/m3 

powietrza) oblicza się ze wzoru [47]: X = (a × 1000) / V, 
gdzie: X – ilość kolonii mikroorganizmów w 1 m3 powie-
trza, a – suma kolonii mikroorganizmów, które wyrosły 
na płytce pobranej próbki powietrza atmosferycznego, 
V  –  objętość pobranego powietrza atmosferycznego 
w litrach. Wadą tej metody jest możliwość zarastania 
pożywek w przypadku silnego zanieczyszczenia powie-
trza, a także spadek żywotności drobnoustrojów spo-
wodowany stresem środowiskowym w wyniku nagłego 
uderzenia mikroorganizmu o pożywkę [27]. Ponadto, 
w tych samych warunkach środowiskowych przy uży-
ciu kilku mierników różnych producentów można 
uzyskać różne stężenie drobnoustrojów w powietrzu. 
Jednakże różnice mogą osiągać maksymalnie 90 jtk 
w 1 m3 powietrza i są istotne tylko dla obiektów słabo 
zanieczyszczonych przez mikroorganizmy np. pomiesz-
czenia szpitalne itp. [31]. Zaletą metody zderzeniowej 
jest możliwość wykorzystania jej do kontroli powie-
trza na zawartość wirusów [27]. Ponadto metodą tą, 
szybko i prosto pobiera się próbki powietrza, co umoż-
liwia wykonanie znacznej liczby badań w ciągu jednego 
dnia. Aparaty do poboru powietrza są niewielkie, co 
ułatwia badania wykonywane w trudnych warunkach 
jakie występują w obiektach podziemnych [67]. Metoda 

odśrodkowa polega na nadaniu powietrzu prędkości 
przez wentylator odśrodkowy, na obwodzie którego 
znajduje się pożywka w postaci paska z  podłożem 
wychwytującym zanieczyszczenia. Następnie zainfeko-
waną pożywkę poddaje się inkubacji i zlicza się liczbę 
wyrosłych kolonii [27]. 

Najlepszym sposobem badań speolomikologicznych 
jest metoda mechaniczna z wykorzystaniem techniki 
zderzeniowej z użyciem próbników powietrza. Dlatego, 
że obiekty podziemne charakteryzują się specyficznymi 
warunkami mikrolitycznymi (m.in. ruchy powietrza, 
wilgotność) oraz trudną dostępnością (m.in. wąskie 
strzeliny, korytarze).

4. Czynniki środowiskowe wpływające na liczebność
 grzybów w obiektach podziemnych

Grzyby w obiektach podziemnych występują głów-
nie w postaci zarodników, z powodu specyficznego 
mikroklimatu panującego w nich i małej dostęp ności 
składników organicznych [49, 53, 56, 57]. Rzadko spo-
tykany jest aktywny wzrost grzybów w obiektach pod-
ziemnych. Jeżeli już występuje to głównie na martwych 
lub hibernujących nietoperzach, gryzoniach, stawono-
gach, odchodach i materii naniesionej z zewnątrz np. 
osady [26, 33, 38, 66]. 

Liczebność grzybów w powietrzu na zewnątrz 
obiektów podziemnych jest większa niż wewnątrz nich 
– Tabela I. Zarodniki grzybów nanoszone są do wnętrza 
obiektów podziemnych przez prądy powietrza ze środo-
wiska zewnętrznego, stawonogi, ludzi, nietoperze, wodę 
i osady przedostające się szczelinami z zewnątrz [7, 26, 
33, 39, 43, 48, 49, 54, 56, 57]. Jednakże, najważniejszym 
czynnikiem wpływającym na stężenie grzybów w obiek-
tach podziemnych jest ich otoczenie zewnętrze (wyso-
kość położenia obiektu n.p.m., roślinność itp.), pora 
roku i obecność ruchów powietrza, które przenoszą 
zarodniki do wnętrza obiektu przez jego otwory np. 
wejściowe, wyjściowe, kominy wentylacyjne itp. [40, 44, 
48, 56, 57]. Z tego powodu najwięcej grzybów z powie-
trza obiektów podziemnych izoluje się w tzw. strefie 
mroku, czyli częściach obiektów mających największy 

Rys. 2. Wygląd aparatu podczas badań mikologicznych powietrza 
w jaskini Driny (Słowacja), próbnik ustawiono na pobór 150 litrów 

powietrza (fot. R. Ogórek)

Osówka 347,0 114,0
Rzeczka 1332,6 586,9
Włodarz 1115,9 380,8

Tabela I
Liczba jednostek tworzących kolonie grzybów w 1 m3 powietrza,

izolowanych z poszczególnych obiektów kompleksu Riese,
opracowano na podstawie [48, 49, 57]

Obiekt Na zewnątrz
obiektu

Wewnątrz obiektu
– wartość średnia ze wszystkich

punktów pomiarowych
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kontakt ze środowiskiem zewnętrznym (przy wejściach, 
wyjściach, kominach wentylacyjnych) [48, 49, 57]. 

W znacznym stopniu także działalność człowieka 
zaburza naturalny ekosystem obiektów podziemnych. 
Może prowadzić do wzbogacania środowiska w materie 
organiczną i nieorganiczną pozostawioną przez tury-
stów, do zmian pierwotnego mikroklimatu (wzrost 
temperatury, stężenia dwutlenku węgla), a także do 
wnoszenia nowych mikroorganizmów i zagęszczenia 
gleby [7, 8, 54]. W szczególności ważny jest aspekt wno-
szenia nowych mikroorganizmów, ponieważ głównie 
są to patogenne dla ludzi i zwierząt grzyby strzępkowe 
i drożdżopodobne [7, 16].

5. Grzyby występujące w powietrzu wybranych
 obiektów kompleksu Riese

Badania spelomikologiczne w kompleksie Riese 
zostały przeprowadzone w okresie letnim (czerwiec, 
lipiec) 2013 roku przy użyciu techniki zderzenio-
wej z próbnikiem powietrza Air Ideal 3P i podłożem 
PDA [48, 49, 57]. W sumie z powietrza na zewnątrz 
i  wewnątrz wybranych obiektów (Osówka, Rzeczka, 
Włodarz) wyizolowano 26 gatunków grzybów. W tym 
na zewnątrz obiektu Osówka i Rzeczka po 11 gatunków, 
Włodarz 12, a wewnątrz obiektu Osówka 14 gatunków, 
Rzeczka 16 i Włodarz 15 – Rys. 3, 4, 5.

Gatunki Acremonium strictum i Fusarium sporotri-
chioides były izolowane tylko z powietrza na zewnątrz 
obiektów, a F. avenaceum, Penicillium diversum, P. waks-
manii, Phoma herbarum, P. leveillei i Trichoderma har- 
zia num wyłącznie ze środka obiektów. W przypadku 
wszystkich obiektów z powietrza na zewnętrz izolo-
wano gatunki: Alternaria alternata, Cladosporium her- 
barum, C. herbarum i Sclerotinia sclerotiorum, a wew- 
nątrz obiektów: Botrytis cinerea, C. cladosporio ides, 
C. herbarum, F. oxysporum, P. chrysogenum, P. citri num, 
Rhizopus spp. i S. sclerotiorum. Natomiast grzyby takie 
jak: A. strictum, Aspergillus niger, Mucor spp., P. chry-
sogenum, P. expansum, Rhizopus spp., Sordaria fimi-
cola i Ulocladium alternariae były izolowane wyłącz- 
nie z powietrza na zewnątrz wybranych obiektów, 
a F. avenaceum, P. waksmanii, S. fimicola, T. harzianum 
i U. alternariae tylko z powietrza wewnątrz wybranych 
obiektów – Rys. 3, 4, 5. 

Gatunek C. cladosporioides był najliczniej izolowany 
z powietrza na zewnątrz i wewnątrz wybranych obiek-
tów kompleksu Riese – Rys. 3, 4, 5. Grzyby z rodzaju Cla-
dosporium, a w szczególności gatunki C. cladosporioi-
des i C. herbarium (Rys. 6), dominują w atmosferze na 
terenie Europy [17, 45, 46, 55]. W warunkach Polskich 
w zależności od pory roku i rodzaju podłoża hodow-
lanego w górach można izolować z powietrza od 50 
do 85% grzybów z tego rodzaju [40]. Ważną grupą 
izolowaną z  powietrza kompleksu Riese są grzyby 

Rys. 3. Skład procentowy grzybów izolowanych z powietrza na zewnątrz i wewnątrz obiektu Osówka,
opracowano na podstawie [57]
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Rys. 4. Skład procentowy grzybów izolowanych z powietrza na zewnątrz i wewnątrz obiektu Rzeczka,
opracowano na podstawie [49]

Rys. 5. Skład procentowy grzybów izolowanych z powietrza na zewnątrz i wewnątrz obiektu Włodarz,
opracowano na podstawie [48]
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z rodzaju Penicillium. Są to mikroorganizmy kosmo-
polityczne, powszechnie występujące w powietrzu, 
wodzie, ziemi oraz na zwierzętach i roślinach w wielu 
częściach świata [24, 61].

6. Potencjalny szkodliwy wpływ grzybów
 wyizolowanych z powietrza wybranych
 obiektów kompleksu Riese na zdrowie ludzi

Grzyby podobnie jak inne mikroorganizmy odgry-
wają w  ekosystemie obiektów podziemnych bardzo 
ważną rolę m.in. destruentów rozkładający materie orga- 
niczną [9, 34, 65]. Prawdopodobnie są także pokarmem 
dla organizmów żyjących w obiektach podziemnych m.in. 
owadów [38]. Jednakże one i ich metabolity wtórne 
mogą stwarzać zagrożenie dla zdrowia zwierząt i osób 
przybywających w obiektach podziemnych [12, 60].

Zarodniki grzybów należą do najliczniej reprezen-
towanych cząstek biologicznych w powietrzu atmos-
ferycznym, swą liczebnością znacznie przewyższają 
liczbę ziarn pyłku obecnego w powietrzu. Najczęś-
ciej grzyby są przyczyną alergii, które powodowane 
są przede wszystkim przez wysiew ich zarodników 
i  mogą objawiać się w postaci: alergii pokarmowej, 
alergii kontaktowej, uczulenia na antybiotyki czy też 
reakcji o charakterze alergicznym w przypadku istnie-
jących w organizmie ognisk zakażenia grzybiczego [35, 
59]. Objawy organizmu ze strony układu oddechowego 
spowodowane odpowiedzią na alergen grzybowy są 
znacznie silniejsze niż na inne alergeny powszechnie 
występujące w środowisku. Najprawdopodobniej spo-
wodowane jest to tym, że grzyby poza alergizującymi 
białkami, posiadają dodatkową zdolność rozmnażania 
się i  infekowania skóry oraz kolonizowania układu 
oddechowego [18]. Ponadto mogą syntetyzować różne 
substancje w postaci: niealergizujących toksyn i enzy-
mów, lotnych związków organicznych oraz niebiał-
kowych komponentów ścian komórkowych (glukan 
i chityna) [10, 20, 50]. Dodatkowo mogą występować 
zwłaszcza u chorych na przewlekłą astmę, krzyżowe 

reakcje autoimmunologiczne spowodowane wysoką 
homologią antygenów grzybów do niektórych ludzkich 
białek. Uwzględniając wszystkie wymienione mecha-
nizmy, wysunięto hipotezę, że uszkadzające działanie 
grzybów w drogach oddechowych wiąże się z  rów-
noległym indukowaniem zapalenia alergicznego oraz 
uszkodzeniem komórek nabłonka oddechowego przez 
działanie niealergizujących białek i toksyn [62].

Wśród grzybów wyizolowanych z powietrza kom-
pleksu Riese, znalazły się zarówno mikroorganizmy 
wywołujące ciężkie schorzenia, jak i te będące alerge-
nami. Do pierwszej grupy zalicza się przede wszyst-
kim grzyby z rodzajów: Aspergillus (aspergiloza płuc, 
zatok, rogówki, oczodołu, skóry, paznokci, przewodu 
słuchowego zewnętrznego), Rhizopus (mukormikoza 
płuc, zatok) oraz Fusarium (uogólniona fusarioza) [1, 2, 
14, 64]. Drugą grupę stanowią patogeny będące alerge-
nami, przynależą tu zarówno grzyby zaliczane do grupy 
pierwszej, jak i grzyby z rodzajów: Alternaria, Acremo-
nium, Cladosporium oraz Penicillium [3, 51]. Ponadto, 
grzyby te mogą wydzielać różnego rodzaju miko-
toksyny, antybiotyki i halucynogeny, które wchodzą 
w skład bioaerozolu. Wdychanie ich może prowadzić 
do zaburzeń w działaniu układu immunologicznego, 
neurologicznego czy też do różnego rodzaju zatruć [13]. 

Z dostępnych badań epidemiologicznych wynika, iż 
grzyby z rodzajów Alternaria i Cladosporium, a w dal-
szej kolejności Penicillium i Aspergillus są najczęstszą 
wśród alergenów grzybowych przyczyną alergii wziew-
nej. W dalszej kolejności należy wymienić grzyby 
z rodzaju Mucor, Botrytis, Fusarium, Pullularia, Curvu-
laria, Phoma i Rhizopus [35]. Dlatego najważniejsza dla 
osób uczulonych jest zawartość w powietrzu grzybów 
z rodzaju Alternaria i Cladosporium. W powietrzu na 
zewnątrz i wewnątrz wybranych obiektów kompleksu 
Riese dominował gatunek C. cladosporioides, natomiast 
gatunek A. alternata (Rys. 7) występował nielicznie. 
Liczbę zarodników niezbędną do wywołania objawów 
choroby alergicznej układu oddechowego u więk szości 
osób z  nadwrażliwością na te alergeny dla populacji 
polskiej oceniono na 100 zarodników w 1 m3 powie-

Rys. 6. Hodowla Cladosporium herbarum w szalce Petriego z podłożem PDA
i wygląd zarodników pod mikroskopem przy powiększeniu 40x (fot. R. Ogórek)
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trza dla rodzaju Alternaria i na 2800 dla zarodników 
z rodzaju Cladosporium [58]. Przyczyną tych różnic jest 
najprawdopodobniej żywotność komórek i ich zdolność 
do uwalniania alergenów. Przypuszcza się, że około 80% 
konidiów A. alternata występujących w  powietrzu to 
komórki żywe, a  u  rodzaju Cladosporium jedynie 
20–30% [22]. Ponadto alergeny zarodników A. alternata 
uwalniane są z łatwością. Natomiast u innych gatun-
ków np. Aspergillus fumigatus, wymagane jest fizyczne 
uszkodzenie ściany komórkowej zarodnika, a  to ona 
decyduje o dostępności alergenu dla błony śluzowej po 
dostaniu się zarodnika do dróg oddechowych [35].

Obecnie nie ma żadnych norm odnośnie czystości 
mikrobiologicznej powietrza obiektów podziemnych. 
Jednakże można posłużyć się normami dla pomiesz-
czeń mieszkalnych i użytku publicznego. Według 
Dutkiewicza i Mołocznika [19] stężenie grzybów do 
wartości 50 000 jtk w 1 m3 powietrza w pomieszcze-
niach zamkniętych nie wpływa na zdrowie przeby-
wających tam ludzi. Jednakże Zespół Ekspertów ds. 
Czynników Biologicznych (ZECB), Międzynarodo-
wej Komisji ds. Najwyższych Dopuszczalnych Stę-
żeń i  Natężeń Czynników Szkodliwych dla Zdrowia 
w  Środowisku Pracy, sugeruje limit do 5000 jtk [23]. 
Niektóre oficjalne limity są jeszcze niższe. Według 
polskiej normy PN-89/Z-04111/03 powietrze nie jest 
zanieczyszczone grzybami, jeżeli zawiera nie więcej niż 
3000 jtk w  1 m3 powietrza [52]. Natomiast Światowa 
Organizacja Zdrowia (WHO) uważa, że koncentracja 
grzybów na poziomie 1500 jtk w  1 m3 powietrza jest 
dopuszczalna tylko wtedy, gdy jest to mieszanka gatun-
ków [25]. Jakość mikrobiologiczna powietrza obiektów 
kompleksu Riese (Tabela I) nie stwarza zagrożenia dla 
zdrowia turystów, ponieważ nie zostały przekroczone 
wartości wyżej wymienionych norm. 

7. Podsumowanie

Badania speleomikologiczne obiektów podziem-
nych pozwalają zrozumieć funkcjonowanie ich ekosys-
temu oraz określić ewentualne czynniki wpływające na 

zaburzenia jego równowagi. Obecnie coraz więcej ludzi 
jest alergikami. Dlatego określenie stężenia grzybów 
i  ich składu gatunkowego w powietrzu jest szczegól- 
nie istotne w obiektach, które otwarte są do zwiedza- 
nia dla turystów. 

Najczęściej w obiektach podziemnych do oceny 
jakości mikrobiologicznej powietrza, wykorzystywana 
jest technika zderzeniowa z użyciem próbnika powie-
trza. Jest to jedna z metod hodowlanych, w  których 
bardzo ważnymi aspektami sąt rodzaj podłoża hodow-
lanego i temperatura inkubacji, ponieważ one wpływają 
na liczebność i skład izolowanych grzybów. Standartowo 
stosuje się w tej metodzie podłoże PDA lub Sabourauda. 

Grzyby w obiektach podziemnych występują głow-
nie w postaci zarodników i wiele czynników wpływa 
na ich zawartość m.in. działalność człowieka, obecność 
stawonogów i nietoperzy oraz woda i osady przedo-
stające się szczelinami ze środowiska zewnętrznego. 
Najważniejszym czynnikiem jest jednak środowisko 
otaczające obiekty podziemne i prądy powietrza, które 
przenoszą zarodniki z zewnątrz do ich środka.

Budowę kompleksu Riese rozpoczęto w roku 1943, 
jednakże nigdy go nie ukończono. Znajduje się on 
w Górach Sowich, a jego przeznaczenie do dzisiaj nie 
jest znane i istnieją tylko na ten temat przypuszczenia. 
Zwiedzanie obiektów w kompleksie Riese, zwanego 
także podziemnym miastem to niezwykłe przeżycie, 
mimo jego strasznej historii powstawania. W powie-
trzu badanych obiektów (Osówka, Rzeczka, Włodarz), 
występowały grzyby, które mogą być przyczyną alergii 
jak i infekcji u ludzi. Jednakże stężenie ich zarodników 
nie przekraczało dopuszczalnych norm dla jakości 
mikrobiologicznej powietrza, dlatego nie stwarzają 
one zagrożenia dla zdrowia zwiedzających kompleks 
Riese ludzi.
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1. Wprowadzenie

Należący do rodziny Staphylococcaceae rodzaj Sta-
phylococcus obejmuje kilkadziesiąt gatunków, z których 
blisko połowa związana jest z człowiekiem. Gronkowce 
są jednym z najliczniejszych rodzajów bakterii tworzą-
cych mikrobiom człowieka. Interakcje między orga-
nizmem gospodarza a bakteriami tego rodzaju mają 
bardzo zróżnicowany charakter – od komensalizmu 
poprzez infekcje miejscowe, aż do ciężkich zakażeń 
o  charakterze ogólnoustrojowym. Dla celów diagno-
stycznych najpowszechniej stosowany jest ich podział na 
koagulazododatnie (CPS – Coagulase Positive Staphy-
lococci) i koagulazoujemne (CNS – Coagulase Negative 
Staphylococci) oparty na uznawanej za użyteczną, gdyż 
pozwalającą na szybką identyfikację S. aureus próbie 
– zdolności bakterii do wytwarzania koagulazy. Jed-
nak obok tego powszechnie znanego gatunku do grupy 
koagulazododatnich należą także izolowane od zwie-
rząt lub ze środowiska: Staphylococcus intermedius, Sta-
phylococcus pseudintermedius, Staphylococcus delphini, 
Staphylococcus lutrae, Staphylococcus schleiferi subsp. 
coagulans czy Staphylococcus hyicus. W ostatnim czasie 
pierwsze dwa gatunki z wzrastającą częstością izolowane 
są także z materiałów klinicznych od ludzi [90, 93]. 

Zdolność hemolizowania krwinek jest cechą obser-
wowaną u różnych gatunków gronkowców. Wytwarzają 
one cytolizyny, które mają zdolność uszkadzania jednak 
nie tylko erytrocytów, ale także wielu komórek eukario-
tycznych. Są to ważne czynniki chorobotwórczości tych 
bakterii. Biologiczna aktywność cytolizyn w stosunku 
do krwinek czerwonych stanowi najprostszy i najpow-
szechniej stosowany sposób ich wykrywania, a ponadto 
jest jedną z nielicznych cech, które są wspólne wszyst-
kim hemolizynom. 

2. Taksonomia 

Gatunek S. intermedius po raz pierwszy został opi-
sany w 1976 r. przez Hájka [36]. Został wyizolowany 
z  materiału pochodzącego od różnych gatunków 
zwierząt (gołębi, psów, koni i norek). Swoją nazwę 
zawdzięcza on właściwościom biochemicznym, które 
Hájek określił jako cechy „pomiędzy” właściwościami 
charakterystycznymi dla gatunków S. aureus i Staphy-
lococcus epidermidis – stąd w nazwie łacińskiej epitet 
gatunkowy „intermedius” [9]. Po tym odkryciu przez 
wiele lat większość koagulazododatnich szczepów 
gronkowców izolowanych od zwierząt, niebędących 
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S. aureus, identyfikowano jako S. intermedius. Przełom 
nastąpił w 2005 r., kiedy to zespół belgijskich naukow-
ców na podstawie analiz molekularnych szczepów 
odzwierzęcych, fenotypowo i genotypowo podobnych 
do S. intermedius, dokonał odkrycia nowego gatunku 
nazwanego S. pseudintermedius [19]. Dalsze badania 
molekularne szczepów wcześniej klasyfikowanych 
jako S. intermedius wykazały, że w rzeczywistości 
oprócz „prawdziwych” S. intermedius, były to również 
S. pseudintermedius i S. delphini. Doprowadziło to do 
reklasyfikacji gronkowców i utworzenia łączącej te trzy 
gatunki grupy SIG („Staphylococcus intermedius group”) 
[23, 69]. Zmiany w klasyfikacji podały w wątpliwość 
dotychczasowy opis gatunku S. intermedius i wszystkie 
opublikowane przed rokiem 2005 prace dotyczące jego 
cech, w których zastosowane metody identyfikacji nie 
różnicowały szczepów gatunków tej grupy. 

3. Chorobotwórczość S. intermedius
 i S. pseudintermedius

Bakterie z gatunku S. intermedius kolonizują skórę 
i błony śluzowe różnych gatunków zwierząt, szczególnie 
psów, a także mogą stanowić u nich źródło oportuni-
stycznych zakażeń. U ludzi gronkowiec ten jest rzad-
kim odzwierzęcym patogenem stanowiącym przyczynę 
infekcji głównie u pacjentów z obniżoną odpornością. 
Szczepy S. intermedius są jednak izolowane aż z 18% 
przypadków zakażonych ran spowodowanych ugryzie-
niami psów, ale mogą być także rzadkim czynnikiem 
infekcyjnym ran o  innej etiologii [12]. W  literaturze 
można znaleźć doniesienia o przypadkach wykrywa-
nia bakterii tego gatunku w materiałach od pacjentów 
z infekcyjnym zapaleniem wsierdzia [17], zakażeniem 
odcewnikowym [87], zapaleniem płuc [32], zapale-
niem jamy sutkowej [47], ropniem mózgu [2], ostrym 
zapaleniem opon mózgowo-rdzeniowych [26], bakte-
riemią [38] czy nawet zatruciem pokarmowym [55]. 
Znane są także pojedyncze przypadki izolacji S. inter-
medius z mleka i mięsa [21, 61]. Szczepy identyfiko-
wane jako S. intermedius w większości przypadków 
izolowano z  przypadków chorób lub nosicielstwa od 
osób mających bliski kontakt ze zwierzętami, np. właś-
cicieli psów [84]. Liczba infekcji wywołanych przez 
ten drobnoustrój stale rośnie, niemniej jednak jej rze-
czywisty wymiar jest trudny do określenia. Można się 
spodziewać przypadków błędnej identyfikacji szczepów 
tego gatunku i uznawania ich za S. aureus ze względu 
na wynik próby na koagulazę oraz podobieństwo mor-
fologiczne kolonii i komórek. Ponadto, wiele szczepów 
opisanych jako S. intermedius może być w rzeczywis-
tości szczepami S. pseudintermedius [93].

Gatunek S. pseudintermedius został odkryty w roku 
2005 i uznany za oportunistyczny patogen wywołujący 

infekcje skóry i  błon śluzowych psów i  kotów [18]. 
Jednakże już w 2006 r. pojawiła się pierwsza publika-
cja dotycząca przypadku infekcji wywołanej przez ten 
drobnoustrój u człowieka [41]. Najnowsze badania 
wykazały szeroko rozpowszechnioną obecność S. pseu-
dintermedius w weterynaryjnym środowisku szpitalnym 
[45, 74, 97]. Występuje też nosicielstwo tego gatunku 
u ludzi, które podobnie jak w przypadku S. intermedius, 
ma charakter przejściowy i w głównej mierze dotyczy 
osób będących w stałym kontakcie z psami [63, 64], 
w tym właścicieli zwierząt domowych [37], a także per-
sonelu weterynaryjnego [10]. Gronkowce S. pseudinter-
medius u ludzi stanowią dość rzadki czynnik infekcyjny. 
Opisywane są pojedyncze przypadki tych zakażeń: 
odcewnikowej bakteriemii [15], zapalenia zatok przy-
nosowych [79], infekcyjnego zapalenia wsierdzia [67], 
pozaszpitalnego zapalenia płuc [51] czy zakażenia 
rany po przeszczepie szpiku kostnego [70]. Ten ostatni 
przypadek, przedstawiony przez włosko-polski zespół 
badaczy, stanowi drugi opisany dotychczas w  lite- 
raturze przypadek zgonu pacjenta wskutek infekcji 
S. pseudintermedius. Patogenne szczepy rozprzestrze-
niają się klonalnie. Badania epidemiologiczne pozwo-
liły ustalić, że na terenie Europy szeroko rozpowszech-
niony jest szczep S. pseudintermedius ST71, natomiast 
w Ameryce Północnej ST68 [94].

Istotną rolę w patogenezie infekcji wywoływa- 
nych przez S. intermedius i S. pseudintermedius odgry- 
wają licznie wytwarzane przez nie czynniki wirulencji. 
Te, które zostały dotychczas opisane, przedstawione 
są w Tabeli I. 

4. Cytolizyny gronkowców

Cytolizyny gronkowcowe zaliczane są do rodziny 
toksyn porotwórczych (PFT, pore-forming toxins) wy- 
twarzanych przez bakterie w postaci rozpuszczalnych 
w wodzie białkowych monomerów konwertujących do 
form wbudowujących się w strukturę błon komórko-
wych komórek docelowych, gdzie tworzą przezbłonowe 
pory. Na podstawie mechanizmów tworzenia przez 
nie struktur transmembranowych, w obrębie rodziny 
toksyn PFT wyróżnia się dwie grupy: toksyny β-barył-
kowe (β-barrel) i α-helikalne (α-helix) [7, 96].

Najlepiej opisanymi cytolizynami gronkowców są 
toksyny wytwarzane przez S. aureus. Stanowią one tym 
samym punkt odniesienia w ich poszukiwaniach i bada-
niach u innych gatunków. Wykrywane są cztery hemo-
lizyny: α, β, γ i δ, zwane też α-, β-, γ- i δ-toksynami 
oraz leukocydyna. Najprostszym sposobem różnico-
wania hemolizyn jest metoda opisana już w 1973 r. 
oparta na wrażliwości komórek izolowanych od róż-
nych gatunków zwierząt [48, 86, 89]. Najszersze spek-
trum działania na krwinki czerwone ma δ-hemolizyna, 
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α-hemolizyna wykazuje wysoką aktywność względem 
erytrocytów króliczych i niską względem ludzkich, 
podczas gdy β-hemolizyna silnie lizuje tylko krwinki 
owcze. Hemolizyna γ łączy zdolność lizowania krwinek 
króliczych, owczych i ludzkich z cytolizą granulocytów 
– cechą, której nie wykazują lub wykazują w znacznie 
mniejszym stopniu inne hemolizyny [85]. Pod tym 
względem podobna jest ona do leukocydyn, których 
aktywność dotyczy komórek układu białokrwinkowego, 
ale które mogą wykazywać bardzo niską aktywność 
względem krwinek czerwonych, hemolizując jedynie 
erytrocyty królicze [65, 66]. 

Cytolizyny są wytwarzane przez gronkowce róż-
nych gatunków, ale ich aktywność w dużej mierze 
zależy od stopnia ekspresji posiadanych genów, która 
jest zależna od szeregu czynników i może być różna 
u różnych szczepów. Warunkują one ich potencjał cho-
robotwórczy. Powszechnie wykorzystuje się techniki 
molekularne do poszukiwania kodujących je genów 
– w przypadku hemolizyn: hla, hlb, hld, hlg i hlgv, a dla 
leukocydyn genów: lukS-PV, LukF-PV, lukS-I, LukF-I, 
lukM, lukED czy lukGH/AB.

4.1. Hemolizyna α

Do najsilniej działających cytolizyn należy α-hemo- 
lizyna. Mechanizm jej litycznego działania oparty jest na 
tworzeniu otworów w strukturze błony komórki doce-

lowej. Po związaniu z jej powierzchnią monomerów 
toksyny i wytworzeniu przezbłonowych β-baryłkowych 
porów, następuje ucieczka jonów K+ i Ca2+, w wyniku 
czego dochodzi do obumierania komórki [80]. Tok-
syna ta może także wywoływać agregację ludzkich 
trombocytów z  granulocytami obojętnochłonnymi 
[62]. Selektywność działania α-toksyny względem 
komórek różnych gatunków, jak i określonych ko- 
mórek związana jest z ekspresją niedawno odkrytego 
receptora komórkowego ADAM10 (Disintegrin and 
Metalloproteinase Domain-containing protein 10) [7]. 
Wiadomo, że α-hemolizyna S. aureus odgrywa przede 
wszystkim rolę w patogenezie infekcji skórnych zwią-
zanych z uszkodzeniem naskórka, rzadziej natomiast 
w bakteriemii [88]. Wytwarzanie tej toksyny odnoto-
wano obok S. aureus u licznych gatunków gronkowców 
koagulazoujemnych: Staphylococcus caprae, Staphylo-
coccus xylosus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus 
warneri, Staphylococcus capitis, Staphylococcus cohnii, 
Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus, 
S. epidermidis, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus 
saprophyticus, a także Staphylococcus gallinarum [5, 
73]. W przypadku większości tych gatunków zdolność 
do wytwarzania α-hemolizyny jest cechą charakte-
rystyczną tylko szczepów chorobotwórczych. 

Pierwsze doniesienia dotyczące α-hemolizyny u bak- 
terii należących do grupy SIG pochodzą z 1976 r., kiedy 
to Hájek stwierdził obecność tej toksyny u 11 z 50 (22%) 
badanych przez siebie szczepów S. intermedius [43]. 

Staphylococcus intermedius koagulaza [57]
 enterotoksyna A [4]
 enterotoksyna C (w tym specyficzny wariant SECcanine
 charakterystyczny dla izolatów z piodermii) 

[4]

 białko A [30]
 β-hemolizyna [30]
 δ-hemolizyna [89]
 α-hemolizyna [30]
 termonukleaza [3, 69]
 leukotoksyna Luk-I [58]
Staphylococcus pseudintermedius koagulaza [28]
 α-hemolizyna [28]
 β-hemolizyna [28]
 δ-hemolizyna [28]
 białko A [14]
 proteaza [28]
 enterotoksyny [28]
 toksyna eksfoliatywna SIET [28]
 leukotoksyna Luk-I [34]

Tabela I
Czynniki wirulencji Staphylococcus intermedius i Staphylococcus pseudintermedius

Gatunek Czynniki chorobotwórcze Piśmiennictwo



CYTOLIZYNY – CZYNNIKI ZJADLIWOŚCI STAPHYLOCOCCUS INTERMEDIUS I STAPHYLOCOCCUS PSEUDINTERMEDIUS 357

W 2010 r. Slettemeås i wsp. [75] wykryli α-hemolizynę 
u zwierzęcego szczepu gronkowca należącego do grupy 
SIG. Jego identyfikacja była niejednoznaczna (S. inter-
medius lub S. pseudintermedius). U szczepów zwierzę-
cych wykrywany był także kodujący tę hemolizynę gen 
hla [33]. Dotychczas jednak nie wyizolowano i nie scha-
rakteryzowano α-toksyny żadnego z gatunków należą-
cych do grupy SIG.

4.2. Hemolizyna β

Aktywność β-hemolizyny gronkowcowej zależy 
przede wszystkim od zawartości sfingomieliny w mem-
branie cytoplazmatycznej wrażliwych komórek – dużej 
w erytrocytach, ale niższej w komórkach jądrzastych. 
Toksyna ta hydrolizuje sfingomielinę do ceramidów 
i  fosforylocholiny zaburzając stabilność struktury 
błony komórkowej [46]. Działanie to jest wzmagane 
po obniżeniu temperatury hodowli i określane jako 
efekt „hot-cold” [77]. 

Oprócz hemolizy erytrocytów owczych, β-hemo-
lizyna S. aureus wykazuje, podobnie do α-toksyny, 
wybiórczą toksyczność w stosunku do monocytów, 
uszkadza również ludzkie limfocyty T. Walev i  wsp. 
[91] wykazali, że już 0,001 U/ml odpowiadające około 
5 ng/ml tej toksyny zabija 50% ludzkich monocytów. 
Wykazano istotny jej wpływ na chorobotwórczość dla 
zwierząt doświadczalnych [16, 39, 50]. Jak pokazali 
Tajima i wsp. [83], β-toksyna S. aureus hamuje chemo-
taksję i wędrówkę przez błony granulocytów obojętno-
chłonnych. Działanie gronkowcowej β-toksyny polega 
na jej interferencji z systemem sygnalnym procesów 
zapalnych w komórkach śródbłonka, co znacząco 
wpływa na system odpornościowy organizmu gospoda-
rza. Wynika ono z hamowania wytwarzania IL-8 przez 
komórki śródbłonka. Interleukina ta, indukowana dzia-
łaniem TNF-α, w fizjologicznych warunkach wpływa 
stymulująco na te procesy. 

Na nową, ważną dla chorobotwórczości gronkowców 
cechę β-hemolizyny wskazują badania Huseby i  wsp. 
[42]. Wykazali oni, że toksyna ta tworzy kowalencyjne 
wiązania z eDNA, stanowiąc ligazę DNA uwalnianego 
do matriks biofilmu, który tworzą patogenne szczepy 
tych bakterii. Powstające nierozpuszczalne poli mery 
stabilizują biofilm in vitro. Ci sami badacze pokazali, 
że toksyna ta stymuluje wytwarzanie biofilmu in vivo.

Hemolizyna β jest wskazywana jako istotny czyn-
nik chorobotwórczości wielu gatunków gronkowców 
koagulazoujemnych: S. schleiferi, S. simulans, S. caprae, 
S. epidermidis, S. xylosus i S. warneri. Wykrywana była 
także u  szczepów S. lentus, S. sciuri, S. lugdunensis, 
S. hominis, S. haemolyticus, S. capitis, S. cohnii czy Sta-
phylococcus chromogenes [5].

Hemolizyna β jest też najlepiej poznaną hemo-
lizyną S. intermedius. Wczesne badania polegały na 
ocenie wrażliwości erytrocytów różnych gatunków na 
jej działanie lityczne. Już w 1976 r. w pierwszej pracy 
dotyczącej wówczas nowo odkrytego gatunku S. inter-
medius Hájek stwierdził, że β-hemolizyna jest wytwa-
rzana konstytutywnie przez wszystkie trzy badane 
przez niego szczepy S. intermedius [36]. W roku 1984 
Biberstein i wsp. [8] potwierdzili zdolność do wytwa-
rzania β-toksyny wykazując ją u 126 z 200 badanych 
szczepów (63%). Szczepy te były zidentyfikowane 
jako S. intermedius na podstawie testów biochemicz-
nych Staph-Ident, API. Nie jest to jednak metoda 
pozwalająca na odróżnienie tego gatunku od S. pseu-
dintermedius. Pierwsze badania prowadzące do izo-
lacji i  oczyszczenia β-toksyny produkowanej przez 
S. intermedius przeprowadzili w 1996 r. Dziewanowska 
i wsp. Badacze ci porównali jej właściwości z β-hemo- 
lizyną wytwarzaną przez S. aureus. Toksyny izolowano 
równolegle z  dwóch szczepów: S. aureus RN 4220 
i S. intermedius 94-072594 (obecnie S. intermedius 
ATCC 29663). Analiza pokazała ich znaczne podo-
bieństwo. Wykazano, że należą one do klasy obojętnych 
sfingomielinaz C, hydrolizują lizofosfatydylocholinę, 
ale nie wykazują aktywności wobec fosfatydylocho-
liny, fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydyloseryny [27]. 
Badania te pokazały także, że obie toksyny są mono-
merami o identycznych parametrach kinetycznych 
(stała Km 1,4 mM, Vmax 100 mmol/min/µg białka), 
ale różnej masie. Masę β-hemolizyny S. intermedius 
określono jako 33 500 Da, zaś toksyny izolowanej 
z S. aureus – 35 500 Da. Wykazano, że toksyny te różnią 
się także składem aminokwasowym oraz aktywnoś cią 
enzymatyczną wobec sfingomielinazy po zadziała-
niu ditiotreitolem (DTT), co wynika z  braku reszty 
cysteinowej w strukturze β-toksyny S. intermedius i co 
wpływa również na termostabilność tego białka. Obie 
β-hemolizyny są stabilne w  temperaturze 37°C, jed-
nakże aktywność toksyny S. intermedius w wyższej tem-
peraturze ulega szybszemu spadkowi. Różnice dotyczą 
też innych cech: β-hemolizyna S. intermedius cechuje 
się największą aktywnością w  pH 6,0–7,5 (S. aureus 
–  pH 6,5–7,5) oraz 5-krotnie silniejszym działaniem 
hemolitycznym wobec erytrocytów owczych w porów-
naniu z badaną przez tę grupę hemolizyną S. aureus. 
Również w analizie serologicznej udowodniono brak 
identyczności tych dwóch toksyn, ale wykazano jed-
nocześnie, że charakteryzowały się one reaktywnością 
krzyżową [27]. 

W przypadku S. pseudintermedius w pierwszej pu- 
bli kacji dotyczącej odkrycia tego gatunku w  2005 r., 
Devriese i wsp. [19] stwierdzili, w oparciu o metodę 
fenotypową (efekt „hot-cold”), zdolność do produkcji 
β-hemolizyny przez wszystkie cztery badane wtedy 
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szczepy. Przyjmuje się, że wytwarzanie tej toksyny przez 
szczepy S. pseudintermedius, podobnie jak S. interme-
dius, ma charakter konstytutywny [71]. 

4.3. Hemolizyna δ

Gronkowcowa δ-hemolizyna jest zaliczana do 
rodziny toksyn typu α modulin rozpuszczalnych 
w fenolu – PSMα (Phenol-Soluble Modulins α) [59]. 
Toksyna ta wyróżnia się spośród innych gronkowco-
wych hemolizyn kilkoma charakterystycznymi właści-
wościami. Jest amfipatycznym polipeptydem o niskiej 
masie cząsteczkowej i strukturze α-helisy, stosunkowo 
termostabilnym (pozostaje stabilna w temperaturze 
80°C przez 15 minut), rozpuszczalnym w mieszaninie 
chloroformu i metanolu. Jej aktywność jest hamowana 
przez fosfolipidy, niektóre kwasy tłuszczowe, surowicę 
oraz frakcje α- i β-globulin surowicy [76]. 

Ekspresja toksyny zależy od gęstości populacji 
komórek i jest regulowana przez system regulacyjny 
agr za pośrednictwem peptydu autoinduktora AgrD. 
Toksyna w hodowli wydzielana jest dopiero w późnej 
fazie logarytmicznego wzrostu [89]. 

Wskazuje się na dwa, zależne od stężenia, scena-
riusze działania tej toksyny na błony. W niskich stęże-
niach, poniżej stężenia granicznego, toksyna agreguje 
przylegając do powierzchni i zaburzając jej dwuwar-
stwową formę, aby przy już niewielkim wzroście stę-
żenia utworzyć kanały: małe w formie oktamerów 
lub duże zbudowane z oligomerów. Powyżej stężenia 
granicznego, w wysokich stężeniach toksyna działa na 
membranę cytoplazmatyczną jak surfaktant, niszcząc 
jej dwuwarstwową strukturę i w konsekwencji pro-
wadząc do natychmiastowej lizy komórki [89].

Hemolizyna δ wykazuje niespecyficzną gatunkowo 
aktywność hemolityczną [76], dlatego może prowadzić 
do lizy erytrocytów wielu różnych gatunków, ale także 
organelli komórkowych, a nawet protoplastów i sfero-
plastów bakterii [48]. Toksyna ta, podobnie do innych 
PSMs, wykazuje również niską aktywność lityczną 
w  stosunku do granulocytów obojętnochłonnych, 
a  także może stanowić dla nich czynnik chemotak-
tyczny [49]. Zdolność do wytwarzania δ-hemolizyny 
jest cechą powszechną nie tylko wśród gronkowców 
koagulazododatnich, ale także koagulazoujemnych, 
u których dotyczy nawet do 80% szczepów [22], głów-
nie z gatunków S. epidermidis, S. haemolyticus, S. homi-
nis, S. warnerii i  S. lugdunensis, a  także w  mniejszym 
stopniu u  S. sciuri, S. cohnii, S. saprophyticus oraz 
S. xylosus [11, 40, 73]. 

Toksyna δ jest także konstytutywnie wytwarzana 
przez S. intermedius i S. pseudintermedius [51, 89]. 
U S. intermedius, podobnie do S. aureus, kodowana jest 
przez gen hld stanowiący strukturalny element cząs-

teczki RNAIII (transkrypt P3) systemu regulacyjnego 
agr, a jej wytwarzanie, podobnie jak u S. aureus, zależy 
od gęstości komórek bakteryjnych [44, 82].

4.4. Hemoliza synergistyczna 

Gronkowcowa δ-hemolizyna nazywana jest także 
hemolizyną synergistyczną z powodu oddziaływania, 
jakie wywiera ona na częściowo zhemolizowane przez 
β-hemolizynę, bogate w sfingomielinę krwinki bara-
nie. Działanie to nazywamy ko-hemolizą lub hemolizą 
synergistyczną i polega ono na wzmożonej lizie tych 
erytrocytów wskutek współdziałania niniejszej tok-
syny oraz wytwarzanych przez różne gatunki bakterii 
innych czynników ich wirulencji: toksyn i enzymów. 
Zjawisko to stało się podstawą dla wykorzystywanego 
powszechnie w  diagnostyce testu CAMP nazwanego 
tak przez Murphy i wsp. [52] na cześć jego odkrywców 
(Christie  R., Atkins  N.E. i  Munch-Petersen  E., stąd 
eponim CAMP). W teście tym autorzy zaproponowali 
wykorzystywanie referencyjnego szczepu Staphylococ-
cus aureus (ATCC 25923 lub NCTC 1803) jako stano-
wiącego odniesienie producenta β-hemolizyny. Test 
CAMP to ważna, prosta do wykonania próba wyko-
rzystywana w  identyfikacji paciorkowców grupy  B 
(GBS) i Listeria monocytogenes, dwóch drobnoustro-
jów o istotnym znaczeniu klinicznym, poszukiwanych 
powszechnie w profilaktyce okołoporodowej, a także 
Actinomyces neuii, Corynebacterium striatum czy 
Turicella otitidis i innych bakterii, które mają zdolność 
wytwarzania tzw. czynników CAMP. Stanowią je na 
przykład: cytotoksyna Cfb wytwarzana przez Strepto-
coccus agalactiae [56], fosfolipaza C Listeria monocy-
togenes, toksyny Apx Actinobacillus pleuropneumoniae 
i  RTX Pasteurella aerogenes, oksydaza cholesterolu 
Rhodococcus equi, endopeptydaza O-sialoglikopro-
teiny Riemerella anatipestifer oraz kohemolizyna Cfa 
wytwarzana przez Bartonella henselae [53], a przypadku 
różnych gatunków gronkowców δ-hemolizyna (także 
u S. intermedius) [13, 20, 68, 89]. 

Ze względu na zdolność do konstytutywnej pro-
dukcji β-hemolizyny przez wszystkie szczepy S. pseu-
dintermedius Savini i wsp. [72] zaproponowali wyko-
rzystywanie tego gatunku jako alternatywnego do 
diagnostycznego testu CAMP zamiast używanych 
obecnie referencyjnych szczepów S. aureus.

4.5. Hemolizyna γ

Gronkowcowa γ-hemolizyna, podobnie jak α-hemo- 
 lizyna, należy do grupy toksyn PFT (Pore Forming 
Toxins), których mechanizm działania oparty jest 
na tworzeniu β-cylindrycznych otworów w błonach 
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komórkowych komórek docelowych. Zbudowana jest 
ona z dwóch oddziałujących synergistycznie polipepty-
dowych składowych – komponenty S (slow) w postaci 
HlgA lub HlgC i komponenty F (fast) – HlgB. Ich nazwy 
(S i F) wywodzą się od szybkości ich migracji podczas 
rozdziału elektroforetycznego [35, 58]. Hemolizyna γ 
charakteryzuje się znacznym działaniem cytolitycz-
nym wobec erytrocytów króliczych, ludzkich i owczych 
[85], a  także ludzkich granulocytów obojętnochłon-
nych. To ostatnie jest szczególnie silne i może wynikać 
z  obecności niescharakteryzowanego jeszcze dotąd 
receptora na ich powierzchni [31]. Hemolizyna ta zali-
czana jest niekiedy do gronkowcowych leukocydyn 
i określana jako HlgACB. Uważa się, że ma ona pewne 
znaczenie w przebiegu zakażeń wieloopornymi szcze-
pami CA-MRSA (community-acquired methicillin-
-resistant S. aureus) [1].

Spośród wszystkich hemolizyn produkowanych 
przez bakterie z grupy SIG, to właśnie γ-hemolizyna 
jest toksyną stosunkowo najmniej poznaną. Przez wiele 
lat uważano, że szczepy zarówno S. intermedius, jak 
i S. pseudintermedius jej nie wytwarzają [55]. Przeło-
mem okazały się jednak badania Gharsa i wsp. z 2013 r. 
[33], w których u 38,2% poddanych genetycznej analizie 
30 szczepów S. pseudintermedius wykazano obecność 
genu hlgv kodującego jedną z  komponent γ-toksyny 
gronkowcowej. W  roku  2002 Nishiyama i  wsp. [58], 
opisując leukotoksynę Luk-I wytwarzaną powszech-
nie przez szczepy S. intermedius, zwrócili uwagę na 
fakt znacznego jej podobieństwa do γ-hemolizyny 
gronkowców, gdyż komponenta Hlg1 hemolizyny jest 
identyczna ze składową LukF leukotoksyny, zaś kom-
ponenty Hlg2 i LukS wykazują 80% identyczności ami-
nokwasowej sekwencji.

4.6. Leukocydyny 

Gronkowce mogą wytwarzać trzy leukocydyny, 
z  których najlepiej poznana jest wysoce specyficzna 
gatunkowo dla S. aureus leukocydyna Panton-Valentine 
– PVL. Jest ona, podobnie jak pozostałe dotąd opisane, 
toksyną dwuskładnikową złożoną ze składowych F i S 
o masach molekularnych 38 kDa (LukF-PV) i 32 kDa 
(LukS-PV) [66]. Toksyna ta uważana jest za istotny 
czynnik chorobotwórczości tych bakterii [54]. Dwie 
nowo opisane leukocydyny to leukocydyna LukAB/
HG i Luk-ED, obie odgrywające rolę w przeżywaniu 
gronkowców we krwi ludzkiej, pierwsza uznana za klu-
czową dla chorobotwórczości szczepów CA-MRSA [24, 
25]. Opisana została także leukocydyna LukM (zwana 
także LukM/F’-PV) mająca znaczenie w  patogene-
zie gronkowcowego zapalenia gruczołów mlecznych. 
Wykazuje ona niską aktywność w stosunku do ludz-
kich granulocytów obojętnochłonnych, ale jest silnie 

leukotoksyczna wobec krwinek przeżuwaczy [29, 60]. 
Benito i wsp. w 2013 r. stwierdzili obecność genów ją 
kodujących u jednego szczepu ludzkiego [6]. 

Wykryta i zsekwencjonowana już w  1995 r. przez 
Prevost i  wsp. [65], wytwarzana przez S. intermedius 
leukotoksyna Luk-I, obok wytwarzanych przez S. aureus 
leukocydyn Panton-Valentine (PVL), leukocydyny 
Luk-M i  γ-hemolizyny, należy do toksyn synergohy-
menotroficznych (SHT), które są kodowane w postaci 
operonu złożonego z dwóch składowych, w przypadku 
Luk-I: genów lukS-I i lukF-I, wspólnie transkrybowa-
nych. Kodowane przez nie współdziałające synergi-
stycznie białka LukS-I i LukF-I mają masę odpowiednio 
32 kDa i  33 kDa. Podobnie do toksyn wytwarzanych 
przez S. aureus, wykazują one działanie w stosunku 
do granulocytów, w tym ludzkich i niewysoką aktyw-
ność hemolityczną wobec erytrocytów króliczych [58]. 
W  późniejszych badaniach znaleziono leukocydynę 
Luk-I także u  szczepów S. pseudintermedius pocho-
dzenia zwierzęcego, jak również innego przedstawiciela 
grupy SIG – S. delphini izolowanych w tych badaniach 
od osłów. U tych ostatnich wykrywano jednak tylko gen 
lukF-I i nie wykazano aktywności leukotoksycznej [34]. 

W roku 2011 Soedarmanto i wsp. [78], wykonali 
analizę genetyczną szczepu S. pseudintermedius izo-
lowanego od człowieka, u którego wykazali obecność 
genów lukS-I i lukF-I. Jest to, jak dotąd, jedyne donie-
sienie o wyposażeniu w leukocydynę Luk-I szczepów 
tego gatunku izolowanych od ludzi. 

*  *  *

Badania genetyczne, wykrywanie genów cytolizyn, 
a  także obserwacja ich ekspresji i regulacji produkcji 
stanowi dodatkową, coraz powszechniej stosowaną 
strategię w pracach nad tymi toksynami. Pozwalają one 
także śledzić wysoce prawdopodobny transfer między-
gatunkowy. Geny niektórych cytolizyn uzyskiwane są 
przez komórki gronkowców na drodze transdukcji, co 
sprzyja ich dalszemu horyzontalnemu rozprzestrze-
nianiu. Lizogenne fagi są na przykład przenosicielami 
genów leukocydyn [95]. Van Wamel i wsp. [92] opisali 
zdolność uszkadzania przez fagi genu β-hemolizyny, 
który jest ich receptorem i włączanie w to miejsce 
genów istotnych w procesie zaburzania funkcji układu 
odpornościowego gospodarza. 

Ekspresja genów kodujących cytolizyny w komór-
kach podlega procesom regulacyjnym. Jednym z syste- 
mów warunkujących zdolność bakterii z gatunku S. inter- 
medius do odbioru sygnałów środowiskowych oraz 
mających bezpośredni związek z kontrolą aktywności 
genów kodujących czynniki chorobotwórczości, w tym 
cytolizyn, jest już dobrze poznany system agr (acces-
sory gene regulator) należący do dwuskładnikowych 
systemów przekazywania sygnału (Two-Component 
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Signal Transduction Systems – TCSTS) [81, 82]. Bada-
nia dotyczące regulacji wydzielania między innymi 
δ-hemolizyny i leukotoksyny przeprowadzili Sung 
i wsp. [81]. Stwierdzili oni, że u S. intermedius system 
ten składa się z fragmentu DNA o wielkości 3436 par 
zasad (pz) z kodującego dwa transkrypty –  RNAII 
i RNAIII. Koniec 5’ cząsteczki RNAIII S. intermedius 
pełni funkcję aktywatora ekspresji genów, a także wyka-
zuje na odcinku między 10 a 35 nukleotydem sekwencji 
wysoki stopień podobieństwa u wszystkich gatunków 
gronkowców. Wskazuje to na ich istotną i uniwersalną 
rolę w  regulacji ekspresji genów za pomocą podob-
nych mechanizmów sterowania. Cząsteczka RNAIII 
S. intermedius zawiera w swej strukturze otwartą ramkę 
odczytu kodującą homolog δ-hemolizyny gronkowców, 
która jest kodowana przez gen hld. Większość genów 
δ-lizyny różnych gatunków gronkowców zlokalizowana 
jest we fragmencie 5’ RNAIII, jednakże u S. interme-
dius w strukturze genu powyżej otwartej ramki odczytu 
dodatkowo znajduje się sekwencja insercyjna. Mimo 
tej różnicy otwarta ramka odczytu δ-hemolizyny 
S. intermedius wykazuje znaczny stopień podobień-
stwa sekwencji w stosunku do S. aureus (16 z 25 ami-
nokwasów δ-lizyny S. intermedius jest identycznych 
z S. aureus) oraz różnych gatunków gronkowców koagu-
lazoujemnych. Z dużym prawdopodobieństwem można 
przypuszczać, że δ-hemolizyna produkowana przez 
szczepy S. intermedius może cechować się podobnym 
do δ-toksyny S. aureus mechanizmem działania. Region 
3’ cząsteczki RNAIII u  S. aureus jest odpowiedzialny 
za wytwarzanie α- i β-hemolizyny, a  wysoki stopień 
konserwatywności sekwencji w tym regionie u  róż-
nych gatunków gronkowców, a tym samym u S. inter-
medius, może sugerować podobieństwo funkcjonalne 
do S. aureus. [81]. Badania te, wykonane w  2005 r. 
zostały przeprowadzone na bliżej nieokreślonej przez 
autorów kolekcji 20 szczepów izolowanych ze skóry 
psów z  zapaleniem skóry, a pochodzących z kolekcji 
Royal Veterinary College w Londynie. Można tylko 
domniemywać, że wszystkie one rzeczywiście należały 
do gatunku S. intermedius, a nie S. pseudintermedius.

5. Podsumowanie 

Wiedza na temat cytolizyn wytwarzanych przez 
gronkowce z gatunków S. intermedius i S. pseudinter-
medius jest niepełna. Wyodrębnienie nowego, pokrew-
nego, a jednak odrębnego gatunku po prawie 30 latach 
od opisania S. intermedius stawia dodatkowo pod 
znakiem zapytania wyniki przeprowadzonych w  tym 
okresie badań. Jednocześnie izolacja tych gatunków 
z  materiałów klinicznych od ludzi uzasadnia coraz 
szersze nimi zainteresowanie. W świetle wyników naj-
nowszych badań wskazujących na ich udział obok dzia-

łania cytolitycznego w przebiegu procesów zapalnych 
czy tworzeniu biofilmów, cytolizyny wydają się mieć, 
spośród czynników potencjalnie ważnych dla chorobo-
twórczości tych gatunków, szczególne znaczenie. 
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1. Wstęp 

Pomysł wykorzystania drobnoustrojów do produk-
cji tłuszczu zrodził się w Niemczech w okresie mię-
dzywojennym. Naukowcy zaczęli prowadzić badania 
nad uzyskaniem zamienników tłuszczów roślinnych, 
których brakowało wówczas na rynku [9]. Jak podaje 
Ratledge pierwsze wzmianki w literaturze pochodzą 
z 1922 roku i dotyczyły produkcji tłuszczu mikrobio-
logicznego przez drożdże Endomyces vernalis [40]. Nie-
stety badania te były skazane na porażkę, ze względu 
na brak sprzętu umożliwiającego prowadzenie procesu 
w urządzeniach na skalę przemysłową oraz niedosta-
teczną wiedzę z zakresu modyfikacji genetycznych [9]. 
Zainteresowanie naukowców pozyskiwaniem tłuszczu 
mikrobiologicznego znacznie wzrosło w ciągu ostatnich 
30 lat. Dokonano olbrzymich postępów w identyfikacji 
mikroorganizmów olejogennych oraz mechanizmów 
syntezy tłuszczu. Mikroorganizmy olejogenne defi-
niowane są jako zdolne do wytwarzania i akumulacji 
powyżej 20% tłuszczu w suchej substancji komórkowej. 
W literaturze lipidy pochodzenia mikrobiologicznego 

określane są skrótem SCO (Single Cell Oil). Termin ten 
został wprowadzony w 1974 roku przez Ratledge’a ana-
logicznie do nazwy białka jednokomórkowców – SCP 
(Single Cell Protein) [9, 39]. 

2. Mikroorganizmy olejogenne 

Wszystkie żywe organizmy wytwarzają substancje 
lipidowe, których zawartość w komórce nie przekra-
cza zwykle 5% w suchej substancji. Związki te są nie-
zbędne do budowy i prawidłowego funkcjonowania 
błon komórkowych [26]. Mikroorganizmy olejogenne, 
w  specyficznych warunkach akumulują lipidy, które 
odkładane są w tzw. ciałkach lipidowych (ang. lipid 
bodies – LB) [21]. Tłuszcz występuje głównie w  for-
mie triacylogliceroli (ok. 80%) [38], a  w  mniejszych 
ilościach znajdują się także wolne kwasy tłuszczowe, 
monoacyloglicerole, diacyloglicerole, sterole, fosfoli-
pidy i glikolipidy [35]. Budowa ciałek lipidowych jest 
taka sama u wszystkich organizmów eukariotycznych 
[18]. Hydrofobowy rdzeń otacza warstwa fosfolipi-
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dów związanych z białkami i w zależności od potrzeb 
komórki może ulegać degradacji przez specyficzne 
lipazy wewnątrzkomórkowe [1]. Wśród mikroorganiz-
mów olejogennych znajdują się mikroalgi, bakterie, 
pleś nie oraz drożdże [35]. 

Bakterie rzadko zawierają więcej niż 10% tłusz-
czu w suchej substancji, nie wykazują również zdol-
ności do syntezy wielonienasyconych kwasów tłusz-
czowych. Intensyfikację procesu akumulacji lipidów 
można osiąg nąć przez zastosowanie podłoży bogatych 
w  węglowodany oraz silne napowietrzanie hodowli 
[30]. Do prokariotycznych organizmów olejeogennych 
zalicza się szereg gatunków z rodzajów Mycobacterium, 
Streptomyces, Rhodococcus i  Nocardia [2]. W  warun-
kach niedoboru azotu Rhodococcus sp. i  Nocardia 
corallina akumulują przede wszystkim triacyloglicerole, 
z niewielką ilością diacylogliceroli i estrów woskowych. 
Wykorzystując jako źródło węgla glukozę niektóre pro-
mieniowce mogą gromadzić nawet do 70% triacylogli-
ceroli w suchej substancji komórkowej. Wytwarzanie 
i wewnątrzkomórkowa akumulacja lipidów w komór-
kach bakterii ma ścisły związek z fazą wzrostu i nastę-
puje po zaprzestaniu biosyntezy białka [47]. 

Mikroalgi są zdolne do syntezy dużych ilości lipi-
dów, na co mają wpływ głównie intensywność świa-
tła, pH, stężenie rozpuszczonego tlenu i CO2, stężenie 
składników odżywczych takich jak azot, fosfor, krzem, 
żelazo oraz obecność organicznych źródeł węgla. We 
właściwie skomponowanym podłożu i przy odpowied-
nio dobranych parametrach hodowli uzyskano biomasę 
komórkową Schizochytrium sp. zawierającą 77 g tłusz-
czu/100 gs.s., Botryococcus braunii (75 g tłuszczu/100 gs.s.) 
oraz Nannochloropsis sp. (68 g tłuszczu/100 gs.s.) [47]. 

Niektóre olejogenne pleśnie mają zdolność do gro- 
madzenia aż do 85% tłuszczu w  suchej substancji 

komórkowej. Proces ich syntezy i akumulacji jest ściś le 
związany z  wyczerpaniem składników odżywczych 
innych niż węgiel, co zapobiega proliferacji komórek, 
a nadal umożliwia przekształcenie substratu w  lipidy 
[29]. Na szczególną uwagę zasługują pleśnie z rodza-
jów Mucor, Mortierella, Rhizopus, Cunninghamella 
i Zygorhynchus, które mają zdolność do syntezy dużych 
ilości cennych z żywieniowego punktu widzenia kwa-
sów wielonienasyconych (PUFA) zwłaszcza kwasu 
γ-linolenowego (GLA) (C18:3n-6) oraz kwasu arachi-
donowego (ARA) (C20:4n-6) [27]. 

Najlepszymi producentami tłuszczu mikrobiolo-
gicznego są drożdże ze względu na ich wysoką zawar-
tość w biomasie komórkowej. Organizmy te wykazują 
szybkie tempo wzrostu i  niskie wymagania pokar-
mowe, a skład kwasów tłuszczowych można modyfi-
kować przez zmianę warunków hodowli [1]. Szacuje 
się, że spośród 600 znanych gatunków drożdży mniej 
niż 30 zdolnych jest do syntezy powyżej 20% tłuszczu 
w  suchej substancji komórkowej. Olejogenne droż-
dże należą głównie do rodzajów Yarrowia, Rhodo-
torula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon 
oraz Lipomyces [9]. Przykładowe zawartości tłuszczu 
w  suchej substancji komórkowej drożdży przedsta-
wiono w tabeli I. 

Profil kwasów tłuszczowych wytwarzanych przez 
drożdże zależy od gatunku, rodzaju zastosowanego 
podłoża, warunków hodowli, czasu jej trwania oraz 
temperatury [30]. Tłuszcze syntetyzowane przez olejo-
genne drożdże zawierają głównie kwasy: mirystynowy 
(C14:0), palmitynowy (C16:0), stearynowy (C18:0), 
oleinowy (C18:1), linolowy (C18:2) oraz linolenowy 
(C18:3) (tab. II) [32]. Kwas palmitynowy stanowi 
przeciętnie 15–25% (w/w) tłuszczu, natomiast kwas 
palmitoleinowy mniej niż 5% (w/w). Podobnie niski 

Cryptococcus albidus Glukoza 27,80 20
Cryptococcus curvatus  Glicerol 25,00 33
Lipomyces starkeyi Glukoza + ksyloza 61,40 58
Pichia guilliermondii Hydrolizat inuliny 60,60 52
Rhodotorula glutinis Glukoza 60,69 14
 Melasa 21,76 24
 Glicerol 60,70 44
Rhodotorula gracilis  Glicerol 25,57 10
Rhodotorula mucilaginosa  Skrobia z manioku 52,90 31
Saccharomyces spencerorum Glicerol 37,40 3
Yarrowia lipolytica Glicerol 43,00 34
 Hydrolizat wytłoków trzciny cukrowej 58,50 50

Mikroorganizm Źródło węgla w podłożu
Zawartość tłuszczu
w suchej substancji

komórkowej (% w/w)
Piśmiennictwo

Tabela I
Przykładowe zawartości tłuszczu w biomasie wybranych gatunków drożdży
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udział w  całkowitej zawartości tłuszczu syntetyzo-
wanego przez drożdże ma kwas stearynowy (5–8%). 
Głównym kwasem tłuszczowym występującym w lipi-
dach drożdży jest kwas oleinowy, a  jego udział może 
wynosić nawet powyżej 70% (w/w). Zawartość kwasu 
linolowego zależnie od gatunku drożdży waha się 
w granicach 15–25% (w/w) [35]. 

3. Enzymatyczne drogi syntezy tłuszczu
 w komórkach drożdży 

W komórkach drożdży olejogennych synteza lipi-
dów może przebiegać w dwojaki sposób: na drodze de 
novo, czyli z cząsteczek acetylo-CoA i malonylo-CoA 
(rys. 1) oraz na drodze ex novo, czyli z hydrofobo-
wych substratów obecnych w środowisku (rys. 3) [9]. 
W metodzie de novo źródło węgla stanowią sacharydy 
takie jak glukoza, fruktoza, laktoza, sacharoza oraz 
cukrowe surowce odpadowe, np. melasa buraczana czy 
serwatka. W przypadku drugiego sposobu – ex novo, 
substratami są obecne w podłożu hodowlanym związki 
hydrofobowe, takie jak oleje roślinne, estry kwasów 
tłuszczowych, odpadowe tłuszcze pochodzenia roślin-
nego lub zwierzęcego, oleje rybne czy n-alkany [35]. 

3.1. Biosynteza tłuszczu de novo 

Proces syntezy tłuszczu na drodze de novo można 
podzielić na dwa zasadnicze etapy. Pierwszy z  nich 
obejmuje reakcje prowadzące do wytworzenia ace-
tylo-CoA, a drugi konwersję tego związku do lipidów 
[13]. Substraty cukrowe przekształcane są w procesie 
glikolizy do kwasu pirogronowego, który przechodzi 
przez błonę mitochondrialną do matrix mitochondrial-
nej, gdzie kompleks dehydrogenazy pirogronianowej 
(PDC) katalizuje reakcję przekształcenia pirogronianu 
w acetylokoenzm A. W dalszej kolejności cząsteczka 
ta może być włączona do Cyklu Krebsa lub stać się 
substratem do wytwarzania kwasów tłuszczowych. 
W przypadku biosyntezy tłuszczu, acetylo-CoA musi 
zostać przetransportowany do cytozolu, a  ponieważ 
wewnętrzna błona mitochondrialna jest dla niego nie-

Kwas mirystynowy  CH3(CH2)12COOH
Kwas palmitynowy  CH3(CH2)14COOH
Kwas stearynowy  CH3(CH2)16COOH
Kwas oleinowy CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH
Kwas linolowy  CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH
Kwas linolenowy CH3CH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH

Kwas tłuszczowy Wzór chemiczny

Tabela II
Wzory chemiczne wybranych kwasów tłuszczowych syntetyzowanych przez drożdże

przepuszczalna, ulega kondensacji ze szczawiooctanem 
tworząc cytrynian [35]. W przypadku mikroorganiz-
mów olejogennych nadprodukcja kwasu cytrynowego 
jest stymulowana przez niedobór związków azotowych. 
Na początku zostaje aktywowana deaminaza AMP 
(EC 3.5.4.6), katalizująca rozkład adenozynomonofoso-
fanu (AMP) do inozynomonofosforanu (IMP) i jonów 
amonowych (NH4

+), które w warunkach niedoboru sta-
nowią dodatkowe źródło azotu [13]. Ponieważ AMP 
jest aktywatorem allosterycznym dehydrogenazy izocy-
trynianowej (EC 1.1.1.42), zmniejszenie jego stężenia 
blokuje cykl Krebsa na poziomie izocytrynianu, pozo-
stającego w równowadze z kwasem cytrynowym dzięki 
aktywności akonitazy (EC 4.2.1.3). Gdy stężenie cytry-
nianu w mitochondrium osiągnie pewną wartość kry-
tyczną, zostaje on przetransportowany do cyto plazmy, 
gdzie jest rozszczepiany przez liazę ATP-cytrynianową 
(EC 2.3.3.8) do szczawiooctanu i acetylo-CoA:

cytrynian + ATP + CoA              acetylo-CoA +
+ szczawiooctan + ADP
Liazę ATP-cytrynianową uznaje się za kluczowy 

enzym syntezy tłuszczu przez mikroorganizmy olejo-
genne, ponieważ w wyniku jego aktywności powstaje 
duża ilość acetylo-CoA [7]. Szczawiooctan w  cyto-
plazmie zostaje przekształcony w jabłczan w  reak-
cji katalizowanej przez dehydrogenazę jabłczanową 
(EC  1.1.1.37), który następnie ulega przemianie do 
pirogronianu: 

L-jabłczan + NADP+              Pirogronian + CO2 +
+ NADPH+ + H+

Reakcję katalizuje tzw. enzym jabłczanowy (EC 
1.1.1.38–40). Powstały pirogronian powraca do matrix 
mitochondrialnej. Podczas reakcji przekształcania 
jabłczanu wytworzona zostaje cząsteczka NADPH, 
niezbędna w procesie syntezy kwasów tłuszczowych. 
Chociaż szacuje się, że aktywność enzymu jabłcza-
nowego pokrywa mniej niż 15% zapotrzebowania na 
NADPH (pozostała ilość pochodzi z reakcji katalizo-
wanych przez dehydrogenazę glukozo-6-fosforanową 
oraz dehydrogenazę 6-fosfoglukonianową) uważa się, 
że wytworzony w tej reakcji NADPH jest niezbędny 
w  procesie syntezy wewnątrzkomórkowego tłuszczu 
[13]. Jak podają Ratledge i  Wynn jeśli zahamowana 
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zostanie jego aktywność na skutek inhibicji lub mutacji, 
nastąpi zatrzymanie syntezy lipidów [42]. W przypadku 
organizmów nieolejogennych zgromadzony w  cyto-
plazmie kwas cytrynowy może zostać wydzielony do 
podłoża hodowlanego lub wywołać inhibicję fosfofruk-
tokinazy (EC 2.7.1.11), która prowadzi do wewnątrzko-
mórkowego gromadzenia polisacharydów [35], takich 
jak glikogen oraz glukany [9]. 

Synteza kwasów tłuszczowych rozpoczyna się od kar-
boksylacji dwuwęglowego acetylo-CoA. Reakcję katali-
zuje karboksylaza acetylo-CoA (EC 6.4.1.2), zawierająca 
biotynę jako grupę prostetyczną. Produktem tego etapu 
jest trójwęglowa cząsteczka malonylo-CoA. Następnie 
cząsteczki acetylo-CoA i malonylo-CoA zostają prze-
kształcone w ich ACP-pochodne, odpowiednio przez 
transacylazę acetylową (EC 2.3.1.38) oraz transacylazę 
malonylową (EC 2.3.1.39). W dalszym ciągu zachodzi 
etap elongacji kwasów tłuszczowych, obejmujący cztery 
reakcje. W pierwszym obrocie cyklu następuje konden-

sacja acetylo-ACP z  malonylo-ACP do acetoacetylo-
-ACP, który jest redukowany do D-3-hydroksybuty-
rylo-ACP. Związek ten ulega odwodnieniu w wyniku 
czego powstaje krotonylo-ACP ulegający w  dalszej 
kolejności redukcji do butyrylo-ACP. Reakcje katalizuje 
kompleks syntazy kwasów tłuszczowych (EC 2.3.1.86). 
Podczas kolejnych obrotów cyklu elongacji dochodzi 
do wydłużania łańcucha acylo-ACP, aż do powstania 
palmitoilo-ACP. Związek ten zawiera szesnaście ato-
mów węgla i nie stanowi substratu dla enzymu kon-
densującego acetylomalonylo-ACP. W  komórkach 
eukariotycznych, na powierzchni gładkiego retikulum 
endoplazmatycznego znajdują się specyficzne enzymy, 
katalizujące wydłużanie kwasów tłuszczowych dłuż-
szych niż palmitynian [23]. 

Wytworzone kwasy tłuszczowe mogą być następ-
nie włączone do trójglicerydów, które powstają z czą-
steczek 3-fosfoglicerolu oraz acylo-CoA (cząsteczka 
kwasu tłuszczowego połączona z koenzymem  A). 
W zależ ności od substratu oraz aparatu enzymatycz-
nego mikroorganizmu, 3-fosfoglicerol może powstawać 
z fosfodihydroksyacetonu lub też bezpośrednio z glice-
rolu, w reakcji katalizowanej przez kinazę glicerolową. 
Enzymy uczestniczące w syntezie triacyloglcieroli zlo-
kalizowane są w  ciałkach lipidowych oraz retikulum 
endoplazmatycznym (ER), natomiast acylotransferaza 
fosfoglicerolowa znajduje się głównie w  mitochon-
drium. W wyniku jej aktywności 3-fosofoglicerol ulega 
acylacji tworząc kwas lizofosfatydowy. Z tego związku 
po przyłączeniu kolejnej cząsteczki acylo-CoA powstaje 
kwas fosfatydowy, którego defosforylacja doprowadza 
do wytworzenia diacyloglicerolu. Usunięcie reszty 
fosforanowej wymaga aktywności trzech form izome-
rycznych fosfatazy fosfatydowej. Jedna z nich wystę-
puje w błonie retikulum endoplazmatycznego, druga 
w mitochondrium, a trzecia znajduje się w cytoplazmie. 
Ostatni etap syntezy, czyli acylacja diacyloglicerolu, 
jest katalizowany przez acylotransferazę diacyloglice-
rolową, występującą w błonie ER [1]. Schemat syntezy 
tria cylogliceroli przedstawiono na rys. 2. 

Niedobór związków azotu w środowisku hodowlanym

Aktywacja deaminazy AMP i rozkład AMP do IMP i NH4
+

Dezaktywacja dehydrogenazy izocytrynianowej

Gromadzenie cytrynianu w mitochondrium

Transport cytrynianu do cytoplazmy

Rozkład cytrynianu do acetylo-CoA oraz szczawiooctanu
(liaza ATP-cytrynianowa)

Synteza kwasów tłuszczowych z acetylo-CoA

Rys. 1. Etapy prowadzące do biosyntezy tłuszczu w komórkach droż- 
dży olejogennych na drodze de novo (opracowanie na podstawie 

[9, 33])

Rys. 2. Etapy syntezy triacylogliceroli (opracowanie na podstawie [1]). Enzymy katalizujące reakcje: 1) kinaza glicerolowa (EC 2.7.1.30);
2) dehydrogenaza glicerolo-3-fosforanowa (EC 1.1.1.8); 3) acylotransferaza fosfoglicerolowa (EC 2.3.1.15); 4) acylotransferaza lizofosfaty-

dowa (EC 2.3.1.51); 5) fosfataza fosfatydowa (EC 3.1.3.4); 6) acylotransferaza diacyloglicerolowa (EC 2.3.1.20)
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3.2. Biosynteza tłuszczu ex novo

Niektóre gatunki drożdży są zdolne do wzrostu 
w podłożach zawierających hydrofobowe związki sta-
nowiące źródło węgla oraz jednoczesnej akumulacji 
dużych ilości tłuszczu. Drożdże te należą głównie do 
rodzajów Torulopsis, Candida, Yarrowia, Trichosporon, 
Geortichum oraz Pichia. W metodzie ex novo obecne 
w  środowisku związki hydrofobowe takie jak alkany, 
wolne kwasy tłuszczowe czy triacyloglicerole bezpo-
średnio lub po uprzedniej hydrolizie zostają przetrans-
portowane do wnętrza komórki, gdzie mogą stanowić 
materiał energetyczny lub też zostać włączone do pro-
cesów biotransformacji [7, 35]. 

Najlepiej poznanym i opisanym w literaturze przy-
kładem drożdży zdolnych do biosyntezy tłuszczu 
wewnątrzkomórkowego na drodze ex novo jest Yarro-
wia lipolytica. [7]. Stwierdzono, że transport hydrofo-
bowych substratów do wnętrza komórki możliwy jest 
dzięki zdolności do wytwarzania liposanu, który umoż-
liwia ich emulgację oraz dzięki możliwości wydzielania 
zewnątrzkomórkowych enzymów lipolitycznych hydro-
lizujących triacyloglicerole do wolnych kwasów tłusz-
czowych [35]. Alkany wnikają natomiast do komórki 
w formie niezmodyfikowanej [21]. Drożdże Y. lipolytica 
są także zdolne do modyfikacji struktury ściany komór-
kowej, co ułatwia przyleganie związków hydrofobowych 
do jej powierzchni [7]. Jak podają Beopoulos i Nicaud 
[9] mechanizmy transportu substratów hydrofobowych 
nie zostały jeszcze do końca poznane. Po przedostaniu 
się do wnętrza komórki związki te mogą ulegać różnym 
modyfikacjom enzymatycznym, rozkładowi w  pero-
ksysomach na drodze β-oksydacji oraz mogą być aku-
mulowane w postaci materiału zapasowego w ciałkach 
lipidowych, co przedstawiono schematycznie na rys. 3.

Wolne kwasy tłuszczowe są rozkładane w procesie 
β-oksydacji, w wyniku czego uwalniania jest energia 

niezbędna do wzrostu komórek oraz powstają metabo-
lity pośrednie stanowiące prekursory syntezy materia-
łów komórkowych [35]. U drożdży enzymy uczestni-
czące w tym szlaku zlokalizowane są w peroksysomach 
[16]. Podczas jednego obrotu procesu β-oksydacji 
dochodzi do odłączenia jednostki dwuwęglowej (for-
mie acetylo-S-CoA) od kwasu tłuszczowego związa-
nego z  koenzymem  A [21]. Pierwszy etap katalizo-
wany jest przez oksydazę (Aoxp) acylo-koenzymu  A 
(EC 1.3.3.6) [16]. W  komórkach drożdży Y. lipolytica 
zidentyfikowano 6 izoenzymów tej oksydazy (Aox1p, 
Aox2p, Aox3p, Aox4p, Aox5p oraz Aox6p), różniących 
się specyficznością substratową. Na przykład oksydaza 
Aox2p jest aktywna wobec długołańcuchowych kwa-
sów tłuszczowych, natomiast Aox3p w stosunku do 
krótko łańcuchowych kwasów tłuszczowych [7]. Oksy-
daza acylo-CoA katalizuje reakcję odwodorowania sub-
stratu. W następnych dwóch przemianach biorą udział 
kolejno hydrataza 2-enoilo-CoA (EC 4.2.1.17) oraz 
dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA (EC 1.1.1.35). 
Ostatnią reakcję katalizuje tiolaza 3-ketoacylo-CoA 
(EC 2.3.1.16), w efekcie czego powstaje cząsteczka ace-
tylo-CoA oraz cząsteczka kwasu tłuszczowego skróco-
nego o dwie jednostki węglowe [21]. Podczas kolejnych 
obrotów procesu β-oksydacji dochodzi do odłączenia 
dwuwęglowych jednostek, aż do całkowitego rozkładu 
kwasu tłuszczowego. Jednakże w przypadku niektórych 
szczepów cząsteczka acylo-CoA, będąca produktem 
pośrednim cyklu może zostać z niego wyłączona, co 
wykorzystano w biotechnologicznej produkcji aro-
matów (cyklizacja kwasów tłuszczowych podczas ich 
rozpadu). Firma Safisis (Lesaffre, Francja) opracowała 
technologię otrzymywania γ-dekalaktonu, związku 
o  zapachu brzoskwiniowym, z kwasu rycynolowego. 
Pozyskiwany jest on na drodze „niepełnej” β-oksydacji 
w komórkach drożdży, podczas której uwalniany jest 
10-cio węglowy hydroksylowany kwas tłuszczowy, ule-
gający następnie cyklizacji w warunkach wewnątrzko-
mórkowego pH [9]. 

Zasadnicza różnica między akumulacją lipidów na 
drodze ex novo a de novo związana jest z zawartością 
azotu w podłożu hodowlanym. Jak podają Papaniko-
laou i wsp. [35] jeśli w środowisku znajdują się hydro-
fobowe substraty stanowiące źródło węgla i  energii, 
akumulacja wewnątrzkomórkowego tłuszczu następuje 
jednocześnie ze wzrostem komórki, w przeciwieństwie 
do syntezy lipidów na drodze de novo zachodzącej po 
wyczerpaniu azotu w podłożu hodowlanym. 

4. Czynniki wpływające na proces biosyntezy tłuszczu 

Na proces biosyntezy lipidów w komórkach droż-
dży mają wpływ takie czynniki jak źródło węgla i azotu 
w  podłożu, stosunek molowy C/N, pH, zawartość 

Rys. 3. Etapy prowadzące do biosyntezy tłuszczu w komórkach
olejogennych drożdży Yarrowia lipolytica na drodze ex novo

(opracowanie na podstawie [9])

Obecność hydrofobowych substratów (HS) w podłożu hodowlanym

Emulgacja HS (liposan) lub hydroliza TAG do wolnych
kwasów tłuszczowych (lipazy)

Wiązanie HS na powierzchni komórki

Transport HS do wnętrza komórki

Ewentualne modyfikacje struktury HS

Rozkład
w peroksysomach

w formie TAG

Akumulacja
w ciałkach lipidowych
na  drodze β-oksydacji
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wybra nych pierwiastków oraz witamin, temperatura 
oraz czas prowadzenia hodowli [51]. 

Jedną z najważniejszych czynności przy ustalaniu 
składu pożywki jest wytypowanie najkorzystniejszego 
źródła węgla dla danego mikroorganizmu. Jego prefe-
rowana forma oraz stężenie mogą się znacznie różnić 
nawet między gatunkami tego samego rodzaju drob-
noustrojów olejogennych. Podczas wzrostu węgiel jest 
wykorzystywany przez mikroorganizmy jako źródło 
energii oraz w procesach anabolicznych, prowadzą-
cych do wytworzenia węglowodanów, tłuszczu, kwa-
sów nukleinowych oraz białek [4]. Najczęściej wyko-
rzystywanym w badaniach źródłem węgla jest glukoza. 
Maksymalna teoretyczna wydajność syntezy (obliczona 
jako gramy wytworzonego tłuszczu/gramy zużytego 
substratu węglowego) wynosi dla tego związku 33%, 
a dla glicerolu 30% [6, 41]. Szacuje się, że produkcja 
jednej tony tłuszczu mikrobiologicznego wymaga około 
5  ton substratu węglowego, którego koszt znacząco 
decyduje o opłacalności ekonomicznej procesu [41, 51]. 
Dlatego w celu zastąpienia syntetycznych składników, 
jako źródło węgla wykorzystuje się coraz powszechniej 
produkty uboczne z różnych gałęzi przemysłu, takie 
jak melasa, serwatka, hydrolizaty skrobi, frakcja glice-
rynowa, odpady celulozowe oraz n-alakany [26, 30]. 
Easterling i wsp. [17] prowadzili hodowle drożdży Rho-
dotorula glutinis ATCC 204091 w podłożach zróżnico-
wanych ze względu na rodzaj źródła węgla (glukoza, 
ksyloza, glicerol, glukoza + ksyloza, glukoza + glicerol, 
ksyloza + glicerol). Najwyższą zawartość wewnątrzko-
mórkowego tłuszczu (34% w suchej substancji komór-
kowej) uzyskano w podłożu zawierającym mieszaninę 
glukozy i glicerolu. 

Kolejnym niezbędnym składnikiem odżywczym, 
który musi znaleźć się w środowisku jest azot. Podłoża 
hodowlane najczęściej suplementuje się w takie synte-
tyczne źródła tego pierwiastka jak siarczan amonu, chlo-
rek amonu, asparaginian, glutaminian, winian amonu 
i ekstrakt drożdżowy. Coraz częściej w tym celu stosuje 
się także odpady przemysłu spożywczego, np. namok 
kukurydziany, odpadowe wody z  produkcji glutami-
nianu sodu oraz ziemniaczana woda sokowa powstająca 
podczas wytwarzania krochmalu [10, 26, 51, 54]. Rodzaj 
zastosowanego źródła azotu w podłożu hodowlanym ma 
wpływ na całkowitą zawartość tłuszczu w komórkach 
drożdży. Evans i Ratledge [19] zaobserwowali, że dla 
olejogennego szczepu drożdży Rhodosporidium toru-
loides CBS 14 zawartość wewnątrzkomórkowych lipi-
dów wzrosła z 18 g/100 gs.s., gdy zastosowano NH4Cl, 
do 50 g/100 gs.s., gdy użyto kwasu glutaminowego w tym 
samym stężeniu jako źródła azotu.

W fazie logarytmicznego wzrostu azot wykorzysty-
wany jest przez drobnoustroje do syntezy aminokwa-
sów, białek oraz kwasów nukleinowych [6, 41] Wobec 
tego, gdy w  środowisku zostanie wyczerpana pula 

związków azotowych, zahamowana zostanie prolifera-
cja komórek. W przypadku organizmów olejogennych 
deficyt ten prowadzi do ciągu reakcji biochemicznych 
(rozdz. 3.1), wynikiem których jest wzmożona synteza 
i akumulacja tłuszczu [35].

W celu zintensyfikowania wytwarzania tłuszczu 
przez olejogenne szczepy drożdży na drodze de novo 
należy ustalić odpowiedni stosunek molowy C/N 
w podłożu hodowlanym. Zwiększanie jego wartości do 
odpowiedniego poziomu, zależnego od szczepu powo-
duje wzrost zawartości lipidów w biomasie i jednocześ-
nie skutkuje zmniejszeniem tempa wzrostu. Począt-
kowy stosunek C/N nie powinien jednak przekroczyć 
wartości umożliwiającej wytworzenie znacznych ilości 
biomasy komórkowej w logarytmicznej fazie wzrostu 
[1]. Ogólnie uznaje się, że proces gromadzenia tłuszczu 
indukowany jest stosunkiem C/N wyższym niż 20. Jed-
nak w przypadku niektórych mikroorganiz mów może 
on wynosić nawet 70 i więcej [36]. Dla olejogennych 
drożdży Lipomyces starkeyi, hodowanych w  podłożu 
syntetycznym zawierającym glukozę jako źródło węgla 
oraz siarczan amonu jako źródło azotu, najwyższą 
zawartość lipidów w biomasie wynosząca 68 g/100 gs.s., 
uzyskano gdy początkowy stosunek C/N wynosił 150. 
Podczas hodowli tych samych drożdży w  podłożu 
o C/N = 60 zawartość wewnątrzkomórkowego tłuszczu 
zmniejszyła się do 40 g/100 gs.s. [5]. 

Pierwiastkiem niezbędnym do wzrostu drożdży jest 
również fosfor. W większości przypadków jego stężenie 
nie wpływa znacząco na wytwarzanie tłuszczu przez 
drożdże, ale może mieć wpływ na strukturę kwasów 
tłuszczowych. Przykładowo lipidy wyekstrahowane 
z biomasy drożdży Candida utilis uzyskanej z podłoża 
o  ograniczonej zawartości fosforanów, charaktery-
zowały się zmienionym składem. W  tym przypadku 
komponenty fosfolipidowe w  dużym stopniu zostały 
zastąpione przez reszty polarne, niezawierające fos-
foru. Drożdże wymagają do wzrostu również witamin 
takich jak kwas pantotenowy, biotyna czy witamina B6. 
Ich niedobór może prowadzić do zmian w ilości oraz 
składzie wytworzonych lipidów [43].

Na proces syntezy i akumulacji wewnątrzkomór-
kowych lipidów ma wpływ także obecność w podłożu 
takich kationów jak Mg2+, Zn2+, Mn2+, Cu2+ i Ca2+. Te 
mikroelementy są niezbędne dla właściwej aktywności 
liazy ATP-cytrynianowej, kluczowego enzymu syntezy 
kwasów tłuszczowych na drodze de novo [11]. 

W celu zintensyfikowania biosyntezy tłuszczu, 
oprócz ustalenia optymalnego składu podłoża ważne jest 
także określenie odpowiedniej temperatury prowadze- 
nia hodowli, pH środowiska oraz stopnia aeracji. Droż- 
dże olejogenne wykazują najwyższą produktywność 
w temperaturze nieco niższej od optymalnej. W tych 
warunkach obserwuje się także wzrost zawartości nie-
nasyconych kwasów tłuszczowych [51]. Przyjmuje się, 
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że temperatura prowadzenia hodowli powinna wynosić 
25–30°C [1]. Amaretti i wsp. [4] prowadzili hodowle 
psychrofilnych drożdży Rhodotorula glacialis DBVPG 
4785 stosując różne temperatury wzrostu: –3, 0, 5, 10, 
15 oraz 20°C. Najwyższą zawartością wielonienasyco-
nych kwasów tłuszczowych (PUFA) charakteryzował 
się tłuszcz wyekstrahowany z biomasy drożdży hodo-
wanych w temperaturze 0°C, a ich udział wynosił 55,4% 
(w/w). Wraz ze wzrostem temperatury prowadzenia 
hodowli zawartość PUFA zmniejszała się do 40,6% 
(w/w), natomiast zwiększał się procentowy udział kwa-
sów nasyconych, z 18,6 do 36,9 % (w/w).

Optymalna wartość pH podłoża hodowlanego 
mieści się w przedziale 4–8 i zależy od rodzaju mikro-
organizmu oraz zastosowanego źródła węgla [18]. 
Johnson i wsp. [25] badali wpływ początkowej kwaso-
wości czynnej podłoża na wydajność syntezy lipidów 
przez olejegonne drożdże R. glutinis IIP-30. Najwyższą 
zawartość tłuszczu, wynoszącą 66% w przeliczeniu na 
suchą substancję, uzyskano w podłożu o pH 4,0, nato-
miast przy pH 3,0, 5,0 i 6,0 wynosiła ona odpowiednio 
12, 48 oraz 44%. Nie stwierdzono znaczących zmian 
w składzie kwasów tłuszczowych w zakresie badanych 
wartości kwasowości czynnych.

Stopień napowietrzania hodowli jest również waż-
nym czynnikiem, warunkującym zarówno wzrost droż-
dży jak również całkowitą zawartość tłuszczu w komór-
kach oraz jego skład. W  warunkach ograniczonego 
dostępu tlenu wzrasta ilość nasyconych kwasów tłusz-
czowych, zmniejsza się natomiast zawartość kwasów 
nienasyconych, fosfolipidów i steroli [51]. Prowadzenie 
hodowli drożdży olejogennych wymaga również usta-
lenia optymalnego czasu jej trwania. Odkładanie tłusz-
czu w ciałkach lipidowych rozpoczyna się pod koniec 
wykładniczej fazy wzrostu i przebiega najintensywniej 
w fazie stacjonarnej [18]. 

5. Próby doskonalenia genetycznego
 drożdży olejogennych

Zwiększenie wydajności biosyntezy wewnątrzko-
mórkowego tłuszczu oraz zmiana jego składu jakoś-
ciowego jest możliwa nie tylko na drodze optymalizacji 
składu podłoża oraz warunków hodowli, a także poprzez 
zastosowanie najnowszych technik inżynierii genetycz-
nej [9]. Ykema i wsp. [55, 56] na drodze mutagenizacji 
za pomocą promieniowania UV otrzymali sześć aukso-
troficznych mutantów drożdży Apiotrichum curvatum. 
Analiza jakościowa tłuszczu wyizolowanego z biomasy 
mutantów wykazała, że różnił się on zawartością nasyco-
nych kwasów tłuszczowych (27 do 86% SFA) w stosunku 
do szczepu dzikiego (44% SFA). W toku dalszych badań 
wybrano jednego mutanta zdolnego do biosyntezy tłusz-
czu o składzie zbliżonym do masła kakaowego. 

Beopoulos i wsp. [8] prowadzili badania nad zwięk-
szeniem biosyntezy wewnątrzkomórkowego tłuszczu 
w komórkach drożdży Y. lipolytica przez inaktywację 
genu GUT2 kodującego wytwarzanie dehydrogenazy 
3-fosfoglicerolowej, katalizującej przemianę 3-fosfo-
glicerolu do fosfodihydroksyacetonu. Mutant charak-
teryzował się trzykrotnie większą zawartością tłuszczu 
w biomasie w porównaniu ze szczepem rodzicielskim, 
jednak od końca logarytmicznej fazy wzrostu odno-
towano zmniejszenie jego zawartości spowodowane 
postępującym procesem β-oksydacji. Dlatego też doko-
nano dodatkowo delecji genów POX1, POX2, POX3, 
POX4, POX5 oraz POX6 (kodujących wytwarzanie 
izoenzymów oksydazy acylo-koenzymu A, katalizują-
cych pierwszy etap β-oksydacji) co doprowadziło do 
4-krotnego wzrostu zawartości wewnątrzkomórkowego 
tłuszczu (41,9 g/100 gs.s.) w porównaniu do szczepu dzi-
kiego po 24 godzinach hodowli (12,8 g/100 gs.s.). 

Inne badania [57] prowadzone z użyciem droż-
dży Y. lipolytica dotyczyły wprowadzenia do komórek 
genu kodującego wytwarzanie liazy ATP-cytrynianowej 
(ACL), kluczowego enzymu syntezy kwasów tłuszczo-
wych metodą de novo (rozdział 3.1). Aby zwiększyć ilość 
acetylo-CoA do komórek drożdży wprowadzono na 
wektorze gen syntezy ACL pochodzący z Mus muscu-
lus. Zawartość tłuszczu zwiększyła się z 7,3 g/100 gs.s., 
dla szczepu rodzicielskiego do 11–23 g/100 gs.s., dla 
ko  mórek transformowanych. Stwierdzono, że nad-
ekspresja genu syntezy ACL nie miała wpływu na skład 
jakościowy kwasów tłuszczowych. 

Tai i Stephanopoulos [49] badali wpływ nadekspre-
sji genów odpowiedzialnych za syntezę acylotransfe-
razy diacyloglicerolowej (DGA1) oraz karboksylazy 
acetylo-CoA (ACC1). Geny te zostały wprowadzone 
do ko  mórek drożdży Y. lipolytica na plazmidach. Po 
100-godzinnej hodowli drożdży transformowanych 
genem ACC1 otrzymano 17,9 g tłuszczu w suchej sub-
stancji komórkowej, co dało ponad 2-krotny wzrost 
względem próby kontrolnej – niemodyfikowanej. 
Komórki Y. lipolytica wykazujące nadekspresję acylo-
transferazy diacyloglicerolowej zawierały natomiast 
ponad 4-krotnie więcej tłuszczu (33,8 g/100 gs.s.) niż 
drożdże niemodyfikowane. W kolejnej części badań 
autorzy zastosowali konstrukt genowy zawierający 
zarówno gen syntezy DGA1 jak i ACC1, w  wyniku 
czego w suchej substancji komórkowej znajdowało się 
41,4% tłuszczu. 

6. Ekstrakcja tłuszczu z komórek drożdży 

Wydajna ekstrakcja wewnątrzkomórkowego tłusz-
czu stanowi bardzo ważne zagadnienie, niestety pro-
ces ten nie przebiega nigdy z wydajnością wynoszącą 
100%. Spowodowane jest to obecnością grubej ściany 
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komórkowej, która odporna jest na wiele rozpuszczal-
ników. Ponadto drożdże mogą wytwarzać lipazy, które 
przechodząc do ekstraktu zmniejszają jego stabilność. 
W komórkach drożdży olejogennych tłuszcz akumu-
lowany jest w ciałkach lipidowych, w których mogą 
znajdować się także inne związki lipofilne. Substancje 
te są trudne do usunięcia podczas procesu oczyszczania 
lipidów. Z tych powodów metody ekstrakcji tłuszczu 
z biomasy drożdży są złożone [1]. 

W celu dezintegracji ściany komórkowej drożdży 
stosuje się zamrażanie lub ogrzewanie, hydrolizę che-
miczną lub enzymatyczną. Jako rozpuszczalników orga-
nicznych w procesie ekstrakcji używa się powszechnie 
eter naftowy, chloroform, metanol lub mieszaniny chlo-
roformu z metanolem w stosunku objętościowym 1:1 
lub 2:1 [1]. Powszechnie stosowanymi metodami eks-
trakcji tłuszczu z komórek drożdży są metody Soxletha, 
Folcha oraz Bligh and Dyer [10, 46]. 

7. Możliwości przemysłowego zastosowania
 tłuszczu mikrobiologicznego 

W porównaniu do olejów roślinnych czy tłuszczów 
zwierzęcych, produkcja SCO wykazuje wiele zalet. Jest 
niezależna od warunków pogodowych, pory roku, 
położenia geograficznego i nie wymaga wykorzystania 
gruntów rolnych oraz wody do nawadniania. Drobno-
ustroje wykazują szybkie tempo wzrostu, co znacznie 
skraca cykl produkcji. Możliwe jest także wykorzysta-
nie, jako składników podłoży produktów odpadowych 
z różnych gałęzi przemysłu [45]. Przeszkodę w prze-
mysłowej produkcji SCO stanowi natomiast stosun-
kowo niska wydajność tłuszczu mikrobiologicznego 
w odniesieniu do jednostki objętości podłoża hodow-
lanego. Najwięcej możliwości zastosowania w różnych 
dziedzinach gospodarki mają lipidy otrzymywane z bio-
masy pleśni oraz drożdży [37]. 

Pierwsza przemysłowa produkcja SCO odbywała się 
w latach 1985–1990 w Wielkiej Brytanii. Olej mikro-
biologiczny otrzymywany był z biomasy pleśni Mucor 
circinelloides i charakteryzował się wysoką zawartością 
niezbędnych nienasyconych kwasów tłuszczowych, 
zwłaszcza kwasu γ-linolenowego, którego zawar-
tość wynosiła ok. 18%. Stosowany był wówczas, jako 
naturalna alternatywa drogiego oleju z wiesiołka [39]. 
W chwili obecnej na rynku europejskim dopuszczony 
jest do obrotu olej o wysokiej zawartości kwasu arachi-
donowego, otrzymywany z biomasy pleśni Mortierella 
alpina z przeznaczeniem do stosowania w preparatach 
żywienia niemowląt i wcześniaków [15]. Olej bogaty 
w  ARA (ok. 43%) produkowany jest przez Suntory 
Limited w Japonii pod nazwą SUNTGA40S oraz przez 
Cargill Alking Bioengineering (Wuhan) Co., Ltd. 
w Chinach pod nazwą handlową CABIO oil. W Sta-

nach Zjednoczonych w  sprzedaży znajduje się także 
tłuszcz mikrobiologiczny otrzymywany z biomasy glo-
nów Schizochytrium sp., o wysokiej zawartości kwasu 
dokozaheksaenowego (ok. 41%) [39]. 

Z uwagi na wysokie koszty procesu, najbardziej eko-
nomiczne jest zastosowanie drożdży do otrzymywania 
substytutów szlachetnych tłuszczów np. masła kakao-
wego, które jest powszechnie stosowane w przemyśle 
spożywczym, przede wszystkim w procesie wytwarzania 
czekolady oraz w branży kosmetycznej, jako składnik 
nawilżający oraz natłuszczający. Jego cena ulega nie-
ustannym wahaniom, które są spowodowane przez ataki 
szkodników oraz grzybice niszczące plantacje kakaowca. 
Rozwiązaniem tego problemu mogłaby się stać pro-
dukcja tłuszczu mikrobiologicznego o  cechach masła 
kakaowego [36]. Ykema i wsp. [55] zastosowali w tym 
celu auksotroficznego mutanta drożdży Apiotrichum 
curvatum Ufa25. Hodowlę prowadzono w bioreaktorze 
stosując, jako podłoże odpadową serwatkę wzbogaconą 
w olej rzepakowy, będący źródłem kwasu oleinowego. 
Po 120 godzinach prowadzenia procesu uzyskano śred-
nio 6 g lipidów/litr podłoża. Otrzymany tłuszcz charak-
teryzował się składem zbliżonym do masła kakaowego 
i zawierał 40% (w/w) kwasu stearynowego, 25% (w/w) 
kwasu palmitynowego, 20% (w/w) kwasu oleinowego 
oraz 10% (w/w) kwasu linolowego. Zastosowanie ser-
watki, jako podłoża hodowlanego, dodatkowo czyniło 
proces bardziej opłacalnym ekonomicznie. 

Wiele opracowań naukowych [17, 32, 41] skupia się 
nad potencjalnym wykorzystaniem tłuszczu mikrobio-
logicznego, jako substratu do produkcji biodiesla tzw. 
III generacji. W 2008 roku Ratledge i Cohen [41] przed-
stawili wyliczenia dotyczące ekonomicznej opłacalności 
takiego przedsięwzięcia. Przy założeniu, że wytworze-
nie 1 tony oleju mikrobiologicznego wymaga dostar-
czenia 5 ton glukozy, szacunkowy koszt wynosił około 
3000 $ za tonę tłuszczu. Cena powszechnie używanego 
do produkcji biodiesla oleju rzepakowego kształto-
wała się na poziomie około 1500 $/tonę. Na podstawie 
danych opublikowanych przez Departament Rolnictwa 
USA dotyczących cen glukozy oraz oleju rzepakowego 
w 2013 roku [12, 48] można obliczyć, że w chwili obec-
nej przybliżony koszt wyprodukowania tony tłuszczu 
przez drożdże wynosi ok. 3400 $. Cena oleju rzepa-
kowego kształtuje się na poziomie około 1300 $/tonę, 
z czego wynika, że aktualnie tłuszcz mikrobiologiczny 
jest zbyt drogą alternatywą dla tradycyjnie stosowanych 
substratów pochodzenia roślinnego. 

8. Podsumowanie

W ciągu ostatnich lat zainteresowanie naukowców 
mikrobiologiczną syntezą tłuszczu wzrosło. Poznano 
drogi biochemiczne syntezy lipidów w komórkach 
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drożdży, przeprowadzonych zostało również wiele 
badań dotyczących optymalizacji warunków hodowli 
i składu podłoża hodowlanego do wydajnej biosyntezy 
oraz zastosowano modyfikacje genetyczne w celu jej 
zwiększenia. Tłuszcze wytwarzanie przez drożdże mają 
wiele potencjalnych zastosowań. Główną zaletą wytwa-
rzania SCO jest jej niezależność od klimatu, natomiast 
wysoka cena ogranicza stosowanie procesów mikrobio-
logicznej syntezy tłuszczu do wytwarzania produktów 
szlachetnych takich jak substytuty masła kakaowego 
czy preparaty kwasów nienasyconych z przeznaczeniem 
uzupełnienia ich niedoborów w diecie ludzi i zwierząt. 
W związku z tym, dalsze badania w tym kierunku będą 
dotyczyły obniżenia całkowitych kosztów produkcji 
SCO, np. przez wykorzystanie przemysłowych produk-
tów odpadowych, jako składników podłoży hodowla-
nych, czy też modyfikacje genetyczne drożdży w celu 
zwiększenia biosyntezy. 
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1. Introduction

Cephalosporin C was shown to be active against 
Gram-positive and Gram-negative bacteria. At present, 
A. chrysogenum is cultured worldwide to yield approxi-
mately 2,500  tons (annual production) of semi-syn-
thetic derivatives of cephalosporin C which are mainly 
used as broad-spectrum antibiotics for the treatment 
of bacterial infections. This review starts with a sum-
mary of the pathway of cephalosporin C biosynthesis, 
followed by an overview of the compartmentalization 
in cephalosporin C biosynthesis by A. chrysogenum. 
Then an outline of the role of peroxisomes in cepha-
losporin C biosynthesis is given, and additionally the 
industrial strain improvement is detailed.

2. The pathway of cephalosporin C biosynthesis

The pathway of cephalosporin C biosynthesis is 
shown in Fig. 1 and detailed in Fig. 2. The biosynthe-
sis of this antibiotic starts by the non-ribosomal con-

densation of three amino acids, i.e.: L-α-aminoadipic 
acid (non-proteinogenic amino acid – in fungi synthe-
sized by a specific aminoadipate pathway, which leads 
to the formation of lysine), L-cysteine and L-valine 
(ubiquitous amino acids) to form the tri-peptide  
δ-(L-α-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine (ACV). This 
reaction is catalyzed by the ACV synthetase (ACVS) 
– encoded by the pcbAB gene [1, 14]. ACVS in sequence 
activates the three amino acids with ATP to form 
aminoacyl-adenylates, binds them to the enzyme as 
thioesters, epimerizes the L-valine to D-valine, links 
together the three amino acids to form the ACV-pep-
tide, and releases the tri-peptide from the enzyme by 
the action of an internal thioesterase activity [17]. Sub-
sequently, the ACV tri-peptide is cyclized to isopeni-
cillin N (IPN) by the isopenicillin N synthase (IPNS, 
cyclase) – encoded by pcbC gene. The IPN synthases 
require Fe2+, molecular oxygen and ascorbate. They 
remove four hydrogen atoms from the ACV tri-peptide 
[for review, see 17]. In this oxidative ring closure reac-
tion a bi-cyclic penam nucleus, consisting of a β-lactam 
and thiazolidine ring is formed. In Penicillium, IPN is 
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Streszczenie: W niniejszej pracy omówiono rolę peroksysomów w wytwarzaniu cefalosporyny C przez przemysłowe szczepy A. chrysogenum. 
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Fig. 1. Compartmentalization of cephalosaporin C biosynthetic pathway in the productive sub-apical non-growing mycelilal cells of 
A. chrysogenum. Note the peroxisomal conversion of isopenicillin N into penicillin N by the two-protein CefD1-CefD2 epimerization 
system (details in Fig. 2). ACVS, IPNS, DAOCS, DACS and DAC acyltransferase are cytosol enzymes. In Streptomyces clavuligerus [27] and 
other bacteria the enzymes DAOCS and DACS are encoded by the separate cefE and cefF genes. The proposed localization of the β-lactam 

transporters, i.e.: CefP, CefM and CefT are indicated (Author: W. Kurzątkowski).
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converted to hydrophobic penicillins, e.g. penicillin G 
[15, 16, 35, 36]. The formation of IPN is the branch 
point of penicillin and cephalosporin biosynthesis. In 
Acremonium, streptomycetes and all other cephalo-
sporin and cephalomycin producers, IPN is converted 
(Fig. 1 and Fig. 2) to penicillin N (D-isomer of IPN) by 
an epimerization CefD1-CefD2 system [for review, see 
29]. The following step in cephalosporin C biosynthe-
sis is the enzymatic expansion of the five-membered 
thiazolidine ring of penicillin N to a six-membered 
dihydrothiazine ring. This conversion is catalyzed 
by the deacetoxycephalosporin C (DAOC) synthase 
(DAOCS) – encoded by the cefEF gene. The DAOCS 
requires Fe2+, molecular oxygen and α-ketoglutarate to 
form DAOC and succinic acid. This enzyme does not 
recognize IPN, penicillin G or the 6-aminopenicillanic 
acid as substrates [for review, see 17; Wu et al. 37]. The 

DAOCS from A. chrysogenum is also able to catalyze 
the hydroxylation of DAOC at C-3 forming deacetyl-
cephalosporin C. In the last step of cephalosporin C 
biosynthesis, the transfer of an acetyl-moiety from the 
acetyl-coenzyme A to hydroxyl group on the sulfur-
containing ring of deacetylcephalosporin C leads to the 
formation of cephalosporin C, which possesses high 
antibacterial activity [29]. This reaction is catalyzed by 
the acetyl-Coenzyme A (CoA):DAC acetyltransferase 
– encoded by cefG gene. 

3. Secondary metabolism of cephalosporin C

Penicillins and cephalosporins, like many other sec-
ondary metabolites, have unusual chemical structures 
[2, 3, 9, 15, 16, 18]. Cephalosporin C produced by the 
fungi A. chrysogenum, Paecilomyces persicinus, Kalli-
chroma tethys and other deuteromycetes contains the 
cephem nucleus composed of a six-membered dihydro-
thiazine ring fused to the β-lactam ring. This β-lactam 
has a D-α-aminoadipyl side-chain attached to the C-7 
amino group [13]. The most important feature classi-
fying these antibiotics as secondary metabolites is the 
non-ribosomal condensation of the ACV tri-peptide 
δ-(L-α-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine that is char-
acterized by the unusual δ-α peptide binding between 
the carboxylic group located in the position δ of the 
L-α-aionadipic acid and the α-amino group of the 
L-cysteine. Further features are the LLD-configuration 
of the ACV-tri-peptide [35, 36] as well as the formation 
of bi-cyclic penam (penicillins) or cephem (cephalo-
sporins and cephamycins) nuclei [16]. In the primary 
metabolism the peptides are synthesized in the process 
of transcription and translation and are composed of 
linearly arranged amino acids combined with peptide 
bindings formed from carboxylic groups and amino 
groups situated in the position α of the amino acids. 
Other feature is the branching from the pathways of the 
primary metabolism (L-α-aminoadipic acid, L-cysteine 
and L-valine) of unusual short one-way biosynthetic 
roads leading, in filamentous fungi, to the formation 
of penicillins and cephalosporins that exist in the cells 
of the producers as non-metabolized end-products 
which are finally secreted from the cells of the myce-
lium into the cellular medium. 

4. Cellular localization of enzymes involved
 in cephalosporin C biosynthesis
 (compartmentalization)

The proposed compartmentalization of the cephalo-
sporin C biosynthetic pathway in the sub-apical non-
growing cells of the mycelium is shown in Figs. 1, 2. 

Fig. 2. The peroxisomal conversion of IPN to Pen N by the two 
protein cefD1-cefD2 epimeryzation system composed of:

IPN-CoA synthetase and IPN-CoA epimerase is shown. Al other 
steps in cephalosporin C biosynthesis are located in the cytosol 

(Author: W. Kurzątkowski)
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The enzymes catalyzing the last two steps in penicil-
lin biosynthesis (phenylacetyl-CoA ligase and IPN 
acyltransferase) are located in peroxisomes – also 
called microbodies [5, 15, 16, 18, 22, 34], as shown 
by immunoelectron microscopy. Similarity (Fig. 2), 
the Acremonium two-protein CefD1-CefD2 epimeri-
zation system converting IPN to penicillin N is also 
located in peroxisomes [17]. Al other enzymes of the 
pathway of cephalosporin C biosynthesis, i.e.: ACVS, 
IPNS, DAOCS, DACS, DAC acetyltransferase are sol-
uble cytosol enzymes [33]. This distinct sub-cellular 
compartmentalization implies intracellular transport 
of IPN and penicillin G in the penicillin G pathway 
or IPN and penicillin N in the cephalosporin C route as 
well as enables the spatial separation of procedures and 
enzymes simplifying the regulation and optimization of 
the processes involved.

5. The role of peroxisomes in cephalosporin C
 biosynthesis 

The biosynthetic pathway of cephalosporin C is 
compartmentalized in the productive mycelial cells 
of A. chrysogenum and takes place in the cytosol, and 
in the peroxisomes, like the biosynthetic pathway of 
penicillin G in Penicillium chrysogenum. The peroxi-
somal conversion of IPN to penicillin N by the protein 
CefD1-cefD2 epimerization system in cephalosporin C 
biosynthesis [32] is presented in Fig. 2. This compart-
mentalization implies intracellular transport of IPN and 
Pen N in the cephalosporin C pathway. The CefM pro- 
tein seems to act as a transporter between the peroxiso-
mal lumen and the cytosol to provide the penicillin N 
intermediate for the reactions catalyzed by the expand-
ase/hydroxylase and acetyl-CoA:DAC acetyltransferase. 
Three transporters, i.e.: CefP, CefM and CefT are con-
sidered in the transport of intermediates and/or secre-
tion of cephalosporins [5, 24, 31, 33]. The results from 
our experimental programs using transmission elec-
tron microscopy exhibit in the sub-apical productive 
non-growing cells of the high-yielding industrial strain 
of A. chrysogenum numerous mainly spherical peroxi-
somes from 0.1 μm up to 0.4 μm in diameter which are 
frequently accompanied by numerous mitochondria 
and polyribosomes (Fig. 3). Such an arrangement of 
peroxisomes may increase the IPN-CoA synthetase 
and IPN-CoA-epimerase (CerfD1/CefD2 epimeriza-
tion system) supplying the efficacy in cephalosporin 
C biosynthesis. Small peroxisomes could be observed 
rarely in the apical cells located 1.0–2.0 μm from the 
apex of the hyphae and in the sub-apical growing 
regions of the industrial strain. In the late-apical highly 
vacuolated cells massive autophagy was observed. In 
these cells autophagosomes-like structures could be 

observed. Autophagy was accompanied by cytoplasm 
and peroxisome degradation. Small peroxisomes 
were also rarely visible in the cells of the low-cepha-
losporin-producing strain A. chrysogenum (data no 
shown). This results support strongly the participation 
of peroxisomes in cephalosporin C biosynthesis. Our 
observations are consistent with the reported positive 
correlation between penicillin G biosynthesis and the 
number of large peroxisomes in sub-apical productive 
non-growing mycelial cells of P. chrysogenum [11, 12, 
15, 16, 19, 23]. Two models of peroxisome development 
have been documented, the de novo synthesis from 
the endoplasmic reticulum and multiplication by fis-
sion of pre-existing organelles [2, 3, 7, 8, 15, 16, 19, 20, 
21, 24, 26, 28, 30]. 

6. Industrial strain improvement

Classical strain improvement has yield industrial 
A. chrysogenum strains that produce high titers of 
cephalosporin C. In approximately 50 years, intensive 
strain improvement programs mainly mutation and 
selection resulted in production of strains that yield 
significantly higher titer of the cephalosporin C than 
wild-type strains. At present, the genetic engineering 
techniques together with conventional strain improve-
ment procedures seem to be a perspective to increase 
the yield of cephalosporin C production. The industrial 

Fig. 3. A. chrysogenum (high-yielding, industrial strain). The young-
mature sub-apical productive non-growing mycelial cell can be 
characterized as follow. The protein reach cytoplasm is densely 
packed with ribosomes and mitochondria (M), that are associated 
with peroxisomes (p) of about 0.1–0.2 μm in diameter. The cell wall 
(cw) is composed of one thin electron transparent layer, bar = 1 μm 

(Author: W. Kurzątkowski).
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strains exhibit elevated transcription of genes involved 
in β-lactams biosynthesis [35, 36]. At present, for indus-
trial strain improvement, further experimental work 
is required to elucidate the role of transporters in the 
production of β-lactam antibiotics to increase translo-
cation of the intermediates and secretion of the final 
products [11]. 

7. The β-lactams in the treatment of various
 bacterial infections – mode of action

Cephalosporins are members of the large group of 
β-lactam antibiotics, which inhibit the growth of Gram-
negative and Gram-positive bacteria at low concentra-
tion. These antibiotics are widely used in human medi-
cine. All β-lactams contain a four-membered β-lactam 
ring closed by an amide bound that is immediately 
involved in the mode of action of these antibiotics [6] by 
acylation of the hydroxyl group of serine located in the 
active centre of DD-carboxypeptidase/transpeptidases 
(DD-peptidases). Such an acylation results in inhibi-
tion of DD-peptidases (catalyzing the cross-linking of 
the peptidoglycan) causing the death of bacterial cells. 
The mechanisms of the always increasing resistance of 
bacteria to the natural and semi-synthetic β-lactams 
include numerous mutations leading to the production 
of a large number of sensitive β-lactamases (accepting 
the novel β-lactams) and/or modified DD-peptidases 
(not accepting the novel β-lactams). Therefore, the nec-
essary prerequisite is the continuous search for novel 
β-lactams that are resistant to the actually produced 
β-lactamases and efficient against the DD-peptidases.

8. Conclusions

The sub-apical mature non-growing peroxisomal 
cells of the high-yielding strain are privileged in cepha-
losporin C biosynthesis. The A. chrysogenum two-pro-
tein CefD1-CefD2 epimerization system converting 
IPN to Penicillin N is located in peroxisomes. Other 
enzymes of the pathway of cephalosporin C biosynthe-
sis are soluble cytosolic enzymes. For improvement of 
industrial strains further work is required to elucidate 
the role of the CefP and CefT transporters in cepha-
losporin C biosynthesis by A. chrysogenum. The inhi-
bition of autophagy is also a possibility for industrial 
strain improvement. 
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1. Wprowadzenie

Biocydy stanowią grupę związków chemicznych 
pochodzenia syntetycznego lub naturalnie występują-
cych w  przyrodzie, które są stosowane w zwalczaniu 
szkodliwych organizmów (bakterii chorobotwórczych, 
grzybów, pierwotniaków, gryzoni) [77]. Kontrola che-
miczna mikroorganizmów jest powszechnie stosowana 
w poszczególnych sektorach przemysłu (spożywczym, 
chemicznym), zdrowia publicznego (szpitalach, gabine-
tach lekarskich i kosmetycznych), oraz życia codzien-
nego (miejscach użyteczności publicznej, gospodar-
stwach domowych). Dezynfekcja to proces, w którym 
następuje redukcja liczby form wegetatywnych (bez 
form przetrwalnych) drobnoustrojów dezynfekowanej 
powierzchni lub przedmiotu do poziomu bezpiecznego 
dla użytkowników. Proces ten może być prowadzony 
metodami: fizycznymi (np. promieniowanie UV, tem-

peratura, para wodna), mechanicznymi (np. filtracja) 
lub chemicznymi (środki dezynfekcyjne) [36, 66, 77]. 

Środki dezynfekcyjne stanowią grupę związków 
chemicznych (tj. alkohole, aldehydy, kwasy organiczne, 
fenole, związki kationowe), które wykazują różną reak-
tywność i toksyczność względem mikroorganizmów. 
Komercyjnie dostępne środki dezynfekcyjne mogą 
zawierać w swoim składzie, jako substancje czynne jeden 
lub kilka związków chemicznych, takich jak: fenole, 
aldehydy, chlorowcopochodne i fluoropochodne, czwar-
torzędowe związki amoniowe (Quaternary Ammonium 
Compounds, QAC’s), związki utleniające, czy metale 
ciężkie. Obecność kilku substancji czynnych w  środ-
kach dezynfekcyjnych zwiększa spektrum działania 
i skuteczność danego preparatu [46, 47]. Jedno znaczne 
określenie mechanizmu działania biocydów na komórki 
drobnoustrojów jest problematyczne biorąc pod uwagę 
ogromne zróżnicowanie związków chemicznych zali-
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czanych do środków dezynfekcyjnych. Biocydy mogą 
działać zarówno bakteriostatycznie, jak i bakteriobój-
czo, co zależy przede wszystkim od stężenia roztworu 
roboczego danego preparatu [67]. W Tabeli I zamiesz-
czono zestawienie związków chemicznych najczęściej 
stosowanych jako środki dezynfekcyjne, z  zaznacze-
niem ogólnych mechanizmów ich działania przeciw-
drobnoustrojowego. Działanie bakteriobójcze środków 
dezynfekcyjnych jest niespecyficzne i  skierowane na 
struktury, które odpowiadają za utrzymanie ogólnej 
integralności i funkcjonalności komórki. Elementami 
tymi są: ściana komórkowa, błona cytoplazmatyczna 
oraz cytoplazma wraz ze strukturami komórkowymi 
[14, 40, 47]. Biocydy zazwyczaj wchodzą w niespecy-
ficzne oddziaływania chemiczne z  poszczególnymi 
komponentami ko mórek mikroorganizmów. Na przy-
kład glutaraldehyd lub srebro niespecyficznie reagują 
z resztami aminowymi lub tiolowymi białek bakteryj-
nych. W efekcie może nastąpić zaburzenie lub zahamo-
wanie poszczególnych procesów metabolicznych bądź 
uszkodzenie struktur komórkowych [15].

Środki dezynfekcyjne dzieli się na dwie główne 
klasy: związki utleniające (oxidizing agents) nukleofi-
lowe lub elektrofilowe i odpowiednio związki nieutle-
niające (non-oxidizing agents) [46]. Związki utleniające, 
np. nadtlenek wodoru, chlor i chlorowcopochodne, 
dwutlenek chloru, podchloryn sodu, kwas nadoctowy, 
ozon czy jodofory powodują utlenianie grup funkcyj-
nych poszczególnych składników budujących komórki 
mikroorganizmów. W wyniku tego procesu, dochodzi 
w  szybkim tempie do wielu nieodwracalnych uszko-
dzeń, a  w  efekcie końcowym do eliminacji drobno-
ustrojów. Związki utleniające odznaczają się bardzo 

dużą reaktywnością oraz bardzo szerokim spektrum 
działania. Wykazują aktywność względem praktycznie 
wszystkich grup mikroorganizmów: wegetatywnych 
komórek bakterii Gram-dodatnich (w tym prątków), jak 
i bakterii Gram-ujemnych, wirusów, grzybów, a nawet 
spor bakteryjnych. Chlor i  jego pochodne stanowią 
powszechnie używane w  przemyśle, jaki i  gospodar-
stwach domowych środki dezynfekcyjne. Kwas podchlo-
rawy dyfunduje przez osłony powierzchniowe mikro-
organizmów, a następnie na terenie cytoplazmy wchodzi 
w reakcje z innymi składnikami komórkowymi (białka, 
kwasy nukleinowe, lipidy) powodując ich utlenienie oraz 
hamując produkcję ATP zaburzając tym samym procesy 
oddychania komórkowego [19]. Podobne działanie, jak 
związki chloru, wykazuje ozon, który posiada wysoką 
aktywność biologiczną, a przy tym jest w niewielkim 
stopniu szkodliwy dla środowiska [50].

Do środków dezynfekcyjnych nieutleniających zali-
cza się np. czwartorzędowe związki amoniowe, biguani-
dyny, związki amfoteryczne, alkohole, aldehydy oraz 
fenol i jego pochodne. W ogólnym schemacie działa-
nia tej grupy związków następuje przenikanie danej 
substancji przez osłony komórkowe i jednocześnie 
dochodzi do zakłócenia przepuszczalności błony cyto-
plazmatycznej komórki mikroorganizmu, czego rezul-
tatem może być wyciek drobnocząsteczkowych składni-
ków komórkowych do przestrzeni peryplazmatycznej, 
np. zasad azotowych i/lub jonów potasowych. Na tym 
etapie zostają zahamowane podziały komórek. Przy 
wystarczającym stężeniu środka dochodzi do koagu-
lacji białek cytoplazmy i zablokowania podstawowych 
funkcji metabolicznych komórki mikroorganizmu, co 
doprowadza do jej śmierci [14, 47, 77].

Alkohole etanol, izopropanol denaturacja białek, uszkodzenie błony komórkowej
Aldehydy glutaraldehyd, formaldehyd wiązanie do grup aminowych białek, zaburzenie w funkcjonowaniu osłon
  komórkowych, zmiany w strukturze materiału genetycznego, hamowanie
  transportu komórkowego
Biguanidy chlorheksydyna zmiana przepuszczalności osłon komórkowych, denaturacja białek
  cytoplazmatycznych, wytrącanie kwasów nukleinowych
Fenole fenol, krezol i ich pochodne uszkodzenie błony cytoplazmatycznej, denaturacja białek, koagulacja
  cytoplazmy
Związki chloru chloramina, podchloryn sodu, denaturacja białek, uszkodzenie materiału genetycznego
 podchloryn wapnia
Związki jodu jodyna, jodofory denaturacja białek
Substancje utleniające ozon, nadtlenek wodoru, denaturacja białek, niszczenie struktury lipidów i kwasów nukleinowych
 kwas nadoctowy
IV-rzędowe chlorek benzalkoniowy, uszkodzenie osłon komórkowych, oddziaływanie z fosfolipidami błonowymi,
związki amoniowe chlorek benzetoniowy denaturacja białek, niszczenie struktury kwasów nukleinowych, aktywacja
  enzymów autolitycznych

Tabela I
Związki chemiczne najczęściej stosowane w preparatach dezynfekcyjnych oraz ich mechanizm działania przeciwdrobnoustrojowego,

na podstawie [15, 17, 69, 76]

Grupa chemiczna Substancje aktywne Mechanizm działania
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2. Oporność mikroorganizmów na biocydy

Bakterie mogą nabywać oporność na środki dezyn-
fekcyjne podobnie jak na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki. W kontroli rozprzestrzeniania się chorób infek-
cyjnych konieczne jest zbadanie związku pomiędzy 
lekoopornością mikroorganizmów, a ich opornością 
na biocydy. Oporność bakterii na biocydy jest zjawi-
skiem znanym i opisanym w literaturze. Schwaiger 
i wsp. [74] wykazali, że szczepy Enterococcus faecium 
i Enterococcus faecalis izolowane zarówno od pacjen-
tów hospitalizowanych, jak i z produktów spożyw-
czych, gospodarstw hodowlanych, czy terenów rolni-
czych, cechowała znacznie zmniejszona wrażliwość na 
czwartorzędowe sole amoniowe. Narui [53] w swoich 
badaniach dowiódł, że metycylinooporne szczepy Sta-
phylococcus aureus (methicyllin-resistant Staphylococ-
cus aureus, MRSA) są oporne na kwas podchlorawy, 
chlorheksydynę oraz związki chloru. Stickler [78] 
z  kolei opisał zmniejszoną wrażliwość na triklosan 
szczepów Proteus mirabilis izolowanych z cewników. 
Wiąże się z  tym obawa, że mikroorganizmy mogą 
być niewrażliwe na biocydy nawet, jeśli te są stoso-
wane w stężeniach zdefiniowanych przez producenta, 
jako aktywne przeciwdrobnoustrojowo. Jest to realne 
zagrożenie zdrowia publicznego, gdyż nieskuteczna 
dezynfekcja może być przyczyną zachorowań nawet 
o charakterze epidemicznym [24]. Dlatego ważne 
jest poznawanie mechaniz mów oporności bakterii na 
środki dezynfekcyjne, gdyż może być to wykorzystane 
w projektowaniu nowych związków dezynfekcyjnych 
lub strategii i rozwiązań zaradczych, które będą zapo-
biegać generowaniu oporności bakterii na biocydy lub 
umożliwią przełamanie mechanizmów oporności. 

W tym kontekście istotne są badania nad moleku-
larnymi mechanizmami i uwarunkowaniami zmniej-
szonej wrażliwości drobnoustrojów na zawiązki che-
miczne stosowane w dezynfekcji. W ostatnich latach 
owstały liczne prace nad tym zagadnieniem, o  czym 
świadczy znaczna liczba publikacji z  lat  2009–2014, 
wynosząca 649 pozycji w bazie Pub-Med. Publikacje 
obejmują prace przeglądowe oraz badania ekspery-
mentalne dotyczące wrażliwości mikroorganizmów na 
związki biobójcze, prowadzone w warunkach in vitro 
[7, 37, 51, 82, 85] oraz w miejscach praktycznego sto-
sowania dezynfekcji chemicznej [54, 72, 74]. Badanie 
oporności biofilmów bakteryjnych względem biocydów 
jest istotne ze względu na powszechne występowanie 
tych form na terenie obszarów poddawanych inten-
sywnym procesom dezynfekcji chemicznej. Szczególnie 
w ostatnich latach (2013–2014) liczne zespoły badawcze 
[10, 22, 29, 52, 55] skoncentrowały się nad badaniem 
wrażliwości mikroorganizmów żyjących w biofilmach 
(jako najpowszechniejszej formy występowania drobno-
ustrojów w środowisku zewnętrznym) na biocydy.

Badania nad opornością mikroorganizmów wzglę-
dem środków dezynfekcyjnych dotyczą nie tylko bak-
terii. Tung i wsp. [79] wykazali, że tak powszechnie 
stosowane środki dezynfekcyjne, jak etanol i czwarto-
rzędowe związki amoniowe, mają stosunkowo niską 
skuteczność w inaktywacji ludzkich norowirusów 
wywołujących ostre infekcje pokarmowe. Badane 
norowirusy wykazywały także zmniejszoną wrażli-
wość na działanie kwasu podchlorawego, szczególnie 
w porównaniu do mysiego norowirusa. Zaś ekspozycja 
ludzkiego wirusa brodawczaka HPV na 11 powszechnie 
dostępnych i stosowanych środków dezynfekcyjnych 
wykazała, że większość preparatów dezynfekcyjnych 
stosowanych w placówkach szpitalnych i gabinetach 
dentystycznych, a także środki o właściwościach poten-
cjalnie sterylizujących, nie powodowały eliminacji 
wirusa HPV (za wyjątkiem pochodnych fenolu i środ-
ków zawierających związki srebra) [48].

Oporność na biocydy może stanowić stałą, cha-
rakterystyczną cechę danej grupy mikroorganizmów, 
tzw. naturalną oporność (intrinsic resistance). Charak-
teryzują się nią spory bakteryjne o złożonej, wielo-
warstwowej budowie osłon zewnętrznych oraz prątki 
(Mycobacterium spp.), posiadające kwasooporną ścianę 
komórkową [70]. Mikroorganizmy, naturalnie wraż-
liwe na biocydy mogą nabyć oporność na te substancje 
poprzez wykształcenie odpowiednich mechanizmów. 
Mechanizmy te mogą być uwarunkowane różnorod-
nymi czynnikami i powstawać jako konsekwencja:

• zmian fenotypowych. Ten typ oporności na 
biocydy manifestowany przez bakterie może znacząco 
zmieniać się pod wpływem takich bodźców jak: utrud-
niona dostępność składników odżywczych i tlenu, faza 
wzrostu, w jakiej znajdują się bakterie oraz występowa-
nie mikroorganizmów w postaci biofilmów. Bakterie 
w  odpowiedzi na czynniki stresowe wykazują wów-
czas zwiększoną oporność na różnego rodzaju związki  
przeciwdrobnoustrojowe, co wynika prawdopodob-
nie ze zmian w strukturze czy elementach składowych 
powierzchniowych osłon komórkowych, warunkują-
cych zmniejszoną przepuszczalność dla związków 
toksycznych [27]. 

• zmian indukowanych. W odpowiedzi na stres 
selekcyjny, jakim jest ekspozycja bakterii zwłaszcza 
na niskie, subinhibitorowe stężenia biocydów może 
nastąpić wykształcenie mechanizmów warunkujących 
zmniejszoną wrażliwość na dane związki. Działanie 
biocydów na mikroorganizmy indukuje dwa pod- 
stawowe mechanizmy oporności: nadekspresję pomp 
efflux (głównie u bakterii Gram-ujemnych) oraz 
produkcję przez bakterie enzymów inaktywujących 
biocydy [26, 31].

• zmian chromosomalnych. Mutacje w obrę-
bie genów kodujących miejsca docelowego działania 
biocydów w komórkach bakteryjnych powodują brak 
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wrażliwości takich komórek na dane związki. Także 
nadekspresja genów kodujących pompy efflux może 
być uwarunkowana mutacjami punktowymi, a nie tylko 
zmianami indukowanymi [28]. 

• zmian plazmidowych (liczba, skład). Bakterie 
mogą nabywać obcy materiał genetyczny wraz z rucho-
mymi elementami genetycznymi takimi jak plazmidy, 
które mogą zawierać m.in. geny oporności na związki 
przeciwdrobnoustrojowe. W konsekwencji może nastą-
pić horyzontalne rozprzestrzenianie się wśród populacji 
bakterii oporności związanej głównie z nadekspresją 
genów kodujących pompy efflux oraz genów kodują-
cych enzymy inaktywujące biocydy [28, 25].

Stosowanie antybiotyków, chemioterapeutyków, 
czy biocydów może sprzyjać selekcji bakterii o fenoty-
pie oporności. Pojawia się jednak niejednoznaczność 
w  sprawie nazewnictwa patoadaptantów, które pod 
wpływem presji selekcyjnej środowiska uruchomiły 
mechanizmy umożliwiające przetrwanie niekorzyst-
nych warunków (np. subinhibitorowych stężeń bio- 
cydów) w postaci molekularnych zmian, jakie zacho-
dzą w obrębie komórki. Nie są to już w sposób oczy-
wisty komórki macierzyste, a po usunięciu czynnika 
selekcyjnego mogą powrócić do formy wyjściowej. 
W odróżnieniu od komórek zmutowanych, w których 
nastąpiły genetyczne zmiany warunkujące trwałą cechę 
oporności, przyjęło się nazywać te formy adaptantami 
lub patoadaptantami. Niejednokrotnie jednak stosuje 
się te terminy zamiennie, opisując adaptanty również 
mutantami [2, 45].

W ostatnich latach prowadzone są intensywne bada-
nia [21, 31, 32], których rezultaty wskazują na znaczącą 
rolę mechanizmów o podłożu genetycznym, w opor-
ności bakterii na środki dezynfekcyjne. Na podstawie 
wyników dotychczasowych eksperymentów prowadzo-
nych w warunkach in vitro, przypuszcza się, że ekspo-
zycja bakterii na biocydy skutkuje zmianami na pozio-
mie ekspresji genów. Przypuszczalnie konsekwencjami 
tego są wzrost oporności drobnoustrojów na biocydy, 
a także narastanie zjadli wości bakterii. Powyższe założe-
nia zostały potwierdzone eksperymentami Wang i wsp. 
[80], w  których populacje Salmonella Typhimurium 
i  Salmonella Enteritidis poddawano działaniu związ-
ków chloru o właściwościach utleniających, a następnie 
określano zmiany w transkryptomie badanych szczepów 
za pomocą wybranych badań genetycznych (metody 
hybrydyzacji, ilościowy Real-Time PCR, mikromacierze 
DNA) w porównaniu do szczepów nie podlegających 
działaniu stresu oksydacyjnego. Pod wpływem subinhi-
bitorowych stężeń związków chloru u szczepów Salmo-
nella Enteritidis oraz Salmonella Typhimurium nastę-
powały zmiany w ekspresji wielu genów związanych 
z metabolizmem komórkowym i wirulencją. Do najbar-
dziej istotnych zmian należały: wzrost ekspresji genów 
związanych z formowaniem klasteru Fe-S, biosynteza 

niektórych aminokwasów (cysteiny) oraz obniżenie 
poziomu ekspresji genów zaangażowanych w biosyn-
tezę lipopolisacharydu (LPS) [80]. Podobne rezultaty 
uzyskano dla szczepu Escherichia coli O157:H7, który 
wykazywał zwiększoną oporność na związki przeciw-
drobnoustrojowe po ekspozycji na związki utleniające 
[81]. Działanie czwartorzędowymi związkami amonio-
wymi na populacje S. enterica, spowodowało selekcję 
wariantów o  zmniejszonej wrażliwości na biocydy 
jak i  antybiotyki, co wynikało z  nad ekspresji genów 
kodujących pompy efflux [37]. Podobnie ekspozycja 
komórek Listeria monocytogenes na wybrane biocydy: 
nadtlenki, związki chloru i  czwartorzędowe związki 
amoniowe, wpłynęła na zwiększenie poziomu ekspresji 
genów wirulencji badanych bakterii [39].

Na przełomie 2013 i 2014 roku stworzono i udostęp-
niono bazę danych BacMet [57] zawierającą informacje 
o genach związanych z opornością mikroorganizmów 
względem biocydów, w tym także antybiotyków i che- 
mioterapeutyków. W bazie BacMet zgromadzone są 
aktualnie sekwencje 704 genów związanych z opornoś-
cią na biocydy a także na metale ciężkie, zweryfikowane 
na podstawie literatury naukowej oraz 40 556 sekwencji 
potencjalnych genów oporności na związki przeciw-
bakteryjne. Przy sekwencjach poszczególnych genów 
oporności znajdują się informacje o: charakterystyce 
molekularnej, funkcji danego genu oraz rodzaju opor-
ności, jaki warunkuje [57].

W dalszej części niniejszej pracy przedstawiono 
molekularne mechanizmy oporności (stała cecha uwa-
runkowana genetycznie, determinująca brak wrażli-
wości bakterii na określoną substancję przeciwdrobno-
ustrojową) lub zmniejszonej wrażliwości (cecha będącą 
mechanizmem adaptacyjnym bakterii w odpowiedzi 
na działanie substancji przeciwdrobnoustrojowej o naj- 
częściej charakterze zmian fentypowych, fizjologicz-
nych, które mogą zostać utracone przez bakterie po 
zaprzestaniu działania na nie czynnika stresującego) 
mikroorganizmów na biocydy.

3. Oporność bakterii na biocydy determinowana
 przez geny znajdujące się na plazmidzie

Zmniejszona wrażliwość na działanie biocydów 
może być nabyta przez bakterie poprzez zmiany gene-
tyczne, obejmujące transfer czynników genetycznych 
warunkujących oporność (plazmidy, transpozony) oraz 
mutacje chromosomalnego lub plazmidowego DNA. 
Zazwyczaj, nabyta oporność na biocydy jest wynikiem 
takich mechanizmów jak: degradacja lub modyfi- 
kacja enzymatyczna biocydu, aktywny wyrzut biocy-
dów z komórek bakteryjnych oraz stosunkowo rzadko 
spotykana zmiana miejsca docelowego dla działania 
biocydu [28]. 
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Oporność na biocydy może być uwarunkowana 
przez horyzontalny transfer genów (Horizontal Gene 
Transfer, HGT), głównie przez nabywanie plazmidów, 
na których są zlokalizowane geny oporności. Pierwsze 
doniesienia o tym, że geny chroniące przed szkodli-
wym działaniem biocydów mogą być zlokalizowane 
na plazmidach, dotyczyły oporności na metale ciężkie. 
Oporność względem metali ciężkich: miedzi, srebra, 
rtęci może rozprzestrzeniać się wśród bakterii poprzez 
HGT. Szczepy E. coli i Pseudomonas syringae stawały się 
oporne na miedź poprzez nabycie plazmidów zawie-
rających geny oporności odpowiednio pco dla E. coli 
i cop dla P. syringae. Także dzikie szczepy Enterococcus 
spp. mogły nabywać plazmidy zawierające gen trcB, 
co warunkuje aktywny wyrzut miedzi z komórek tych 
ziarniaków [30]. Transfer genów odpowiedzialnych za 
nabywanie oporności na środki dezynfekcyjne może 
nastąpić poprzez rozprzestrzenianie się w populacji 
genów kodujących pompy efflux o szerokim spektrum 
substratowym zlokalizowanych na plazmidach. Geny 
qacA i qacB zostały zidentyfikowane odpowiednio na 
plazmidach wielooporności pSK1 i pSK23, których 
nabycie przez mikroorganizmy skutkuje wzrostem 
oporności na wiele antybiotyków oraz biocydów jak np. 
czwartorzędowe sole amoniowe czy metale ciężkie [28, 
68]. Bakterie E. coli ze zidentyfikowanym plazmidem 
RP1 wykazują zmienioną strukturę LPS oraz zmniej-
szoną ekspresję genów poryn błony zewnętrznej, przez 
co szczepy te posiadają zwiększoną oporność na działa-
nie fenolu, chlorheksydyny i cetrimidu [65].

Jony srebra posiadają szerokie spektrum działania 
zarówno wobec komórek bakterii Gram-dodatnich, 
jak i Gram-ujemnych, w tym zarówno gatunków tle-
nowych jak i beztlenowych [71]. Brady [3] w swoich 
badaniach dowiódł, że środki dezynfekcyjne zawie-
rające srebro (surfacine disinfectant spray) skutecznie 
ograniczały wzrost P. aeruginosa oraz S. aureus po 
30  minutach działania związku. Głównym miejscem 
oddziaływania srebra są komórkowe białka struktu-
ralne i enzymatyczne, czyli białka pełniące podstawową 
rolę w prawidłowym funkcjonowaniu mikroorganizmu. 
Antybakteryjna skuteczność srebra wynika z jego wią-
zania z grupą sulfydrolową (-SH) oraz innymi grupami 
funkcyjnymi wchodzącymi w skład komórkowych 
białek i kwasów nukleinowych [69]. W konsekwencji 
oddziaływania srebra z grupami funkcyjnymi dochodzi 
do denaturacji białek wchodzących w skład ważnych 
szlaków metabolicznych, białka tracą swą biologiczną 
aktywność, co prowadzi do śmierci komórki [5]. 

Jony srebra mają zdolność wiązania się ze ścianą 
komórkową bakterii, cytoplazmą, czy też otoczkami 
bakteryjnymi. Zmiany w strukturze osłon zewnętrz-
nych komórki prowadzą do destabilizacji błony i wzro-
stu przepuszczalności. Srebro oddziałuje z grupami sul-

fhydrylowymi na powierzchni komórki drobnoustroju 
zastępując atomy wodoru, co prowadzi do powstania 
charakterystycznego wiązania S-Ag. W konsekwencji 
dochodzi do zablokowania łańcucha oddechowego 
i transportu elektronów, a siła protomotoryczna błony 
komórkowej zostaje zaburzona. W komórkach E. coli 
zaobserwowano zaburzenie siły protomotorycznej 
i  śmierć komórki po dodaniu do hodowli bakteryj-
nej AgNO3 (20 µM) [73]. Jony Ag+ po dostaniu się do 
wnętrza komórki są zdolne do oddziaływania z DNA. 
Srebro wchodzi w interakcje z zasadami azotowymi 
w DNA, w wyniku czego dochodzi do powstania formy 
skondensowanej kwasu nukleinowego oraz zahamowa-
nia procesu replikacji. 

Pierwszy naukowy opis molekularnych podstaw 
oporności na srebro sporządzono na podstawie plaz-
midu pMG101, który wyizolowano z komórek szczepu 
S. Typhimurium. Plazmid pMG101 niosący geny opor-
ności na antybiotyki (ampicylina, chloramfenikol, tetra-
cyklina, streptomycyna) i metale ciężkie (srebro, rtęć) 
jest obecnie najbardziej poznaną strukturą warunkującą 
oporność bakterii na jony srebra. Badania nad przeka-
zywaniem cechy oporności na srebro wykazały możli-
wość transferu plazmidu pMG101 do komórek E. coli, 
która po wbudowaniu plazmidu do własnego genomu 
uzyskuje cechę srebrooporności [58]. Po długotrwałej 
ekspozycji na wzrastające stężenia jonów Ag+ docho-
dzi do zmniejszenia przepuszczalności osłon komórko-
wych, której przyczyną było utracenie głównych białek 
porynowych. Wśród doświadczalnie wygenerowanych 
mutantów zaobserwowano aktywnie działający system 
pomp efflux, który jest uznawany za jeden z podsta-
wowych mechanizmów warunkujących oporność na 
metale ciężkie. Plazmid pMG101 jest determinantą 
genetyczną o długości około 180 kpz. Region warun-
kujący cechę srebrooporności sil-CFBA(ORF105aa)
PRSE (Rys. 1) składa się z 9 genów, z których 8 genów 
oraz ich produkty białkowe scharakteryzowano na pod-
stawie homologii do znanych mechanizmów oporności 
bakterii na srebro [49, 75]. Pierwszy gen silE koduje 
małe peryplazmatyczne białko, które jest zdolne do 
specyficznego wiązania jonów Ag+ na powierzchni 
komórki, zanim wnikną do cytoplazmy. SilE wykazuje 
47% podobieństwo do białka PcoE zaangażowanego 
w  mechanizm oporności na miedź u  E. coli. Białko 
SilE posiada w swojej budowie 10 reszt histydynowych 
zdolnych do wiązania pięciu jonów Ag+. Wysycenie 
wszystkich miejsc wiążących jonami Ag+ prowadzi do 
znacznych zmian konformacyjnych (białko przyjmuje 
drugorzędową strukturę α-helisy) [49, 75]. Genom silR 
i  silS przypisano funkcję regulacyjną, polegającą na 
kodowaniu dwuskładnikowego systemu przekazywa-
nia sygnałów. System ten składa się z błonowej kinazy 
histydynowej (SilS), która odbiera i przekazuje sygnał 
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do regulatora transkrypcji, którym jest białko SilR [75]. 
Geny silCBA zaangażowane są w tworzenie kompleksu 
błonowego składającego się z trzech białek, który jest 
odpowiedzialny za wymianę kationowo-protonową 
działającą na zasadzie antyportu. Białka SilCBA należą 
do rodziny kationowych pomp efflux RND (resistance 
nodulation and cell division), które warunkują procesy 
oporności bakterii na substancje przeciwdrobnoustro-
jowe. System SilCBA wykazuje homologię do systemu 
wielolekooporności Acr u E. coli. Białko SilA jest dużym 
białkiem błonowym o  długości 1048  aminokwasów. 
Składa się z domeny zakotwiczonej w błonie oraz 
domeny peryplazmatycznej, które razem tworzą kanał, 
jakim jony srebra przepływają z cytoplazmy do białka 
błony zewnętrznej SilC. Trzecie białko SilB pełni rolę 
łącznika, łączy białko SilA i SilC w funkcjonalną całość. 
Kompleks SilCBA tworzy system wyrzutu jonów srebra 
na zewnątrz komórki bez uwalniania ich do przestrzeni 
peryplazmatycznej [75]. Białko powstałe w wyniku eks-
presji genu o długości 95 par zasad określa się jako SilF. 
Białko SilF w porównaniu z białkiem SilE wyróżnia się 
odmienną strukturą przestrzenną β-harmonijki oraz 
zdolnością do wiązania tylko jednego kationu srebra, 
dzięki obecności jednej reszty histydyny i dwóch reszt 
metioniny. Uważa się, że funkcją białka SilF jest trans-
port jonów srebra od miejsca ich uwolnienia (białka 
SilP) bezpośrednio do chemiosmotycznej pompy 
SilCBA [49, 75].W wyniku ekspresji ostatniego genu 
powstaje białko SilP, które pełni funkcję błonowej 
ATPazy typu P i jest odpowiedzialne za transport jonów 
Ag+ z  cytoplazmy do przestrzeni peryplazmatycznej. 
Dla genu o długości 105  par zasad, znajdującego się 
pomiędzy genami silA i silB nie znaleziono dotychczas 
homologicznego białka i funkcja genu nie została do tej 
pory wyjaśniona [75].

4. Zmiana ultrastruktury składników osłon
 komórkowych, jako odpowiedź komórki
 bakterii na działanie biocydów

Jedną z najbardziej prawdopodobnych przyczyn 
zmniejszonej wrażliwości mikroorganizmów na dzia-
łanie biocydów są modyfikacje w powierzchniowych 
osłonach komórkowych. Struktury powierzchniowe 
bakterii wchodzą w bezpośrednie interakcje ze środ-
kami dezynfekcyjnymi. Modyfikacje w budowie osłon 
powierzchniowych komórek bakteryjnych mają na celu 
zmniejszenie przepuszczalności dla różnych związków 
toksycznych [28, 70]. W odpowiedzi na działanie bio-
cydów komórki bakterii wykształcają mechanizmy 
zmieniające strukturę poszczególnych elementów osłon 
komórkowych. 

4.1. Modyfikacje LPS bakterii Gram-ujemnych

Zmiana struktury i poziomu ekspresji genów zaan-
gażowanych w proces biosyntezy LPS wpływa znacząco 
na przepuszczalność osłon komórkowych bakterii 
Gram-ujemnych. Unikalny komponent ściany komór-
kowej bakterii, jakim jest LPS odpowiada za utrzymanie 
prawidłowej struktury i funkcji ściany komórkowej oraz 
za zmniejszoną wrażliwość bakterii na działanie biocy-
dów. Nienaruszona warstwa LPS nadaje zewnętrznej 
powierzchni komórki bakteryjnej wypadkowy ładu-
nek ujemny, co stanowi ochronę przed przenikaniem 
przez błonę zewnętrzną anionowych, hydrofobowych 
biocydów [43]. Mutanty S. Typhimurium o zmodyfi-
kowanej długości O-swoistego łańcucha bocznego LPS 
wykazywały, zmienioną wrażliwość na działanie bio-
cydów i antybiotyków w porównaniu do szczepu dzi- 
kiego. Warianty S. Typhimurium o LPS ze skróconym 

Rys. 1. Mechanizm oporności bakterii na srebro, na podstawie [49, 75] (objaśnienia w tekście)
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O-swoistym łańcuchem bocznym lub całkowicie pozba- 
wione tej części, tzw. szczepy szorstkie, charakteryzowały 
się zwiększoną wrażliwością na działanie antybiotyków 
oraz biocydów o charakterze hydrofobowym, w porów-
naniu do szczepów dzikich. Jednocześnie mutanty 
były oporne na związki kationowe [62, 63]. Gilbert 
i Brown [27] udowodnili w swoich badaniach, że wraż-
liwość szczepów P. areuginosa na chlorowcopochodne 
fenolu zmniejsza się wraz ze wzrostem zawartości LPS 
w komórkach. Zdolność chlorofenolu do przechodzenia 
przez osłony powierzchniowe P. areuginosa jest zależna 
od zmian w strukturze LPS badanych szczepów. 

4.2. Modyfikacje białek błony zewnętrznej
 oraz pompy efflux jako główny system
 oporności na biocydy bakterii Gram-ujemnych

Pompy efflux stanowią kompleksy białkowe, które 
w sposób czynny usuwają substancje toksyczne z ko - 
mórek bakterii, z nakładem energii wytworzonej przez 
komórkę. Pompy te należą do pięciu rodzin: MFS 
(major facilitator superfamily), SMR (small multidrug 
resistance family), ABC (ATP-binding cassette family), 
MATE (multidrug and toxic compound extrusion family), 
RND (resistance nodulation division family), zróżnico-
wanych pod względem budowy, swoistości substra-
towej, źródła wykorzystywanej energii i mechanizmu 
działania [60]. Pompy te zapewniają aktywny wyrzut 
z komórki bakterii szerokiego spektrum różnych związ-
ków, od metabolitów komórkowych po antybiotyki 
i  środki dezynfekcyjne, dlatego też często zamiennie 
używa się nazwy pompy MDR (multiple drug resi-
stance) [13]. Poszczególne pompy efflux są wyspecja-
lizowane w usuwaniu konkretnej substancji z komórki, 
lub mogą mieć szeroki zakres substratowy względem 
wielu różnych związków toksycznych dla bakterii. Białka 
tworzące pompy mogą być kodowane na chromoso-
mie bakteryjnym, wtedy system efflux ma charakter 
wrodzony (efflux jest naturalną cechą m.in. pałeczek 
jelitowych z  rodziny Enterobacteriaceae, Pseudomo-
nas spp., Vibrio spp.) lub geny kodujące białka pomp 
są nabywane w procesie transformacji, koniugacji lub 
transdukcji [34]. 

Spośród wszystkich pomp efflux największe znacze-
nie w oporności na substancje przeciwdrobnoustrojowe 
i  najszersze spektrum substratowe wykazują pompy 
RND bakterii Gram-ujemnych. Usuwają one z komórek 
mikroorganizmów zarówno antybiotyki, środki dezyn-
fekcyjne, antyseptyczne jak i barwniki. Pompy RND 
charakteryzują się trójskładnikową strukturą, zbudo-
wane są z białek wewnętrznej błony cytoplazmatycznej, 
białek peryplazmatycznych oraz białek błony zewnętrz-
nej. Elementy te współpracując ze sobą usuwają okreś-
lone substancje z cytoplazmy na zewnątrz komórki. 
Najlepiej poznany i zbadany jest system AcrAB-TolC, 

który jest jednym z najważniejszych mechanizmów 
oporności na związki toksyczne u pałeczek Entero- 
bacteriaceae w tym u E. coli i Salmonella spp. Budowa 
pompy białkowej AcrAB-TolC jest przedstawiona sche-
matycznie na rysunku 2. 

AcrB jest białkiem transporterowym, zakotwiczo-
nym w wewnętrznej błonie cytoplazmatycznej i otwie-
rającym się do peryplazmy, rozpoznaje ono i wiąże 
substrat, a następnie umożliwia jego przedostanie się 
do przestrzeni peryplazmatycznej. TolC tworzy kanał 
przebijający błonę zewnętrzną i peryplazmę, umożli-
wiający wyrzut substratu na zewnątrz komórki. Zaś 
AcrA jest peryplazmatycznym białkiem łączącym 
AcrB i TolC [4, 6, 34]. Aktywność pomp AcrAB-TolC 
warunkuje przetrwanie bakterii jelitowych podczas 
ich ekspozycji na działanie soli żółciowych w żołądku. 
Ze względu na szerokie spektrum substratowe istnieje 
ryzyko, że pompy mogą usuwać „pomyłkowo” z ko- 
mórek bakterii związki i substancje istotne dla prawi-
dłowych procesów metabolicznych, jak pirogronian 
czy mleczan, dlatego też system efflux musi znajdować 
się pod odpowiednią kontrolą i regulacją komórkową 
[28, 34]. Przypuszcza się, że aktywność systemu efflux, 
a zwłaszcza pomp AcrAB-TolC bakterii Gram-ujem-
nych, jest regulowana przez globalne sygnały odpowie-
dzi stresowej. Aktywacja pomp białkowych następuje 
w odpowiedzi na zmiany warunków środowiskowych 
niszy zajmowanej przez mikroorganizmy, w  wyniku 
ekspozycji ich na szkodliwe lub toksyczne substancje 
pochodzenia naturalnego jak i na związki stosowane 
w antybiotykoterapii lub dezynfekcji. W związku z tym 
pompy efflux nie są konstytutywnie ekspresjonowane 
przez drobnoustroje, lecz aktywacja tych białkowych 
kompleksów następuje w  warunkach stresowych 
[28]. Ekspozycja mikroorganizmów na biocydy użyte 

Rys. 2. Budowa i mechanizm działania pompy białkowej bakterii 
Gram-ujemnych na przykładzie pompy AcrAB-TolC,

na podstawie [4, 6, 34] (objaśnienia w tekście)
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w niskich, subinhibitorowych stężeniach, szkodliwych 
dla bakterii indukuje ekspresję odpowiednich genów 
systemów efflux [13]. Przeprowadzane niezależnie od 
siebie liczne eksperymenty [4, 6, 34] wykazały, że nad-
ekspresja pomp efflux AcrAB-TolC u E. coli i bakterii 
z rodzaju Salmonella spp. następuje po ekspozycji wyżej 
wymienionych bakterii na działanie subinhibitorowych 
stężeń biocydów. Karatzasi wsp. [38] wykazali, że eks-
pozycja S. Typhimurium na biocydy: triklosan i czwar-
torzędowe związki amoniowe powodowała nadekspre-
sję pomp efflux, a także wydłużenie czasu podziałów 
komórkowych oraz zmniejszenie inwazyjności pałeczek 
Salmonella w stosunku do ludzkich komórek nabłonka 
jelita w porównaniu do szczepu dzikiego. Uzyskane 
warianty S. Typhimurium wykazywały stabilny fenotyp 
MDR o obniżonej wrażliwości na antybiotyki i biocydy. 
Randall i wsp. [61] po ekspozycji na środki dezynfek-
cyjne zawierające w swoim składzie aldehydy i substan-
cje utleniające, wyizolowali warianty S. Typhimurium 
o fenotypie MDR tj. o zmniejszonej liczbie poryn w bło-
nie zewnętrznej i nadekspresji pomp efflux. U pałeczek 
E. coli oraz Salmonella spp. regulacja ekspresji genów 
acrAB kodujących pompy efflux następuje z udziałem 
locus mar, który jest operonem pełniącym istotną rolę 
w  wielolekooporności bakterii Gram-ujemnych [41]. 
Operon mar zlokalizowany jest na chromosomie wielu 
bakterii Gram-ujemnych, aktywowany bądź repre-
sjonowany w  zależności od czynników i  warunków 
oddziałujących na dane mikroorganizmy. Induktorami 
operonu mar są subinhibitorowe stężenia biocydów 
(np. czwartorzędowe sole amoniowe, triklosan), anty-
biotyków (np. tetracykliny, chloramfenikol) i  wszel- 
kich innych związków o  aktywności przeciwdrobno-
ustrojowej. Aktywacja genu mar zależy również od 
fazy wzrostu, w jakiej znajdują się mikroorganizmy. 
Zwiększona aktywność pomp efflux która jest spowo-
dowana zwiększoną ekspresją genów mar występuje 
na początku stacjonarnej fazy wzrostu [44]. Ponadto 
nad ekspresję genów kodujących białka pomp efflux, 
białek budujących pompy efflux przejawiają komórki 
bak terii formujących biofilm, a  zwłaszcza te zloka-
lizowane w  jego głębszych warstwach [80]. Szczepy 
P. areuginosa posiadają pompy efflux MexAB, MexCD 
lub MexEF, które odpowiadają za usuwanie z komórki 
różnych leków (np. tetracyklin, fluorochinolonów, 
antybiotyków β-laktamowych) oraz wielu innych 
substancji o  aktywności przeciwbakteryjnej [13, 34]. 
Chociaż systemy efflux są najlepiej poznane i  scha-
rakteryzowane dla bakterii Gram-ujemnych, białkowe 
pompy występują także u  bakterii Gram-dodatnich, 
a zwłaszcza bak terii z rodzaju Staphylococcus spp. Naj-
większe znaczenie w zmniejszonej wrażliwości szcze-
pów S. aureus względem biocydów mają pompy efflux 
QacA/B i Smr, należące do rodziny pomp SMR, których 
substratami są między innymi QAC’s, biguanidyny, 

diamidyny i  barwniki [8]. Badania prowadzone nad 
klinicznymi szczepami S. aureus wykazywały obec-
ność wśród testowanych gronkowców genów qac i smr 
kodujących odpowiednie pompy efflux. W  poszcze-
gólnych eksperymentach stwierdzano różną prewa-
lencję danych genów [86]. Kodowane chromosomal-
nie pompy MDR S. aureus warunkują oporność na 
biocydy, zarówno w węższym jak i szerokim spektrum 
substratowym. Pompy NorA, NorB oraz MdeA i MepA 
rozpoznają, jako substraty czwartorzędowe sole amo-
niowe oraz barwniki, wypompowując je z  komórek 
gronkowców i warunkując oporność bakterii na dane 
biocydy [35, 60].

Wielolekooporność wynikająca z nadekspresji sys-
temu efflux może być konsekwencją wzrostu cytopla-
zmatycznego stężenia głównego, globalnego regulatora 
odpowiedzi stresowej rpoS. Podczas działania różno-
rodnych czynników stresowych włączana jest ekspre-
sja systemu aktywnego wyrzutu związków toksycznych 
z komórki. Tym samym zachodzi selekcja wariantów 
szczepów o zwiększonej aktywności pomp białkowych 
tzw. bulimic bacteria [28].

5. Biofilm bakteryjny jako strategia ochronna
 przed działaniem substancji biobójczych

Adhezja do powierzchni nieożywionych i tworze-
nie błon biologicznych tzw. biofilmów jest najczęstszą 
odpowiedzią bakterii na nieprzyjazny habitat [83]. 
Biofilm jest wyjątkową, unikalną formą występowa-
nia żywych mikroorganizmów zarówno w środowisku 
nieożywionym, jak i wewnątrz organizmu gospodarza. 
Bakterie tworzące błony biologiczne znacznie różnią 
się pod wieloma względami od szczepów tego samego 
gatunku żyjących w postaci planktonicznej [56]. Bio-
filmy bakteryjne w porównaniu do komórek plankto-
nicznych wykazują od 10 do nawet 1000 razy większą 
oporność wobec substancji przeciwdrobnoustrojowych 
[1]. Błony biologiczne charakteryzują się opornością 
zarówno na antybiotyki, jak i wysoce reaktywne związki 
dezynfekcyjne (np. isotionazol, czwartorzędowe sole 
amoniowe, związki halogenowe). Z tego względu era-
dykacja biofilmów zarówno z organizmu pacjentów, jak 
i powierzchni nieożywionych jest istotnym problemem 
i wymaga zwłaszcza w drugim przypadku drastycznych 
metod mechanicznego usuwania z jednoczesnym uży-
ciem biocydów o dużej aktywności biologicznej [1, 44].

Początkowo mikroorganizmy przylegają do danej 
powierzchni w sposób odwracalny [9]. Podczas procesu 
formowania się biofilmu, komórki bakterii przechodzą 
zmiany fizjologiczne, biochemiczne jak i genetyczne. 
Bakterie przylegają do danej powierzchni, następnie 
namnażają się tworząc mikrokolonie oraz produ-
kują cząsteczki sygnałowe (zjawisko quorum sensing). 
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Komórki bakterii o zmienionym fenotypie lub/i genoty-
pie w wyniku formowania się biofilmów tworzą mikro-
kolonie, zanurzone w zewnątrzkomórkowej macierzy 
(extra cellular polymeric substances, EPS) podzielonej 
siecią kanałów, zawierającej egzopolisacharydy oraz 
inne związki organiczne (m.in. białka, kwasy techojowe, 
kwasy nukleinowe, fosfolipidy) [16]. 

Naturalna oporność biofilmów na substancje tok-
syczne wynika prawdopodobnie z ich złożonej struk-
tury, a  zwłaszcza warunkowana jest przez egzopolia-
sacharydowe matrix [1]. EPS jest gęstą elektronowo, 
żelowatą substancją, stanowiącą barierę fizyczną, 
utrudniającą dyfuzję biocydów, co uniemożliwia lub 
znacznie opóźnia ich dotarcie do komórek bak terii. 
Komórki bakteryjne zgrupowane w mikrokolonie i zlo-
kalizowane w obrębie matrix, a zwłaszcza w głębszych 
warstwach biofilmów, są mniej wyeksponowane na 
działanie stosowanych związków bioaktywnych. Wyka-
zano, że związki chloru cechuje znacznie spowolnione 
wnikanie w głąb biofilmów tworzonych jednocześ- 
nie przez Klebsiella pneumoniae i P. areuginosa. Nato-
miast jednogatunkowy biofilm P. areuginosa wykazuje 
zmniejszoną wrażliwość na ciprofloksacynę, w porów-
naniu do komórek tych bakterii żyjących w  formie 
planktonicznej [12]. Matrix biofilmów może stanowić 
również barierę biochemiczną dla biocydów, jej skład-
niki mogą wchodzić w reakcje chemiczne i neutrali- 
zować lub modyfikować właściwości określonych sub-
stancji bakteriobójczych [1, 26]. Obserwacje dowiodły 
[20, 33] iż, w wyniku ekspozycji biofilmów bakteryj- 
nych na działanie kompleksów jodu, związków chloru 
oraz związków utleniających, związki te reagowały 
ze składnikami zewnątrzkomórkowego matrix 
biofil mów, co skutkowało spadkiem ich aktywności 
przeciwdrobno ustrojowej. Ponadto w macierzy biofil-
mów mogą znajdować się wydzielane przez komórki 
bakteryjne, enzymy powodujące inaktywację lub 
modyfikację środków dezynfekcyjnych, antybioty-
ków czy innych preparatów działających na biofilm 
[1, 42]. Sondossi i wsp. [76] wykazali aktywność liaz 
i dehydrogenaz formaldehydu w macierzy biofilmów 
P. areuginosa, obecność tych enzymów powodowała 
wzrost oporności komórek bakterii na formaldehyd. 
W badaniach Cunh’a [11] udowodniono, że oporność 
biofilmów P. areuginosa na antybiotyki β-laktamowe 
jest w znacznej mierze uwarunkowana obecnością 
w matrix zwiększonego stężenia β-laktamaz w porów-
naniu do komórek planktonicznych. Zespół Rodri-
gues i wsp. [64] przeprowadził eksperyment w którym 
określono wrażliwość biofilmów L. monocytogenes 
i  S. enterica na wybrane środki dezynfekcyjne oraz 
oceniono zmiany jakie zaszły w komórkach bakterii po 
ekspozycji na biocydy, ze szczególnym odniesieniem 
do zmiany ekspresji genów związanych z odpowiedzią 
na czynniki stresowe i genów wirulencji. Zaobserwo-

wano, że praktycznie wszystkie z testowanych biocydów, 
nawet te użyte w  wysokich stężeniach powodujących 
eliminację większości mikroorganizmów w  biofilmie, 
indukowały zwiększoną ekspresję genów wirulencji 
w komórkach bakteryjnych, które przetrwały ekspozycję 
na dane związki.

6. Oporność krzyżowa bakterii na biocydy
 i antybiotyki

Biocydy mogą powodować selekcję wśród bakterii 
szczepów antybiotykoopornych jako skutek specy-
ficznych jak i niespecyficznych zmian w budowie ich 
komórek. Niektóre z mechanizmów warunkujących 
zmniejszoną podatność mikroorganizmów na szko-
dliwe działanie biocydów są determinowane przez 
określone geny zlokalizowane na chromosomie lub 
plazmidzie. Transfer genów warunkujących oporność 
na biocydy może powodować jednocześnie przekaza-
nie genów oporności na antybiotyki [23]. Geny qacA/B 
kodujące pompy efflux GacA i GacB występujące głów-
nie u szczepów S. aureus i determinujące oporność na 
biocydy, są zlokalizowane na plazmidach wieloleko-
oporności pSK1, noszących geny oporności na amino-
glikozydy, trimetoprim i antybiotyki β-laktamowe [23]. 
Zaś geny smr kodujące pompy efflux-Smr, zapewniające 
brak wrażliwości gronkowców na biocydy kationowe 
są umiejscowione na plazmidzie z genami oporności 
na wankomycynę (pI. 1043), który jest identyfikowany 
u wysoce wankomycynoopornych, klinicznych szcze-
pów S. aureus [84]. Selekcja genów oporności na bio-
cydy może powodować równoczesną selekcję genów 
oporności na antybiotyki kodowane na tych samych 
czynnikach genetycznych. W ten sposób mikroorga-
nizmy mogą nabywać jednoczesną oporność na środki 
dezynfekcyjne i antybiotyki (co-resistance).

Oporność krzyżowa (cross-resistance), polega na 
tym, że wytworzone mechanizmy oporności wobec 
określonej substancji szkodliwej warunkują równo-
cześnie całkowity lub częściowy brak wrażliwości na 
inne substancje należące do tej samej lub zupełnie 
innej klasy związków chemicznych. Micrococcus luteus 
poddany działaniu dwutlenku chloru był oporny także 
na kwas nadoctowy i nadtlenek wodoru [59]. Pompy 
efflux zapewniają bakteriom oporność na szeroki 
zakres związków o aktywności przeciwdrobnoustrojo-
wej. Poprzez zwiększoną ekspresję genów kodujących 
pompy następuje nabycie przez pierwotnie wrażliwe 
szczepy oporności zarówno na biocydy jak i antybio-
tyki. Nadekspresja genów dla białek pomp efflux NorA 
u  szczepów S. aureus skutkuje równoczesną zmniej-
szoną wrażliwością tych mikroorganizmów na czwar-
torzędowe sole amoniowe, barwniki oraz opornością na 
chloramfenikol i fluorochinolony [59, 60].
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7. Podsumowanie 

W obliczu ciągle pogłębiającego się zjawiska leko-
oporności bakterii patogennych, zaostrzane są metody 
kontroli i ograniczania rozprzestrzeniania się mikro-
organizmów, a najczęściej stosowaną metodą jest 
dezynfekcja chemiczna z zastosowaniem preparatów 
biobójczych. Powszechność występowania szczepów 
bakteryjnych o zmniejszonej wrażliwość na środki 
dezynfekcyjne jest znaczna. Występowanie zjawiska 
oporności bakterii na biocydy ma charakter wieloczyn-
nikowy. Mikroorganizmy wykształciły szereg mecha-
nizmów adaptacyjnych warunkujących zmniejszoną 
wrażliwość na związki biobójcze. Zmiana ultrastruktury 
składników osłon komórkowych oraz tworzenie błon 
biologicznych stanowi obok represji biosyntezy poryn, 
enzymatycznej inaktywacji biocydu oraz zmiany miejsc 
docelowego działania biocydu tylko część mechaniz-
mów warunkujących oporność. W związku z tym nie-
zwykle istotne wydają się być badania nad molekular-
nymi mechanizmami i uwarunkowaniami zmniejszonej 
wrażliwości drobnoustrojów na związki chemiczne 
stosowane w dezynfekcji. Zgłębianie tego zagadnienia 
może być pomocne w optymalizacji projektowania pre-
paratów dezynfekcyjnych o dużej skuteczności. 
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1. Wstęp

W 2008 roku akronimem ESKAPE określono 6 ga- 
tunków bakterii najczęściej wywołujących poważne 
zakażenia szpitalne: Enterococcus faecium, Staphylo-
coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter sp. 
Określenie ESKAPE, oznaczające w języku angielskim 
ucieczkę („escape”), w  tym przypadku oznacza dzia-
łanie związków przeciwbakteryjnych na wymienione 
wyżej gatunki drobnoustrojów [11]. Należący do tej 
grupy A. baumannii okazał się w ostatnich 20  latach 
jednym z najbardziej alarmujących patogenów wywo-
łujących zakażenia trudne w leczeniu.

Rodzaj Acinetobacter, należący do rodziny Mora-
xellaceae, obejmuje bakterie Gram-ujemne, pałeczki 
(w fazie logarytmicznego wzrostu), tlenowe, niefermen-
tujące, niewybredne, niewykazujące zdolności ruchu 
(gr. akinetos – nieruchliwy). Rodzaj ten obejmuje co 
najmniej 41 gatunków, z których większość nie stanowi 
zagrożenia dla zdrowia człowieka. Gatunki Acinetobacter 
calcoa ceticus (gatunek genowy 1), A. baumannii (gatu-
nek genowy 2), Acinetobacter pitti (gatunek genowy 3), 

Acinetobacter nosocomialis (gatunek genowy 13TU) oraz 
dwa rzadko występujące gatunki genowe „pomiędzy 1 
i 3” i „blisko spokrewniony z 13TU” wykazują tak duże 
podobieństwo fenotypowe, że określa się je wspólnie 
jako Acinetobacter calcoaceticus – A. baumannii-com-
plex [33]. Spośród wymienionych gatunków najbardziej 
istotny z klinicznego punktu widzenia jest A. baumannii. 
Posiada on wiele naturalnych mechanizmów oporności 
na antybiotyki i chemioterapeutyki, a ponadto wykazuje 
zdolność nabywania nowych determinantów oporności 
na związki przeciwdrobnoustrojowe. 

Szczepy gatunku A. baumannii są naturalnie oporne 
na ampicylinę, amoksycylinę oraz jej połączenie z kwa-
sem klawulanowym, cefazolinę, cefotaksym, ceftriakson, 
ertapenem, trimetoprim, fosfomycynę (wg European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 
EUCAST). Warto zauważyć, że u opisywanych pałeczek 
może występować wrażliwość na ampicylinę w połącze-
niu z sulbaktamem. Sulbaktam, jako jedyny z inhibito-
rów β-laktamaz, wykazuje aktywność wobec szczepów 
z gatunku A. baumannii. Do naturalnych mechanizmów 
oporności na antybiotyki β-laktamowe należy wytwa-
rzanie β-laktamaz typu AmpC – ADC (Acinetobacter 
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derived cephalosporinase) [40] oraz β-laktamaz OXA-
51-like [16]. Coraz częściej na całym świecie izoluje 
się wielolekooporne szczepy A. baumannii (MDRAB 
– multidrug resistant Acinetobacter baumannii) [17, 28]. 
Determinanty oporności u szczepów MDRAB (wykazu-
jących średnią bądź całkowitą oporność na co najmniej 
trzy klasy antybiotyków) są najczęściej umieszczone 
w obrębie integronów i transpozonów, co bardzo ułat-
wia ich rozprzestrzenianie się [86].

Leczenie zakażeń wywołanych wielolekoopornymi 
szczepami A. baumannii nie może ograniczać się do 
jednego antybiotyku lub chemioterapeutyku. Poszu-
kuje się takich zestawień związków, które zapewnią 
skuteczną terapię, jednocześnie ograniczając ryzyko 
wytworzenia przez dany szczep mechanizmu opor-
ności. Dotychczas wykazano działanie synergistyczne 
β-laktamów z aminoglikozydami i fluorochinolonami 
wobec szczepów A. baumannii. Jednak występująca 
coraz częściej u opisywanych pałeczek oporność na 
wymienione wyżej grupy antybiotyków i  chemiote-
rapeutyków, skłania do stosowania innych związków, 
najczęściej w terapii złożonej. W schematach leczenia 
zakażeń MDRAB, kluczowym lekiem są polimyksyny 
w zestawieniu z karbapenemami lub sulbaktamem lub 
tygecykliną lub ryfampicyną [109]. Wobec szczepów 
A. baumannii opornych na karbapenemy (imipenem 
i meropenem) proponowane są zestawienia kolistyny 
z  tygecykliną lub cefoperazonem/sulbaktamem lub 
piperacyliną/tazobaktamem. W przypadku szpitalnych 
zapaleń płuc wywołanych przez szczepy oporne na imi-
penem i meropenem, zalecaną opcją terapeutyczną jest 
zestawienie kolistyny z ryfampicyną. Ryfampicyna nie 
powinna być stosowana w monoterapii, ze względu na 
bardzo szybkie narastanie oporności na ten lek [56]. 
Dla nowego leku z grupy karbapenemów –  doripe-
nemu, wykazano działanie synergistyczne z  polimy-
ksyną  B i  ryfampicyną oraz z amikacyną. Efekt ten 
zaobserwowano wobec szczepów A. baumannii opor-
nych na inne karbapenemy (imipenem i meropenem) 
[20]. Terapia złożona z wykorzystaniem doripenemu 
może zatem stanowić nową opcję leczenia zakażeń 
wywołanych szczepami A. baumannii opornymi na 
dotychczas stosowane karbapenemy. Innym antybio-
tykiem, wykazującym in vitro działanie synergistyczne 
z cefoperazonem/sulbaktamem lub meropenemem lub 
kolistyną, wobec wielolekoopornych szczepów A. bau-
mannii, jest należąca do grupy tetracyklin minocy-
klina. Jednak, mimo obiecujących wyników aktywności 
minocykliny in vitro, niewiele jest danych klinicznych 
potwierdzających skuteczność terapii z wykorzysta-
niem tego antybiotyku w przypadku zakażeń szczepami 
A. baumannii [109].

Metodami wykorzystywanymi do genotypowania 
szczepów klinicznych A. baumannii są: analiza makro-
restrykcyjna fragmentów chromosomalnego DNA 

po ich elektroforezie w zmiennym polu elektrycznym 
– REA-PFGE (restriction enzyme analysis pulsed field 
gel electrophoresis), traktowana jako „złoty standard” 
w badaniu podobieństwa genetycznego szczepów bak-
terii, reakcja PCR sekwencji powtarzalnych Rep-PCR 
(repetitive extragenic palindromic sequence-based 
PCR) oraz MLST (multilocus sequence typing), pole-
gająca na sekwencjonowaniu fragmentów wybranych 
genów i ustaleniu typu sekwencyjnego, który identy-
fikuje się z wykorzystaniem internetowej bazy danych. 
Metoda Rep-PCR służy również do określania przy-
należności badanego szczepu A. baumannii do danego 
klonu europejskiego I, II bądź III. 

Bakterie z rodzaju Acinetobacter uważane są za 
wszech obecne. Szczepy A. baumannii izoluje się z pró-
bek gleby, wód powierzchniowych i innych próbek 
środowiskowych. Wykrywa się także obecność tych 
pałeczek na ludzkiej skórze i w kale [46]. Był to naj-
częściej izolowany drobnoustrój z ran żołnierzy wal-
czących na wojnie w Iraku i Afganistanie, występował 
w  ranach osób poszkodowanych w  trzęsieniu ziemi 
w Chinach i w wyniku tsunami z 2006 roku [71]. Co 
ciekawe, pałeczki z gatunku A. baumannii wykryto 
u wszy ludzkich pochodzących od ludzi bezdomnych 
z Francji [46]. Te pasożytujące owady mogą stanowić 
zatem ważny rezerwuar opisywanych bakterii. 

Pałeczki z gatunku A. baumannii są patogenami 
oportunistycznymi. Stwarzają ogromne ryzyko dla 
pacjentów, szczególnie leczonych na oddziałach inten-
sywnej terapii, przewlekle chorych, z osłabionym 
układem odpornościowym. Bakterie te są przyczyną 
zapaleń płuc typu VAP (ventilator-associated pneu-
monia), zakażeń dróg moczowych, krwi, centralnego 
układu nerwowego, miejsca operowanego, oczu, także 
skomplikowanych zakażeń tkanek miękkich i  skóry 
[46]. Pacjenci, którzy przebyli zakażenie bakteryjne 
o innej etiologii, w wyniku którego przyjmowali anty-
biotyki w przeciągu 90 dni, są szczególnie narażeni na 
zakażenie A. baumannii. Mechaniczna wentylacja czy 
założenie cewnika urologicznego stanowią dodatkowe 
zagrożenie, wynikające ze zdolności pałeczki do wytwa-
rzania biofilmu [59].

2. Oporność na antybiotyki β-laktamowe

Karbapenemy, należące do grupy antybiotyków 
β-laktamowych, uważa się za leki z wyboru w przypadku 
zakażeń wywołanych przez A. baumannii. Nadużywa-
nie leków z tej grupy w ostatnich dwóch dekadach 
spowodowało wytworzenie nowych mechanizmów 
oporności wśród opisywanych pałeczek. U  szczepów 
A. baumannii wykazujących całkowitą oporność na 
karbapenemy, zwykle wykrywa się współdziałanie kilku 
różnych mechanizmów oporności, przede wszystkim 
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wytwarzanie karbapenemaz [97], a ponadto obni-
żoną u pałeczek Acinetobacter przepuszczalność błony 
zewnętrznej wynikającą z utraty porów [30] oraz 
nadekspresję systemów pomp usuwających antybio-
tyki z komórek bakteryjnych – mechanizm efflux [21]. 
W tabeli I zestawiono β-laktamazy wytwarzane przez 
A. baumannii. Bakterie te wytwarzają karbapenemazy 
należące do klas A, B, C i D wg Amblera [5], z których 
najczęściej występują u tych szczepów enzymy klasy D, 
czyli enzymy CHDL (carbapenem-hydrolyzing class D 
β-lactamases). Enzymy klasy  B, metalo-β-laktamazy 
MBL (metallo-β-lactamase) występują u A. bauman-
nii rzadziej niż CHDL. Natomiast należące do klasy A 
enzymy KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) 
stanowią największe zagrożenie dla osób w przypadku 
zakażenia szczepami KPC+, ze względu na zakres sub-
stratowy tych enzymów, obejmujący wszystkie antybio-
tyki β-laktamowe oraz zlokalizowanie genów je kodują-
cych w ruchomych elementach genetycznych. Enzymy 
klasy C występujące u A. baumannii to naturalne cefa-
losporynazy, jedynie enzym ADC-68, ma zdolność do 
hydrolizy karbapenemów [42]. 

2.1. Enzymy CHDL

Każdy szczep A. baumannii posiada w chromoso-
mie gen kodujący enzym CHDL z grupy OXA-51-like. 
β-laktamazy te posiadają niską aktywność w stosunku 
do karbapenemów. Jednakże, gdy gen blaOXA-51 poprze-
dza sekwencja insercyjna ISAba1 lub ISAba9, zawiera-
jąca sekwencję silnego promotora, dochodzi do nad-
ekspresji genu, zdolność do hydrolizy karbapenemów 
wzrasta i szczep A. baumannii staje się średnio wrażliwy 
na tę grupę antybiotyków [82].

U szczepów z gatunku A. baumannii wykazano 
obecność pięciu grup nabytych oksacylinaz CHDL: 
OXA-23-like [100], OXA-40-like [63], OXA-58-like 
[79], OXA-143-like [38], OXA-235-like [37]. Te enzy- 
my CHDL, podobnie jak OXA-51-like, posiadają 
słabą aktywność karbapenemaz. Nie wykazują także 
znaczącej aktywności wobec cefalosporyn o szerokim 
zakresie substratowym. Do wykształcenia się oporności 
na wysokie stężenia karbapenemów u szczepu A. bau-
mannii wytwarzającego powyższe enzymy CHDL, 
potrzebna jest jednoczesna nadekspresja systemów 
pomp typu efflux i/lub zmniejszona przepuszczalność 
błony zewnętrznej. Ponadto, ekspresja genów blaOXA 
kodujących β-laktamazy CHDL może być regulo- 
wana przez sekwencje insercyjne (ISAba1, ISAba2, 
ISAba3, ISAba18) [83], które pełniąc role silnych 
promotorów, w efekcie nadają enzymowi aktywność 
karbapenemazy [108]. 

Pierwszy enzym CHDL wykryty u A. baumannii 
to OXA-23 (nazwany początkowo ARI-1, Acinetobac-
ter resistant to imipenem) [100]. Enzym kodowany 

był przez gen zlokalizowany w plazmidzie szczepu 
izolowanego w Szkocji. Grupa OXA-23 to najbar-
dziej rozpowszechnione enzymy CHDL wśród pałe-
czek A. baumannii na świecie. Opisano występowanie 
szczepów wytwarzających te enzymy w wielu krajach: 
Polsce, Chorwacji, Francji, Grecji, Rumunii, Włoszech, 
Hiszpanii, Turcji, Niemiec, Bułgarii, Egipcie, Algierii, 
Tunezji, Izraelu, Tajwanie, Chinach, Korei Południo-
wej, Singapurze, Stanach Zjednoczonych, Kolumbii, 
Brazylii, Australii [25, 56, 70]. Badania Mugnier i wsp. 
[65] wykazały obecność genów blaOXA-23 u A. bau mannii 
poprzedzonych sekwencją ISAba1, w  transpozonach 
Tn2006, Tn2007 i Tn2008. Wykazano, iż w szczepach 
klinicznych A. baumannii transpozon Tn2006 zawiera-
jący gen blaOXA-23 zlokalizowany był w chromosomie lub 
plaz midzie, co może znacząco ułatwić rozprzestrzenia-
nie się tych genów. Do podgrupy enzymów OXA-23 
zalicza się także OXA-27 [2] oraz OXA-49 [82]. Gen 
blaOXA-27 zidentyfikowano u opornego na karbapenemy 
szczepu A. baumannii wyizolowanego w  Singapurze. 
W  2014  roku opublikowano pracę, w  której opisano 
nowy enzym z rodziny OXA-23 i był to OXA-239 [104]. 
Szczepy wytwarzające OXA-239 izolowano w Meksyku 
w 2010 roku. Gen blaOXA-239 był poprzedzony sekwencją 
insercyjną ISAba1. 

Do innej grupy nabytych przez A. baumannii 
karbapenemaz CHDL należą enzymy OXA-40-like 
(nazywane także OXA-24-like). Są one mniej rozpo-
wszechnione niż OXA-23-like. Geny blaOXA-40 wykryto 
u  szczepów A. baumannii zarówno w chromosomie, 
jak i  w  plazmidach [82]. Enzymy OXA-40 wytwa-
rzały szczepy izolowane z Półwyspu Iberyjskiego [63], 
Bułgarii [106], Francji [36], Stanów Zjednoczonych 
[56]. Do grupy OXA-40-like należą także enzymy: 
OXA-25, OXA-26 [2] oraz OXA-72 [98]. Enzym 
OXA-25 wytwarzał szczep A. baumannii izolowany 
w  Hiszpanii, a  enzym OXA-26 szczep pochodzący 
z Belgii [2]. Lokalizacja genów kodujących oba enzymy 
nie została określona. Enzym OXA-72 wykryto u szcze-
pów A. baumannii z  Tajwanu [50], Kolumbii [98], 
Japonii, Brazylii, Chorwacji, Litwy [86]. Gen blaOXA-72 
zlokalizowany był za każdym razem w plazmidach. 
Obecność genu blaOXA-72 warunkowała u szczepów 
A. baumannii wzrost wartości MIC sulbaktamu 
(16 mg/l), imipenemu i meropenemu (32 mg/l), ampi-
cyliny (1024 mg/l), tykarcyliny (> 1024 mg/l) [38, 50].

Enzym OXA-58 razem z OXA-96 [48], OXA-97 
[78] i OXA-164 [39] tworzą kolejną grupę enzymów 
CHDL. Gen kodujący enzym OXA-58, pierwszy raz 
został wykryty u  szczepu MDRAB wyizolowanego 
we Francji [79]. Następnie opisywano występowanie 
szczepów wytwarzających ten enzym w  Hiszpanii, 
we Włoszech, Belgii, Turcji, Grecji, Austrii, Wielkiej 
Brytanii [46], a także w Australii, Stanach Zjednoczo-
nych, Kuwejcie, Pakistanie, Chinach [31] i w krajach 
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  KPC-2
  KPC-3

 + Chromosom [93]
  KPC-4
  KPC-10
  GES-11 + Plazmid [17]
  GES-14 + Plazmid [7]
A ESβL GES-12 – Plazmid [7]
  GES-22 – ? [12]
  PER-1  Transpozon Tn1213 [77]
  PER-2 – ? [15]
  PER-7  Chromosom [10]
  VEB-1 – Integron klasy I, chromosom [80]
  CARB-10 – Plazmid [85]
  IMP-1  Integron klasy I [53]
  IMP-2  Integron klasy I [92]
  IMP-4  Integron klasy I [48]
  IMP-5 + Integron klasy I [23]
  IMP-6  Integron klasy I [32]
  IMP-8  Integron klasy I [110]
  IMP-11  Integron klasy I 

[112]
  IMP-19  Integron klasy I 
B MBL VIM-1  Integron klasy I [107]
  VIM-2  Integron klasy I [113]
  VIM-4  ? [29]
  VIM-6  ? 

[86]
  VIM-11 + Integron klasy I 
  SIM-1  Integron klasy I [54]
  NDM-1  

Transpozon Tn125
 [9]

  NDM-2   [43]
  TMB-1  Integron klasy I [45]
  ADC-33 

–
  [95]

C cefalosporynazy ADC-56  Chromosom [105]
  ADC-68 +  [42]
  OXA-23  Chromosom i plazmid [65]
  OXA-27  ? [2]
  OXA-49  ? [82]
  OXA-239  ? [104]
  OXA-40  Chromosom i plazmid [82]
  OXA-25  ? [2]
  OXA-26
  OXA-72  Plazmid  [98]
D oksacylinazy OXA-58 +  [79]
  OXA-96  Plazmid [48]
  OXA-97   [78]
  OXA-164  ? [39]
  OXA-143  

Plazmid
 [38]

  OXA-182   [47]
  OXA-235  

Chromosom i plazmid
  OXA-236   [37]
  OXA-237  Plazmid

Tabela I
Najbardziej istotne β-laktamazy wytwarzane przez szczepy A. baumannii

„+” – enzym posiada aktywność karbapenemazy; „–” – enzym nie posiada aktywności karbapenemazy; „?” – brak danych

Klasa
β-laktamaz wg

Amblera [5]

Rodzina
β-laktamaz Enzym Karba-

penemaza Lokalizacja genu Piśmien-
nictwo
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Ameryki Południowej: Argentynie [46], Wenezueli 
[99], Chile [73]. Gen blaOXA-58 znajdował się w pla-
zmidach. Enzym OXA-58 wykazuje słabą aktywność 
karbapenemaz, lecz w przypadku obecności sekwen-
cji insercyjnych ISAba1, ISAba2, ISAba3, IS18 poziom 
oporności na karbapenemy szczepów wytwarzających 
OXA-58 znacznie wzrasta [83]. Gen blaOXA-96 wykryto 
u szczepu A. baumannii wyizolowanego w Singapurze 
[48], a gen blaOXA-97 u szczepu z Tunezji [78].

W 2009 roku opisano nowy enzym CHDL występu-
jący u A. baumannii – OXA-143 [38]. Szczep kliniczny, 
u którego wykryto OXA-143, wyizolowano w Brazylii. 
Enzym wykazuje 88% podobieństwa sekwencji amino-
kwasowej z OXA-40, 63% z OXA-23 i 52% z OXA-58. 
Gen blaOXA-143 zlokalizowany był w plazmidzie, w którym 
jednak nie wykryto obecności integronów i  sekwen-
cji insercyjnych [38]. Zakres substratowy OXA-143 
obejmuje penicyliny oraz karbapenemy, bez znacz-
nej aktywności wobec cefalosporyn III i  IV  genera-
cji. W 2010 roku badacze z Korei Południowej opisali 
inny enzym CHDL, OXA-182, wykazujący 93% podo-
bieństwa sekwencji aminokwasowej z OXA-143 i 89% 
z OXA-40. Zaliczono go do grupy OXA-143-like. Warto 
zaznaczyć, że szczep wytwarzający ten enzym wyizolo-
wano już w 2002 roku [47]. Gen blaOXA-182 zlokalizowany 
był w plazmidzie. Wartość MIC imipenemu u pięciu 
z sześciu badanych szczepów A. baumannii posiadają-
cych blaOXA-182 wynosiła powyżej 32 µg/ml [55].

Enzymy OXA-235, OXA-236, OXA-237 stanowią 
podgrupę β-laktamaz typu CHDL nazwaną OXA-235-
like [37]. Enzymy te wykryto u 9 szczepów wyizolo-
wanych w Stanach Zjednoczonych i jednego szczepu 
z  Meksyku. U 8 szczepów występował gen blaOXA-235, 
natomiast blaOXA-236 i blaOXA-237 wykryto u pozostałych 
dwóch badanych izolatów. Sekwencja aminokwa-
sowa tych karbapenemaz wykazywała 85% podobień- 
stwa z  sekwencją OXA-134, 54–57% podobieństwa 
z  OXA-23, OXA-24, OXA-58 i OXA-143, oraz 56% 
podobieństwa z sekwencją OXA-51 [37]. Geny blaOXA-235 
zlokalizowane były w chromosomie i/lub plazmidzie, 
podobnie jak blaOXA-236, natomiast blaOXA-237 występował 
tylko w plazmidzie. Geny wszystkich trzech enzymów 
należących do tej grupy były oflankowane sekwencjami 
ISAba1. Enzymy OXA-235-like hydrolizują penicyliny 
i karbapenemy, nie wykazują aktywności wobec cefa-
losporyn III i IV generacji [37].

2.2. Enzymy MBL

Metalo-β-laktamazy posiadają w swoim centrum 
aktywnym jon metalu dwuwartościowego. Ich zakres 
substratowy obejmuje wszystkie antybiotyki β-lakta-
mowe za wyjątkiem monobaktamów, a  ich aktyw-
ność nie jest hamowana przez inhibitory β-laktamaz, 
jakimi są kwas klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam. 

Występują one u  szczepów A. baumannii znacznie 
rzadziej niż β-laktamazy serynowe. Obecnie opisano 
pięć rodzin enzymów MBL występujących u pałeczek 
A. baumannii: IMP (imipenem β-lactamase), VIM 
(Verona integron-encoded metallo-β-lactamase) [107], 
SIM (Seoul imipenemase) [54], NDM (New Delhi 
metallo-β-lactamase) [44] oraz TMB (Tripoli metallo-
β-lactamase) [45]. 

W obrębie dużej rodziny enzymów IMP, u A. bau-
mannii opisano występowanie dziewięciu z nich. Meta-
loenzym IMP-1 wykryto u  szczepów A. baumannii 
wyizolowanych we Włoszech, Japonii [86], Korei Połu-
dniowej [53], Indiach, Tajwanie i Kuwejcie [86]. Enzym 
IMP-2 wytwarzały szczepy z  Włoch [92] i  Japonii 
[86]. Enzym IMP-4 wykryto u szczepów A. baumannii 
wyizolowanych w Hong Kongu, Singapurze i Australii 
[18, 48, 86], IMP-5 w Portugalii [23], IMP-6 w  Bra-
zylii [32], a IMP-8 w  Chinach [110]. Występowanie 
β-laktamaz IMP-11 i IMP-19 opisano w Japonii [112], 
IMP-14 w Tajlandii [86]. Geny kodujące enzymy IMP 
zlokalizowane były w obrębie integronów klasy I. 

Pierwszy enzym typu VIM wykryto i opisano 
u  szczepu z gatunku A. baumannii wyizolowanego 
w  Korei Południowej [113]. Był to enzym VIM-2. 
Następnie opisano wytwarzanie tego enzymu przez 
szczep A. baumannii w Kuwejcie [86]. Gen blaVIM-2 zlo-
kalizowany był w obrębie integronu klasy  I. Kolejno 
wykrywano u szczepów A. baumannii enzymy: VIM-1 
w  Grecji [107], VIM-4 we Włoszech [60], VIM-6 
w Indiach [86] i VIM-11 w Tajwanie [86]. Geny kodu-
jące metaloenzymy VIM-1 i VIM-11 zlokalizowane były 
w obrębie integronów klasy I. Warto zauważyć, że w Pol-
sce również wykryto u A. baumannii enzym z rodziny 
VIM, nie określono jednak jego sekwencji [111]. 

Enzym SIM-1 jest jedyną β-laktamazą z  rodziny 
SIM. Dotychczas opisano jej występowanie jedynie 
u szczepów A. baumannii wyizolowanych w Korei Połu-
dniowej [54]. SIM-1 wykazuje największe podobień-
stwo do sekwencji aminokwasowej enzymów z rodziny 
IMP: do IMP-12 (69%) i do IMP-9 (64%). Gen blaSIM-1 
zlokalizowany był w obrębie integronu klasy  I, gdzie 
stanowił pierwszą kasetę genową. Izolaty wytwarza-
jące SIM-1 wykazywały względnie niskie wartości MIC 
imipenemu i meropenemu (dla obu antybiotyków 
8–16 µg/ml) i posiadały fenotyp szczepów MDR [54]. 
Zakres substratowy tego enzymu obejmuje penicyliny, 
cefalosporyny i karbapenemy [54].

Szczepy A. baumannii wytwarzające metalo-β-lak-
tamazę NDM-1 są coraz częściej izolowane w róż-
nych częściach świata. Enzym, początkowo zidenty-
fikowany u  K. pneumoniae, obecnie wykrywany jest 
u wielu gatunków bakterii Gram-ujemnych. U szcze-
pów A. baumannii enzym NDM-1 wykryto w Europie: 
w Niemczech, Szwajcarii, Francji, Słowenii [9], Słowa-
cji [49], w  Afryce wschodniej [90], Algierii, Libanie 
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– gdzie izolowano szczepy od uchodźców z Syrii [87], 
także w Ameryce Południowej w Brazylii [76], w Azji 
w  Chinach [114], Japonii [68] oraz w Indiach [44], 
gdzie wyizolowany był po raz pierwszy. W 2011 opisano 
szczep A. baumannii wytwarzający enzym NDM-2 (róż-
niący się od NDM-1 w sekwencji aminokwasowej obec-
nością alaniny zamiast proliny w pozycji 28). Szczep 
wytwarzający ten enzym był wyizolowany od pacjenta 
narodowości niemieckiej, hospitalizowanego w Egip-
cie [43]. Szczepy A. baumannii wytwarzające enzym 
NDM-2 wyizolowano także w Izraelu i Zjednoczonych 
Emiratach Arabskich. Geny kodujące enzymy z grupy 
NDM, oflankowane z dwóch stron dwiema kopiami 
sekwencji insercyjnej ISAba125 zawierającej sekwen-
cję promotorową, zlokalizowano w  obrębie transpo-
zonu Tn125 [9]. Enzym NDM-1 może być kodowany 
zarówno chromosomalnie jak i plazmidowo, natomiast 
gen kodujący enzym NDM-2 występowal dotychczas 
u szczepów A. baumannii tylko w chromosomie [86]. 

W kwietniu 2014 roku zespół badaczy z Japonii opisał 
szczep A. baumannii wytwarzający metalo-β-laktamazę 
z rodziny TMB [45]. W zakres substratowy tych enzy-
mów wchodzą wszystkie antybiotyki β-laktamowe, 
z wyłączeniem imipenemu. Z tego względu fenotyp taki 
nazywany jest paradoksalnym. Gen blaTMB-1 zlokalizo-
wano w obrębie integronu klasy I. Wytwarzanie enzymu 
TMB-2 wykryto w Japonii, u innych gatunków z rodzaju 
Acinetobacter: A. pitti i Acinetobacter gatunek genowy 
14BJ, lecz nie u A. baumannii [45].

2.3. Karbapenemazy należące do klasy A wg Amblera

Do β-laktamaz serynowych klasy A, o aktywności 
karbapenemaz wytwarzanych przez A. baumannii, 
należą enzymy KPC oraz niektóre enzymy z  rodziny 
GES (Guiana extended spectrum). β-laktamazy KPC 
stanowią zagrożenie przede wszystkim ze względu na 
obecność genów je kodujących w ruchomych elemen-
tach genetycznych, takich jak plazmidy koniugacyjne, 
a także ze względu na zakres substratowy, który obej-
muje wszystkie antybiotyki β-laktamowe. Dotychczas 
szczepy z kompleksu A. calcoaceticius – A. baumannii 
wytwarzające enzymy KPC wykryto jedynie w Puerto 
Rico [93]. Spośród 10 izolatów enzym KPC-3 wytwa-
rzało siedem, natomiast pozostałe 3 szczepy wytwarzały 
po jednym enzymie: KPC-2, KPC-4 oraz KPC-10 [93]. 

Coraz częściej izoluje się szczepy A. baumannii 
wytwarzające enzymy z rodziny GES. Wykryto izo-
laty wytwarzające aktywne wobec karbapenemów 
enzymy GES-11 i GES-14. Geny blaGES zlokalizowane 
były u szczepów A. baumannii w plazmidach w obrę-
bie integronów klasy I [8, 64]. Opisano występowa-
nie szczepów A. baumannii wytwarzających GES-11 
w Turcji, Belgii, Egipcie, Kuwejcie, Gazie oraz Francji. 
GES-14 wykryto u szczepów izolowanych w  Turcji, 

Belgii i  Kuwejcie [3]. Oporność na wysokie stęże-
nia karbapenemów może wynikać przede wszystkim 
z wytwarzania przez dany szczep jednocześnie enzy-
mów z  rodziny GES oraz enzymów CHDL. Najczęś- 
ciej opisywane jest działanie synergistyczne enzymu 
GES-11 i OXA-23 [17] lub OXA-40 [19].

2.4. Nabyte enzymy ESβL hamowane przez
 inhibitory β-laktamaz

Enzymy ESβL (extended spectrum β-lactamase) 
występują u szczepów A. baumannii znacznie rza-
dziej niż oksacylinazy CHDL, a także nie stanowią tak 
dużego zagrożenia dla zdrowia publicznego ze względu 
na brak aktywności wobec karbapenemów. Szczepy 
A. baumannii wytwarzające enzymy głównie z rodziny 
PER (Pseudomonas extender resistant), VEB (Vietnam 
extender spectrum β-lactamase), GES oraz znacznie 
rzadziej CTX-M (cefotaxime hydrolyzing capabilities), 
TEM (Temoneira) i SHV (sulfhydryl variable) wykry-
wane są w wielu częściach świata [86]. 

Pierwszym enzymem ESβL wykrytym u A. bau- 
mannii był PER-1 [77]. Enzym ten jest zdolny do hydro-
lizy penicylin, oksyimino-cefalosporyn (III generacja) 
i aztreonamu. U A. baumannii gen blaPER-1 był częścią 
transpozonu Tn1213. Oflankowany był dwiema róż-
nymi sekwencjami insercyjnymi ISPa12 i ISPa13, a eks-
presja genu zachodziło przy udziale silnego promotora 
zlokalizowanego w ISPa12 [77]. Enzym PER-1 wytwa-
rzały szczepy A. baumannii wyizolowane w Belgii [66], 
Turcji, Włoszech, Rosji, Korei Południowej, Indiach, 
Chinach, Japonii [6], Iranie [27]. U szczepów z gatunku 
A. baumannii stwierdzono także obecność enzymów 
PER-2 [15], PER-3 [4], PER-7 [10] i PER-8 [86]. Gen 
blaPER-2, w  odróżnieniu od genu blaPER-1, poprzedzała 
jedna kopia sekwencji ISPa12, lecz nie występowała 
sekwencja ISPa13. Enzym PER-2 wytwarzały szczepy 
wyizolowane w Ameryce Południowej [15, 75]. Enzym 
PER-3 został opisany u gatunku A. baumannii w Egip-
cie [86], PER-7 wykryto we Francji i w Zjednoczonych 
Emiratach Arabskich [10, 74]. U szczepu wyizolowa-
nego we Francji gen blaPER-7 zlokalizowano w  plaz-
midzie, w drugim przypadku enzym kodowany był 
chromosomalnie, jednak w obu przypadkach geny 
występowały w obrębie integronów klasy  I, gdzie 
poprzedzała je sekwencja ISCR1 zawierająca sekwen-
cję promotorową. Oporność na wysokie stężenia karba-
penemów występowała tylko w przypadku, gdy szczep 
wytwarzał jednocześnie enzymy PER-7 i OXA-23 [10].

Kolejną grupą enzymów ESβL występujących 
u A. baumannii są enzymy VEB. Szczepy A. bauman-
nii wytwarzające enzym VEB-1 były przyczyną zaka-
żeń szpitalnych, które miały miejsce we Francji i trwały 
9 miesięcy (od sierpnia 2001 do kwietnia 2002 roku) 
[80]. Gen kodujący tę β-laktamazę zlokalizowano 
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w obrębie integronów klasy I w chromosomach bak- 
teryjnych [80]. W  Argentynie w 2009  roku wyizolo-
wano cztery szczepy A. baumannii wytwarzające enzym 
VEB-1a. Gen blaVEB-1 kodujący tę β-laktamazę był 
poprzedzony sekwencją ISCR2 [81]. Ponadto, szczepy 
A. baumannii posiadające gen blaVEB-1 wykryto w Belgii 
[66], Iranie, Tajwanie [27, 28] i Ameryce Południo-
wej [75]. Gen blaVEB-3 opisano u pojedynczego szczepu 
A. baumannii z Tajwanu, blaVEB-7 u szczepu ze Stanów 
Zjednoczonych [86].

Enzymy z rodziny CTX-M, hydrolizujące cefotak-
sym i ceftriakson, zostały wykryte u szczepów A. bau-
mannii w kilku regionach świata: CTX-M-2 w Japonii 
[67] i Stanach Zjednoczonych [86], CTX-M-43 w Boli-
wii i Stanach Zjednoczonych [1, 15], a CTX-M-15 na 
Haiti [84] i w Indiach [86]. Enzymy z tej grupy są roz-
powszechnione wśród pałeczek z rodziny Enterobac-
teriaceae, natomiast u szczepów A. baumannii wystę-
pują niezmiernie rzadko. Podejrzewa się, że wynika to 
z obecności genów kodujących tę β-laktamazę w plaz-
midach o wąskim zakresie gospodarzy, co uniemożli-
wia ich replikację u pałeczek niefermentujących [84]. 
U szczepu A. baumannii z Haiti gen blaCTX-M-15 z poprze-
dzającą gen sekwencją ISEcp1, zlokalizowano w obrębie 
transpozonu, w bakteryjnym chromosomie [84].

Enzymy typu ESβL należące do rodziny GES, poza 
tymi o aktywności karbapenemaz, wykrywa się coraz 
częściej u szczepów A. baumannii. β-laktamaza GES-12, 
wytwarzana przez szczep wyizolowany w Belgii, w wyn- 
iku substytucji Thr237Ala (w porównaniu do GES-11) 
nabrała silnej aktywności hydrolitycznej wobec cefta-
zydymu [7]. Gen blaGES-12 zlokalizowano w obrębie inte-
gronu klasy I w plazmidzie [7]. Innym enzymem z tej 
rodziny wytwarzanym przez A. baumannii jest GES-22, 
który wykryto u dwóch szczepów z Turcji [12]. U obu 
szczepów gen blaGES-22 był zlokalizowany w plazmidzie, 
w obrębie integronu klasy I. 

Nietypowym enzymem ESβL wykrytym u A. bau-
mannii jest karbenicylinaza CARB-10, hydrolizująca 
cefepim i  cefpirom, lecz nie wykazująca aktywności 
wobec ceftazydymu czy cefotaksymu. Szczep posia-
dający gen blaCARB-10 (zlokalizowany w plazmidzie, 
z  poprzedzającą go sekwencją ISAba9) wyizolowano 
we Francji [85].

2.5. Enzymy AmpC

Szczepy A. baumannii posiadają w chromosomie 
geny kodujące cefalosporynazy typu AmpC. Enzymy 
tego typu występujące u A. baumannii określane są 
jako enzymy ADC. Geny kodujące te białka ulegają 
ekspresji na stałym, niskim poziomie, niewystarczają-
cym dla wyrażania oporności na oksyimino-cefalospo-
ryny u pałeczek Acinetobacter. W przypadku obecno-
ści powyżej genu blaAmpC sekwencji insercyjnej ISAba1, 

zawierającej silny promotor, ekspresja genu wzrasta. 
Skutkuje to pojawieniem się oporności na cefalosporyny 
III generacji: ceftazydym i cefotaksym [95]. Enzymy 
AmpC, hydrolizujące także cefalosporyny IV genera-
cji, nazywane są enzymami o  rozszerzonym zakresie 
substratowym – ESAC (extended spectrum AmpC). 
Występują często u gatunków z  rodziny Enterobacte-
riaceae i P. aeruginosa, wykryto je również u  A. bau-
mannii. Aktywność enzymów ESAC jest warunkowana 
substytucjami, delecjami lub insercjami w  sekwen-
cji aminokwasowej w pobliżu centrum aktywnego 
enzymu. U szczepów A. baumannii wykryto należące 
do tej grupy enzymy ADC-33 i ADC-56. W sekwencji 
aminokwasowej ADC-33 nastąpiła substytucja Pro-
210Arg oraz duplikacja Ala w pozycji 215 (wewnątrz 
pętli omega). Co istotne, obie mutacje muszą mieć 
miejsce, aby enzym ADC-33 miał szeroki zakres sub-
stratowy. Wyizolowany od pacjenta z Gwadelupy szczep 
A. baumannii wytwarzający ADC-33, wykazywał opor-
ność na cefalosporyny III i IV generacji [95]. Drugim 
enzymem należącym do ESAC i wytwarzanym przez 
A. baumannii jest ADC-56. Poszerzony zakres sub- 
stratowy tego enzymu wynika z substytucji Arg148Glu. 
Szczepy, u których wykryto tą cefalosporynazę, pocho-
dziły od dwóch pacjentów z miasta Pittsburgh w Sta-
nach Zjednoczonych. Na podstawie analizy PFGE 
stwierdzono, że szczepy pochodzące od tych pacjentów 
były ze sobą spokrewnione i należą do europejskiego 
klonu 2, kompleks klonalny 92 [105]. 

W 2014 roku opisano enzym ADC-68, który jest 
pierwszą β-laktamazą typu AmpC wytwarzaną przez 
A. baumannii posiadającą aktywność karbapenemazy. 
Szczep pochodził od pacjenta z Korei Południowej i był 
oporny na penicyliny, cefalotynę, ceftazydym, cefotak-
sym, imipenem, meropenem i ertapenem. Gen blaADC-68 
zlokalizowany był w chromosomie [42].

3. Oporność na antybiotyki inne niż β-laktamy

3.1. Oporność na chinolony i fluorochinolony

Działanie chinolonów i fluorochinolonów polega 
na hamowaniu replikacji bakteryjnego DNA poprzez 
oddziaływanie na gyrazę DNA (kodowaną przez geny 
gyrA i gyrB) oraz topoizomerazę IV (kodowaną przez 
geny parA i parC). Mutacje zachodzące w  obrębie 
genów kodujących te enzymy, powodują brak możli-
wości przyłączenia się cząsteczki antybiotyku do kom-
pleksu enzym-DNA, ze względu na zmiany struktu- 
ralne zachodzące w białku. Do mutacji dochodzi 
w  obszarze warunkującym oporność na chinolony 
– QRDR (quinolone resistance-determining region). 
U  szczepów A. baumannii mutacje odpowiedzialne 
za wzrost wartości MIC cyprofloksacyny to substy-
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tucja Ser83Leu w przypadku GyrA oraz substytuacja 
Ser80Leu w sekwencji ParC [41]. 

Innym mechanizmem oporności na chinolony są 
pompy błonowe, zlokalizowane w osłonach komórko- 
wych bakterii, aktywnie usuwające antybiotyki z  ko- 
mórki. Systemy pomp występujące u szczepów A. bau-
mannii obejmujące swoim zakresem substratowym tę 
grupę chemioterapeutyków to: AdeABC, AdeIJK [21], 
AdeFGH [22] (wszystkie trzy z rodziny RND) a także 
AbeS (z rodziny SMR) i AbeM (z rodziny MATE) [21]. 
Oporność szczepów A. baumannii na wysokie stężenia 
chinolonów najczęściej wiąże się ze współobecnością 
obu przedstawionych powyżej mechanizmów opor-
ności, tj. mutacjami w genach gyr/par i działaniem pomp 
błonowych. Dotychczas nie wykryto u  A. baumannii 
genów kodujących pompy błonowe zlokalizowanych 
w plazmidach warunkujących oporność na chinolony.

3.2. Oporność na aminoglikozydy

Antybiotyki aminoglikozydowe hamują syntezę 
białek wiążąc się głównie z podjednostką 30S rybo-
somów. Oporność na te antybiotyki wynika przede 
wszystkim z wytwarzania enzymów modyfikujących 
aminoglikozydy, określanych skrótem AME (amino-
glycoside-modyfying-enzyme). Enzymy AME obejmują 
O-fosfotransferazy APH (aminoglycoside phospho-
transferase), O-adenylotransferazy ANT (aminogly-
coside nucleotydylotransferase) i N-acetylotransferazy 
AAC (aminoglycoside acetylotransferase). Wszystkie 
trzy wymienione grupy enzymów wykryto również 
u  szczepów A. baumannii. Geny kodujące te enzymy 
często są zlokalizowane w obrębie różnych ruchomych 
elementów genetycznych, jak: plazmidy, transpozony 
i integrony. W obrębie integronu, geny kodujące AME 
występują często z genami warunkującymi oporność 
na inne grupy antybiotyków np. β-laktamy, co prowa-
dzi do wielolekooporności [8, 64]. Najważniejszymi 
AME w  przypadku opisywanej pałeczki są enzymy: 
AAC(3’)-I modyfikujący gentamycynę, APH(3’)-VI 
modyfikujący amikacynę, kanamycynę i neomycynę 
oraz AAC(6’)-Ib modyfikujący tobramycynę, netilmy-
cynę i amikacynę. W 2014 roku w badaniu przeprowa-
dzonym na 173 szczepach A. baumannii, odsetek szcze-
pów opornych na aminoglikozydy, gdzie wartości MIC 
amikacyny i gentamycyny są wyższe niż 512 µg/ml, 
osiągnął 59% [69]. Wśród wszystkich badanych szcze-
pów wykryto 15 różnych enzymów AME [69]. Najczęś-
ciej występowały enzymy ANT(3’’)-I (115 szczepów), 
AAC(3’)-I (78 szczepów), APH(3’)-I (59  szczepów) 
oraz AAC(6’)-Ib (56 szczepów).

Innym mechanizmem oporności na aminogliko-
zydy jest metylacja miejsca aktywnego w rybosomie 
przez metylazy. U  A. baumannii wykryto metylazy 
ArmA i RmtB. Wytwarzanie enzymu ArmA opisano 

u  szczepów A. baumannii izolowanych z  wielu kra-
jów: Chin, Korei Południowej, Wietnamu, Japonii, 
Stanów Zjednoczonych, Norwegii, Włoch, Bułgarii, 
Iranu i Algierii [86]. Doi i wsp. [26] wykryli u 5 bada-
nych szczepów A. baumannii obecność genu armA. 
U jednego izolatu gen ten był zlokalizowany w obrębie 
transpozonu Tn1548, obecnego w plazmidzie. W innym 
badaniu gen armA został wykryty u 59,5% badanych 
szczepów A. baumannii i u 98% szczepów tego gatunku 
opornych na aminoglikozydy [69]. Metylazę RmtB 
wykryto u  9  szczepów A. baumannii wyizolowanych 
w Wietnamie [86].

Wpływ na oporność szczepów A. baumannii na 
aminoglikozydy ma również nadekspresja systemów 
pomp błonowych AdeABC i AdeFGH, z rodziny RND 
[21]. Antybiotyki aminoglikozydowe: kanamycyna 
i gentamycyna, są także substratami dla pompy AbeM 
z rodziny MATE, która występuje u szczepów A. bau-
mannii [103].

3.3. Oporność na kolistynę

Kolistyna, inaczej polimyksyna E, należy do grupy 
polikationowych, antybiotyków peptydowych. Jej aktyw- 
ność bakteriobójcza wiąże się z działaniem na lipid A 
powodując dezorganizację błony zewnętrznej bakterii. 
Istnieją dwie hipotezy dotyczące mechanizmu opor ności 
A. baumannii na kolistynę. Pierwsza z  nich sugeruje 
całkowitą utratę przez bakterię LPS. W wyniku mutacji 
w genach lpxA, lpxC lub lpxD, bądź obecności sekwen-
cji insercyjnej ISAba11 inaktywującej te geny, dochodzi 
do przedwczesnej terminacji translacji białka katalizują-
cego biosyntezę lipidu A i w konsekwencji do całkowitej 
utraty LPS [72]. Oznacza to brak punktu uchwytu dla 
kolistyny i oporność szczepu na ten związek.

Druga teoria dotyczy modyfikacji LPS. Mutacje 
w genach pmrA i/lub pmrB, kodujących system dwu-
składnikowy PmrA/PmrB prowadzą do konstytutyw-
nej ekspresji genu pmrA, który z kolei bierze udział 
w up-regulacji operonu pmrCAB. Reguluje on syntezę 
i transfer fosfoetanoloaminy do lipidu A. Doprowadza 
to do obniżenia ładunku ujemnego lipidu A, co jedno-
cześnie zmniejsza powinowactwo kolistyny do LPS. 
Niektóre szczepy A. baumannii posiadają gen pmrC-like, 
nazwany eptA, którego ekspresja jest wyższa u szczepów 
opornych na kolistynę [72].

Po raz pierwszy szczepy z rodzaju Acinetobac-
ter oporne na kolistynę wyizolowano w Czechach 
w  1999  roku. W kolejnych latach stwierdzono ich 
obecność w Hiszpanii i Bułgarii, a także poza Europą 
– w Australii, Azji, Ameryce Północnej i Południowej. 
Najwyższy odsetek (40,6%) szczepów opornych na koli-
stynę notowano w Hiszpanii. 

Kolistyna należy do antybiotyków ostatniej szansy 
w  przypadku zakażeń wielolekoopornymi szczepami 
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A. baumannii. W lecznictwie stosuje się mieszaninę 
siarczanów polimyksyny B i E. W latach 70. XX wieku 
zaprzestano podawania kolistyny chorym ze względu 
na silne działania niepożądane (nefro- i neurotoksycz-
ność). Jednak najnowsze badania wskazują, iż tok-
syczność kolistyny okazała się niższa niż pierwotnie 
sądzono [58]. Nie ulega jednak wątpliwości, że mono-
terapia zwiększa prawdopodobieństwo wytworzenia 
oporności na podawany antybiotyk, natomiast lecze-
nie skojarzone może prowadzić do kumulacji działań 
niepożądanych. Ponadto, monoterapia może przyczy-
nić się do wykształcenia się heterooporności szczepów 
[58]. Liu i wsp. [58] przeprowadzili w 2014 roku analizę 
skuteczności i bezpieczeństwa stosowania mono- i poli-
terapii polimyksynami. Uzyskane wyniki wskazywały 
na skuteczność kliniczną polimyksyn. Analiza wyka-
zała również podobną nefrotoksyczność podawanej 
kolistyny i placebo. Mimo stosowania polimyksyn 
w  połączeniu z innymi, potencjalnie uszkadzającymi 
nerki antybiotykami (np. aminoglikozydami), uszko-
dzenie nerek ujawniło się u zaledwie 11% pacjentów, 
a  w  przypadku dwóch innych badań, niewydolności 
nerek w ogóle nie stwierdzono [58]. 

4. Aktywne usuwanie antybiotyków z komórki
 bakteryjnej przy udziale pomp błonowych
 – mechanizm efflux

Oporność szczepów A. baumannii na antybiotyki 
warunkują także mechanizmy nieenzymatyczne, takie 
jak: aktywność pomp błonowych usuwających anty-
biotyk z komórki bakteryjnej oraz modyfikacje/utrata 

kanałów umożliwiających dotarcie substancji prze-
ciwdrobnoustrojowej do wnętrza bakterii. Dotychczas 
poznano 5 systemów pomp MDR biorących udział 
w czynnym usuwaniu antybiotyków z komórki bakte-
ryjnej. Pompy sklasyfikowano w rodziny lub superro-
dziny. U szczepów A. baumannii opisano występowanie 
systemów pomp: SMR (small multidrug resistance), 
MATE (multidrug and toxic compound extrusion), 
MFS (major facilitator superfamily), RND (resistance 
nodulation cell division) [21] oraz PACE (proteobac-
terial antimicrobial compound efflux) [35]. Poza syste-
mami pomp, których geny występują w chromosomie 
szczepów A. baumannii (do których zaliczają się pompy 
z  rodziny RND, MATE, SMR, pompa AmvA i CraA 
z rodziny MFS) poznano również nabyte systemy efflux, 
o  wąskim zakresie substratowym, które warunkują 
oporność szczepów na tetracykliny i  chloramfenikol, 
czyli należące do rodziny MFS pompy TetA, TetB, 
CmlA i CmlA5. W tabeli II zestawiono informacje 
o pompach błonowych opisanych dotychczas u szcze-
pów A. baumannii.

4.1. Systemy pomp RND

Systemy pomp z rodziny RND są najbardziej roz-
powszechnionymi wśród bakterii Gram-ujemnych 
pompami MDR. Mają największe znaczenie kliniczne 
i są zdolne usunąć z komórki wiele substancji o różnej 
budowie: antybiotyki, bromek etydyny, SDS (dode-
cylo siarczan sodu), triklosan oraz rozpuszczalniki 
organiczne. Systemy pomp z rodziny RND złożone 
są z trzech grup białek: białek RND, czyli transporte-
rów w błonie cytoplazmatycznej, białek OMF (outer 

 
System AdeABC

 β-laktamy, aminoglikozydy, makrolidy, fluorochinolony, tetracykliny, tygecyklina, 
[21]  chloramfenikol, trimetoprim

RND
 

System AdeIJK
 cefalosporyny, tykarcylina, aztreonam, fluorochinolony, linkozamidy, tetracykliny,  

[96]  tygecyklina, ryfampicyna, chloramfenikol, kwas fusydowy, nowobiocyna
 

System AdeFGH
 fluorochinolony, klindamycyna, tetracykliny, tygecyklina, chloramfenikol, trimetoprim, 

[22]  sulfametoksazol
 CraA  chloramfenikol [94]
 AmvA  erytromycyna, bromek etydyny, parakwat [88]
MFS TetA tetracyklina 

[91]
 TetB tetracyklina, doksycyklina, minocyklina 
 CmlA, CmlA5 chloramfenikol [57]

MATE AbeM
 gentamycyna, kanamycyna, fluorochinolony, chloramfenikol, trimetoprim, bromek etydyny,  

[103]  DAPI, triklosan, trypoflawina, doksorubicyna, rodamina 6G, TPPCl

SMR AbeS
 erytromycyna, fluorochinolony, chloramfenikol, nowobiocyna, SDS, bromek etydyny, 

[102]  deoksycholan
PACE AceI chlorheksydyna, chlorek benzalkoniowy, chlorek dekwaliniowy, aryflawina, proflawina  [35]

Tabela II
Pompy błonowe obecne w osłonach komórkowych A. baumannii

Rodzina
pomp

Pompa
MDR Zakres substratowy Piśmien-

nictwo
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membrane factor) pełniących funkcję kanałów w błonie 
zewnętrznej oraz białek MFP (major fusion protein), 
które tworzą kanały łączące transportery RND z biał- 
kami OMF. Dzięki tej budowie, systemy pomp umożli- 
wiają transport substancji poprzez obie błony (we- 
wnętrzną i zewnętrzną). Geny kodujące białka pomp 
tworzą operony, w skład których wchodzą kolejno: pro-
motor, gen kodujący białka MFP, gen kodujący białka 
transportera RND w błonie oraz gen kodujący białka 
OMF. Jedynie nadekspresja operonu nadaje szczepowi 
fenotyp wielolekooporności [51].

Pierwszym opisanym u pałeczek A. baumannii 
systemem z rodziny pomp RND był AdeABC (Acine-
tobacter drug efflux). Następnie odkryto u tego gatunku 
pałeczek kolejne dwa systemy pomp AdeFGH i AdeIJK 
[21]. Geny adeA, adeB i adeC tworzą operon adeABC, 
którego ekspresja jest ściśle regulowana przez dwu-
składnikowy system regulatorowy AdeR-AdeS [61]. 
Zmiany w  białkach adeR (substytucja Pro116Leu) 
i  adeS (substytucja Thr153Met), a także obecność 
sekwencji ISAba1 przed operonem adeABC, powoduje 
jego nad ekspresję. System pomp AdeABC warunkuje 
oporność (przy nadekspresji) na szereg grup anty-
biotyków (tabela  II) [21]. Udział systemu AdeABC 
w oporności na karbapenemy jest niejasny. Badania 
aktywności karbapenemów w obecności i bez użycia 
inhibitorów pomp nie wykazały różnic. Oporność 
na wysokie stężenia tych antybiotyków stwierdza się, 
gdy nadekspresja genów kodujących ten system pomp 
występuje jednocześnie z wytwarzaniem enzymów 
CHDL [36]. 

Innym systemem pomp z rodziny RND u  szcze-
pów A. baumannii jest system AdeIJK kodowany przez 
operon adeIJK. Warunkuje oporność na część antybio-
tyków usuwanych przez system AdeABC, a  także na 
β-laktamy takie jak cefalosporyny, tykarcylina, i aztre-
onam oraz linkozamidy, ryfampicynę, kwas fusydowy, 
nowobiocynę (tabela II). Gen regulujący ekspresję ope-
ronu adeIJK określono w 2012  roku [96]. Był to gen 
adeN, kodujący białko adeN z rodziny białek TetR. Gen 
ten funkcjonował jako represor. 

Kolejnym systemem pomp z rodziny RND opisa-
nym u  szczepów A. baumannii jest system AdeFGH. 
Geny kodujące ten system tworzą operon adeFGH. 
Otwarta ramka odczytu kodująca regulator transkrypcji 
typu LysR – gen adeL, zlokalizowana jest powyżej ope-
ronu adeFHG, a jej transkrypcja zachodzi w przeciw-
nym kierunku. Mutacje w obrębie genu adeL warunkują 
nadekspresję systemu pomp AdeFGH [22]. Podobnie, 
jak u pomp wymienionych wyżej, nadekspresja genów 
tworzących operon nadaje bakterii fenotyp wielo-
leko oporności. Pompa nadaje szczepom oporność 
na fluorochinolony, klindamycynę, chloramfenikol, 
trimetoprim, a obniżoną wrażliwość na tetracykliny, 
tygecyklinę, sulfametoksazol.

4.2. Inne systemy pomp błonowych

Poza systemami pomp z rodziny RND u A. bauman-
nii wykryto także inne pompy, przyczyniające się do 
wzrostu oporności na określone antybiotyki (tabela II). 

System odpowiedzialny za naturalną oporność na 
chloramfenikol, to pompa CraA (chloramphenicol resi-
stance Acinetobacter) [94], należąca do rodziny MFS. 
Z rodziny pomp MFS, wykryto także pompę AmvA, 
odpowiedzialną głównie za usuwanie erytromycny, 
bromku etydyny i  parakwatu [88]. Kolejny system, 
AbeM, należący do rodziny MATE, odpowiada za co 
najmniej 4-krotny wzrost wartości MIC gentamycyny, 
fluorochinolonów, 4,6-diamino-2-fenyloindolu (DAPI), 
triklosanu, trypoflawiny, doksorubicyny, rodaminy 6G 
i bromku etydyny oraz za 2-krotny wzrost MIC kana-
mycyny, chloramfenikolu, trimetoprimu i  chlorku 
tetrafenylofosforowego (TPPCl) [103]. Należy zazna-
czyć, iż badania dotyczące oporności warunkowa-
nej obecnością pompy AbeM przeprowadzono na 
komórkach Escherichia coli. Pompa AbeS z rodziny 
SMR, kodowana przez znajdujący się w chromoso-
mie gen abeS, warunkuje oporność niskiego stopnia 
(3–8-krotny spadek wartości MIC przy inaktywacji 
pompy) na erytromycynę, fluorochinolony, chloram-
fenikol, nowobiocynę, a także na SDS, bromek etydyny, 
deoksycholan [102]. 

Zdolność nabywania nowych genów oporności przez 
szczepy A. baumannii dotyczy także genów kodujących 
pompy MDR. Poza opisanymi wyżej genami znajdu-
jącymi się w  chromosomie odkryto geny stanowiące 
części plazmidów czy transpozonów, nabytych przez 
bakterie. Do tej grupy należą pompy z rodziny MFS: 
TetA, TetB i CmlA, CmlA5. Najczęściej występującymi 
pompami u  szczepów A. baumannii są TetA i  TetB, 
które odpowiadają za usuwanie tetracykliny. Pompa 
TetB usuwa również minocyklinę i  doksycyklinę. 
Geny tetR i tetA zlokalizowano w obrębie transpozonu 
Tn1721-like, natomiast gen tetB w  plazmidach [91]. 
Oporność na chloramfenikol była warunkowana przez 
pompy CmlA i CmlA5 [57]. 

W 2013  roku Hassan i wsp. [35], opisali nową 
rodzinę pomp MDR – rodzinę PACE. Gen aceI, kodu-
jący pompę AceI (Acinetobacter chlorhexidine efflux 
protein I), należącą do tej rodziny, zlokalizowany jest 
w  chromosomie bakteryjnym. Badania wykazały, że 
nadekspresja genu zachodzi, gdy w środowisku bakterii 
znajdzie się chlorheksydyna w stężeniu poniżej wartości 
nadającej jej aktywność. Obecność białka AceI potwier-
dzono u A. baumannii, natomiast białka homologiczne 
do AceI znaleziono u P. aeruginosa, Vibrio parahaemo-
lyticus, Burkholderia cenocepacia, Veillonella parvula 
oraz E. coli. Substratem dla tej pompy u  wszystkich 
przebadanych gatunków jest chlorheksydyna (stano-
wiąca składnik antybakteryjnych mydeł i płynów do 
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płukania ust). Niektóre białka AceI warunkują opor-
ność także na inne substancje o działaniu dezynfekcyj-
nym i antyseptycznym (tabela II). 

5. Kanały błonowe – pory

U bakterii Gram-ujemnych w skład osłon komór-
kowych, chroniących m.in. przed szkodliwymi czyn-
nikami z zewnątrz, wchodzi błona zewnętrzna. Poza 
systemami pomp aktywnie usuwającymi szkodliwe sub-
stancje z komórki, istotnym pod względem oporności 
elementem błony, są kanały (pory) białkowe. Umoż-
liwiają one transport cząsteczek poprzez podwójną 
warstwę lipidową budującą błonę zewnętrzną. Zmiany 
w strukturze lub zmiany w regulacji ekspresji genów 
kodujących te kanały mogą być dla bakterii mechani-
zmem obronnym przed działaniem środków przeciw-
drobnoustrojowych. Szczepy A. baumannii posiadają 
względnie niską liczbę porów, i dodatkowo o niewiel-
kich rozmiarach, co ogranicza naturalną przepuszczal-
ność błony zewnętrznej i tym samym nadaje większą 
oporność na substancje przeciwbakteryjne. Odkryto 
trzy rodzaje kanałów błonowych, w przypadku których 
spadek ekspresji genów je kodujących ma znaczenie 
w oporności na antybiotyki u  A. baumannii: CarO, 
Omp 33–36 oraz OprD. 

Występujący u szczepów A. baumannii kanał biał-
kowy CarO (carbapenem associated outer membrane 
protein) odpowiedzialny jest za transport do wnętrza 
komórki ornityny i innych aminokwasów, a  także, ze 
względu na konformację strukturalną i miejsce wiąza-
nia, jest zdolny do transportu imipenemu (ale nie mero-
penemu) [13]. Warto podkreślić, iż jest to jedyne białko 
OMP u szczepów A. baumannii, które posiada miejsce 
wiązania dla imipenemu, co czyni je selektywnym 
kanałem pod względem wychwytu antybiotyków. Ze 
względu na różnice w budowie kanału wyróżnia się jego 
dwa rodzaje: CarOa i CarOb. Kanał CarOb wykazuje 
większe powinowactwo do imipenemu niż CarOa [13]. 
Mechanizm oporności na imipenem, w którym bierze 
udział białko CarO może dotyczyć (i) inaktywacji genu 
carO, co powoduje brak porów w błonie; (ii)  zmiany 
w sekwencji aminokwasowej CarOa lub CarOb co może 
prowadzić do niskiego bądź znikomego powinowactwa 
do konkretnego antybiotyku; i/lub (iii) obniżenia eks-
presji genów i niskiej liczby porów w błonie [30].

Kanał OprD-homolog, wykazujący 46–57% podo-
bieństwa do specyficznego dla karbapenemów białka 
OprD, występującego u P. aeruginosa, wydawał się mieć 
duży wpływ na oporność na te antybiotyki również 
u  pałeczek A. baumannii. Dokładniejsze badania nie 
wykazały jednak tej zależności [14, 101]. U szczepów 
A. baumannii białko OprD bierze udział w wychwycie 
jonów Fe3+ i Mg2+ [14].

Oporność szczepów A. baumannii na imipenem 
i  meropenem może wynikać także ze zmniejszonej 
ekspresji kanałów błonowych Omp 33–36 [24].

Warto wspomnieć o białku OprA, które chociaż nie 
warunkuje oporności na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki u szczepów A. baumannii, to jest czynnikiem zja-
dliwości tych bakterii poprzez pośredniczenie w adhezji 
i inwazji komórek nabłonkowych, w powstawaniu bio-
filmu oraz w indukcji apoptozy komórki [62].

6. Biofilm i zjawisko quorum sensing

Zdolność do tworzenia biofilmu jest istotnym czyn-
nikiem wirulencji u pałeczek A. baumannii. Powszech-
nie wiadomo, że bakterie rosnące w formie biofilmu 
mają obniżoną wrażliwość na leki przeciwbakteryjne, 
środki dezynfekcyjne, a także trudno poddają się dzia-
łaniu mechanizmów odpornościowych gospodarza. 
Biofilm bakteryjny może występować na powierzch-
niach wyrobów medycznych, jak cewniki urologiczne 
i  sprzęt do intubacji. Wykazano, iż adhezja komórek 
A. baumannii do nabłonka jest pierwszym etapem 
w  kolonizacji gospodarza, po której może dojść do 
rozwoju zakażenia [59].

Za wirulencję szczepów A. baumannii rosnących 
w  postaci biofilmu odpowiedzialne są geny systemu 
CsuA/BABCDE (regulowane przez dwuskładnikowy 
system BfmS/BfmR). Produktem tych genów są: białka 
tworzące fimbrie, umożliwiające przyleganie komórek 
bakteryjnych do powierzchni, białko OmpA (38 kDa), 
białko błony zewnętrznej o wielkości 854 kDa (wykazu-
jące duże podobieństwo do białka Bap – biofilm associa-
ted protein, występującego w rodzaju Staphylococcus), 
syntaza AbaI, będąca częścią systemu quorum sensing 
(QS) oraz locus pgaABCD kodujący białko biorące 
udział w syntezie poli-β-(1,6)-N-acetylo-glukozaminy 
(PNAG) [59]. Przeprowadzone badania wykazały, że 
mutacje w obrębie genów bap hamują wzrost biofilmu 
i powodują spadek zdolności przylegania A. bauman-
nii do komórek nabłonka [34]. Na powstawanie bio-
filmu ma wpływ stężenie żelaza zewnątrzkomórkowego 
(im niższe stężenie, tym mniejsza zdolność adhezji 
komórek bakteryjnych do powierzchni). Ponadto, 
została postawiona hipoteza, że obecność genów opor-
ności na antybiotyki, np. genu blaPER-1 ma silny zwią-
zek z powstawaniem biofilmu u opisywanych pałeczek. 
Badania Lee i wsp. [52], wskazywały na silny związek 
obecności genu blaPER-1 i  tworzenia biofilmu, jednak 
inne badania przeczyły tym wynikom [89]. Kwestia ta 
nie została dotychczas rozstrzygnięta, jednak uważa 
się, iż opisywana korelacja dotyczy bardziej zdol ności 
komórek do adhezji niż do formowania dojrzałego bio-
filmu [89]. Wpływ na powstawanie biofilmu innego 
rodzaju czynników, jak np. stan pacjenta, miejsce izo-
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lacji szczepu klinicznego czy typ molekularny szczepu, 
wymaga prowadzenia dalszych badań.

Zjawisko quorum sensing (QS) jest mechanizmem 
komunikacji między komórkami bakteryjnymi, która 
polega na wytwarzaniu, odbieraniu i odpowiedzi 
bakterii na cząsteczki zwane autoinduktorami (AI). 
U szczepów A. baumannii rolę AI pełnią N-acylowane 
laktony homoseryny (AHL), syntetyzowane przez syn-
tazę AHL (homolog LuxI). Laktony AHL wiążą się ze 
swoim receptorem (LuxR homolog), powstaje kompleks 
AHL-LuxR, który kontroluje ekspresję genów zależnych 
od systemu QS.

7. Podsumowanie

Zdolność szczepów A. baumannii do nabywania 
nowych determinantów oporności uczyniła z opisywa-
nej pałeczki jeden z najbardziej niebezpiecznych pato-
genów szpitalnych ostatnich dwóch dekad. Szczepy 
A. baumannii posiadające geny oporności na karbape-
nemy, zlokalizowane w plazmidach, stanowią groźny 
rezerwuar mechanizmów oporności mogący zostać 
przekazany innym bakteriom. Rosnąca liczba izolowa-
nych szczepów z gatunku A. baumannii opornych na 
karbapenemy ogranicza dostępne opcje terapeutyczne. 
Poza karbapenemazami występującymi również u pałe-
czek z rodziny Enterobacteriaceae i P. aeruginosa (takimi 
jak NDM, KPC czy MBL), u  szczepów A. baumannii 
występują swoiste enzymy CHDL. Dodatkowo, nad-
ekspresja genów kodujących pompy MDR i zmniejszona 
przepuszczalność błony zewnętrznej, występujące jed-
nocześnie z karbapenemazami mogą uczynić ze szcze-
pów z gatunku A. baumannii bakterię wielolekooporną. 
W związku z tym niezbędne jest prowadzenie badań nad 
rozprzestrzenianiem się genów kodujących karbapene-
mazy, poszukiwaniem nowych enzymów oddziaływują-
cych na antybiotyki i analiza ich zakresu substratowego, 
tak aby zminimalizować ryzyko nieskutecznej terapii 
zakażeń wywołanych pałeczkami A. baumannii.
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1. Wstęp

Choroby przenoszone drogą płciową są jednymi 
z  najczęstszych chorób zakaźnych występujących 
w  światowej populacji. Nierzadko są bezobjawowe, 
a  z  drugiej strony zwykle charakteryzują się dużą 
zakaźnością i mogą być istotną przyczyną śmiertel-
ności i  chorobowości. Mogą być przyczyną bezpłod-
ności, a  także przenosić się wewnątrzmacicznie i/lub 
okołoporodowo na płód i noworodka.

Od czasu, gdy w 1983 Kary Mullis, późniejszy lau-
reat nagrody Nobla, opracował metodę łańcuchowej 
reakcji polimerazy – PCR, minęło już ponad trzydzieści 
lat. Obecnie trudno wyobrazić sobie funkcjonowanie 
wielu dziedzin, w tym diagnostyki chorób zakaźnych, 

bez metod opartych na amplifikacji kwasów nukleino-
wych (NAATs-nucleic acid associated techniques) [33].

Istnieje ponad 30 patogenów, które mogą przenosić 
się drogą kontaktów seksualnych. W pracy omówiono 
zastosowanie NAATs w tym PCR, multiplex PCR, real 
time PCR oraz HDA (helicase dependent amplification) 
w diagnostyce najczęściej występujących w Polsce cho-
rób przenoszonych drogą płciową, takich jak zakaże-
nia genitalnymi HPV, opryszczka narządów płciowych, 
zakażenie Chlamydia trachomatis, rzeżączka i kiła. Diag-
nostyka niektórych z tych chorób np. zakażeń C. tra-
chomatis, rzeżączki czy opryszczki narządów płciowych 
wiąże się z szerokim zastosowaniem NAATs. W przy-
padku innych np. zakażeń genitalnymi typami wiru-
sów brodawczaka ludzkiego (Human papillomavirus 
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Abstract: Sexually transmitted diseases (STDs) are common in the world’s human population and are often asymptomatic. On the other 
hand, STDs are highly infective and connected with considerable morbidity and mortality. Therefore, using fast, sensitive and specific 
diagnostic methods is especially important. Polymerase chain reaction – PCR, invented thirty years ago by the Nobel prize winner Carry 
Mullis, revolutionized many fields of biological sciences, including laboratory diagnostics of infectious diseases. In this review, we discuss 
the application of nucleic acid amplification techniques (NAATs), including PCR, multiplex PCR, real time PCR and HDA-helicase 
dependent amplification, in the laboratory diagnostics of sexually transmitted diseases. Nucleic acids amplification tests are widely used 
in diagnostics of some STD-like genital herpes, Chlamydia trachomatis infection and gonorrhoea. In other diseases, like genital HPV 
infections, NAATs are used only in some indications. In the case of syphilis, there are no commercial tests and it was proven that NAATs 
are not sensitive and specific enough to be used routinely as a substitute to serologic methods. We compare NAATs with some other 
methods used in laboratory diagnostics of individual diseases, like serology, culture or direct immunofluorescence. In addition, we discuss 
limitations of the NAATs i.e. problems with their specificity in diagnostics of pharyngeal gonorrhoea. We also present the recommendations 
of the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) and International Union Against Sexually Transmitted Diseases (IUSTI).

1. Introduction. 2. PCR method and its modifications which can be applied in diagnostics of STIs. 3. Genital herpes. 4. Infections with 
genital HPVs. 5. Gonorrhoea. 6. Chlamydia trachomatis infections. 7. Syphilis. 8. Simultaneous detection of several pathogens. 9. Summary
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– HPV) – NAATs mogą być wykorzystywane w pew-
nych, konkretnych wskazaniach. W innych chorobach 
przenoszonych drogą płciową takich jak kiła, NAATs 
wciąż nie znalazły komercyjnego zastosowania. 

Przedstawiono również najważniejsze zalecenia 
IUSTI (International Union Against Sexually Trans-
mitted Infections) i CDC (Centers for Disease Control 
and Prevention) dotyczące udziału metod opartych na 
amplifikacji kwasów nukleinowych w diagnostyce cho-
rób przenoszonych drogą płciową. 

Praca nie obejmuje zakażeń HIV, jako że jest to ob- 
szerny temat, który wymagałby odrębnego opracowania.

2. Metoda PCR i jej modyfikacje, które znalazły
 zastosowanie w diagnostyce STI

PCR jest bardzo czułą metodą pozwalającą na 
wykrycie dowolnego fragmentu DNA (np. charakte-
rystycznego dla danego patogenu) w badanym (np. 
wyizolowanym z materiału pobranego od chorego) 
materiale biologicznym. W reakcji, poza badanym 
(matrycowym) DNA uczestniczą tzw. primery (star-
tery – krótkie fragmenty DNA komplementarne do 
sekwencji znajdujących się na początku i końcu poszu-
kiwanego genu), mieszanka nukleotydów oraz oporna 
na podgrzewanie polimeraza DNA. Pierwszym do tego 
celu użytym enzymem była, obecnie wciąż stosowana, 
polimeraza Taq pochodząca od żyjących w gorących 
źródłach bakterii Thermus aquaticus. Obecnie stosuje 
się również inne polimerazy [26, 33].

Poszczególne etapy reakcji powtarzają się cyklicznie 
i zachodzą w różnych temperaturach. W celu uzyskania 
możliwie największej liczby kopii powielanego odcinka 
DNA wykonuje się zazwyczaj 30–40  cykli. Ponieważ 
jako matryce do reakcji wykorzystywane są wszyst-
kie dotychczas zsyntetyzowane cząsteczki genu – nici 
DNA, amplifikacja przebiega coraz szybciej, w postępie 
geometrycznym. W klasycznym PCR zwielokrotniony 
fragment DNA jest następnie wykrywany za pomocą 
elektroforezy na żelu agarozowym (wybarwiony brom-
kiem etydyny fragment DNA świeci w świetle UV) lub 
przy użyciu metod immunodetekcji z wykorzystaniem 
reakcji hybrydyzacji (powstałe amplikony hybrydy-
zują z sondami na zasadzie komplementarności zasad 
w DNA) i metody ELISA (utworzone hybrydy wykry-
wane są w reakcji immunoenzymatycznej) [26].

Obecnie dążenie do skrócenia i uproszczenia PCR 
doprowadziło do powstania wielu modyfikacji kla-
sycznej metody. Coraz szerzej stosowana jest, opisana 
w  1992 przez Higuchi i wsp. metoda real time PCR, 
w której do środowiska reakcji wprowadza się znako-
wane barwnikami fluorescencyjnymi sondy moleku-
larne, komplementarne do powielanej sekwencji lub 
barwniki wbudowujące się do dwuniciowego DNA, 

co pozwala na śledzenie w czasie rzeczywistym ilości 
produktu powstającego w kolejnych cyklach. Dzięki 
temu wynik testu można odczytać w trakcie amplifi-
kacji, a etap elektroforezy został wyeliminowany [9, 21]. 
Powstały również szybkie testy oparte na amplifikacji 
zależnej od helikazy (HDA – helicase dependent ampli-
fication), w których amplifikacja DNA może odbywać 
się w stałej temperaturze [22]. Metoda oparta na rów-
noczesnym wykrywaniu kilku fragmentów DNA to tzw. 
multiplex PCR. Można w ten sposób wykrywać kilka 
patogenów równocześnie lub zwiększyć czułość i swo-
istość wykrywania pojedynczego drobnoustroju. Ważne 
jest odpowiednie dobranie starterów – muszą one mieć 
podobną długość, zbliżone temperatury reakcji i być 
swoiste dla poszukiwanego patogenu w celu uniknięcia 
reakcji krzyżowych [11].

3. Opryszczka narządów płciowych

Opryszczka narządów płciowych przenosi się prak-
tycznie wyłącznie przez kontakty seksualne a czynni-
kiem wywołującym jest ludzki herpeswirus (Human 
herpesvirus – HHV2) lub rzadziej HHV1. Dawna, 
zwyczajowa nazwa tych patogenów to wirus opryszczki 
pospolitej (Herpes simplex virus – HSV) typ  1 i 2 
[30]. Około 20% światowej populacji (10–60% w róż- 
nych subpopulacjach) ma przeciwciała przeciw HHV2. 
Zakażenie HHV jest najczęstszą przyczyną owrzo- 
dzeń na narządach płciowych. Około 20% wszyst-
kich zakażeń wiąże się z okresowym występowaniem 
typowych objawów klinicznych w postaci bolesnych 
pęcherzyków na podłożu rumieniowym w okolicy 
anogenitalnej. Pozostałe przypadki to zakażenia o nie-
typowym przebiegu, subkliniczne lub bezobjawowe. 
Głównym problemem jest pozostawanie wirusa w orga-
nizmie osoby zakażonej do końca życia, co wiąże się 
z możliwością wystąpienia objawowych nawrotów oraz 
z  ryzykiem zakażenia partnera seksualnego i odmat-
czynego zakażenia noworodka. Wykazano znaczny 
wpływ współistnienia opryszki narządów płciowych 
na zwiększenie ryzyka transmisji zakażenia HIV. 
Zakażenie HHV, dotyczące narządów płciowych, jest 
również dodatkowym czynnikiem ryzyka wystąpienia 
raka szyjki macicy u kobiet zakażonych onkogennymi 
typami HPV [19, 31]. Na podstawie objawów klinicz-
nych nie można jednoznacznie odróżnić zakażenia 
HHV1 od HHV2 i nie zawsze można odróżnić zaka-
żenie pierwotne od nawrotowego [19].

W diagnostyce laboratoryjnej zakażeń HHV okolicy 
genitalnej najważniejszą rolę odgrywają badania oparte 
na poszukiwaniu wirusów w materiale od pacjentów, 
podczas gdy serologia ma znaczenie uzupełniające i jest 
wskazana tylko w niektórych przypadkach (np. badania 
epidemiologiczne lub badania bezobjawowych partne-
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rów osób zakażonych) [4, 10, 37]. IUSTI i CDC zale-
cają poszukiwanie wirusów metodą PCR (IUSTI zaleca 
real time PCR) u wszystkich chorych ze zmianami na 
narządach płciowych podejrzanymi o zakażenie HHV. 
Jako metoda alternatywna wymieniana jest hodowla 
z ustaleniem typu HHV (1 lub 2) metodą immuno en-
zymatyczną. PCR jest wskazana na pierwszym miejscu 
jako metoda czulsza, łatwiejsza w wykonaniu i szybsza. 
Metody oparte na amplifikacji kwasów nukleinowych 
są również mniej wymagające jeśli chodzi o transport 
i przechowywanie próbek niż hodowla wirusa, ponie-
waż wykrywają także HHV niezdolne do replikacji. 
Pomimo, że NAATs są metodami mogącymi wykryć 
bezobjawowy wysiew wirusa rutynowe badania w tym 
kierunku nie są zalecane ze względu na trudności 
z uchwyceniem tego nieciągłego zjawiska [4, 10, 37].

NAATs są stosowane w diagnostyce opryszczki 
przez wiele laboratoriów. Najczęściej poszukuje się 
genów kodujących glikoproteiny otoczki wirusa (tj. 
gG lub gB) [5, 13]. Ich sekwencja pozwala na odróż-
nienie HHV1 od HHV2. Większość laboratoriów 
stosuje samodzielnie opracowane testy, które cha-
rakteryzują się nierzadko wysoką, ale różniącą się w 
różnych ośrodkach czułością i swoistością [1, 40]. Bar-
dziej porównywalne są wyniki testów komercyjnych. 
Dostępny jest między innymi komercyjny test real time 
PCR (ostatnio zatwierdzony przez FDA) BD ProbeTec 
HSV Qx (HSVQx) [45], a  od niedawna także test 
oparty na amplifikacji zależnej od helikazy (HDA heli-
case dependent amplification-IsoAmp(®) HSV Assay), 
w którym reakcja odbywa się w stałej temperaturze, co 
znacznie obniża koszty [22]. Oba testy są czulsze niż 
stanowiąca wcześniej „złoty standard” hodowla wirusa 
(ELVIS(®) HSV ID/typing (shell-vial culture and DFA) 
(według różnych badań o  11–71%), odznaczają się 
wysoką swoistością, a wyniki z różnych laboratoriów 
są porównywalne [29].

4. Zakażenia genitalnymi HPV

Zakażenia genitalnymi wirusami brodawczaka 
ludzkiego (Human papillomavirus – HPV) są uważane 
za najczęstszą chorobę przenoszoną drogą płciową. 
Zmiany kliniczne powodowane przez te wirusy doty-
czą około 1% aktywnej seksualnie populacji, a znacznie 
wyższy odsetek ma zakażenie subkliniczne lub bezob-
jawowe. HPV niskiego ryzyka powodują kłykciny koń-
czyste, kłykciny olbrzymie oraz większość przypadków 
brodawczaków krtani, a HPV wysokiego ryzyka stany 
przednowotworowe i raki szyjki macicy (prawie 100%) 
oraz okolicy anogenitalnej (50–85%), w  mniejszym 
stopniu także głowy i szyi [14, 43, 48, 50].

Diagnostyka laboratoryjna zakażeń HPV opiera 
się głównie na poszukiwaniu materiału genetycznego 

wirusa metodą hybrydyzacji lub PCR, w obu meto- 
dach z wykonaniem genotypowania, czyli określeniem 
typu wirusa wykrytego w badanym materiale. Wykry-
cie konkretnego typu wirusa pozwala na ustalenie czy 
infekcja ma charakter przetrwały, czyli czy ten sam typ 
HPV (szczególnie HR – high risk – wysokiego ryzyka) 
jest wykrywany w dwóch badaniach wykonanych 
w ciągu pół roku do roku. Stwierdzenie występowania 
infekcji przetrwałej oznacza, że w 45% przypadków 
nastąpi w ciągu 5 lat rozwój zmian typu CIN 2/3 (cervi-
cal intraepithelial neoplasia – śródnabłonkowa neopla-
zja szyjki macicy) [3, 7, 12, 42]. Znaczenie ma również 
wykrywanie transkryptów mRNA dla wirusowych bia-
łek E6/E7, uczestniczących w onkogenezie, związanej 
z zakażeniami HPV. Obecność mRNA dla tych białek 
wyraźnie sugeruje przetrwałą infekcję u pacjentki. Ze 
względu na to, że HPV mogą przebywać na błonach 
śluzowych narządów płciowych nie wywołując żad-
nych objawów klinicznych, a następnie być elimino-
wane przez układ odpornościowy osoby zakażonej, 
wyniki badań w kierunku zakażenia różnymi typami 
HPV należy interpretować wyłącznie razem z obrazem 
klinicznym oraz wynikami cytologii lub badania histo-
patologicznego [4, 49].

CDC zaleca wykonywanie typowania genetycz-
nego HPV u kobiet > 25 roku życia z wynikiem cyto-
logii ASCUS (atypical squamous cells of undetermined 
significance – atypowe komórki nabłonkowe nieokreś-
lonego znaczenia), oraz u kobiet w wieku 30–65 lat jako 
badania przesiewowego wykonywanego równocześ nie 
z cytologią. W przypadku ujemnego wyniku obu testów 
zalecane jest powtórzenie badań przesiewowych po 
5 latach. Alternatywnie można w tej grupie wiekowej 
wykonywać przesiewowo samą cytologię raz na 3 lata. 
Typowanie HPV nie jest zalecane u kobiet < 25 roku 
życia, raczej nie powinno również być wykonywane 
samodzielnie jako badanie przesiewowe. U  kobiet 
między 21 a 30 rokiem życia jako badanie przesiewowe 
zalecana jest cytologia wykonywana co 3 lata, a u kobiet 
młodszych niż 21 lat CDC nie zaleca badań przesiewo-
wych. Powyższe zalecenia wynikają z faktu, że u bardzo 
młodych kobiet zakażenie HPV wysokiego ryzyka jest 
częstsze niż w późniejszym wieku, a jednocześnie zwy-
kle nie ma żadnych konsekwencji klinicznych (wirusy 
są eliminowane) [4]. Według zaleceń IUSTI i CDC 
nie ma wskazań do badania w kierunku typu HPV 
u  chorych z  typowymi klinicznie kłykcinami koń-
czystymi ani u partnerów kobiet ze stwierdzonym zaka-
żeniem HPV [4, 23]. 

Praca porównująca 3 komercyjne testy: oparty na 
hybrydyzacji DNA Hybrid Capture 2 oraz wykorzystu-
jące metodę real time PCR: Abbott Real Time High-
-Risk Human Papillomavirus (HPV), Roche Cobas 
wykazała, że HPV HC2 jest metodą czulszą (96,6%), 
ale mniej swoistą (89,1%) niż metody oparte na real 
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time w wykrywaniu HPV wysokiego ryzyka. Badane 
metody Real Time HR i Cobas HPV wykazały odpo-
wiednio czułość 78,3% i 91,7% oraz swoistość 99,2% 
i 97% [3]. Inne badania porównują INNO-LiPA HPV 
genotyping extra assay z  multiplex PCR dla różnych 
typów onkogennych HPV. Oba badania wykazują się 
wysoką swoistością i czułością (nieznacznie czulszy 
okazał się real time PCR) [12].

Dostępne są również komercyjne testy pozwalające 
na wykrywanie transkryptów mRNA dla białek E6/E7 
HPV wysokiego ryzyka. Do takich testów należą np. 
NucliSENS EasyQ®, pozwalający na wykrycie mRNA 
5  najczęstszych typów HPV-16, 18, 31, 33, 45 oraz 
Aptima HPV test dla HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, 59, 66, i 68. Badania porównujące powyższe 
testy i HPV HC2 wykazały, że testy Aptima HPV i HPV 
HC2 mają zbliżoną czułość, przy niższej czułości Nucli-
SENS EasyQ®. Swoistość zarówno Aptima HPV i Nuc-
liSENS EasyQ® w wykrywaniu i przewidywaniu poja-
wienia się zmian na szyjce macicy wywołanych przez 
onkogenne HPV była wyższa niż HPV HC2 [35, 38]. 
Testy o wyższej swoistości, szczególnie testy wykrywa-
jące RNA dla E6/7 HPV wysokiego ryzyka prawdopo-
dobnie mogłyby prawdopodobnie znaleźć zastosowanie 
w diagnostyce przesiewowej u kobiet po 30 roku życia 
jako samodzielne badania bez równoczesnego wykony-
wania cytologii, jednak wciąż nie znalazło to odzwier-
ciedlenia w oficjalnych zaleceniach.

Testy, które nie pozwalają na wykrycie konkretnego 
typu HPV, a w których wykrywane są łącznie typy onko-
genne i nieonkogenne lub podgrupy w obrębie tych 
grup, nie mają oczekiwanego znaczenia diagnostycz-
nego – nie pozwalają na wykrycie infekcji przetrwałej. 
Większość producentów podaje, że testy służą do bada-
nia wymazów z kanału szyjki macicy, co stawia pod 
pewnym znakiem zapytania czułość i swoistość badań 
pobranych z innych lokalizacji tj. cewka moczowa czy 
odbyt lub materiał biopsyjny. Istnieją również liczne 
testy opracowane przez laboratoria, często pozwalające 
na badanie materiału innego niż wymaz z szyjki macicy 
i/lub dokładne typowanie wirusów [39, 41].

5. Rzeżączka

Zakażenie Neisseria gonorrhoeae jest drugą, biorąc 
pod uwagę częstość występowania, bakteryjną chorobą 
przenoszoną drogą płciową po zakażeniu C. trachomatis 
i pierwszą pod względem liczby nowych przypadków. 
Według danych WHO globalna liczba przypadków 
rzeżączki w 2008 roku wynosiła ponad 106 milionów 
i  przekroczyła liczbę przypadków zakażeń C. tracho-
matis w tym samym roku [46].

Zakażenie N. gonorrhoeae jest przyczyną zapalenia 
cewki moczowej, zapalenia szyjki macicy, zapalenia 

odbytu i zapalenia gardła. Noworodki zakażone oko-
łoporodowo mają objawy ciężkiego zapalenia spojówek. 
Nieleczona rzeżączka może prowadzić m.in. do zapale-
nia najądrza u mężczyzn, stanów zapalnych narządów 
miednicy mniejszej i ciąż pozamacicznych u kobiet oraz 
do bezpłodności u obu płci [47].

NAATs są obok hodowli metodą zalecaną przez 
IUSTI i CDC w diagnostyce zakażeń N. gonorrhoeae. 
Według IUSTI optymalne jest stosowanie obu metod 
równolegle. CDC zaleca w pierwszej kolejności NAATs, 
a w przypadku ponownego wykrycia patogenu 7 dni 
po leczeniu (podejrzenie niepowodzenia w  leczeniu) 
wykonanie hodowli i określenie lekowrażliwości [36]. 
Metody oparte na amplifikacji kwasów nukleinowych 
odznaczają się zwykle wysoką czułością, co umożli-
wia wykrywanie nawet niewielkiej liczby bakterii np. 
w moczu lub wymazie z pochwy, podczas gdy w przy-
padku hodowli konieczne jest bardziej precyzyjne 
pobranie materiału (w przypadku typowej lokalizacji 
– wymaz z szyjki macicy i cewki moczowej u kobiet 
oraz z cewki moczowej u mężczyzn). Hodowla jest rów-
nież metodą bardziej wymagającą jeśli chodzi o trans-
port i  przechowywanie pobranych próbek. Z  drugiej 
strony NAATs, w przeciwieństwie do hodowli, nie po- 
zwalają na łatwe oznaczenie wrażliwości N. gonorrhoeae 
na antybiotyki. Biorąc pod uwagę rosnącą oporność 
dwoinek rzeżączki na stosowane leki, również w Polsce, 
możliwość taka może mieć duże znaczenie [2, 4, 6, 32].

Innym problemem jest swoistość NAATs. W  jed-
nym z  badań porównano czułość i swoistość sześciu 
komercyjnie dostępnych testów opartych na ampli-
fikacji kwasów nukleinowych: Gen-Probe APTIMA 
COMBO 2 ,APTIMA GC, Roche COBAS Amplicor 
CT/NG, COBAS 4800 CT/NG testy, BD ProbeTec GC 
Qx amplified DNA assay i Abbott RealTime CT/NG. 
Zbadano 450 izolatów, w tym 234 dwoinek rzeżączki, 
a  pozostałe innych gatunków należących do rodzaju 
Neisseria lub innych zbliżonych genetycznie bakterii. 
Jak można było przewidzieć, niemal wszystkie testy 
(oprócz COBAS Amplicor CT/NG, który nie wykrył 
1.9%  próbek) odznaczały się 100% czułością. Jednak 
wszystkie testy dawały pewien odsetek wyników fał-
szywie pozytywnych w przypadku badania izolatów 
innych niż dwoinki rzeżączki. Wyniki te były różne 
w przypadku różnych testów i wynosiły odpowiednio 
14.1%, 11%, 2,1%, 1,7%, 1%i 1% dla COBAS Ampli-
cor, ProbeTec, APTIMA COMBO 2, APTIMA GC, 
Abbott RealTime i Roche COBAS 4800. Autorzy pracy 
zalecają dodatkowe badania potwierdzające w przy-
padku wykrycia N. gonorrhoeae metodami opartymi 
o  amplifikację kwasów nukleinowych, szczególnie 
jeśli próbki pochodzą z okolic innych niż narządy 
płciowe np. z  gardła (wysokie ryzyko występowania 
gatunków należących do rodzaju Neisseria, innych niż 
N. gonorrhoeae) [44].
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6. Zakażenia Chlamydia trachomatis

Zakażenie okulogenitalnymi typami C. trachomatis 
jest najczęstszą bakteryjną chorobą przenoszoną drogą 
płciową. Podobnie jak dwoinki rzeżączki, C. trachoma-
tis wywołuje zapalenie cewki moczowej, szyjki macicy, 
odbytu i gardła. Często osoby zakażone, szczególnie 
kobiety (ok. 70–90%) oraz mężczyźni homo- i biseksua-
liści z zapaleniem odbytu lub gardła, nie zauważają żad-
nych objawów klinicznych. Okołoporodowe zakażenie 
noworodka może wiązać się z zapaleniem płuc i zapa-
leniem spojówek. Wśród powikłań należy wymienić 
zapalenie najądrza u mężczyzn, stany zapalne narządów 
miednicy mniejszej u kobiet oraz bezpłodność u obu 
płci. Ponadto u osób zakażonych C. trachomatis może 
wystąpić tzw. zespół Reitera. Współistnienie zakażenia 
C. trachomatis zwiększa ryzyko wystąpienia raka szyjki 
macicy u kobiet zakażonych onkogennymi HPV [46, 47].

NAATs odgrywają ważną rolę w diagnostyce zaka-
żeń C. trachomatis i są jedyną metodą zalecaną przez 
IUSTI i CDC. CDC podkreśla konieczność zachowania 
możliwości prowadzenia hodowli przez niektóre labo-
ratoria [4, 24, 36]. Za stosowaniem metod opartych 
na amplifikacji kwasów nukleinowych przemawia ich 
wysoka czułość, pozwalająca na wykrywanie patogenu 
w próbkach moczu u mężczyzn i samodzielnie pobra-
nym wymazie z pochwy u kobiet (podczas gdy w przy-
padku immunofluorescencji konieczne są wymazy 
z cewki moczowej lub szyjki macicy). Również w przy-
padku materiału pobranego z nietypowych miejsc np. 
odbytu czy gardła czułość PCR jest znacznie wyższa 
niż innych metod. NAATs mają jednak również pewne 
ograniczenia. Na podstawie standardowych testów zwy-
kle trudno jest odróżnić zakażenie okulogenitalnymi 
typami C. trachomatis od zakażenia typami powodują-
cymi ziarnicę weneryczną pachwin. To ostatnie zaka-
żenie może zdarzyć się zwłaszcza u MSM (men having 
sex with men) i  w  przypadku jego podejrzenia zale-
cane jest genotypowanie. W przypadku kobiet wymazy 
są lepszym materiałem niż próbki moczu, ponieważ 
obecne w moczu czynniki hamujące mogą być przy-
czyną wyników fałszywie ujemnych [4, 6, 24, 25]. 

Dostępne są liczne testy komercyjne oraz opraco-
wane przez laboratoria. Większość komercyjnie stoso-
wanych testów jest oparta na wykrywaniu sekwencji 
w  obrębie plazmidu lub chromosomalnego genu dla 
MOMP (major outer membrane proteine –  główne 
białko błony zewnętrznej). Opisano szczepy C. tracho-
matis, które nie posiadają plazmidu, a także szczepy 
z delecją 377 par zasad w obrębie plazmidu, obejmu-
jącą fragment badany za pomocą komercyjnych testów 
–  tzw. wariant szwedzki i oba przypadki nie będą 
wykrywane przez niektóre NAATs [27].

Wciąż poszukiwana jest czuła, swoista i  szybka 
metoda wykrywania zakażeń C. trachomatis. Ciekawym 

rozwiązaniem wydaje się niedawno opisany test multi-
plex PCR wykrywający 9 różnych loci w genomie C. tra-
chomatis. Procedura od pobrania materiału do uzyska-
nia wyniku trwa ok. 1 godziny. W badaniu dotyczącym 
materiału pobranego z  szyjki macicy od 263  kobiet 
z wysokim ryzykiem zakażenia, wykazano wysoką czu-
łość i swoistość tej metody w porównaniu z komercyj-
nym testem Roche Amplicor NAAT. W odniesieniu do 
bardzo czułej i swoistej, ale komercyjnie nie stosowanej 
metody sekwencjonowania genów, czułość wynosiła 
91,5% i 62,3%, a swoistość 100% i 95, 9% odpowiednio 
dla multiplex PCR i Amplicor NAATs [8].

7. Kiła

Kiła jest ogólnoustrojową chorobą przenoszoną 
drogą płciową wywoływaną przez krętki blade – Tre-
ponema pallidum. Według szacunkowych danych WHO 
liczba zakażeń na świecie w 2008 r. wynosiła 10,6 mln. 
W  diagnostyce kiły najważniejszą rolę odgrywają 
metody serologiczne oparte na badaniach przeciwciał 
przeciwkrętkowych we krwi chorych. W  badaniach 
przesiewowych wykorzystuje się najczęściej odczyny 
tzw. niekrętkowe, takie jak VDRL (Veneral Disease 
Research Laboratory), USR (unheated serum reagin 
test) lub RPR (rapid plasma reagin). Ich dodatni wynik 
bywa czasem nieswoisty i zawsze powinien być potwier-
dzony przez odczyny z antygenami krętkowymi, takimi 
jak FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Antibody 
Absorption Test, test immunofluorescencji z absorbcją 
przeciwciał przeciw krętkom saprofitycznym), iloś-
ciowe FTA, odczyn hemaglutynacji biernej (TPHA) 
lub odczyny immunoenzymatyczne [4, 15]

Poszukiwanie antygenu (krętków lub ich materiału 
genetycznego) może mieć znaczenie w przypadku 
występowania zmian klinicznych, z których można 
pobrać materiał, szczególnie we wczesnym okresie cho-
roby, gdy występuje objaw pierwotny a odczyny sero-
logiczne są jeszcze ujemne. Obecnie materiał pobrany 
z  owrzodzeń na błonach śluzowych od pacjentów 
z podejrzeniem kiły badany jest najczęściej w mikro-
skopie z ciemnym polem widzenia lub za pomocą 
immunofluorescencji bezpośredniej. Pomimo, że nie 
ma dostępnych w sprzedaży NAATs do wykrywania 
krętków bladych, niektóre laboratoria stosują własne 
testy oparte na amplifikacji materiału genetycznego. 
Opisano m.in. test real time PCR oparty na poszukiwa-
niu genu tpp47 T. pallidum, który umożliwia odróżnie-
nie krętków patogennych od saprofitycznych oraz ozna-
czanie ilościowe krętków w płynach ustrojowych. Inne 
testy oparte są na poszukiwaniu genu dla polimerazy 
DNA (PolA) oraz 23S rRNA. Wykazano wysoką czułość 
(75–82%) i swoistość (95%) tych testów w  przy-
padku materiału pobranego z owrzodzeń u  chorych 
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z kiłą wczesną. Czułość badań z krwi jest zbyt niska 
(odpowiednio 29% z wyizolowanych z  krwi leuko-
cytów – PMBC, 14% z surowicy i 24% z pełnej krwi) 
[18], by testy te mogły w przyszłości zastąpić odczyny 
serologiczne. Inne badanie wykonywane u  chorych 
z kiłą wczesną objawową wykazało czułość 50% w kile 
II okresu, natomiast nie wykryto materiału genetycz-
nego T. pallidum w żadnej próbce krwi od chorych 
z kiłą I okresu [28]. Podobne wyniki uzyskano anali-
zując zbiorczo 69 badań oceniających przydatność PCR 
w  diagnostyce kiły. Badania wymazów z  owrzodzeń 
pierwotnych wykazywały czułość ponad 78% i  swo-
istość prawie 97%, a badania próbek krwi noworodków 
z kiłą wrodzoną charakteryzowały się czułością 83% 
przy swoistości 88%. Czułość badań krwi u dorosłych 
różniła się zależnie od okresu choroby, jednak zwykle 
nie przekraczała 50% i  była dużo niższa niż czułość 
badań serologicznych [17]. Wyniki PCR mogą nie 
być w pełni miarodajne w ocenie skuteczności leczenia, 
ze względu na niską czułość badań z płynów ustrojo-
wych, a także dlatego, że materiał genetyczny krętków 
może utrzymywać się w płynie mózgowo-rdzeniowym 
długo po skutecznym leczeniu kiły układu nerwo-
wego; w pojedynczych przypadkach był wykrywalny 
po 3 latach [17, 18, 28].

8. Równoczesne wykrywanie kilku patogenów

Testy wykrywające jednocześnie kilka fragmentów 
DNA (multiplex PCR) mogą pozwalać na równoczesne 
oznaczanie w materiale klinicznym kilku patogenów 
przenoszonych drogą płciową, co może przyśpieszyć 
i  ułatwić diagnostykę. W jednej z publikacji opisano 
opracowany przez autorów test wykrywający HPV 
16/18 i HHV1/2. Zbadano 177 próbek pobranych 
z szyjki macicy od pacjentek z podejrzeniem zakaże-
nia HPV i HHV. Badanie wykazało się 100% czułością 
dla wszystkich badanych wirusów. Swoistość wynosiła 
odpowiednio 97,1% i 98,1% dla HPV 16 i 18 oraz 97,0% 
i 96,0% dla HHV1 i 2 [49].

Inne badania oceniały czułość i swoistość komer-
cyjnego testu Abbott RealTime CT/NG wykrywającego 
C. trachomatis i N. gonorrhoeae. Zbadano 3832 próbki 
od osób obu płci, w tym mocz, wymazy z szyjki macicy 
i z cewki moczowej oraz samodzielnie pobrane przez 
pacjentki wymazy z pochwy. Czułość testu wynosiła 
92,4% i 96,9%, a swoistość 99,2% i 99,7% odpowiednio 
dla C. trachomatis i N. gonorrhoeae [16]. Inny opraco-
wany przez laboratorium test multiplex PCR ma rów-
nocześnie wykrywać Neisseria gonorrhoeae, C. tracho-
matis, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma genitalium, 
T. pallidum oraz HHV 1 i 2 w materiale od pacjentów. 
Jego czułość i swoistość oceniono badając wymazy 
z pochwy od 80 afrykańskich pacjentek z bezpłodnoś-

cią. Czułość testów w porównaniu z metodami referen-
cyjnymi wyniosła 100% dla N. gonorrhoeae, C. tracho-
matis, T. vaginalis, M. genitalium i HHV2, a swoistość 
100% dla N. gonorrhoeae, C. trachomatis, M. genitalium, 
90,2 % dla T. vaginalis i 96,1 dla HHV2. W badanej gru-
pie nie było dodatnich próbek dla T. pallidum i HHV1. 
Wyniki wskazują na czułość i swoistość badanego testu 
zbliżoną do innych NAATs badających obecność mniej-
szej liczby patogenów, jednak dokładna ocena testu 
wymaga większej liczby badanych próbek [34].

Mimo powyższych obiecujących wyników, testy 
multipex PCR wykrywające kilka patogenów przeno-
szonych drogą płciową powinny być używane z ostroż-
nością. W przypadku współistnienia kilku patogenów 
i przy różnej ich ilości w badanym materiale opisywano 
wyniki fałszywie ujemne dla tych patogenów, których 
w próbce było mniej. Jeśli podejrzewamy, że zachodzi 
taka sytuacja, zalecane jest stosowanie testów wykry-
wających pojedyncze patogeny [20].

9. Podsumowanie

W podsumowaniu metody oparte na amplifikacji 
kwasów nukleinowych odgrywają coraz większą rolę 
w diagnostyce chorób przenoszonych drogą płciową, co 
znalazło odzwierciedlenie w zaleceniach IUSTI i CDC. 
W przypadku większości chorób przenoszonych drogą 
płciową wykazano wyższą czułość NAATS niż metod 
tradycyjnych. Wyjątkiem w tym przypadku są badania 
serologiczne w diagnostyce kiły.

Możliwość hodowli niektórych patogenów (szcze-
gólne N. gonorrhoeae, ale również C. trachomatis czy 
HHV) powinna być zachowana ze względu na badania 
epidemiologiczne i oznaczanie wrażliwości na leki.
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1. Wprowadzenie

Istnieje wiele mierzalnych wskaźników składających 
się na „jakość” badania laboratoryjnego, które uważane 
są za cechy charakterystyczne metody i poszczególnych 
testów, jak również pozwalają określić biegłość labora-
torium w aspekcie kompetencji personelu oraz stoso-
wanych technologii. 

Platon, grecki filozof (ok. 427–347 p.n.e), określił 
„jakość” jako pewien stopień doskonałości; Joseph 
Moses Juran (1904–2008), amerykański teoretyk zarzą-
dzania, mówił o jakości jako o stopniu, w jakim okreś-
lony wyrób zaspokaja potrzeby określonego nabywcy. 
Dlatego też, każde przeprowadzane w laboratorium 
badanie należy rozważać pod kątem zdolności labora-
torium do wydania dokładnego, precyzyjnego i powta-

rzalnego wyniku, czasu realizacji badania, jak również 
przydatności wyniku badania do dalszego postępo- 
wania, a w przypadku medycznych laboratoriów diag-
nostycznych, postępowania diagnostyczno-terapeu-
tycznego. „Jakość” zatem, to zgodność z wymaganiami 
(Philip Bayard Crosby, 1926–2001), czyli „jakość bada-
nia laboratoryjnego” to „jakość” otrzymanego wyniku. 
Stosowane testy powinny cechować się wysoką precyzją, 
dokładnością oraz powtarzalnością wyników. Obowiąz-
kiem każdego laboratorium jest więc podejmowanie 
stosownych działań utwierdzających zarówno personel 
laboratorium, jak i odbiorcę wyników badań laborato-
ryjnych, w przekonaniu, że metoda spełnia wymagania 
jakościowe i jest odpowiednia do określonego zastoso-
wania (norma PN-EN ISO/IEC 17025:2005) [9]. Zgod-
nie z normą PN-EN ISO/IEC 17025:2005 „laboratorium 
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powinno stosować właściwe metody i  procedury do 
wszystkich badań objętych jego zakresem działalności. 
Dotyczy to pobierania próbek do badań, postępowania 
z  obiektami (materiałami) poddawanymi badaniom, 
ich przygotowania, przechowywania, transportowania 
oraz tam, gdzie to właściwe, oszacowania niepewności 
pomiaru, jak również technik statystycznych, stosowa-
nych do analizy danych pochodzących z badania”.

Światowa Organizacja Zdrowia zdefiniowała wali-
dację jako ustanowienie udokumentowanych dowodów 
dających wysoki stopień pewności, że zaplanowany 
proces będzie konsekwentnie przebiegać w przewidy-
walny i określony sposób [15]. Walidacja metod stała 
się standardem nie tylko w normach technicznych, ale 
także w przepisach prawnych, aczkolwiek żaden z tych 
dokumentów nie określa częstotliwości przeprowadza-
nia walidacji metody. Autorzy dokumentów przyjęli też 
różne wymagania walidacyjne (definicje, metodologię 
i zakres parametrów walidacyjnych), w zależności od 
zakresu wykonywanych badań.

Celem niniejszego opracowania jest:
– przedstawienie pojęć walidacja i weryfikacja 

oraz wskazanie parametrów, które powinny być 
określane przez laboratorium mikrobiologiczne 
w każdym z tych procesów dla metod i  testów 
diagnostycznych;

– przedstawienie przykładu procedury weryfikacji 
metody badawczej wykorzystującej nowe, komer-
cyjne, dotychczas nie stosowane w laboratorium 
testy diagnostyczne.

2. Walidacja i weryfikacja metod
 i testów diagnostycznych
 w laboratorium mikrobiologicznym

Opisywane parametry walidacyjne dotyczące metod 
mikrobiologicznych w pierwszej kolejności odnosiły 
się do laboratoriów farmaceutycznych i środowisko-
wych. Najpełniejszy zakres parametrów walidacyjnych 
dla metod mikrobiologicznych przedstawiła Agencja 
Ochrony Środowiska w Stanach Zjednoczonych (Envi-
ronmental Protection Agency, EPA) [3]. Większość 
zaleceń walidacyjnych dotyczyła jednak wytwórców 
różnego rodzaju wyrobów mających zastosowanie 
w diagnostyce mikrobiologicznej. Dokument Amery-
kańskiego Towarzystwa Mikrobiologów Verification 
and validation of procedures in the clinical microbiology 
(Cumitech 31A) [1] dokonał rozdziału pomiędzy wali-
dacją przeprowadzaną przez producenta testów a wali-
dacją i weryfikacją wykonywaną przez użytkownika. 
Zakres walidacji realizowanej w laboratorium jest sto-
sunkowo niewielki w porównaniu z zakresem walidacji 
przeprowadzanej przez producenta testów. Laborato-
rium ma obowiązek ustalenia zasad i procedur pozwa-

lających utrzymać lub poprawić niezawodność, wydaj-
ność i kliniczną użyteczność badań laboratoryjnych. 

Zgodnie z zaleceniami ASM (Cumitech 31A), labo-
ratorium powinno opracować i stosować procedury 
dotyczące:

– procesów zapewniania o wiarygodności wyniku, 
polegających na utrzymywaniu niezmienności po- 
szczególnych kroków badawczych (metodologii), 
kwalifikacji i kompetencji personelu do wykony-
wania testów i interpretacji wyników (walidacja),

– metody analizy nowo wprowadzanych do sto-
sowania w laboratorium testów komercyjnych 
(weryfikacja).

Walidacja jest więc ciągłym procesem moni-
torowania badania, procedury lub metody, w  celu 
zapewnienia, że badania stale wykonywane są zgodnie 
z oczekiwaniami. Walidacja odpowiada zatem na pyta-
nie: „czy stosowany test nadal działa w naszym labo-
ratorium?”. Walidacja jako proces ciągły, rozpoczyna 
się w momencie wdrażania nowego testu, metody dia-
gnostycznej i kończy się w momencie jego zatrzymania. 
Status procesu „walidowanego” oznacza, że proces ten 
pozostaje pod stałą kontrolą [11].

Weryfikacja natomiast, to proces jednorazowy, 
przeprowadzany w celu ustalenia lub potwierdzenia 
oczekiwanej wydajności testu, przed zastosowaniem 
jego w laboratorium. Weryfikacja udziela więc odpo-
wiedzi na pytanie: „czy test działa w naszym labora-
torium?”. Weryfikacja oznacza sprawdzenie testu 
w  warunkach naszego laboratorium. Jest to więc 
pierwszy etap walidacji.

Zarówno normy techniczne PN-EN ISO/IEC 17025: 
2005, PN-EN ISO 15189:2013 [8], jak i Rozporządze-
nie Ministra Zdrowia z dnia 21 stycznia 2009 r. w spra-
wie standardów jakości w medycznych laboratoriach 
mikrobiologicznych [12] wskazują tylko na koniecz-
ność potwierdzenia przydatności metod badawczych 
przed wprowadzeniem ich do zastosowania w labora-
torium. Walidacja, zgodnie z normą PN-EN ISO/IEC 
17025:2005, jest kompromisem pomiędzy kosztami, 
ryzykiem i możliwościami technicznymi. Nowe bada-
nie laboratoryjne zawsze należy rozważać pod kątem 
dodatkowych czynników, takich jak koszty jego wpro-
wadzenia w warunkach panujących w danym labora-
torium, koszty nowego oprzyrządowania, ale również 
łatwości wykonania testów, kompetencji personelu, 
a  także znaczenia klinicznego wyników uzyskanych 
przy ich zastosowaniu. 

Korzystając ze wskazówek zawartych w przewod-
niku opracowanym przez organizację europejską 
EURACHEM „Przydatność metod analitycznych do 
określonych celów. Przewodnik walidacji metod w labo-
ratorium i zagadnienia związane” [4] metodę należy 
walidować wtedy, gdy:

– opracowano nową metodę,



WALIDACJA I WERYFIKACJA METOD I TESTÓW DIAGNOSTYCZNYCH W LABORATORIUM MIKROBIOLOGICZNYM 417

– wprowadzono zmiany w metodzie polegające na 
udoskonaleniu lub rozszerzeniu jej stosowania 
(inny zakres pomiarowy, inny materiał kliniczny),

– kontrola jakości wskazuje na zmiany zachodzące 
w metodzie badawczej w czasie, 

– zastosowano nowe wyposażenie pomiarowo-
-badawcze w danej metodzie.

W laboratoriach medycznych stosuje się trzy typy 
metod:

– metody ilościowe – wynik wyrażony w liczbach 
w  skali ciągłej, której górne i dolne granice są 
znane i pozostają w ścisłym związku z daną ilością,

– metody półilościowe – wynik opatrzony interpre-
tacją, pojęcie prognostyczne,

– metody jakościowe – wynik nie niesie informa-
cji na temat wartości liczbowej parametru, lecz 
tylko na temat jego obecności lub braku (dodatni/
ujemny). Do tego typu metod można zaliczyć 
wszystkie analizy, których wynik uzyskuje się 
poprzez wizualny odczyt reakcji, porównując 
z  próbką kontrolną dodatnią, ujemną lub daną 
próbką. W pewnym sensie, odczyt analizy wyko-
nanej metodą jakościową jest odczytem subiek-
tywnym, stąd w metodach tych bardzo ważną rolę 
odgrywa czynnik ludzki.

Mało elementów uchwytnych, mierzalnych w meto-
dach jakościowych sprawia, że ważną, wręcz fundamen-
talną rolę odgrywa bibliografia, dokumentacja literatu-
rowa. Różnice poszczególnych typów metod powodują, 
że inaczej przeprowadza się walidację metody ilościo-
wej, inaczej – metody jakościowej. W protokole z wali-
dacji powinny być naniesione wszystkie dane wejściowe 
metody, które mogą mieć wpływ na wynik analiz. 

Zgodnie z zaleceniami przewodnika EURACHEM, 
w  procesach weryfikacji i walidacji ocenie podlegają 
różne parametry, w zależności czy dotyczą charakte-
rystyki metod, czy też testów stosowanych w laborato-
rium mikrobiologicznym. 

2.1. Weryfikacja i walidacja metody

Poniżej przedstawiono parametry oceniane w pro-
cesach weryfikacji i walidacji metody badawczej [1].

•  Dokładność (accuracy) – oznacza „bliskość, 
zgod ność” wartości poszczególnych parametrów 
do war tości uzyskanych metodami referencyjnymi; 
powinna być sprawdzana odpowiednimi materiałami 
kontrolnymi, porównaniami międzylaboratoryjnymi, 
jeśli są dostępne, za pomocą metody referencyjnej. 
W  metodach ilościowych pojawia się także pojęcie 
poprawności, która w większości przypadków będzie 
tożsama z  dokładnością. Różnica polega na tym, że 
poprawność określa stopień zgodności między war-
tością średnią otrzymaną z dużego zbioru pomiarów 
a wartością odniesienia. Miarą poprawności jest całko-

wity błąd systematyczny, czyli różnica pomiędzy wyni-
kiem badania a wartością odniesienia.

(A1)

•  Precyzja (precision) – zgodność wyników serii 
pomiarów w danej próbce przy użyciu danej metody. 
Miernikiem precyzji dla metod ilościowych jest odchy-
lenie standardowe (S) lub współczynnik zmienności 
wyrażany w procentach dla wyników uzyskanych w serii 
pomiarów. Miarą precyzji jest powtarzalność i odtwa-
rzalność. Precyzja (w metodach ilościowych) to syno-
nim powtarzalności/odtwarzalności (w metodach jakoś-
ciowych) przy zastosowaniu identycznych procedur.

(A2)

•  Powtarzalność (repeatability) – zgodność wyni-
ków pomiarów uzyskanych w danej próbce w  tych 
samych warunkach pomiarowych, tj. w tym samym 
laboratorium, tą samą metodą, przez tę samą osobę, 
w krótkim czasie (seria jednoczesna).

(A3)
•  Odtwarzalność (reproducibility) – precyzja w wa- 

run kach odtwarzalności, tj. w różnych laboratoriach, 
tą samą metodą, przez różne osoby, w długim okresie 
czasu (seria niejednoczesna).

(A4)
•  Odporność metody (ruggedness) – wpływ zmiany 

warunków wykonywania pomiarów na stabilność wyni-
ków. Umożliwia wskazanie krytycznych etapów badanej 
metody oraz etapów, w których dopuszczalne są pewne 
zmiany pozostające bez wpływu na parametry anali-
tyczne metody (np. wpływ temperatury i czasu inkuba-
cji na wyniki, wpływ sposobu postępowania z próbką 
i warunków jej przechowywania, wpływ doświadczenia 
personelu, zwłaszcza w przypadku metod jakościowych 
oraz oznaczeń manualnych).

•  Granica wykrywalności (limit of detection – LOD) 
– najmniejsze stężenie parametru w próbce, które 
można wykryć daną metodą.

•  Granica oznaczalności (granica oznaczenia iloś-
ciowego) (limit of quantification – LOQ) – najmniejsze 
stężenie parametru, jakie można oznaczyć daną metodą 
z określoną dokładnością i precyzją.

•  Liniowość metody (linearity) – zakres liniowy 
krzywej kalibracji, w którym sygnał jest liniowo zależny 
od stężeń wzorców.

precyzja w warunkach
powtarzalności/odtwarzalności 

wyrażona jako
odchylenie standardowe (S)

(metody ilościowe)

dokładność =                                                × 100%liczba wyników prawidłowych
liczba wszystkich wyników

powtarzalność =                                                                           × 100%
liczba „powtórzonych” wyników zgodnych

całkowita liczba wyników

odtwarzalność =                                                                                   × 100%
liczba „odtworzonych” wyników zgodnych

całkowita liczba wyników
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Na uzyskane wyniki pomiarów mają wpływ:
– niedokładność narzędzi pomiarowych,
– nieścisłość w wykonaniu procedury pomiarowej,
– niemożność dokładnego określenia, scharaktery-

zowania mierzonego obiektu,
– wpływ czynników losowych na przebieg pomiaru.

2.2. Weryfikacja i walidacja testów

Poniżej przedstawiono parametry oceniane w pro-
cesach weryfikacji i walidacji testów [1].

•  Czułość (sensitivity)

(A5)

•  Specyficzność (specificity)

(A6)

•  Dodatnia wartość predykcyjna (positive predic-
tive value, PPV)

(A7)

•  Ujemna wartość predykcyjna (negative predictive 
value, NPV)

(A8)

Badanie precyzji powtarzalności, precyzji odtwa-
rzalności oraz poprawności są wystarczające dla 
potwierdzenia przeprowadzenia procesu walidacji 
ilościowych komercyjnych metod badawczych sto-
sowanych w laboratoriach medycznych. W normie 
PN-EN ISO/IEC 17025:2005 wskazano techniki, których 
stosowanie zalecane jest podczas walidacji:

– sprawdzanie bieżące z wykorzystaniem certyfi-
kowa nych wzorców lub innych materiałów odnie-
sienia,

– porównanie otrzymanych wyników z wynikami 
uzyskanymi innymi metodami, dotychczas sto-
sowanymi w laboratorium (weryfikacja),

– analiza wyników uzyskanych w porównaniach 
międzylaboratoryjnych lub badaniach biegłości,

– okresowa ocena czynników wpływających na 
wynik,

– ocena niepewności wyników oparta na teore-
tycznych podstawach metody i praktycznym 
doświadczeniu personelu laboratorium.

Jeśli laboratorium samodzielnie opracowuje i wdraża 

metodę badawczą (tzw. „home brew test”), Rozporządze-
nie Ministra Zdrowia z dnia 28 grudnia 2009 r. w spra-
wie zmiany rozporządzenia o standardach jakości dla 
medycznych laboratoriów diagnostycznych i  mikro-
biologicznych, jak i normy techniczne, wymagają od 
laboratorium przeprowadzenia pełnej walidacji metody. 

2.3. Walidacja metod biologicznych

Walidacja klasycznych metod mikrobiologicznych, 
które przeważnie są metodami jakościowymi, jest bar-
dziej skomplikowanym procesem niż walidacja metod 
chemicznych, gdyż dotyczy żywych organizmów, które 
nierównomiernie rozkładają się w badanej próbie, 
a także mogą wykazywać pewne różnice w zachowaniu. 
Mamy więc do czynienia z procesem dynamicznym, 
a nie statycznym [7]. W Tabeli I wskazano parametry 
walidacji metod biologicznych w zależności od rodzaju 
metody [10, 13, 14].

W Tabeli II przedstawiono parametry, które labora-
torium powinno określić w ramach weryfikacji komer-
cyjnych metod biologicznych (opisanych i opracowa-
nych przez producenta) [1, 6].

PPV =                                                                            × 100%
liczba prawdziwie-dodatnich wyników

liczba prawdziwie-dodatnich wyników +
+ liczba fałszywie-dodatnich wyników

NPV =                                                                             × 100%
liczba prawdziwie-ujemnych wyników

liczba prawdziwie-ujemnych wyników +
+ liczba fałszywie-ujemnych wyników

Dokładność + –
Precyzja + –
Specyficzność + +
Granica wykrywalności + +
Granica oznaczalności + –
Liniowość + –
Zakres + –
Powtarzalność + +
Odtwarzalność + +
Równocenność + +

Tabela I
Parametry walidacji metod biologicznych

Walidowany
parametr

Metoda
ilościowa

Metoda
jakościowa/półilościowa

czułość =                                                                              × 100%
liczba prawdziwie-dodatnich wyników

liczba prawdziwie-dodatnich wyników + 
+ liczba fałszywie-ujemnych wyników

specyficzność =                                                                                   × 100%
liczba prawdziwie-ujemnych wyników

liczba prawdziwie-ujemnych wyników +
+ liczba fałszywie-dodatnich wyników

Dokładność +
Precyzja +
Powtarzalność  +
Odtwarzalność  +
Równocenność* + +

Tabela II
Parametry służące do weryfikacji komercyjnych

metod biologicznych zgodnie z Rozporządzeniem Ministra Zdrowia
z dnia 28 grudnia 2009 r.

Parametry weryfikacyjne
dla metod komercyjnych

Metoda
ilościowa

Metoda jakościowa
/półilościowa

* parametr powinien być oznaczany dodatkowo dla metod komercyjnych 
modyfikowanych w laboratorium
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Do oceny przydatności testów służą parametry takie 
jak czułość, swoistość, dodatnia i ujemna wartość pre-
dykcyjna. Warto jednak podkreślić, że ocena nowych 
testów diagnostycznych będzie wykonywana zawsze 
w oparciu o wyniki otrzymane metodą referencyjną.

3. Procedura walidacji – zasady

3.1. Plan walidacji

Przed przystąpieniem do walidacji, laboratorium 
powinno opracować plan walidacji, w którym należy:

– uwzględnić rodzaj metody: jakościowa, pół iloś-
ciowa, ilościowa;

– określić rodzaj wyposażenia niezbędnego do 
prze prowadzenia badania;

– ustalić kliniczne materiały biologiczne oraz ga- 
tunki drobnoustrojów, jakie będą użyte w badaniu;

– określić wartości referencyjne ustalone na pod-
stawie metod odniesienia;

– określić kryteria akceptacji wyników;
– wskazać personel odpowiedzialny za przeprowa-

dzenie oznaczeń oraz interpretację wyników;
– określić czas wykonywania oznaczeń.

3.2. Protokół walidacji

Po zakończeniu badań walidacyjnych należy skom-
pletować całą dokumentację źródłową oraz wyniki 
przeprowadzonych oznaczeń, zarówno wydruki z zasto-
sowanych systemów analitycznych, jak i pochodzące 
z odczytów wizualnych. Laboratorium samo decyduje 
o sposobie zapisów wyników walidacji, czy to w  for- 
mie opisowej, czy w postaci tabeli. Niemniej, jako mini-
mum informacji w protokole walidacyjnym, należy 
zawrzeć:

– identyfikację metody badawczej, dla metod opra-
cowanych w laboratorium, odniesienie literatu-
rowe,

– cel badania, 
– obiekty wykorzystane do badania: materiały bio-

logiczne od pacjenta, jak i szczepy drobnoustro-
jów wzorcowych i/lub odniesienia, wraz ze sto-
sowną ich charakterystyką,

– badane cechy,
– zastosowane wyposażenie pomiarowo-badawcze 

(nazwa, producent),
– zastosowane odczynniki, testy (nazwa, producent, 

numer serii, data ważności),
– parametry walidacyjne – wartości cech charakte-

rystycznych metody uzyskane w procesie walida-
cji i  ich ocena pod kątem spełnienia przyjętych 
kryteriów akceptacji,

– dane osób wykonujących badania, podpisy,

– dane osoby analizującej i interpretującej wyniki 
oznaczeń, podpis,

– stwierdzenie walidacyjne – stwierdzenie o przy-
datności metody do zamierzonego zastosowania 
(zgodnie z celem badania),

– dane i podpis osoby upoważnionej do zatwierdze-
nia walidacji metody.

4. Rewalidacja 

Ciągłe monitorowanie metody badawczej stanowi 
integralną część programu laboratoryjnej kontroli 
jakości. Zaleca się także, aby po wprowadzeniu istotnej 
zmiany w metodzie badawczej przeprowadzić ponowną 
walidację (rewalidacja), przynajmniej w zakresie obję-
tym zmianą [1]. Zakres ponownej walidacji ustala labo-
ratorium. Rewalidację wykonuje się w następujących 
sytuacjach:

– zmiany wyposażenia pomiarowo-badawczego lub 
zmianie jego lokalizacji,

– zmiany producenta odczynników i testów stoso-
wanych w metodzie,

– zmiany warunków lokalowo-środowiskowych, 
w jakich wykonywane są badania,

– zmiany personelu wykonującego badania, na per-
sonel o mniejszym doświadczeniu,

– „nowych” zagrożeń ze strony epidemiologii zaka-
żeń, np. pojawienie się nowych patogenów o nie-
spotykanych dotąd w laboratorium cechach feno-
typowych, genotypowych.

5. Procedura weryfikacji metody komercyjnej
 – przykład

Metoda: Oznaczanie wartości najmniejszych stężeń 
hamujących MIC (mg/L) z użyciem pasków z gradien-
tem stężeń.

Poniżej przedstawiono przykład procedury wery-
fikacji metody badawczej, która w laboratorium jest 
już stosowana od dłuższego czasu, ale w ramach tej 
metody laboratorium zamierza wprowadzić nowe 
testy diagnostyczne. W opisie procedury pominięto 
etap „inwentaryzacji” (tj. nazw, producentów, nume-
rów katalagowych, spisu numerów serii, dat ważności, 
itp.) stosowanych testów, odczynników i wyposażenia. 
Pominięto również szczegółowy opis metody badaw-
czej, tj. oznaczania lekowrażliwości metodą pasków 
z  gradientem stężeń. W procesie planowania bada-
nia uwzględniono aspekt ekonomiczny, co znalazło 
odzwierciedlenie m.in. w liczbie wykonanych oznaczeń 
i doborze materiałów odniesienia. 

Przedstawione poniżej wyniki należy traktować 
wyłącznie jako materiał metodyczny i nie mogą być 
one wykorzystywane do celów komercyjnych. 
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5.1. Cel badania

Celem badania była weryfikacja metody oznaczania 
lekowrażliwości drobnoustrojów – oznaczania wartości 
najmniejszych stężeń hamujących antybiotyku (mini-
mal inhibitory concentration, MIC [mg/L]) przy uży-
ciu nowych testów – bibułowych pasków z gradientem 
stężeń antybiotyków/chemioterapeutyków dotychczas 
nie stosowanych w laboratorium, pod kątem oceny 
ich przydatności do zastosowania w rutynowej pracy 
laboratorium. 

5.2. Plan badania

Ze względu na koszty badania weryfikacyjnego, 
oznaczenie wykonano tylko na szczepach referencyj-
nych – szczepach wzorcowych z Amerykańskiej Kolek-
cji Kultur Typowych (American Type Culture Collection, 
ATCC), bardzo dobrze sklasyfikowanych. 

5.2.1. Zasada wykonania oznaczeń
Wyjaśnienie: Metoda oznaczania najmniejszego 

stężenia hamującego antybiotyku – MIC (zalicza się 
do metod ilościowych, gdyż wynikiem badania jest 
wartość liczbowa podana w mg/L, określająca stężenie 
antybiotyku, przy którym zahamowany zostaje wzrost 
drobnoustroju). Metoda ta jest rutynowo wykorzysty-
wana w laboratoriach mikrobiologicznych i  podlega 
kontroli jakości (quality control, QC) zgodnie z wytycz-
nymi EUCAST [5]. Dlatego też, do weryfikacji metody 
oznaczania MIC „nowymi” paskami gradientowymi 
można wykorzystać wyniki kilkakrotnie przeprowa-
dzonej kontroli jakości.
1. Badanie zostało wykonane przez dwóch mikrobio-

logów w trzech powtórzeniach (łącznie 6 oznaczeń).
 Wyjaśnienie: Taka liczba powtórzeń i odtworzeń 

pozwala obliczyć precyzję w warunkach powtarzal-
ności i odtwarzalności.

2. Do weryfikacji pojedynczego testu (jeden typ paska 
z gradientem stężeń, np. pasek nasączony gradientem 
stężeń cefepimu) wykorzystano jeden z trzech szcze-
pów wzorcowych zastosowanych w badaniu. Szczepy 
wzorcowe wykorzystane do oceny „nowych” pasków 
z  gradientem stężeń oraz wykaz testów – pasków 
z gradientem stężeń poszczególnych antybiotyków 
przedstawiono w Tabeli III. 

3. Aby ograniczyć liczbę zmiennych mających wpływ 
na wynik, próby powtórzone były wykonywane z tej 
samej zawiesiny bakteryjnej szczepu wzorcowego.

4. Zawiesinę badanych izolatów o gęstości 0,5 McFar-
landa posiewano na podłoże Mueller-Hinton Agar, 
a następnie nakładano odpowiednie paski z gradien-
tem stężeń (zgodnie z rekomendacjami EUCAST). 
Inkubację prowadzono w warunkach tlenowych 
przez 18 ± 2 godzin w temperaturze 35 ± 1°C. 

5. Wartości MIC odczytano zgodnie z zaleceniami 
producenta testów i rekomendacjami EUCAST. Uzy-
skane wyniki wykorzystano do oceny parametrów 
charakteryzujących metodę.

5.2.2. Parametry i kryteria akceptacji
5.2.2.1. Dokładność 
Otrzymany wynik oznaczenia lekowrażliwości (war-

tość MIC) należy porównać z wartością odniesienia 
(wartością umownie rzeczywistą). Badanie przepro-
wadza się wykorzystując szczepy wzorcowe, służące 
do rutynowej kontroli jakości, dla których wartości 
MIC (mg/L) poszczególnych antybiotyków są ściśle 
określone. Wynik dokładny to taki, który mieści się 
w przedziale (range) wartości prawidłowych dla danego 
szczepu i antybiotyku. Dokładność można obliczyć 
korzystając ze wzoru:

(A9)
(wzór odpowiada wzorowi A1 z rozdz. 2.1.)

Kryterium akceptacji: dla metod oznaczania leko-
wrażliwości akceptowalnym kryterium jest uzyskanie 
> 90% wyników zgodnych z metodą odniesienia [2]. 

5.2.2.2. Precyzja
W badaniach ilościowych precyzję oznacza się 

w  warunkach powtarzalności i odtwarzalności. Przy 
projektowaniu badań należy uwzględnić odpowiednią 
liczbę oznaczeń:

Tabela III
Zestawienie wykorzystanych w badaniu szczepów wzorcowych

z kolekcji ATCC vs. badany antybiotyk (pasek z gradientem stężeń)

Cefepim  + 
Cefotaksym +  
Ceftazydym  + 
Ciprofloksacyna +  
Kolistyna  + 
Daptomycyna   +
Gentamicyna +  
Imipenem +  
Linezolid   +
Meropenem +  
Piperacylina/
tazobaktam  + 
Teikoplanina   +
Tigecyklina +  
Wankomycyna   +

Paski z gra-
dientem stężeń

antybiotyku

Escherichia
coli

ATCC 25922

Pseudomonas
aeruginosa

ATCC 27853

Staphylococcus
aureus

ATCC 29213

dokładność =                                                                                   × 100%

liczba wyników zgodnych z wartościami QC
dla każdego szczepu i każdego antybiotyku

liczba wszystkich oznaczeń
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– w celu obliczenia precyzji w warunkach powta-
rzalności oznaczenie powinno być powtórzone 
minimum trzykrotnie przez jedną osobę;

– natomiast, aby ocenić precyzję w warunkach 
odtwarzalności, wskazane jest wykonanie bada-
nia przez minimum dwie niezależne osoby. 

Precyzję można wyrazić w postaci współczynnika 
zmienności zgodnie ze wzorem:

(A10)
(patrz: precyzja, rozdz. 2.1.)

Kryterium akceptacji: Dla metod mikrobiolo-
gicznych współczynnik zmienności jest akceptowalny 
w zakresie 15–30% [6]. Im niższa wartość współczyn-
nika zmienności, tym precyzja większa.

5.3. Wyniki i obliczenia 
Wyniki oznaczeń zebrano w tabeli IV.

5.3.1. Dokładność
Tylko jeden wynik – wartość MIC (mg/L) cipro-

floksacyny dla szczepu E. coli ATCC 25922 odczytany 
przez mikrobiologa nr 2. (oznaczenie nr I) nie mieścił 
się w zakresie prawidłowych wartości referencyjnych 
QC (patrz: tabele EUCAST). Dokładność wszystkich 
oznaczeń została obliczona zgodnie z wzorem (A9) 
i zebrana w Tabeli V.

5.3.2. Precyzja w warunkach powtarzalności
Do oceny precyzji w warunkach powtarzalności 

zostały wykorzystane trzykrotnie powtórzone wyniki 
otrzymane przez dwóch niezależnych mikrobiologów. 

Precyzję oznaczeń obliczono, zgodnie ze wzorami (A2) 
i (A10), osobno dla każdego z mikrobiologów (powta-
rzalność). Wyniki przedstawiono w Tabeli VI.

5.3.3. Precyzja w warunkach odtwarzalności
W celu wyznaczenia precyzji w warunkach odtwa-

rzalności do obliczeń zostały zakwalifikowane wszyst-
kie wyniki otrzymane w badaniu (razem mikrobiolog 1. 
i 2. – odtwarzalność). Podobnie, jak powyżej, precyzję 
wyrażono w postaci wartości średniej współczynnika 
zmienności (patrz: Tabela VII). 

Cefepim 1 0,5–4 2 1,5 2 1,5 1,5 1,5
Cefotaksym 2 0,03–0,125 0,047 0,064 0,047 0,047 0,047 0,047
Ceftazydym 1 1–4 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1
Ciprofloksacyna 2 0,004–0,016 0,016 0,016 0,016 0,023 0,016 0,016
Kolistyna 1 0,5–4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Daptomycyna 3 0,125–1 0,75 0,5 0,75 0,5 0,75 0,5
Gentamicyna 2 0,25–1 0,75 0,75 0,75 0,75 0,5 0,75
Imipenem 2 0,06–0,25 0,19 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Linezolid 3 1–4 2 2 1,5 2 1,5 2
Meropenem 2 0,008–0,06 0,023 0,023 0,016 0,016 0,016 0,016
Piperacylina/tazobaktam 1 1–8 4 4 4 4 6 4
Teikoplanina 3 0,25–1 0,75 1 0,75 1 0,75 0,75
Tigecyklina 2 0,03–0,25 0,125 0,125 0,094 0,125 0,094 0,094
Wankomycyna 3 0,5–2 1 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75

Tabela IV
Wyniki oznaczeń – weryfikacja metody oznaczania wartości MIC (mg/L) z wykorzystaniem „nowych” pasków gradientowych

Paski
z gradientem

stężeń antybiotyku

Szczep
wzorcowy*

Prawidłowe
wartości QC
MIC (mg/L)

1. mikrobiolog
oznaczenie / MIC (mg/L)

2. mikrobiolog
oznaczenie / MIC (mg/L)

I II IIII II III

Cefepim 100,00
Cefotaksym 100,00
Ceftazydym 100,00
Ciprofloksacyna 83,33
Kolistyna 100,00
Daptomycyna 100,00
Gentamicyna 100,00
Imipenem 100,00
Linezolid 100,00
Meropenem 100,00
Piperacylina/tazobaktam 100,00
Teikoplanina 100,00
Tigecyklina 100,00
Wankomycyna 100,00
Wartość średnia z dokładności 98,8

Tabela V
Dokładność metody określania wartości MIC (mg/L)

wybranymi paskami z gradientem stężeń

Antybiotyki
w paskach gradientowych Dokładność [%]

współczynnik zmienności =                                                × 100%
odchylenie standardowe

wartość średnia

* szczepy wzorcowe: nr 1 – P. aeruginosa ATCC 27853; nr 2 – E. coli ATCC 25922; nr 3 – S. aureus ATCC 29213. 
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5.3.4. Przedstawienie precyzji w formie graficznej
Dodatkowo, precyzję, dla każdego z antybiotyków 

osobno, przedstawiono także w formie graficznej. Rys. 1. 
przedstawia wyniki oznaczania wartości MIC (mg/L) 
cefepimu dla szczepu P. aeruginosa ATCC 27853. 

Wyjaśnienie: Aby wyniki oznaczeń uznać za pre-
cyzyjne, 95% z nich (n = 6/6) powinno mieścić się 
w zakresie Xśr ± 2S (Xśr – wartość średnia; S – odchyle-
nie standardowe); np. oznaczanie wartości MIC (mg/L) 
cefepimu: Xśr = 1,67; S = 0,26

Cefepim 1,83 0,29 15,75 1,50 0,00 0,00
Cefotaksym 0,05 0,01 18,64 0,05 0,00 0,00
Ceftazydym 1,50 0,00 0,00 1,17 0,29 24,74
Ciprofloksacyna 0,02 0,00 0,00 0,02 0,00 22,04
Kolistyna 1,50 0,00 0,00 1,50 0,00 0,00
Daptomycyna 0,67 0,14 21,65 0,58 0,14 24,74
Gentamicyna 0,75 0,00 0,00 0,67 0,14 21,65
Imipenem 0,23 0,03 15,06 0,25 0,00 0,00
Linezolid 1,83 0,29 15,75 1,83 0,29 15,75
Meropenem 0,02 0,00 19,56 0,02 0,00 0,00
Piperacylina/tazobaktam 4,00 0,00 0,00 4,67 1,15 24,74
Teikoplanina 0,83 0,14 17,32 0,83 0,14 17,32
Tigecyklina 0,11 0,02 15,61 0,10 0,02 17,15
Wankomycyna 0,83 0,14 17,32 0,75 0,00 0,00
Współczynnik zmienności [%]
– wartość średnia 11,19 12,01
(warunki powtarzalności)

Tabela VI
Precyzja w warunkach powtarzalności

Paseki z gradientem
stężeń antybiotyku

1. mikrobiolog 2. mikrobiolog

Średnia Odchylenie
standardowe

Współczynnik
zmienności [%]Średnia Odchylenie

standardowe
Współczynnik
zmienności [%]

Cefepim 1,67 0,26 15,49
Cefotaksym 0,05 0,01 13,93
Ceftazydym 1,33 0,26 19,36
Ciprofloksacyna 0,02 0,00 16,65
Kolistyna 1,50 0,00 0,00
Daptomycyna 0,63 0,14 21,91
Gentamicyna 0,71 0,10 14,41
Imipenem 0,24 0,02 10,21
Linezolid 1,83 0,26 14,08
Meropenem 0,02 0,00 19,72
Piperacylina/tazobaktam 4,33 0,82 18,84
Teikoplanina 0,83 0,13 15,49
Tigecyklina 0,11 0,02 15,51
Wankomycyna 0,79 0,10 12,89
Współczynnik zmienności [%]
– wartość średnia (warunki odtwarzalności) 

14,89

Tabela VII
Precyzja z warunkach odtwarzalności

Paski z gradientem stężeń antybiotyku
Zebrane wyniki (mikrobiolog 1. i 2.)

Średnia Odchylenie
standardowe

Współczynnik
zmienności [%]



WALIDACJA I WERYFIKACJA METOD I TESTÓW DIAGNOSTYCZNYCH W LABORATORIUM MIKROBIOLOGICZNYM 423

Zakres, w którym powinno się mieścić 95% wyni-
ków (w przedstawianym przykładzie wszystkie wyniki), 
zgodnie ze wzorem Xśr ± 2S wynosi 1,67 ± (2 × 0,26). 
Przedział, w  którym powinny się znaleźć otrzymane 
wartości wynosi więc od 1,15 do 2,19. 

Wszystkie otrzymane wyniki mieszczą się w wyzna-
czonym zakresie, co pozwoliło uznać metodę (dla tego 
antybiotyku) za precyzyjną (precyzja w warunkach 
odtwarzalności, wyniki obu mikrobiologów łącznie).

5.4. Wyniki a kryteria akceptacji

1. Zastosowana metoda oceny lekowrażliwości z wyko-
rzystaniem „nowych”, bibułowych pasków z  gra-
dientem stężeń (określanie wartości MIC w mg/L) 
dotychczas nie stosowanych w laboratorium, cha-
rakteryzuje się wysoką dokładnością (za wyjątkiem 
ciprofloksacyny) oraz precyzją, zarówno w warun-
kach powtarzalności, jak i odtwarzalności.

2. Najniższą dokładność (83,3%) otrzymano dla ozna-
czeń wartości MIC ciprofloksacyny dla szczepu 
wzorcowego E. coli ATCC 25922. Jeden z  sześciu 
pomiarów nie mieścił się w zakresie referencyjnym 
QC dla tego szczepu. Dokładność dla tego antybio-
tyku nie spełniła więc kryteriów akceptacji, dlatego 
też przed dopuszczeniem tego testu (pasek z cipro-
floksacyną) do rutynowego stosowania w laborato-
rium należy wykonać serię dodatkowych oznaczeń 
z zastosowaniem np. innej serii pasków tego produ-
centa, czy też podłoży antybiogramowych.

3. Badanie zostało wykonane niezależnie przez dwóch 
mikrobiologów. Precyzja, wyrażona jako współ-
czynnik zmienności, obliczona dla każdej z  tych 
osób wynosiła poniżej 15% (precyzja w warunkach 
powtarzalności). 

 Niższy współczynnik zmienności, czyli wyższą pre-
cyzję, odnotowano w przypadku wyników mikro-
biologa 1., co może świadczyć o większym doświad-
czeniu zarówno w kwestii technicznej wykonania 
badania, jak i odczycie wyników. Niemniej, różnica 
między mikrobiologiem 1. i 2. jest niewielka i nie jest 
istotna statystycznie.

4. Precyzja w warunkach odtwarzalności mieści się 
w akceptowalnym zakresie dla wszystkich antybio-
tyków (wartość średnia = 14,89). Najniższą precyzją 
charakteryzuje się oznaczenie wartości MIC dapto-
mycyny, a najwyższą – MIC kolistyny. 

5. Współczynnik zmienności obliczony w warunkach 
odtwarzalności może być wyznacznikiem komfortu 
pracy z daną metodą. Im mniejsze różnice pomię-
dzy osobami wykonującymi badanie, tym niższa 
jest wartość współczynnika zmienności, co świad-
czy o niskim stopniu trudności wykonania badania 
i bezproblemowej interpretacji wyników. Dlatego 
też, współczynniki zmienności dla poszczególnych 
antybiotyków mogą się od siebie różnić. Ma to zwią-
zek nie tylko z jakością testu, ale także z budową 
antybiotyku (wielkość cząsteczki), zasadą działania 
na drobnoustroje (leki bakteriobójcze i bakteriosta-
tyczne), specyfiką badanego szczepu oraz z jakością 
i składem podłoża.
W Tabeli VIII przedstawiono zgodność określonych 

parametrów metody z przyjętymi w niniejszym badaniu 
kryteriami akceptacji.

5.5. Stwierdzenie walidacyjne
 (dotyczy przeprowadzonej weryfikacji) 

Na podstawie przeprowadzonej analizy można 
wnioskować, że otrzymane w badaniu wartości para-
metrów charakterystycznych (dokładność i precyzja) 

Rys. 1. Graficzne przedstawienie precyzji oznaczenia MIC cefepimu (mg/L); wartość średnia Xśr = 1,67;
odchylenie standardowe S = 0,26
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dla metody oznaczania lekowrażliwości drobnoustro-
jów z wykorzystaniem „nowych” pasków bibułowych 
z gradientem stężeń, spełniają przyjęte kryteria akcep-
tacji za wyjątkiem paska z ciprofloksacyną. 

Oznaczanie wartości MIC (mg/L) ciprofloksacyny 
dla szczepu E. coli ATCC 25922 cechuje się niedosta-
teczną dokładnością. Sugeruje się, przed „dopuszcze-
niem” tego testu do stosowania, wykonanie dodatko-
wych oznaczeń. 

Oceniana metoda (za wyjątkiem paska z cipro-
floksacyną) może być stosowana w laboratorium 
w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej do ozna-
czania lekowrażliwości drobnoustrojów.

6. Podsumowanie

Stosowanie dobrze opisanych i sprawdzonych metod 
nie daje automatycznie gwarancji uzyskania rzetelnych 
wyników. Tą samą metodą można uzyskać różne wyniki  
w  zależności od kwalifikacji personelu czy stosowa-
nego wyposażenia pomiarowo-badawczego. Dlatego 
też, laboratorium powinno kontrolować jakość wyko-
nywanych badań, aby móc udowodnić, że jest w sta-
nie spełnić kryteria akceptacji opisane w stosowanych 
przez siebie metodach.

Walidacja i weryfikacja badań mikrobiologicznych 
przysparza trudności, ponieważ dotyczy żywych drob-
noustrojów, które oprócz nierównomiernego występo-
wania w badanej próbie, mogą także wykazywać pewne 
różnice w zachowaniu. Dlatego, podczas projektowania 
badań walidacyjnych czy toku weryfikacji, należy wziąć 
pod uwagę także naturę drobnoustrojów używanych do 
testów walidacyjnych, sposób przygotowania zawiesiny 
drobnoustrojów testowych, specyficzne warunki testu, 
a nawet warunki izolacji drobnoustrojów. 
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Tabela VIII
Analiza spełnienia kryteriów akceptacji przez parametry wyznaczone dla badanej metody

Dokładność 100% za wyjątkiem ciprofloksacyny ≥ 90% Tak za wyjątkiem ciprofloksacyny
Precyzja w warunkach powtarzalności 11,60%* ≤ 30% Tak
Precyzja w warunkach odtwarzalności 14,89% ≤ 30% Tak

Parametry metody oznaczania wartości MIC (mg/L) przy użyciu pasków bibułowych z gradientem stężeń 

Badany parametr Wartość Kryteria akceptacji Spełnienie kryteriów

* wartość średnia wyników mikrobiologa 1. i 2.
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