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WSPOMNIENIE

Prof. zw. dr hab. Zdzistaw Larski
(1919-2015)

W dniu 15.04.2015r. zmarl Zdzistaw Larski, pro-
fesor zwyczajny, wybitny uczony, czlowiek wielkiego
ducha, entuzjasta i pasjonat nauki, kochajacy stuzy¢
rada i pomoca tym, ktdrzy tego potrzebowali, w tym
pracownikom naukowym i nauczycielom akademic-
kim, ale takze lekarzom. Odszed! wielki badacz i nestor
polskiej mikrobiologii, wirusologii i immunologii, ktory
przyczynil si¢ do promocji wielu profesoréw i dokto-
réw habilitowanych w Polsce z zakresu mikrobiologii
weterynaryjnej, a takze medycznej poprzez recenzje
dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyj-
nego. Wérdd tych promowanych pracownikéw nauko-
wych, ktérzy tworzyli i tworza fundamenty mikrobio-
logii w Polsce nalezy wymieni¢ m.in. prof. zw. dr hab.
Janusza Wawrzkiewicza, prof. zw. dr hab. Jana Buczka,
prof. zw. dr hab. Jerzego Kite, prof. zw. dr hab. Wande
Borzemska, prof. dr hab. Henryka Lisa, prof. dr hab.
Irene Janowska, prof. dr hab. Jerzego Wisniewskiego,
prof. dr hab. ptk Michala Bartoszcze, prof. dr hab.
Elzbiete Samorek-Salamonowicz, prof. dr hab. Martyne
Kandafer-Szerszen oraz prof. dr hab. Wiestawa Deptule.
Prof. zw. dr hab. Zdzistaw Larski byl formalnie promo-
torem 7 prac doktorskich oraz tylu samo postepowan
habilitacyjnych, sposréd ktérych w zasadzie wszyscy
doktorzy habilitowani uzyskali tytul profesora.

Prof. zw. dr hab. Zdzistaw Larski urodzit si¢ 5 stycz-
nia 1919 r. w Rzeszowie. Tam tez ukonczyt stynne Staro-
klasyczne Gimnazjum im. Stanistawa Konarskiego.
Zaraz po zdaniu egzaminu dojrzalosci (1937 r.) zglo-
sit sie ochotniczo do Szkoly Podchorazych Artylerii
we Wlodzimierzu Wotynskimi i po jej ukonczeniu
z wysoka lokata, odbyl ,praktyke” jako plutonowy
podchorazy w 24 Pulku Artylerii Lekkiej w Jarostawiu.
Warto doda¢, ze w czasie szkoly $redniej Profesor byt
wybijajacym si¢ szermierzem i odnidst dos¢ znaczne
sukcesy w tej dyscyplinie. Z konicem sierpnia 1938 roku
zostal zwolniony z wojska do rezerwy. Nastepnie

Zycie rodzi Zycie.

Energia stwarza energie.

Rozdajqc siebie,

czlowiek si¢ wzbogaca.
Sarah Bernhardt

w latach 1938-1939 studiuje na Wydziale Chemicznym
Politechniki Lwowskiej, ale studia przerwata wojna.
W dniu 03.09.1939 roku zostal zmobilizowany
i skierowany jako wojskowy do Jarostawia. Nastepnie
16.09.1939 roku jest wziety do niewoli przez Niemcow
i przebywa w Rawie Ruskiej, Lubaczowie, Jarostawiu
i Lobzowie. Po zwolnieniu wraca do Niechébrza koto
Rzeszowa, gdzie wczesniej zamieszkiwali Jego Rodzice.
Podczas okupacji niemieckiej, w 1942 roku roz-
poczyna studia w Akademii Medycyny Weterynaryj-
nej (AMW) we Lwowie, ktore kontynuuje do 1944r.,
konczac 3 rok studiow w czasie ktérych nauczycie-
lami akademickimi byli pracownicy przedwojennej
AMW z Lwowa m.in.: A.Bant, A.Klisiecki, W. Her-
man, G.Poluszynski, K.Szczudlowski, A.Zakrzew-
ski i K. Lopatynski. W trakcie tej edukacji Profesor
ze wzgledu na swoje studia na Wydziale Chemicz-
nym Politechniki Lwowskiej, byt réwniez asystentem
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- wolontariuszem w Zakladzie Chemii Ogodlnej
u prof. Waclawa Moraczewskiego. Po wojnie w okresie
od 2111946 do 71V 1947 r. kontynuuje studia wetery-
naryjne we Wroclawiu, gdzie na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu i Politechniki Wroctaw-
skiej, otrzymuje dnia 12 kwietnia 1947 roku, dyplom
lekarza weterynarii pelnigc réwnoczesnie w czasie
studiow obowigzki asystenta w Zakladzie Fizjologii
Wydzialu Lekarskiego u prof. Klisieckiego. W cza-
sie studiow weterynaryjnych (Lwow, krotko Krakow
i Lublin oraz Wroctaw), byt wybijajacym si¢ studentem,
jako ze na 29 egzamindw, 25 zdat celujaco. Warto dodac,
ze Profesor w czasie kiedy chciat dokonczy¢ rozpoczete
studia weterynaryjne we Lwowie, po wojnie w Polsce,
byt krétko na nowopowstalej i rozwigzanej weterynarii
na UJ w Krakowie i na weterynarii na UMCS w Lublinie
(zdal tutaj egzamin z interny), by nastepnie dokonczy¢
studia we Wroclawiu.

Po studiach Profesor w latach 1947-1949 pracowat
na stanowisku terenowego lekarza weterynarii w Toszku,
powiat Gliwice, a od 01.X1.1949 roku podjat prace jako
pracownik naukowy (asystent) w Wojewddzkim Zakla-
dzie Higieny Weterynaryjnej (WZHW) we Wroctawiu.
W styczniu 1951 roku Profesor przechodzi stuzbowo
do WZHW Opola, ktéry to zaklad, tak jak WZHW
Wroclaw, podlegal i byt integralng czescig Panstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego (PIW) w Pulawach
- pracujac w Opolu na stanowisku adiunkta. Nastepnie
w roku 1953 Profesor przenosi si¢ do Osrodka Badan
nad Chorobg Cieszyriska Swinn w Gumnej k. Cieszyna
na stanowisko kierownika tej jednostki badawczej, jako
ze w miedzy czasie odbyt m.in. staz w Katedrze Mikro-
biologii AM Krakéw u prof. Legezynskiego i ukonczyt
kurs wirusologii dla zaawansowanych w PZH w War-
szawie oraz kurs z zakresu ,hodowli wiruséw” w Insty-
tucie Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdansku
u prof. Morzyckiego. Pracujac w Opolu (1951-1952)
byt takze wyktadowcg mikrobiologii i chemii fizycznej
w Pomaturalnej Szkole Felczerskiej Ministra Zdrowia
w tym miescie. Pracujac w Gumnej w 1958 roku po
pozytywnej obronie dysertacji doktorskiej pt. ,Namna-
zanie wirusa choroby cieszynskiech $§win w hodow-
lach tkankowych z uwzglednieniem jego wlasnosci
uodparniajgcych” uzyskat stopien naukowy kandydata
nauk weterynaryjnych na Wydziale Weterynaryjnym
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warsza-
wie. W roku 1959 stuzbowo przeniesiono na Zyczenie
Profesora, z Gumnej do PIW w Putawach, gdzie pracuje
do 30.VIL.1967. W Putawach rozpoczyna prace na sta-
nowisku kierownika zorganizowanej przez siebie Samo-
dzielnej Pracowni Wirusologii Ogdélnej. W 1961 roku
odbywa staz naukowy w Instytucie Wistara w Filadelfii
(USA), jako stypendysta Fundacji Rockefellera i mimo,
ze nie spelnito si¢ jego marzenie pobytu w USA, bo miat
pracowa¢ nad biochemia wiruséw, wrécil z ogrom-
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nym potencjalem badawczym i wiedza. Po powrocie
ze stazu wykonuje na zlecenie Ministerstwa Rolnictwa
USA, 3-letnie badania dotyczace wtasciwosci immu-
nogennych, tropizmu i zjadliwosci wirusa choroby
Newcastle (NDV) i w dowdd uznania za wykonane
badania otrzymuje stypendium i wyjezdza na staz
i konsultacje do Niemiec (Tiibinga - Instytut Maxa
Planckia, Monachium - Uniwersytet Monachium Wydz.
Wet. - prof. Meyer, prof. Gylstorf), Wtoch (Perugia
— prof. Castrucci) i Austrii. W czasie tego pobytu kon-
sultuje swoje wyniki z zakresu wirusa choroby cieszyn-
skiej i wirusa polio oraz wirusa NDV.

Stopien doktora habilitowanego nauk weterynaryj-
nych uzyskal w 1962 roku na Wydziale Weterynaryj-
nym Akademii Rolniczej we Wroctawiu, jako ze juz
przed wyjazdem do USA mial napisang prace habilita-
cyjng. Z dniem 1 lipca 1967 roku przeniesiony jest stuz-
bowo przez Ministra O$wiaty i Szkolnictwa Wyzszego
z Pulaw do Olsztyna, gdzie tworzyl sie nowy Wydzial
Weterynaryjny w Wyzszej Szkole Rolniczej (WSR)
(obecnie Uniwersytet Warminsko-Mazurski UWM),
w ktorej objat stanowisko kierownika Katedry Mikro-
biologii Weterynaryjnej, ktérg stworzyl na bazie Kate-
dry Mikrobiologii Rybackiej pozostalej po profesorze
Zalewskim. Tytul profesora nadzwyczajnego otrzymat
w 1969 roku, a profesora zwyczajnego ze wzgledu na
swoj swiatopoglad dopiero w 1979 roku. W czasie swo-
jej pracy na Wydziale Wet. Akademii Rolniczo-Tech-
nicznej (AR-T) (obecnie Wydzial Medycyny Wetery-
naryjnej - UWM), byt Tym, dzigki Ktéremu osrodek
naukowy w Olsztynie byl najbogatszym w Polsce pod
wzgledem m.in. §wiatowych podrecznikéw i czasopism
z zakresu weterynarii, w tym mikrobiologii, immuno-
logii i immunobiologii.

Gléwne kierunki dziatalno$ci naukowej profesora
Zdzistawa Larskiego to wirusologia, a w szczegdlnosci
wirus choroby cieszynskiej, ktorego byt ,odkrywcg”
(byl pierwszym w $wiecie, ktéory wyhodowal tego
wirusa z hodowli tkankowej i mial $wiatowy priory-
tet w uzyskaniu z namnazaniem w hodowli tkankowe;
tego wirusa, jako ze w tym zakresie Profesor wyprzedzit
o rok wirusologéw niemieckich i francuskich i o 2 lata
czeskich; wirus polio (pracujac w USA), a takze wirus
choroby Newecastle (NDV), cho¢ takze Profesor zajmo-
wal sie badaniami dotyczacymi zmiennosci i izolacji
wiruséw otoczkowych, chemioterapii zakazen wiruso-
wych - gléwnie herpeswiruséw u zwierzat (IBR/IPV)
iludzi (HSV1, HSV2) oraz odporno$ci przeciwwiruso-
wej (m.in. zwigzanej z interferonem), w tym w szcze-
golnosci wirusa parainfluenzy-3 i wirusa NDV. Takze
wrecz gorliwie zajmowal sie immunologia gloéwnie
odpornoscia naturalng, w tym najbardziej aktualnymi
zagadnieniami dotyczacymi odpornosci zakazen wiru-
sowych oraz immunologii ogdlnej, w tym terminologii
immunologiczne;j.
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W swoim dorobku naukowym Prof. zw. dr hab. Zdzi-
staw Larski posiada 320 publikacji m.in. w takich czaso-
pismach zagranicznych jak Bull Office International
des Epizooties (Francja), Acta Virologica (Czechostowa-
cja), Adv. Vet. Sci. (Anglia), Principles of Bacteriology
and Immunity (USA) oraz polskich takich jak: Pol.
Arch. Wet., Post. Hig. i Med. Dosw., Postgpy Mikrobio-
logii czy Medycyna Wet., w tym 10 ksiazek, z ktérych
»Wirusologia weterynaryjna” - 3 wydania (1965, 1975
i 1982) oraz ,Diagnostyka wirusologiczna choréb
zwierzat” — 3 wydania (1968, 1977, 1992), byly tluma-
czone na jezyk angielski, hiszpanski, rosyjski, bulgar-
ski i wegierski, a monografia pt. ,,Choroba cieszyniska
$win” wspolautorstwa z prof. J. Szaflarskim byta pierw-
szym opracowaniem tego typu w Europie. Nadto byt
autorem rozdzialu o wirusach $win w ,International
Encyklopedia of Veterinary Medicine” W. Green, San
Ltd, London 1966r. oraz trzech rozdzialéw o choro-
bach $win w dwoch wydaniach podrecznika ,,Choroby
$win” red. Prof. H. Janowski, PWRIL, 1971. Byl takze
redaktorem naukowym przektadu zbiorowego ksigzki
z jezyka niemieckiego pt. ,Infektionskrankheiten der
Haustiere”. Warto doda¢, ze Profesor jest jedynym
Autorem wsrdéd uczonych z Polski, z zakresu mikro-
biologii, ktérego ksigzka Jego autorstwa pt. ,Wiruso-
logia weterynaryjna” na zaproszenie National Science
Foundation w Waszyngtonie byla na rynku USA
(Veterinary Virology — 1980), a na zaproszenie Prensa
Medica Mexicana (Virologia para Veterinarios — 1989)
znalazla sie takze w krajach postugujacych sig jezykiem
hiszpanskim. Zatem pozycja ta w pelni goécita na rynku
USA i Ameryki Potudniowe;.

Prof. zw. dr hab. Zdzistaw Larski byl uczestnikiem
i referentem na wielu konferencjach zagranicznych
(Francja, Czechostowacja, Turcja, USA, Wegry, Wlo-
chy, Austria, REN), prezentujac dane z zakresu wiru-
sologii i immunologii. Byl takze wykladowca z zakresu
wirusologii na kursach dla obcokrajowcéw zorga-
nizowanych w Polsce przez FAO. Profesor byl takze
wspotautorem z prof. M. Truszczynskim fundamen-
talnego podrecznika do nauki mikrobiologii dla stu-
dentéw wydzialéw weterynaryjnych w Polsce pt. ,,Zarys
mikrobiologii weterynaryjnej” wydanego przez PWRIL
w 1983 i wydanego przez AR-T w Olsztynie w 1992.
Bedac na emeryturze byl wspoétautorem skryptu pt.
»Immunologia dla studentéw weterynarii” wydanego
przez UWM, Olsztyn 2001. Profesor byl réwniez
recenzentem 53 podrecznikéw i skryptéw wydanych
w Polsce z zakresu mikrobiologii, wirusologii i immu-
nologii, w tym podrecznika z zakresu immunologii
prof. W. Ptaka - legendy immunologii europejskiej.

W latach 1976-1981 byt cztonkiem Komisji Wiru-
sologicznej PAN, pelnigc funkcje Przewodniczacego.
Pelnit takze funkcje cztonka honorowego Prezydium
Komitetu Nauk Weterynaryjnych, Wydziatu II Nauk
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Biologicznych i Rolniczych PAN oraz Wydzialu V Nauk
Rolniczych, Lesnych i Weterynaryjnych PAN, a takze
byt czlonkiem honorowym Komitetu Mikrobiologii,
Wydzialu II Nauk Biologicznych i Rolniczych PAN
oraz Komitetu Nauk Weterynaryjnych tegoz Wydzialu
PAN. W roku 1992 otrzymal honorowe czlonkostwo
Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych oraz
w 1997 Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Brat
takze udzial w pracach Rady Naukowej Wojskowego
Osrodka Badawczego Stuzb Weterynaryjnych, Zespotu
Dydaktycznego MNiSzWiT - bo byl m.in. autorem
obowiazujacego programu z zakresu mikrobiologii na
wydziatach weterynaryjnych w Polsce, jako Ze realizujac
dezyderaty Komisji Wirusologicznej PAN wprowadzit
do dydaktyki mikrobiologicznej pelny kurs wyktadow
i ¢wiczen z wirusologii. Pracowal w Komitecie Redak-
cyjnym Polskiego Archiwum Weterynaryjnego (obecnie
Pol. J. Vet. Sci) oraz byl dlugoletnim czlonkiem Rady
Redakcyjnej Medycyny Weterynaryjnej. Byt czlonkiem
wielu organdw Szkoty w ktorej pracowal (WSR, AR-T)
m.in. byl Przewodniczacym Rady Bibliotecznej, Wice-
dyrektorem Instytutu Choréb Zakaznych i Inwazyjnych
Wydzialu Weterynaryjnego AR-T, cho¢ takze po czesci
jest wspottworcg mikrobiologii w Uniwersytecie Szcze-
cinskim. Byl takze oficerem rezerwy w stopniu pod-
porucznika oraz cztonkiem PTTK i LOK.

Do konca swojego zycia byt aktywny, jako iz mimo,
ze od roku 1989 r. byl emerytowanym profesorem, nie
przerwal swojej dzialalno$ci naukowej i edukacyjnej, bo
opublikowal w tym czasie ponad 100 prac przeglado-
wych, gtéwnie w Medycynie Weterynaryjnej. Ostatnia
Jego praca z zakresu wirusologii i immunologii ukazata
sie w 2015 roku w lutowym numerze tego czasopisma.
Opublikowane prace byly nie tylko kierunkowskazem
w badaniach podstawowych dla badaczy z zakresu nauk
biologicznych, weterynaryjnych i medycznych, ale sta-
nowily one natchnienie takze dla wielu innych pracow-
nikéw naukowych, w tym Jego wychowankéw pracu-
jacych w nauce, bo miedzy innymi dzigki tym pracom
powstawaly pierwsze prace w Polsce na temat m.in.
odpornosci przy prionach, zjawiska NET, komorek
ILC (innate lymphoid cells), czy prace o malo znanych
wirusach olbrzymich, jak tez o rewelacyjnych ,istotach
biologicznych” jakimi sg wirofagi - ,pasozyty” wiru-
séw. Za wybitne osiggniecia naukowe i dydaktyczne
zostal odznaczony Krzyzem Kawalerskim (1974),
Krzyzem Oficerskim (1998), Krzyzem Komandorskim
Orderu Odrodzenia Polski (2002), Medalem 40-lecia
Polski Ludowej, Medalem Komisji Edukacji Narodo-
wej (1981), Medalem Pro Scienta Vet. Polona (1984),
a takze nagrodami Ministra Rolnictwa (1955 i 1987)
oraz Ministra zwigzanego z Nauka (1969, 1976, 1978,
19841 1989). Byl odbiorcg wielu dyplomdw, wyrdznien
i nagréd, nadawanych m.in. przez Polskie Tow. Nauk
Wet. czy Pol. Tow. Mikrobiologdéw oraz inne instytucje
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panstwowe jako ze byl m.in. odznaczony Zlotg odznaka
»Zastuzony dla Warmii i Mazur” (1974) oraz Srebrnym
i Bragzowym medalem ,,Za zastugi dla obronnosci kraju”
(1976), jak tez medalem ,Zastuzony Pracownik Rol-
nictwa” (1980), medalem ,,Zasluzony Nauczyciel PRL’,
medalem ,,XXX-lecia AR-T” (1980), jak tez medalem
»Za zastugi dla rozwoju WAM”.

Byt czlowiekiem hojnym i serdecznym dla ludzi
nauki, ale takze krytycznym recenzentem, w tym osiag-
nie¢ wlasnych i innych, a takze krytykiem dzialan ludzi
malo wrazliwych na zycie i dobro innego czlowieka
przez co mégl by¢ postrzegany, nie tylko jako wybitny
badacz i uczony oraz wspanialy nauczyciel akademicki,
ale takze jako bezkompromisowy czlowiek.
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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
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1. Wstep

Streptococcus pneumoniae jest jedna z najczestszych
przyczyn zachorowan i $miertelno$ci dzieci na $wiecie.
Ponad 30 réznych jednostek chorobowych moze by¢
zwigzanych z chorobg pneumokokows, jednak z kli-
nicznego punktu widzenia najwazniejsze znaczenie
majg powazne inwazyjne zakazenia, takie jak zapalenie
opon mozgowo-rdzeniowych, bakteriemia/posocznica,
zapalenie ptuc z bakteriemig, okreslane mianem Inwa-
zyjnej Choroby Pneumokokowej (IChP). Do miejs-
cowych infekcji o charakterze nieinwazyjnym wywo-
tywanych przez pneumokoki nalezg zapalenie ucha
$rodkowego, zatok obocznych nosa oraz zapalenie pluc.
Zakazenia te chociaz nie zagrazaja zyciu bezposrednio,
moga powodowac cig¢zkie i chroniczne powiklania, sta-
nowiac jeden z gtéwnych probleméw zdrowia publicz-
nego na $wiecie [2, 17].

Globalna liczba przypadkéw choroby pneumokoko-
wej u dzieci do 5 roku zZycia jest szacowana na 14,5 mln
rocznie, z ktérych ponad 800 tys. konczy si¢ $miercig
[59]. Najwyzsza zachorowalnos¢ i $miertelnos$¢ (90%
zgonéw) dzieci w wyniku choroby pneumokokowej
dotyczy krajoéw rozwijajacych sig, glownie Afrykii Azji

Potudniowo-Wschodniej. W Stanach Zjednoczonych
ocenia sie, Ze pneumokoki odpowiedzialne sg za 3 tys.
przypadkow zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych,
34 tys. przypadkéw bakteriemii, 175 tys. przypadkow
zapalenia pluc i 7 mln przypadkéw zapalen ucha $rod-
kowego rocznie. Z powodu IChP umiera tam rocznie
5tys. osob [64]. W Europie notuje si¢ co roku okolo
260tys. zachorowan o etiologii pneumokokowe;j
u dzieci ponizej 5 roku zycia, z ktérych okolo 15 tys.
konczy si¢ $miercig [59]. W Polsce dopiero w 2005 roku
po raz pierwszy do rejestracji zachorowan prowadzo-
nej przez Zaklad Epidemiologii PZH zostala wlaczona
inwazyjna choroba wywolana przez S.pneumoniae:
zapalenie opon i/lub moézgu (B95.3/G04.2; G00.1),
posocznica (A40.3), zapalenie ptuc (J13), inna okres-
lona i nie okreslona (B95.3). W 2005 roku zgtoszono
176 przypadkéow IChP, w tym 111 to zapalenia opon
i/lub mézgu; w 2006 roku zostato zgtoszonych 210 przy-
padkow ogodtem, w tym 116 to zapalenia opon i/lub
mozgu, natomiast w latach 2010, 2011 i 2012 zostalo
zgloszonych odpowiednio 364, 430 i 359 przypadkow
pneumokokowej choroby inwazyjnej (IPD) (zapadal-
no$¢ na 100 tys. osoéb odpowiednio 0,95, 1,12 i 0,93),
wiaczajac 180, 192 i 140 przypadki zapalenia opon

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej z Pracownig Diagnostyki Mikrobiologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie, ul. Chodzki 1, 20-093 Lublin; e-mail: iza.glowniak@umlub.pl
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i/lub mézgu. Dane te podawane s3 z zastrzezeniem,
ze s3 niepelne, ale wzrastajgca z roku na rok liczba
rejestrowanych zachorowan, prawdopodobnie $wiad-
czy, ze coraz wigcej przypadkow jest zglaszanych [52].
Badania Krajowego Osrodka Referencyjnego ds. Dia-
gnostyki Bakteryjnych Zakazen Osrodkowego Uktadu
Nerwowego (KOROUN) wskazujg, ze w 2010 roku naj-
wyzsza zapadalno$¢ na IChP zanotowano u dzieci do
5. roku zycia (3,43/100 000), w tym zwlaszcza u dzieci
do 2. roku zycia (5,17/100000), jak réwniez u oséb
w wieku powyzej 60. roku zycia (1,37/100 000) [81].

2. Kolonizacja nosogardlowa przez Streptococcus
pneumoniae jako prekursor choroby

Gloéwnym naturalnym rezerwuarem S. pneumoniae
jest czlowiek. Pomiedzy poszczegolnymi osobami bak-
terie sg przenoszone drogg kontaktu bezposredniego
oraz drogg powietrzno-kropelkowg. Czesto$¢ nosiciel-
stwa jest najwieksza u malych dzieci Najwyzsza cze-
sto$¢ kolonizacji pneumokokami obserwuje sie u dzieci
do lat 5 (35-60%); stopniowo maleje ona z wiekiem.
U dzieci ze szkél podstawowych czestos¢ kolonizacji
wynosi 29-35%, a u mlodziezy i dorostych 9-25%.
Czesto$¢ nosicielstwa moze by¢ wyzsza od przecigtnej
w specyficznych sytuacjach, takich jak pobyt w zlobku,
przedszkolu, domu opieki, wi¢zieniu czy koszarach,
gdzie czeste kontakty miedzy ludzmi przebywajacymi
na stosunkowo malej powierzchni sprzyjaja rozprze-
strzenieniu si¢ drobnoustrojow [24, 25, 42, 60].

Istnieje wyrazna korelacja epidemiologiczna miedzy
liczba zachorowan a czestoscia z jaka inwazyjne sero-
typy kolonizuja zdrowe osoby. Z drugiej strony, cho-
roba pneumokokowa wystepuje u niewielkiego odsetka
skolonizowanych i zalezy zaréwno od tla genetycznego
oraz aktualnego statusu immunologicznego gospoda-
rza, jak réwniez od wirulencji kolonizujacego szczepu
[25]. Okres kolonizacji moze by¢ bardzo rézny i siegaé
nawet kilku miesiecy. Sredni czas trwania kolonizacji
szacuje sie na 31 dni u dorostych i 60,5 dni u dzieci,
a dlugos$¢ okresu nosicielstwa zalezy od serotypu pneu-
mokoka, wczesniejszej ekspozycji, jak rowniez immu-
nokompetencji gospodarza [36, 94].

Do wigkszosci zakazen nie dochodzi podczas dlu-
gotrwalego nosicielstwa pneumokoka, ale w nastep-
stwie kolonizacji nowym szczepem charakteryzujacym
sie innym serotypem [29, 88]. Badania prowadzone
podczas dwdch epidemii zapalenia ptuc w koszarach
wojskowych wykazaly, ze bezobjawowe nosicielstwo
szczepu S. pneumoniae wigze sie z produkeja typowo
swoistych przeciwcial przeciwotoczkowych na pozio-
mie pozwalajagcym zapobiec wywolaniu choroby przez
szczep o danym serotypie. Z tych badan wynika, ze
aspiracja obecnych w nosogardzieli pneumokokow

IZABELA KORONA-GLOWNIAK, ANNA MALM

w okresie pierwszych kilku tygodni kolonizacji moze
prowadzi¢ do rozwoju choroby - zapalenia pluc,
natomiast po tym czasie wiekszo$¢ zdrowych nosi-
cieli wydawala si¢ by¢ chroniona przed rozwojem tej
choroby [55]. Powyzsze sugestie potwierdzaja badania
innych autoréw. Gray i wsp. [29] analizowali mikroflore
nosogardlowa matych dzieci kilkakrotnie: co miesigc do
6 miesigca zycia, a nastepnie co 2-3 miesigce do 2 roku
zycia. Poprzez korelacje okreséw kolonizacji nosogar-
dzieli dzieci przez rézne szczepy pneumokokéw z cho-
robg pneumokokowg potwierdzong hodowlg (w 90%
bylo to ostre zapalenie ucha $rodkowego) stwierdzono,
ze choroba zwigzana byla z pojawieniem si¢ nowego
serotypu. Mimo, ze powszechny u badanych dzieci
byl dlugi czas nosicielstwa, to w 74% przypadkow
infekcja spowodowana byla przez serotyp kolonizujacy
badane dziecko w czasie krotszym niz miesiac przed
wystapieniem choroby.

Stwierdzono, ze w trakcie roznych postaci choroby
pneumokokowej obserwuje si¢ zdecydowanie wieksza
czesto$¢ nosicielstwa S. pneumoniae u chorych dzieci
[20, 83]. Mimo, ze wykrycie szczepéw pneumokoka
jednocze$nie w nosogardzieli i miejscu fizjologicznie
jalowym (ucho $rodkowe, pluca, krew) moze ozna-
czaé jedynie czasowy zwigzek pomiedzy nosicielstwem
a choroba, jest jednak argumentem-potwierdzeniem,
ze obecno$¢ szczepu pneumokoka w nosogardzieli jest
warunkiem koniecznym dla rozwoju choroby. W przy-
padku o0s6b z ostrym zapaleniem ucha $rodkowego,
od ktérych szczep S. pneumoniae izolowano z wysieku
z ucha srodkowego, w wiekszosci przypadkow (czasami
nawet do 100%) szczep pneumokoka byl izolowany jed-
nocze$nie z nosogardzieli chorej osoby [20, 68, 89].

Bezposrednie powigzanie pomigdzy czasowym
pojawieniem sie szczepu pneumokoka w nosogardzieli
a rozwojem IChP w nastepstwie tej obecnosci jest bar-
dzo trudne do potwierdzenia, wlasnie ze wzgledu na
réznice dlugosci czasu nosicielstwa i inwazyjnosci roz-
nych typéw serologicznych. Serotypy wykrywane w cza-
sie choroby pneumokokowej, ktore sa zdolne do diu-
giego okresu nosicielstwa, sg rowniez tatwiej izolowane
w czasie badan wykrywajacych nosicielstwo, natomiast
serotypy, krotko kolonizujace nosogardziel sa rzadko
izolowane w stanie nosicielstwa, jak np. serotypy 1, 5, 7,
12. Wynika to z krétkich czasowo epizodéw nosicielstwa
tych serotypow, badz wystepowania ich w czasie wspdl-
nej kolonizacji z innym dominujgcym serotypem [76].

3. Czynniki chorobotworczosci S. pneumoniae
iich znaczenie w patogenezie zakazen

Pneumokok posiada liczne czynniki zjadliwosci,
ktére umozliwiaja mu kolonizacje blon $luzowych
nosogardzieli gospodarza, jak i w sprzyjajacych warun-
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kach wywolywanie zakazen inwazyjnych. Wsréd nich
wymienia si¢ ponad 500 powierzchniowych biatek,
ktorym przypisuje si¢ znaczenie w patogennosci, cho-
ciaz jedynie w przypadku kilku z nich rola ta zostala
potwierdzona. Niektore z nich sg zwigzanymi z btong
lipoproteinami, a inne sg fizycznie zwigzane ze $ciang
komorkowa, takie jak szes¢ bialek wiazacych penicy-
line (PBP - penicillin binding protein), dwie neura-
minidazy i proteaza IgAl. Wyjatkowa grupa biatek
pneumokokoéw jest rodzina biatek wigzacych choline
(CBP - choline binding protein). Dwanascie biatek
CBP, niekowalencyjnie zwigzanych z choling $ciany
komorkowej, ma charakter receptoréw. Innymi bial-
kami wchodzacymi w sktad CBP sa: powierzchniowe
biatko A (PspA - pneumococcal surface protein A),
trzy autolizyny (LytA, LytB i LytC) oraz biatko PspC [2,
72]. Bialko PspC/CbpA (Pneumococcal sufrace protein
C/Choline-binding protein A) jest adhezyna majaca
osiem miejsc wigzacych choline. Mutanty bakteryjne
pozbawione tego bialka sg defektywne w kolonizacji
nosogardzieli i nie potrafig wigzac sie in vitro z réznymi
komorkami czlowieka. Biatko PspC jest takze zdolne
do wigzania sekrecyjnych przeciwcial IgA1 oraz sktad-
nika C3 dopelniacza [4, 32].

Innym czynnikiem chorobotwoérczosci pneumoko-
kow sa sktadniki $ciany komdrkowej, w ktdrej z pep-
tydoglikanem jest zwigzany przez kwas N-acetylomu-
raminowy, polisacharyd $ciany komdrkowej, bedacy
kompleksem kwasu tejchojowego zawierajacego fos-
forylocholine. Fosforylocholina wchodzaca w skiad
polisacharydu $ciany komoérkowej jest miejscem roz-
poznawanym przez autolizyne LytA, ktéra rozklada
peptydoglikan przez hydrolize wiazania pomiedzy
alaning i kwasem N-acetylomuraminowym, dzieki
czemu bierze udzial w podziale komoérki, a w pewnych
warunkach indukuje lize komorek pneumokokéw (np.
w czasie stacjonarnej fazy wzrostu) [2]. Sciana komor-
kowa pneumokokéw jest potencjalnym induktorem
zapalenia, prawdopodobnie przez aktywacje dopel-
niacza na drodze alternatywnej. W czasie tego procesu
produkowane sg anafilatoksyny C3a i C5a, ktore zwiek-
szajg przepuszczalno$¢ naczyn, indukuja degranulacje
mastocytow oraz powodujg gromadzenie i aktywacje
leukocytéow wielojadrzastych oraz plytek krwi w ogni-
sku zapalnym. Oczyszczona frakcja sciany komorkowej
jest silnym stymulatorem (silniejszym od endotoksyny)
produkgji interleukiny-1 (IL-1) przez ludzkie monocyty
[15]. Fosforylocholina kwasu tejchojowego i lipotejcho-
jowego jest molekularnym kluczem umozliwiajacym
zakazenie, poniewaz pelni role zaréwno adhezyny (spe-
cyficznie taczy sie z receptorami wigzacymi choline,
ktore sa obecne na praktycznie wszystkich ludzkich
komorkach) jak i miejsca wigzacego w pneumokoko-
wych biatkach CBP. Cholina jest rozpoznawana przez
dwa skladniki gospodarza: receptor czynnika aktywu-
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jacego plytki (PAFr - platelet activating factor receptor)
i biatko C-reaktywne [2, 18].

Najlepiej poznanym biatkiem pneumokokdéw o cha-
rakterze toksyny jest pneumolizyna, wptywajaca in vitro
na wiele komorek gospodarza i ich funkcjonowanie.
Jest ona obecna wewnatrz cytoplazmy pneumokokow
i uwalniana dopiero po lizie komorki spowodowanej
przez autolizyne. Przy duzym stezeniu toksyny, groma-
dzi sie ona w postaci oligomerdw i tworzy transblonowe
pory, powodujac lize komdrek. Przy nizszym stezeniu,
pneumolizyna stymuluje produkeje cytokin zapalnych
przez monocyty: czynnika martwicy nowotworéw
(TNF-a) i interleukine 1 (IL-1) [1, 74]. Bezpos$rednich
dowodéw dotyczacych patogennosci tej toksyny dostar-
czyly badania z zastosowaniem wyselekcjonowanych
mutantéw pneumokokow pozbawionych pneumoli-
zyny, ktére charakteryzowaly si¢ zmniejszong zjadli-
woscia w poréwnaniu ze szczepami macierzystymi [6].
Dodatkowo stwierdzono, ze wlasciwosci cytolityczne
oraz aktywujgce dopelniacz sg zwigzane z odrebnymi
regionami czasteczki tego biatka [73].

Funkcjonalnie, czynniki wirulencji pneumoko-
kéw mozna podzieli¢ na dwie grupy dziatajace w rdz-
nych etapach infekcji. Jedng grupe stanowig czynniki
obecne na powierzchni komérki pneumokoka (PspA,
biatko wigzace czynnik H), ktore utrudniajg fagocy-
toze poprzez hamowanie aktywacji dopelniacza i pet-
nia wazna role na poczatku infekcji. Czynniki drugiej
grupy (polisacharyd $ciany komdrkowej, pneumoli-
zyna) pelnia swoja role juz po lizie komoérek pneumo-
kokow, kiedy to gléwnie poprzez aktywacje dopelniacza
wzmagaja stan zapalny.

Otoczka od dawna jest uznawana za gtéwny czynnik
zjadliwosci pneumokokéw. Zbudowana jest z polime-
réw, tworzonych przez jednostki powtarzajacych sie
oligosacharydow, ktére zawieraja od jednego do osmiu
monosacharydéw. Otoczka posiada dzialanie antyfa-
gocytarne, tworzac bariere chroniacg przed opsoniza-
cja komorek bakterii przez sktadnik C3b dopelniacza
oraz przez przeciwciala [96]. Ponadto, otoczka hamuje
aktywacje dopelniacza klasyczng drogg w wyniku
hamowania wigzania przeciwciat IgG i biatka C-reak-
tywnego [100]. W czasie zakazenia szczepy otoczkowe
s 100 tys. bardziej wirulentne od szczepow nieposia-
dajacych otoczki. Obecnie znanych jest ponad 90 typow
serologicznych S. pneumoniae, sposrod ktérych 20 jest
odpowiedzialnych za okoto 90% zakazen u ludzi [2].
Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych serogrup/
serotypow zalezy od polozenia geograficznego, wieku
pacjenta, jak réwniez zmienia si¢ na przestrzeni lat.
Wystepowanie poszczegdlnych serotypow wydaje
sie by¢ odmienne u dzieci i u dorostych, jak réwniez
obserwuje sie réznice w ich zdolnosci i dlugosci czasu
kolonizacji drég oddechowych oraz inwazyjnosci [14,
30, 37]. Szczepy o odmiennych serotypach rdznig sie
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opornoscig na fagocytoze in vitro oraz zdolnoscig do
aktywacji odpowiedzi humoralnej, stad tez pewne sero-
typy sa czesciej zwigzane z chorobami u ludzi. Szczepy
nalezace do serotypow 1, 2, 3, 4, 5, 8, 46 rzadko wyste-
puja u nosicieli, ale sg izolowane z zakazen inwazyj-
nych, natomiast szczepy zaliczane do serotypow 6, 7,
9, 12F 14, 15, 18C, 19E, 24F, powszechnie kolonizujg
gorne drogi oddechowe, ale sg réwniez odpowiedzialne
za klinicznie istotne zakazenia u dzieci i dorostych.
U dzieci najczesciej spotykane sg szczepy zaliczane do
serogrup 6, 14, 19, 23 zwane ,,pediatrycznymi”. Sg one
powszechnie izolowane zaréwno od nosicieli oraz jako
czynniki etiologiczne choroby pneumokokowej w tej
grupie [25, 34, 54].

Stale prowadzone s3 badania nad znaczeniem
otoczki w procesie kolonizacji nosogardzieli. Stwier-
dzono, ze bezotoczkowe mutanty sg mniej zdolne do
kolonizacji nablonka drég oddechowych, jednak z dru-
giej strony obecno$¢ grubej otoczki jest czynnikiem
zmniejszajagcym efektywnos$¢ tego procesu. Niewiele
wiadomo na temat regulacji ekspresji genéw odpo-
wiedzialnych za synteze otoczki, ale przypuszcza sie,
ze w $rodowisku nosogardzieli zmniejsza si¢ poziom
ekspresji tych genéw, natomiast zwieksza si¢ poziom
ekspresji gendéw kodujacych czynniki niezbedne do
adherenciji [47, 57].

4. Patogeneza zakazenia pneumokokowego

KomorKki S. pneumoniae wystepuja w trzech wyraz-
nie réznigcych sie formach, tzw. transparent, typowa
dla kolonizacji, opaque, wystepujaca we krwi oraz
posrednia semi-transparent. Zmiana fazy, polegajace
na przejsciu komorki typu transparent w opaque i na
odwrét, ma charakter spontaniczny i jest uwarunko-
wana obecnoscig locus opacity w genomie. Komorki
typu transparent charakteryzuja sie stosunkowo cienka
otoczka, wysoka zawartoscia ufosforylowanej choliny
w $cianie komdrkowej, co stwarza mozliwosci zako-
twiczania licznych biatek powierzchniowych, a takze
obecnoscia autolizyny LytA i adhezyny PspC w $cianie
komorkowej, ulatwiajacych kolonizacje nosogardzieli.
Bialek tych jest znacznie mniej u charakterystycznych
dla bakteriemii form opaque [19]. Szczepy o fenotypie
transparent, posiadajace silniejsze zdolnosci adhe-
zyjne, wywoluja zlokalizowane infekcje, podczas gdy
te o mniejszych zdolno$ciach adhezji (fenotyp opaque)
powoduja inwazyjne choroby, jak bakteriemia i zapale-
nie opon mézgowo-rdzeniowych [98].

Wrotami zakazenia S. pneumoniae sa gorne drogi
oddechowe. We wczesnej fazie kolonizacji komorki
pneumokoka unikaja usuniecia z powierzchni blon
$luzowych, dzigki ujemnemu natadowaniu struktury
otoczki, prawdopodobnie na drodze oddziatywan fizy-
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kochemicznych [36]. Ujemnie naladowana otoczka
uniemozliwia jednak skuteczng adhezje bakterii do
komorek nablonka gospodarza, dlatego w kolejnym
etapie, komodrka pneumokoka w celu neutralizacji
jest w stanie wigzac z otoczenia dodatnio natadowane
molekuly, co prowadzi do ulatwienia procesu adhe-
rencji [28, 97]. W pierwszym etapie kolonizacji btony
§luzowej nosogardzieli bakterie ulegaja adhezji do
komorek nablonkowych z udziatem licznych czynni-
kéw, do ktorych naleza: biatko PspC, gtéwna adhezyna
niezbedna do skutecznej kolonizacji [4], pneumolizyna,
bialko uwalniane po autolizie pneumokokdw, inicju-
jaca prawdopodobnie procesy zapalne w nosogar-
dzieli, niezbedne do ekspresji receptoréw komorko-
wych [39, 74] oraz dwie neuraminidazy NanA i NanB,
pelniace pomocniczg role w adhezji [90]. Neurami-
nidazy moga ulatwia¢ wigzanie S.pneumoniae do
komorek nabtonka, dzigki rozkladaniu kwasu sialo-
wego, wchodzacego w sklad glikolipidéw i ganglio-
zydéw komorek nabtonkowych gospodarza, powo-
dujac odstoniecie struktur wykorzystywanych jako
receptory w procesie adhezji (N-acetyloglukozamina,
NAcGlc), do ktérych bakterie wigzg si¢ poprzez biatka
powierzchniowe $ciany komorkowej, takie jak PsaA
(pneumococcal surface adhesin A) [41].

Kolonizacji nosogardzieli towarzyszy najczesciej
zaburzenie pracy rzgsek wyscielajacych drogi odde-
chowe, ktore jest wynikiem destrukcyjnego dziatania
pneumolizyny i wydzielanego przez pneumokoki nad-
tlenku wodoru, wytwarzanego przez oksydaze pirogro-
nianowa. Enzym ten zostal zidentyfikowany jako jeden
z czynnikow odgrywajacych istotng role w kolonizacji
nosogardzieli przez S. pneumoniae [74, 84]. Pneumo-
koki wytwarzaja réwniez kilka egzoenzymoéw, ktore
modyfikuja powierzchni¢ komoérek gospodarza poprzez
deglikozylacje, eksponujac w ten sposéb nowe receptory
do adhezji, hamujac mechanizmy usuwania bakterii
z bton §luzowych i dostarczajac substancji odzywczych
bakteriom [40, 50]. Niektore izolaty pneumokokow sa
zdolne do wytwarzania struktur podobnych do fimbrii,
ktdre wystaja poza wielocukrowg otoczke i biorg udziat
w adhezji do nabtonka drég oddechowych [5].

Za najwazniejsze dzialanie bezposrednie na ukfad
immunologiczny gospodarza nalezy uzna¢ wydziela-
nie do $rodowiska proteazy, hydrolizujacej przeciw-
ciala klasy IgA1 oraz obnizenie poziomu skladnika C3
dopelniacza, w czym prawdopodobnie odgrywa role
pneumolizyna [1, 97]. Réwniez wazng role odgrywa
biatko powierzchniowe PspA, ktore przeciwdzialta
wigzaniu skladnika C3 dopetniacza i tym samym zapo-
biega lizie bakterii, petnigc funkcje ochronng przed
dzialaniem nieswoistych mechanizméw uktadu immu-
nologicznego cztowieka [70, 93]. Wykryte u pneumo-
kokéw biatko PavA (pneumococcal adherence and
virulence factor) wigzace fibronektyne rowniez wydaje
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sie pelni¢ istotna, modulujacg role zaréwno w procesie
adhezji, jak i w rozwoju inwazyjnych postaci choroby
pneumokokowej [67].

Przekroczenie granicy pomiedzy bezobjawowa
kolonizacjg a inwazyjna chorobg zwigzany jest z poja-
wieniem si¢ czynnikéw pro-zapalnych takich, jak
IL-1 czy TNF-a, co ma miejsce na przyklad w prze-
biegu infekcji wirusowej. Rozwdj kaskadowej reakcji
procesu zapalnego zmienia liczbe i typ receptoréw na
powierzchni komoérek nablonkowych i $rodblonka.
W obrebie pecherzykéw plucnych pneumokoki przy-
legaja poczatkowo do $ciany pecherzyka, a dzieki wlas-
ciwosci przenikania w poprzek $rodbtonka naczyn na
drodze transcytozy, szybko przedostajg si¢ do krwi.
Jezeli w przebiegu infekcji pojawia si¢ bakteriemia
ro$nie ryzyko wystapienia zapalenia opon mézgowo-
-rdzeniowych. Droga krwi komorki bakterii moga
migrowac do opon mézgowo-rdzeniowych, a po uszko-
dzeniu $rédbtonka dotrze¢ do przestrzeni podpajeczy-
néwkowej. Alternatywng droga dotarcia bakterii do
opon moézgowo-rdzeniowych jest bezposrednio trans-
misja z nosogardzieli [2, 60].

Przy nieobecnosci stanu zapalnego, adherencja do
komorek nablonkowych w plucach odbywa si¢ przy
udziale receptorow gospodarza posiadajacych specy-
ficzne dwucukry (N-acetyloglukozamino-p1-4-galak-
toza, N-acetylogalaktozamino-f-1-3-galaktozamina),
ktoére sa podobne do receptoréw wystepujacych na
powierzchni komoérek nablonkowych nosogardzieli
oraz adhezyn pneumokokéw — fosforylocholiny $ciany
komoérkowej i bialek adhezyjnych (np. PsaA) [87].
Pneumokoki posiadajg réwniez zdolno$¢ adherencji
i inwazji komérek nablonkowych ptuc i $rédbtonka
w czasie stanu zapalnego, gdy obserwuje zwigk-
szong ekspresje receptora PAF na powierzchni. Kiedy
komorka bakterii polaczy si¢ za pomoca bakteryjnej
fosforylocholiny (ChoP) z receptorem PAF, jest w sta-
nie pokonac¢ bariery biologiczne na drodze transcytozy,
w tym bariere krew-moézg [71]. Pneumokoki wyko-
rzystuja naturalny mechanizm gospodarza adheren-
¢ji i migracji przez warstwe nablonkowg i srédbtonka
wydzielniczych IgA poprzez wiazanie si¢ bialka PspC
bezposrednio z receptorem polimerycznych przeciwcial
(pIgR - polymeric-immunoglobulin receptor) [4]. Taka
zdolno$¢ zaobserwowano u wirulentnych komorek
o fenotypie transparent, podczas gdy komorki opaque
bardzo stabo wiazaly si¢ i wnikaly do wnetrza $réd-
blonka. Jak wykazaly badania in vitro, adhezja pneu-
mokokdéw i przejscie przez barier¢ $rodblonka trwa
okoto 4 godzin [18]. W jaki sposob komorki pneumo-
kokow unikajg zabicia w czasie endocytozy nie zostalo
jeszcze wyjasnione.

W tym etapie infekcji aktywacja sktadnikow dopel-
niacza wzmaga stan zapalny i wydaje sie by¢ punktem,
w ktorym zakazenie rozwija si¢ w sposéb trudny do

313

zahamowania. Niekontrolowane namnazanie pneu-
mokokéw w plucach, plynie mézgowo-rdzeniowym
czy uchu $rodkowym jest zwigzane z lizg ich komoérek
i uwolnieniem sktadnikéw $ciany komodrkowej oraz
pneumolizyny. Obecnos¢ lizozymu w ptynach ustrojo-
wych w miejscu infekcji moze powodowac lize komo-
rek tych bakterii poprzez aktywacje autolizyn. Rozpad
komorek pneumokokow jest momentem zapoczatko-
wania procesu zapalnego, bezpo$rednio przez groma-
dzenie i aktywacje fagocytéw, jak réwniez posrednio
przez aktywacje dopelniacza. Prawdopodobnie nie-
kontrolowany rozwoj stanu zapalnego jest odpowie-
dzialny za chorobotwoérczos¢ i $miertelnos¢ w wyniku
infekcji pneumokokowej, a eliminacja komorek bak-
terii z miejsca infekcji dzigki terapii antybiotykowej
nie poprawia stanu chorego i nie zmienia przebiegu
choroby. Ponadto, indukgja lizy komérek pneumoko-
koéw za pomoca skutecznych, bakteriobdjczych anty-
biotykdw, jak B-laktamy (zwlaszcza, gdy sa podawane
w poznym stadium infekcji) moze nawet nasili¢ objawy
kliniczne choroby [2].

5. Odpornos¢ przeciwpneumokokowa gospodarza

Naturalna odporno$¢ na zakazenie S. pneumoniae
rozwija si¢ podczas ekspozycji na drobnoustrdj lub jego
antygeny. W zakazonym organizmie powstaja swoiste
przeciwciala antyotoczkowe, gléwnie izotypu IgG2,
ktore odgrywaja istotna role jako opsoniny w procesie
fagocytozy z udziatem leukocytow wielojadrzastych
oraz makrofagéw pecherzykdéw plucnych. Opsoni-
zacja pneumokokéw jest bardzo waznym etapem, co
potwierdza fakt, ze zaréwno nieefektywnos¢ fagocytozy
(asplenia, neutropenia), jak i zaburzen w produkecji
przeciwcial (np. hipogammaglobulinemia, niezdol-
nos¢ do produkcji przeciwcial przeciwko antygenom
polisacharydowym u dzieci, brak IgA) czy niespecy-
ficznych opsonin (brak skltadnikéw dopelniacza) sa
czynnikami predysponujacymi do zakazen pneumo-
kokowych [61].

Od dawna uwaza si¢, ze pojawienie sie¢ odpornosci
na zakazenie pneumokokowe jest zwigzane przede
wszystkim z obecno$cig przeciwcial antyotoczkowych.
Jednak spadek nosicielstwa i zachorowalnosci zwigzany
z wiekiem, dotyczy wigkszo$ci serotypdw i jest obser-
wowany réwniez przy nieobecnosci powstatych w natu-
ralny sposob przeciwcial antyotoczkowych. Sugeruje to
istnienie uniwersalnego (powszechnego) mechanizmu
ochrony przeciwpneumokokowej, prawdopodobnie
niezaleznego od serotypu pneumokoka. Wykazano, ze
donosowe podawanie myszom szczepionki zawieraja-
cej cale komorki bezotoczkowych pneumokokéw zapo-
biega kolonizacji przez szczepy o réznych serotypach,
co pozwala przypuszczaé, ze inne skladniki ukladu
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immunologicznego, poza przeciwciatami antyotocz-
kowymi, pelnig wazng role w tym procesie [13, 48, 56].

Ostatnio prowadzone badania na modelach zwierze-
cych i u bezobjawowych nosicieli sugeruja, ze humo-
ralna odpowiedz na pneumokokowe czynniki wirulen-
cji, takie jak polisacharyd $ciany komoérkowej (gtéwnie
fosforylocholina), PsaA, PspA, PspC czy pneumolizyne
moze mie¢ rowniez znaczenie w odpornosci przeciw-
pneumokokowej [62, 101]. W przypadku przetoczenia
myszom ludzkich przeciwciat IgG przeciwko fosfory-
locholinie polisacharydu $ciany komérkowej pneumo-
koka, obserwowano ochrone zwierzat przed inwazyjna
infekcjg [27]. Najbardziej prawdopodobny mechanizm
ochronnego dziatania tych przeciwciat u myszy nie jest
zwigzany z fagocytoza, ale z neutralizacja prozapal-
nego dziatania fosforylocholiny jako ligandu dla biatka
C-reaktywnego [2]. Badania prowadzone w Finlandii
[69] i Kenii [44] wykazaly, ze u dzieci do drugiego
roku zycia w trakcie nosicielstwa S. pneumoniae wzra-
sta poziom przeciwcial skierowanych przeciwko bial-
kom pneumokoka. Podczas badan nad nosicielstwem
pneumokokdéw u ludzi stwierdzono, Ze wrazliwo$¢ na
kolonizacje nie jest zwigzana z poziomem przeciwcial
antyotoczkowych w surowicy, natomiast u wszyst-
kich skolonizowanych eksperymentalnie ochotnikow
wykryto przeciwciata IgG w surowicy i sekrecyjne IgA
skierowane przeciwko NH, -konicowemu regionowi
bialka PspA [51]. Okazalo si¢ réwniez, ze immunizacja
donosowa myszy antygenem PsaA prowadzi do wytwo-
rzenia wysokiego poziomu ochrony przed nosicielstwem
pneumokokéw [12]. Mimo, ze przeciwciala specyficzne
dla polisacharydu $ciany komoérkowej, PspA czy pneu-
molizyny posiadaja zdolno$¢ ochrony przed zakazeniem
w mniejszym stopniu, wydaje si¢, Ze odpowiedz na kilka
tych bialek jednocze$nie moze zapewnic szeroka protek-
cje przed nosicielstwem w sposdb niezalezny od sero-
typu. Jednak ostatnie badania wykazaly, ze protekcja
przeciwko kolonizacji pneumokokami jest zalezna od
limfocytéw T CD4 i prawdopodobnie wystepuje nieza-
leznie od pojawienia si¢ przeciwcial [49]. Badania nosi-
cielstwa S. pneumoniae u myszy, poréwnujace to zjawi-
sko u myszy z defektem tworzenia przeciwcial i myszy
z defektem limfocytoéw T, sugeruja, ze uczulone limfo-
cyty T CD4 sa kluczowe dla zjawiska usuwania pneumo-
kokdw ze Sluzdwek, natomiast przeciwciala skierowane
przeciwko antygenom pneumokokowym maja wplyw,
ale nie s3 wymagane dla ochrony przed kolonizacja [92].

Naturalna ekspozycja na pneumokoki indukuje
powstanie u dzieci przeciwcial wydzielniczych klasy
IgA, skierowanych przeciwko pneumokokowym biat-
kom oraz wielocukrowi otoczkowemu [77, 78]. Mimo,
ze ochronna rola tych przeciwcial nie jest jeszcze jasna,
badania na immunizowanych myszach potwierdzajg ich
wazng ochronng role przed kolonizacjg nosogardzieli
przez pneumokoki [11, 23].
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6. Profilaktyka zakazen pneumokokowych

W chwili obecnej dostepne sa dwa rodzaje szcze-
pionek przeciwko zakazeniom S. pneumoniae; w przy-
padku obu typoéw dzialanie protekcyjne opiera si¢ na
tworzeniu przeciwcial przeciwko antygenom wielocu-
krowej otoczki. Powstale po immunizacji przeciwciata
sg zdolne do opsonizacji szczepdéw posiadajacych sero-
typ wlaczony do szczepionki.

Pierwsza generacja szczepionek to polisacharydowe
23-walentne szczepionki zawierajgce wielocukry otocz-
kowe pochodzace z 23 serotypow (1, 2, 3,4, 5, 6B, 7E 8,
9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19E, 20,
22F, 23F, 33F). Skutecznos¢ tych szczepionek zalezy od
wielu czynnikéw i wynosi §rednio u dorostych 60-70%.
Wytwarzanie swoistych przeciwcial przeciwko anty-
genom (co najmniej dwukrotny wzrost poziomu prze-
ciwcial swoistych antygenowo) rozpoczyna sie u 80%
zdrowych dorostych w ciggu 2-3 tygodni po szczepie-
niu. Szczepionka ta wykazuje duzg skuteczno$¢ w zapo-
bieganiu inwazyjnym zakazeniom: pneumokokowemu
zapaleniu opon mdzgowo-rdzeniowych i bakteriemii
u 0s6b z prawidlowa odpornoscia (57-85% skutecz-
nosci), u 0sob z wspolistniejacymi chorobami (65-84%
skuteczno$ci). Mniejsza skuteczno$¢ tej szczepionki
stwierdzono w zapobieganiu nieinwazyjnemu zapaleniu
pluc, a brak dzialania ochronnego przeciw infekcjom
gornych drog oddechowych [15, 17]. Ponadto, badania
prowadzone w Wielkiej Brytanii, wskazujg, ze uzycie
tych szczepionek u oséb starszych jest dyskusyjne ze
wzgledu na brak dowoddéw jej skutecznosci w zmniej-
szeniu wystepowania IChP, mimo ich szerokiego sto-
sowania od 2003 roku [91].

Szczepionka polisacharydowa, ze wzgledu na zawar-
tos¢ antygendw wielocukrowych, ktdre jako antygeny
T-niezalezne nie indukujg u dzieci trwalej odpornosci
poszczepiennej i pamieci immunologicznej, nie jest
skuteczna u dzieci ponizej 2. roku zycia, jak rowniez
cechuje si¢ stabsza immunogennoscig u dzieci poni-
zej 7-8. roku zycia. Wyjatek stanowia antygeny wielo-
cukrowe serotypow 3 i 8, ktore nawet u matych dzieci
s3 skutecznymi immunogenami [3, 17].

W grupie dzieci ponizej 2. roku Zycia, wykazano
wysoka skuteczno$¢ szczepionek drugiej generacji,
koniugowanych z biatkami nosnikowymi o wysokiej
immunogennosci, jak np. anatoksyna blonicza, ana-
toksyna tezcowa, oczyszczona nietoksyczna odmiana
toksyny maczugowca blonicy, meningokokowy kom-
pleks biatkowy blony zewnetrznej (OMPC - outer
membrane protein complex). Jest to zwigzane przede
wszystkim z pobudzaniem odpowiedzi immunolo-
gicznej typu komodrkowego, zaleznej od limfocytow T,
ktére po kontakcie z kompleksami polisacharydowo-
-bialkowymi uzyskuja zdolno$¢ indukowania wzmo-
zonej proliferacji antygenowo swoistych limfocytéw B
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oraz dojrzewania komorek pamigci immunologiczne;.
Uwaza sig, ze po szczepieniu szczepionkg koniugowana
uzyskuje sie wyzsze miano przeciwcial antyotoczko-
wych klasy IgA oraz IgG w surowicy [63]. Podskérna
immunizacja myszy wykazala, Ze najskuteczniejsza
ochrong przed kolonizacjg pneumokokami byto indu-
kowanie przeciwcial izotypu IgG2a, charakteryzuja-
cych sie zdolnoscig aktywacji dopetniacza [22]. Przy-
puszcza sig, ze mozliwym mechanizmem chronigcym
dzieci przed kolonizacja S. pneumoniae uzyskiwanym
po immunizacji domigsniowej koniugowanymi szcze-
pionkami jest wlasnie indukcja przeciwcial aktywuja-
cych dopetniacz [11].

Pierwsza koniugowana szczepionka 7-walentna
(PCV7) zostala zarejestrowana w 2000 roku (w Polsce
w 2001) i zawierala wielocukry otoczkowe szczepow
najczesciej izolowanych z krwi i ptynu mézgowo-rdze-
niowego u dzieci ponizej 6 roku zycia w Stanach Zjed-
noczonych (4, 6B, 14, 19F, 18C, 23F, 9V) [33]. Badania
przeprowadzone w Polsce wykazaly, Ze serotypy szcze-
pionkowe PCV7 reprezentuja 80-85% szczepdw izolo-
wanych z nosogardzieli u zdrowych dzieci do 5. roku
zycia, a takze od chorych z inwazyjnymi postaciami
zakazen [43, 58, 82, 85, 86].

Ocena efektow szczepien PCV7 na $wiecie wyka-
zala blisko 98% skuteczno$¢ w zapobieganiu IChP
wywolywanej przez serotypy szczepionkowe u dzieci
do 5 roku Zycia oraz zmniejszenie o 55% zapadalnos¢
na IChP wsrdéd oséb po 65. roku zycia [7, 8, 95, 99].
Nie planowanym pierwotnie efektem szczepien, oka-
zala si¢ redukcja przypadkow zapalenia pluc od 18%
do 25% [9, 46, 102]. Ponadto, u dzieci szczepionych
zanotowano blisko 60% redukeje przypadkéw zapale-
nia uszu wywolanych przez serotypy szczepionkowe,
a 7% redukcje wywolanych przez szczepy nieszcze-
pionkowe [65]. Badania nad skutecznosciag PCV7
przeprowadzone w Finlandii wskazaly na zmniej-
szenie wszystkich epizoddéw ostrego zapalenia ucha
srodkowego o 7%, w tym zmniejszenie tych choréb
o etiologii pneumokokowej o0 34% oraz 57% skutecz-
no$¢ w zmniejszeniu liczby przypadkéw wywotanych
przez serotypy zawarte w szczepionce [21]. Zmniejsze-
nie skutecznosci szczepienia w stosunku do zapalenia
ucha $rodkowego i zapalenia ptuc moze wskazywac,
ze na ochrone przeciwko chorobom zwigzanym z blo-
nami $luzowymi ukfadu oddechowego moga wplywac
jeszcze inne mechanizmy poza obecnoscig przeciwcial
przeciwotoczkowych. Obserwowano réwniez znaczne
obnizenie liczby wizyt dzieci < 2. roku Zycia zwigzanych
z ostrym zapaleniem ucha srodkowego (do 42,7%) oraz
redukcje zalecanych kuracji antybiotykowych o okoto
41,7% [31]. Stwierdzono, ze szczepienie malych dzieci
wywiera takze efekt posredni, wywolujac tzw. odpor-
nos¢ grupows (populacyjna), facznie u dzieci i u doro-
stych. Szczepionka koniugowana, zapobiegajac naby-
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waniu nosicielstwa przez dziecko, zmniejsza czestosé
wystepowania zakazen inwazyjnych zaréwno u dzieci
nieszczepionych, jak i u dorostych, gléwnie w dwdch
grupach wiekowych: 20-40 lat (rodzicéw) i powyzej
60 lat (dziadkow). Wynikiem odpornosci populacyjnej
bylo takze uzyskanie 40% spadku inwazyjnych zakazen
u noworodkdéw i niemowlat do 90. dnia zycia [16, 66].
Centers of Diseases Control and Prevention (CDC)
oszacowalo, ze skutecznos$¢ szczepionki koniugowane;j
w Stanach Zjednoczonych w 2/3 przypadkéw moze by¢
przypisana wlasnie odpornosci populacyjnej [53].

Jednak, stosowanie PCV-7 na szerokg skale spowo-
dowato wzrost wystepowania choroby pneumokoko-
wej wywolanej przez serotypy nieszczepionkowe, np.
w Stanach Zjednoczonych stwierdzono, ze serotypy 3,
7F 1 19A zaczely dominowac jako czynniki etiologiczne
IChP u dzieci ponizej 5. roku zycia [35, 75, 79]. Prawdo-
podobnie z powodu wymiany serotypéw wywolujacych
infekcje nie obserwowano znaczacej zmiany w czestosci
IChP w Wielkiej Brytanii [26], czy czestosci zapalenia
opon moézgowo-rdzeniowych we Francji [45].

Aby zwiekszy¢ skuteczno$¢ szczepien i ominac zja-
wisko wymiany serotypow, pojawily si¢ nowe koniugo-
wane szczepionki zawierajagce w swym sktadzie wiek-
sz liczbe serotypow. W 2009 roku zarejestrowano
koniugowana szczepionke 10-walentng, zawierajaca
dodatkowo polisacharydy pochodzace serotypow 1,
5, i 7F pneumokokdw, z ktorych 8 jest sprzezonych
z bialkiem D pochodzacym z bezotoczkowych szcze-
pow Haemophilus influenzae. Najnowsza szczepionka
13-walentna, wprowadzona w lutym 2010 roku, chroni
przed zakazeniami serotypami 3, 6A i 19A zwigksza-
jac pule serotypéw 10-walentnej szczepionki, a tym
samym obejmujac ponad 80% inwazyjnych seroty-
pow pneumokoka w wiekszosci regionow $wiata [38].
W nastepnych latach spodziewana jest rejestracja
nowej 15-walentej szczepionki koniugowanej [80].
Projektowanie nowych szczepionek zawierajgcych
coraz to wiekszg liczbe wielocukrowych koniugatow
jest bardzo drogie w produkcji, co wpltywa na wysoka
cene szczepionek, a tym samym ogranicza mozliwos¢
ich stosowania w wielu krajach. Nowe badania prowa-
dzone na modelach zwierzecych oraz dotyczace nosi-
cielstwa u ludzi wskazujg, ze w ochronie przeciwko
kolonizacja i wystapieniem choroby pneumokokowej
biora udzial nie tylko przeciwciala skierowane prze-
ciwko wielocukrowej otoczce pneumokoka, ale réw-
niez te powstale przeciwko antygenom biatkowym
tego drobnoustroju. W zwigzku z tym przeprowadza
sie badania nad mozliwoscig wiaczenia jako skfadni-
kow szczepionki przeciwko S. pneumoniae bialek tego
drobnoustroju, takich jak powierzchniowe biatko PspA,
adhezyna PsaA lub pneumolizyna, czego nastepstwem
byloby uzyskanie odpornosci na ponad 90 serotypéw
tego drobnoustroju [10].
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7. Podsumowanie

Rozwoj choroby pneumokokowej jest wynikiem
wielokierunkowych i zlozonych interakcji patogen-
-organizm gospodarza. Pneumokok posiada wiele
czynnikéw wirulencji, ktére majg znaczenie zaréwno
dla kolonizacji nabtonka drég oddechowych jak i inwa-
zyjnos$ci danego szczepu. Warunkiem koniecznym do
rozwoju choroby jest kolonizacja nosogardzieli przez
S. pneumoniae i w wiekszosci przypadkow jest to kolo-
nizacja nowym serotypem.

Szerokie stosowanie szczepionek koniugowanych
w niektorych krajach realnie zmniejszylo liczbe przy-
padkow IChP powodowanej przez serotypy szczepion-
kowe, ale zaobserwowano wzrost liczby przypadkow
wywolywanych przez serotypy nieszczepionkowe.
Mozna przypuszczaé, ze szczepionka przyszlosci bedzie
zawierala jako antygeny pneumokokowe rekombino-
wane bialka, ktére beda wykazywaly wysoka immuno-
genno$¢ i beda uniwersalne dla wszystkich szczepow
S. pneumoniae.
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Orthopedic surgery infections related to the use of biomaterials

Abstract: In spite of recent advances in diagnostics and therapy, muscoskeletal infections still remain a huge problem. Etiological agents
of infections associated with the use of biomaterials on orthopedic and surgical orthopedic wards are often the microbes included in the
patient’s own flora and these commonly found in hospitals. The present paper discusses the risk factors and most common etiological
agents of these types of infections.

1. Introduction. 2. Infections associated with biofilm formation. 3. Risk factors for complications following biomaterial-related infections.
3.1. Patient-related factors. 3.2. Surgical procedure-related factors. 4. Infections classified with regard to implants. 5. The most common
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1. Wstep

Implantacja ,,elementéw obcych” czyli biomateria-
téw do organizmu pacjenta stanowi podstawe leczenie
na oddziatach urazowo-ortopedycznych.

Biomaterial to substancja albo kombinacja réznych
substancji (syntetycznych lub naturalnych), ktéra moze
by¢ uzyta w celu uzupelnienia lub zastgpienia tkanek
narzadu ruchu w celu usprawnienia ich funkcji. Moze
wiec stuzy¢ do wytworzenia implantéw, czyli umiesz-
czonych, cze¢$ciowo lub catkowicie, pod powierzchnia
nablonka przyrzadéw medycznych. Implant pozostajacy
przez rézny czas w organizmie cztowieka, moze sktada¢
sie z jednego lub kilku biomateriatéw [41, 67, 70].

Stosowanie w ortopedii implantéw, réznego rodzaju,
w wielu przypadkach umozliwia normalne funkcjono-
wanie pacjentdw. Infekcje i stany zapalne kosci i sta-
wow dotycza milionéw ludzi na calym swiecie. U 0s6b
powyzej 50-tego roku zycia tego rodzaju infekcje sta-
nowig ponad potowe wszystkich choréb przewleklych
[54]. Dla 0s6b cierpiacych np. z powodu zwyrodnienia
stawu biodrowego, zastapienie wlasnego stawu sztucz-
nym czyli wprowadzenie implantu stawu biodrowego
uwalnia chorego od ogromnych dolegliwosci bélowych
i daje szans¢ na poprawe standardu zycia [35, 69].

Nalezy jednak pamigtaé, o tym ze tego rodzaju zabiegi
niosa ze sobg ryzyko powiktan infekcyjnych.

Czestos¢ powiklan uzalezniona jest od rodzaju
zabiegu. Dane literaturowe pokazuja, ze po endopro-
tezoplastyce biodra wynosza ponizej 1% (chociaz nie-
ktorzy autorzy podaja ze od 2-3%) [69], po alloplastyce
kolana ponizej 2%, geoplastyce okoto 10-40%, operacji
zespolenia zfamania zamknietego w granicach 8-9%
a po operacji zespolenia otwartego okolo 10% [3, 25].
Powiklania po zabiegach z pilnych wskazan sg czest-
sze (~10%) niz po zabiegach planowanych (0,5-2,5%)
[24]. W przypadku zabiegéw planowanych kwalifikacja
do zabiegu operacyjnego i badanie chorego odbywaja
sie na dlugo przed (kilka miesiecy) zabiegiem co daje
mozliwos¢ wlasciwej oceny stanu ogdlnego chorego,
przeprowadzenie odpowiednich konsultacji (reuma-
tologicznej, diabetologicznej itp.) czy wyleczenia ist-
niejacych infekeji [69]. Do zabiegu planowanego chory
jest w stanie sie odpowiednio przygotowa¢ co zmniejsza
ryzyko powiklan infekcyjnych.

Co wazne, zakazenia w okolicy wprowadzonych
implantéow ortopedycznych, czesto wywolane przez
wlasng flore organizmu pacjenta, zwigzane sg przede
wszystkim z wytworzeniem struktur biofilmu na po-
wierzchni biomaterialu. Tego typu zakazenia mogg pro-
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wadzi¢ do przedluzonej antybiotykoterapii, reoperacji,
utraty konczyny a nawet do $mierci pacjenta [7].
Dane literaturowe pokazuja, ze obecnie grupa bio-
materialow dos$¢ szeroko stosowang w ortopedii s3
metale i stopy metali: stal austeniczna (gtéwnie chro-
mowo-niklowo-molimbdenowa), tytan i stopy tytanu
(Ti6Al4V oraz Ti6Al7Nb), czy stopy z pamigcig
ksztaltu. Swoje zastosowanie majg rdwniez materialy
kompozytowe, materialy ceramiczne czy materialy
weglowe (warstwy diamentowe i diamnetowopodobne).
Dosy¢ ciekawg grupa materialéw sg materialy resor-
bowalne, tzw. polimery resorbowalne [67, 30]. Warto
zaznaczyc, ze podejmowane sg proby tworzenia nowych
biomaterialdw, ktdre nie bedg podatne na adhezje drob-
noustrojow albo dokonuje si¢ modytikacji powierzchni
juz tych istniejacych z zastosowaniem réznych zwigz-
kéw o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym [5, 61].

2. Zakazenia zwigzane z wytwarzaniem biofilmu

Bakterie przystosowaly sie do zycia na powierzchni
implantéw w wielokomoérkowej strukturze otoczonej
warstwg substancji organicznych i nieorganicznych.
Obecnie wiele drobnoustrojow jest zdolna do wytwo-
rzenia struktur biofilmu stwarzajgc sobie idealne
warunki do bytowania w ustroju gospodarza. Bakterie
zyjace pod postacig tej ,,zorganizowanej spolecznosci”
chronione s3 przed mechanizmami obronnymi ustroju
gospodarza (zaburzone procesy chemotaksji, opsoniza-
cji, fagocytozy, zahamowana blastogeneza komoérek B
i T) czy penetracja zwiazkdéw o dzialaniu przeciw-
drobnoustrojowym, szczegdlnie antybiotykéw [43, 62].

Wytworzenie struktury biofilmu zalezy w duzej
mierze od zdolnosci adhezyjnych drobnoustroju,
rodzaju biomaterialu ale takze od integracji implantu
z tkanka (np. kostng) czyli odpowiedzi organizmu na
wprowadzony biomaterial. Proces integracji jest zto-
zony i kilkuetapowy. Waznym wydaje si¢ adsorpcja
bialek - jak fibronektyna, witronektyna, osteopontyna,
sialoproteiny kosci, trombospontyna, kolagen typu I
- na implancie, ktéra zachodzi po kontakcie implantu
z plynami ustrojowymi. Szczegdlng role odgrywaja tutaj
biatka matrix zewnatrzkomdrkowego, ktére umozli-
wiajg adhezj¢ osteoblastow i fibroblastow i znacznie
wplywaja na proces osteointegracji [1, 37]. Niektore
drobnoustroje majg zdolno$¢ wigzania bialek macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej i tym samym adherowania
do biomaterialu. Odbywa si¢ wiec specyficzny rodzaj
konkurencji o powierzchni¢ implantu, ktéra zachodzi
miedzy osteoblastami, fibroblastami i mikroorganiz-
mem. Wygrana tych pierwszych doprowadzi do zaha-
mowania adhezji bakterii, wygrana mikroorganizméw
prowadzi do wytworzenia biofilmu [24, 63], co sprzyja
utrzymaniu si¢ drobnoustrojow w miejscu zakazenia
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i moze zaburzy¢ proces osteointegracji (tworzenie pola-
czen ko$¢ — powierzchnia implantu) [4, 71].

Tworzenie bioflmu to proces ztozony, zapoczatko-
wany przyleganiem bakterii do ,,sztucznej powierzchni”
Pierwszy, odwracalny etap adhezji zapoczatkowany
jest zblizaniem sie drobnoustrojéw do biomateriatu na
odleglos¢ mniejsza niz 1 nm. Biora w nim udziat sily
tizyczne, hydrofobowe, napiecia powierzchniowego czy
wigzania van der Waalsa [6, 14]. W ,fazie unierucho-
mienia” - drugi, nieodwracalny etap - zachodzi wia-
zanie zewnatrzkomorkowych struktur bakterii z odpo-
wiednimi bialkowymi receptorami komoérkowymi.
W kolejnych fazach nastepuje pobudzenie zaadherowa-
nych mikroorganizmdéw do rozmnazania (trzeci etap)
i wytwarzanie zewnatrzkomorkowego $luzu (czwarty
etap) czyli substancji o charakterze polimeréw, co
w konsekwencji prowadzi do wytworzenia struktur
biofilmu [6, 73]. Niektére mikroorganizmy opuszczaja
utworzony biofilm, kolonizujg inna powierzchnie dazac
do wytworzenia struktur biofilmu w zupelnie innym,
nowym miejscu [6], co moze prowadzi¢ do zakazen
narzagdowych i ogélnoustrojowych [43].

Infekcje okoloprotezowe i wytworzenie struktur
biofilmu moga doprowadzi¢ do procesu obluzowania
protezy, bedacy konsekwencja osteolizy tkanki kostnej
w najblizszym sgsiedztwie biomateriatu [64]. Za taki
stan odpowiedzialne s3 zaktywowane, przez cytokiny,
osteoklasty. W ich aktywacji wazna role odgrywaja, mie-
dzy innymi, wydzielane w odpowiedzi na infekcje bakte-
ryjng interleukina-1 czy czynnik martwicy nowotworéw
[64]. Istotne sg rowniez wydzielane przez drobnoustroje
substancje, szczegolnie zewnatrzkomorkowe (LPS, leu-
kotoksyny, cytolizyny), ktére poprzez oddzialywanie na
komorki uktadu immunologicznego ustroju gospodarza
moga doprowadzi¢ do zapalnego procesu ropnego [64].

Postepujace zakazenie w okolicy implantu moze
niszczy¢ kos¢ w miejscu kontaktu z implantem, naj-
czg$ciej poprzez rozwoj ziarniny zapalnej [24].

Najczestsze objawy infekeji toczacej sie w okolicy
wprowadzonego biomaterialu to bol stawu, obecna
tre$¢ ropna i stan zapalny tkanek w okolicy implantu,
obecnos¢ przetoki, goraczka, w badaniu RTG widoczne
obluzowanie [63]. Czasami jedynym objawem jest bol
stawu czy obluzowanie protezy [27]. Septyczne obluzo-
wanie protezy wydtuza proces leczenia, moze doprowa-
dzi¢ do wymiany lub usuniecia endoprotezy, amputacji
konczyny czy nawet $mierci pacjenta [64].

3. Czynniki ryzyka powiklan infekcyjnych
zwigzane ze stosowaniem biomaterialow

Czestos¢ zakazen majacych zwigzek ze stosowaniem
biomaterialéw zalezy w duzej mierze od czynnikow
zaleznych od pacjenta ale réwniez z wykonywanym
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zabiegiem, a tu szczegdlnie istotne sg wlasciwe przy-
gotowanie pacjenta (gléwnie pola operacyjnego) przed
zabiegiem, oraz wlasciwe przygotowanie operatora [38].

3.1. Czynniki zwigzane z pacjentem

Nie bez znaczenia jest ogdlny stan fizjologiczny
pacjenta (waga, wiek, niedozywienie lub otylos¢, palenie
papieroséw). Zmniejszona wydolnos¢ uktadu immu-
nologicznego u 0séb starszych (powyzej 65 roku zycia)
sprzyja zakazeniom. Podobnie wplywa stan odzywie-
nia i waga pacjenta: niedozywienie czy otylos¢ czynia
organizm bardziej podatny na powiklania infekcyjne
poprzez zaburzong synteze kolagenu i biatek bioracych
udzial w mechanizmach odpornosciowych ustroju
gospodarza [59]. Skape unaczynienie tkanki ttuszczowej
uwalniajacej cytokiny prozapalne sprzyja zakazeniom
jak réwniez niski poziom albuminy w surowicy bedacy
wyznacznikiem ciezkiego niedozywienia [23].

Istotne s3 rowniez choroby towarzyszace, takie jak
zaburzenia metaboliczne. Cukrzyca trzykrotnie zwiek-
sza ryzyko zakazenia [8, 23]. Kontrola poziomu cukru
w trakcie zabiegu operacyjnego moze by¢ kluczowa
dla zapobiegania powiktaniom infekcyjnym [8]. James
i wsp. wykazali, ze otylos¢ jak i cukrzyca zwigkszaja
ryzyko infekcji okotoprotezowych. Badacze zanalizo-
wali 7181 przypadkéw operacji pierwotnej wymiany
stawu biodrowego i kolanowego przeprowadzonych
z powodu choroby zwyrodnieniowej stawow. Cze-
sto$¢ infekcji okoloprotezowych byta wigksza u osob
z nadwaga (4,66%) w poréwnaniu do 0os6b z normalna
masg ciata (0,37%). Zaobserwowano takze, ze u oséb
z przedoperacyjnym poziomem glukozy > 6,9 mmol/L
tego rodzaju infekcje wystepowaly czedciej niz u oséb
z poziomem glukozy <6,9mmol/L [28]. Cukrzyca
zdiagnozowana podczas zabiegu operacyjnego okoto
dwukrotnie zwigkszata ryzyko infekcji, przy czym
czesciej infekcje wystepowaly u pacjentéw poddanych
wymianie stawu kolanowego niz biodrowego [28].

Choroby nowotworowe, leczenie immunosupre-
syjne czy inne choroby zaburzajace funkcjonowa-
nie ukladu immunologicznego ostabiaja znacznie
odporno$¢ ustroju gospodarza [59]. Ponadto wyzej
wymienione choroby moga zmienia¢ stan odzywienia
komorek (w okolicy rany) cze$ciowo przez obnizenie
perfuzji tkankowej [59]. Obnizenie ci$nienia parcjal-
nego tlenu w tkankach (ponizej 30 mmHg) sprzyja
rozwojowi zakazenia poprzez oslabienie aktywnosci
makrofagow i leukocytow [38].

Powiktaniom sprzyjaja choroby reumatoidalne
(reumatoidalne zapalenie stawdw), choroby tkanki
tacznej czy naczyn wlosowatych. Nie bez znaczenie sg
réwniez niewydolnos¢ watroby czy nerek [3]. Endo-
protezoplastyka u pacjentéw w schylkowej niewydol-
nosci nerek wigze si¢ z duzym ryzykiem powiktan co
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wynika z zaburzen wodno-elektrolitowych, zaburzen
metabolicznych, towarzyszacych choréb ukladu krg-
zenia i zaburzonym funkcjonowaniu uktadu immuno-
logicznego czyli wigkszej podatnosci na infekcje [60].

Palenie tytoniu zaburza funkcjonowanie ukladu
immunologicznego, zaréwno mechanizméw odpor-
nosci humoralnej jak i komorkowej. Nalezy pamietaé
o tym, ze choroby przewlekle, bedace konsekwencja
dtugotrwalego palenia, zwiekszaja ryzyko réznych
powiktan (ukladu krazenia, nerwowego, oddechowego),
moga takze zaburzy¢ proces gojenia si¢ ran [46], gtow-
nie poprzez obnizong zdolno$¢ hemoglobiny do przeno-
szenia tlenu [23]. Palenie papieroséw zwigksza czestos¢
infekcji ran pooperacyjnych pacjentéw oddziatéw orto-
pedycznych (po zabiegach operacyjnych) w poréwna-
niu do 0séb niepalacych [46], osoby palace sg bardziej
podatne na zakazenia bakteryjne i wirusowe [57]. Abs-
tynencja w paleniu papieroséw przed zabiegiem opera-
cyjnym obniza ryzyko powikfan infekcyjnych [23].

Nasell i wsp. przeprowadzili analiz¢ czesto$ci powi-
ktan infekcyjnych pacjentéw (906) poddanych lecze-
niu operacyjnemu z powodu ostrego zlamania kostki.
Podzial pacjentéw na palacych i niepalgcych pokazat
szesciokrotnie wyzsze prawdopodobienstwo wystapie-
nia zakazenia rany po zabiegu operacyjnym u palaczy
[40]. Lubbeke i wsp. wykazali silny zwigzek pomiedzy
paleniem papieroséw i rewizja po calkowitej endo-
protezoplastyce stawu biodrowego. Autorzy przyjmu-
jac dwa kryteria: rodzaj endoprotezy (z metalowym
i ceramiczno-polietylenowym fozyskiem) oraz palenie
papierosow, wykazali, Ze rewizja w przypadku endopro-
tez z metalowym tozyskiem byla 4x wyzsza u palaczy
w poréwnaniu do pacjentéw niepalacych. Wykazano
wysoka zaleznos$¢ pomigdzy paleniem a uszkodzeniem
endoprotezy ale tylko z metalowy tozyskiem. Takiej
zalezno$ci nie wykazano w przypadku lozyska cera-
miczno-polietylenowego [34].

Ogromny wplyw na zakazenia po wprowadzeniu
ciala obcego moga mie¢ infekcje toczace si¢ w orga-
nizmie pacjenta np. zakazenie ukladu moczowego,
infekcje zebow, dzigsel, zatok, skory. Moze dojs¢ do
translokacji drobnoustrojéw i wywolania zakazenia
w miejscu operowanym, nawet jezeli infekcja dotyczy
narzadu odleglego od rany operacyjnej [66]. Bardzo
niebezpieczne sa procesy przewlekle toczace si¢ w oko-
licy skory konczyn, ktdre to niszczac bariere ochronng,
jaka jest skora, stanowig wrota wnikania dla drobno-
ustrojow bytujacych na skorze ale takze tych pochodza-
cych ze srodowiska [69]. Jesli podczas zabiegu operacyj-
nego doszto do uszkodzenia przedweztowych naczyn
chlonnych, transportowane, do okolicznych weztow
chlonnych, wraz z chlonka, drobnoustroje sa ,,zagro-
zeniem” dla implantu [69].

Nosicielstwo S. aureus w przedsionku nosa ma zna-
czenie w pooperacyjnych powiklaniach. Szacunkowo
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ocenia si¢, ze w Polsce 20-40% populacji to nosiciele
S. aureus, wérod personelu medycznego odsetek ten jest
jeszcze wiekszy i moze sigga¢ nawet 90% [66].

Chorzy u ktérych stwierdzono obecnos¢ gronkowca
zlocistego w przedsionku nosa muszg by¢ poddani era-
dykacji S. aureus z zastosowaniem masci mupirocyno-
wej, a kazda infekcja powinna by¢ wyleczona.

Kolonizacja szczepami szpitalnymi (przy dlugiej
hospitalizacji) moze mie¢ istotny wplyw na zakazanie.
Skora jest podatna na osiedlanie si¢ flory przejsciowej
co w przypadku ,ukladu” pacjent-srodowisko szpi-
talne moze mie¢ kluczowe znaczenie. Bakterie wcho-
dzace w sklad flory przej$ciowej, a pochodzgce ze $ro-
dowiska szpitalnego, sa oporne na antybiotyki, czgsto
wielooporne. Zrédtem drobnoustrojéw s3, w tym przy-
padku gtéwnie srodowisko ale takze personel czy inni
pacjenci. Juz po 48 h skoéra chorego jest kolonizowana
przez drobnoustroje srodowiska szpitalnego a ryzyko
wystgpienia zakazenia wzrasta wraz z wydluzeniem si¢
czasu pobytu pacjenta w szpitalu przed zabiegiem [59].

Pedersen i wsp. analizujac czynniki ryzyka infekecji
po endoprotezoplastyce stawu biodrowego wykazali
zwiekszona czestosci infekeji u mezczyzn. Czesto ze
wzgledu na wigkszy stopien urazu chirurgicznego i mar-
twicy tkanek mezczyzni sa bardziej narazeni na infekcje
anizeli kobiety. Wspolistnienie u me¢zczyzn takich cho-
réb jak udar, choroby watroby, cukrzyca, rak zwieksza
ryzyko zakazenia protezy stawu biodrowego [48].

3.2. Czynniki zwigzane z zabiegiem operacyjnym

Niewatpliwie bardzo istotnym czynnikiem majacym
wplyw na zakazenia jest wlasciwe, lub bardziej nale-
zaloby powiedzie¢, niewlasciwe przygotowanie pola
operacyjnego.

Czestymi czynnikami etiologicznymi zakazen zwia-
zanych z wprowadzeniem biomaterialéw sa drobno-
ustroje wchodzace w sklad flory fizjologicznej pacjenta,
zar6wno stalej jak i wspomnianej wczesniej flory przejs-
ciowej. S. epidermidis wiedzie tutaj prym i wymieniany
jest jako jeden z najczestszych czynnikéw etiologicznych
tego typu zakazen. Skore czlowieka pokrywaja drob-
noustroje w ilosci 10°~10° kom/cm?. Bakterie tlenowe
i wzglednie beztlenowe pokrywaja warstwe rogowa
naskorka, bakterie beztlenowe dominuja w glebszych
warstwach mieszkow wlosowych i gruczotéw tojowych.
Antyseptyka skory jest konieczna poniewaz doprowa-
dza do zmniejszenia liczby drobnoustrojow ale nalezy
pamietac o tym, ze nie usunie stalej flory pacjenta cat-
kowicie. Proces odnowy flory fizjologicznej skory moze
stanowi¢ problem przy zabiegach dtugotrwatych, wie-
logodzinnych, z ktdrymi cz¢sto mamy do czynienia na
oddzialach ortopedycznych [66, 39]

Dzien przed zabiegiem i w dniu operacji pacjent
powinien zazy¢ kapieli calego ciala z zastosowaniem
preparatow do dezynfekcji skory [45].
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Czynnikiem sprzyjajacym zakazeniom moze by¢
zbyt wczesne mechaniczne usuwanie owlosienia przed
zabiegiem operacyjnym [59]. Jest ono konieczne, moze
jednak sprzyja¢ wnikaniu drobnoustrojéw obecnych na
skorze pacjenta czy z rak personelu poprzez tworzenie
mikrouszkodzen skory. Sprzyja takze rozwojowi zakazen
skory. Usuwanie owlosienia powinno si¢ odby¢ w dniu
zabiegu, tuz przed operacja. Im wigcej czasu minie od
momentu usuniecia owlosienia do wykonania zabiegu
operacyjnego tym ryzyko zakazenia bedzie wieksze (tuz
przed operacja — ryzyko zakazenia rzedu 3%; wiecej niz
24 h przed zbiegiem operacyjnym - ryzyko zakazenia
20%) [8]. Niektorzy autorzy zamiast golenia, zalecaja
depilacj¢ (najlepiej chemiczna) lub strzyzenie [59].

Wrtasciwe ,,przygotowanie operatora” do zabiegu
operacyjnego, a szczegdlnie mycie chirurgiczne rak, to
kolejna wazna kwestia w temacie zakazen. Dionie ope-
ratora to wazne ,zrodto” drobnoustrojéow wywotuja-
cych zakazenia miejsca operowanego, dlatego zbyt krét-
kie i niewlasciwe mycie rak zwieksza ryzyko zakazenia
[8]. Chirurgiczne mycie ragk powinno by¢ prowadzone
najlepiej z uzyciem alkoholowego ptynu do dezynfekeji
rak o przedtuzonym dziataniu.

Poniewaz szacunkowo 25% rekawiczek ulega roz-
szczelnieniu juz po 20 minutach trwajacego zabiegu
operacyjnego, wedtug WHO, nalezy réwniez zmienia¢
rekawiczki w trakcie operacji po 2-3 godzinach [38, 8].

Zabieg operacyjny, szczegolnie dtugotrwaly, pod-
wyzsza ryzyko zakazenia tym bardziej jezeli towarzyszy
temu utrata duzej ilosci krwi. Tkanka niedotleniona,
martwicza to idealne miejsce do namnazania si¢ drob-
noustrojow, szczegdlnie beztlenowych [59, 72]. Poza
tym wraz z wydluzaniem si¢ czasu trwania zabiegu
operacyjnego rosnie ryzyko zanieczyszczenia rany
drobnoustrojami [59], ktére moga pochodzi¢, np. z sali
operacyjnej (system klimatyzacyjny moze by¢ zrodtem
drobnoustrojow), od operatoréw i innych cztonkow
wchodzacych w sklad zespolu operujacego (nie bez
znaczenia jest ilo$¢ osob na sali operacyjnej) czy narze-
dzi chirurgicznych (np. néz chirurgiczny) [23, 63, 64].

Warto moze zaznaczy¢, ze dostanie si¢ drobnoustro-
jOw na rane nie jest rOwnoznaczne z infekcja ale tylko
wtedy kiedy prawidlowo dziala uklad immunologiczny.
Zaburzone funkcjonowanie mechanizméw obronnych
ustroju gospodarza moze doprowadzi¢ do rozwiniecia
pelnoobjawowego zakazenia [69].

4. Podzial zakazen wokol implantow

Zakazenia ujawniajace si¢ do miesigca od zabiegu
operacyjnego okreslamy mianem wczesnych (ostrych),
ujawniajace sie do 2 lat od zabiegu - pdéznych (przewle-
ktych), natomiast te ktdre ujawniaja si¢ powyzej 2 lat od
zabiegu operacyjnego okreslane sg jako pdzne, krwiopo-
chodne [4, 66]. Za zakazenia wczesne odpowiedzialne



324

s drobnoustroje pochodzace najczesciej ze srodowiska,
zanieczyszczajace implanty (np. endoproteze czy sruby
do zespolenia kosci) w trakcie trwajacego zabiegu ope-
racyjnego (zakazenia egzogenne, zewnatrzpochodne).
Za zakazenia pdzne czgsto odpowiedzialne sg drobno-
ustroje pochodzace z innych ognisk infekcji organizmu
czlowieka, np. infekcji ukladu moczowego (zakaze-
nia endogenne, wewnatrzpochodne). Infekcje pdzne,
krwiopochodne czgsto ujawniajg si¢ po dtugim czasie
odpowiedniego funkcjonowania implantu [4].

Podzial na zakazenia ostre, przewlekle i powolne
(pdzne) opiera si¢ na nasileniu objawéw klinicznych
podczas zakazenia [4]. Infekcja pdzna to rodzaj zaka-
zenia przewleklego (slabo zaznaczone objawy kliniczne
infekcji) z objawami powolnego obluzowania endo-
protezy [66]. Zakazenie wczesne charakteryzuje sie
dobrze zarysowanymi objawami (przetoka drenujaca,
rozejscie si¢ rany, zaburzone gojenie rany, bol stawu,
podwyzszona temperatura) i na ogol nie jest trudne
do rozpoznania. W przeciwienstwie do zakazen o cha-
rakterze przewleklym, w ktérym, z powodu zmienio-
nego metabolizmu bakterii bytujacych w strukturze
biofilmu, objawy sa nietypowe, niespecyficzne a takze
stabo zaznaczone (np. bdl stawu) [27, 66].

5. Najczestsze czynniki etiologiczne zakazen
zwigzanych ze stosowaniem biomaterialu

Tego typu infekcje najczesciej wywolane sg przez
drobnoustroje wchodzace w skiad flory fizjologicznej
skory: gronkowce, zaréwno CNS (przede wszystkim
S. epidermidis) jak i S.aureus dominuja — ogoétem sa
przyczyna 50-70% tego typu infekcji [3].

Gronkowce koagulazoujemne sg przyczyna ok. 40%
zakazen zwigzanych ze stosowaniem endoprotez a S. au-
reus odpowiada za 10-20% tego rodzaju infekcji [63].

Za okoto 20% zakazen odpowiadaja paciorkowe
(gtéwnie B-hemolityczne), 15-20% paleczki Gram-
-ujemne z rodziny Enterobacteriaceae (E. coli, Proteus
spp., Klebsiella spp.) a takze P, aeruginosa. Inne drobno-
ustroje: Corynebacterium spp., Enterococcus spp., Bacil-
lus spp., Propionbacterium spp. izolowane sg znacznie
rzadziej (ok 7-10% zakazen) [27].

Za 1% infekcji okotoprotezowych odpowiadaja
grzyby [59]. Od 4-27% zakazen moze by¢ wywotana
jednoczes$nie przez rézne drobnoustroje (charakter
mieszany) [63].

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

Za ogromne zdolnosci adhezyjne gronkowcow,
czyli pierwszy etap tworzenia biofilmu, odpowiadaja
zwigzane kowalencyjnie z peptydoglikanem biatka

JOANNA NOWICKA, MARZENNA BARTOSZEWICZ

powierzchniowe okreslane mianem MSCRAMM
(Microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules). Umozliwiaja one adhezje gron-
kowcéw do bialek macierzy komérkowej gospodarza
(fibronektyny, fibrynogenu, elastyny, kolagenu i witro-
nektyny) [18, 55]. Poniewaz biomaterial w ustroju
gospodarza zostaje pokryty przez bialka pochodzace
z osocza lub tkanki tgcznej [18] a biatka MSCRAMM,
maja zdolnos¢ wigzania bialek ECM (extracellular
matrix proteins) mozliwa jest adhezja do biomateriatu
[18, 43]. Dobrze poznanym biatkiem MSCRAMM
u gronkowcow jest biatko wigzace fibrynogen (SdrG
u S. epidermidis i CIfA u S. aureus) [36], biatko wiazace
kolagen (SdrF) u S. epidermidis [18] oraz biatko wig-
zace fibronektyne (FnBPA i FnBPB u S. aureus, Embp
u S. epidermidis) [10, 21, 22].

SdrG (119 kDa) i CIfA (118 kDa) inicjujg przylega-
nie do powierzchni optaszczonych fibrynogenem [18].
SdrG ma dodatkowo zdolno$¢ do agregacji ptytek krwi
[18]. Domena A tego bialka sklada sie z trzech poddo-
men N1, N2 i N3 a rejon wigzacy ligand znajduje sie
miedzy domeng N2 i N3. Biatko wigzace fibrynogen
(SdrG/Fbe) S. epidermidis taczy sie z tanncuchem p fibry-
nogenu wedtug mechanizmu ,,dock, lock and lach” [58].
CIfA u S. aureus sktada sie réwniez z trzech poddomen
(N1, N2 i N3), domeny N2N3 odpowiadaja za wigza-
nie fibrynogenu. Nie wiadomo jaka jest struktura i rola
poddomeny N1. McCormac i wsp. przypuszczajg, ze
poddomena ta wplywa na transport i powierzchniowa
lokalizacje CIfA [36].

SdrF, skfada si¢ z wiazacej ligand domeny A oraz
z domeny B. W domenie A podobnie jak u wyzej
wymienionych bialek mozna wyrézni¢ 3 poddo-
meny, a miejsce wigzace ligand znajduje si¢ na dome-
nie N2 [2].

FnBPA i FnBPB promuja tworzenie biofilmu przez
niektére metycylinooporne szczepy S. aureus [21, 22].
U biatek wigzacych fibronektyne stwierdzono podobna
budowe jak u CIfA, i réwniez wigzanie z odpowied-
nim ligandem odbywa si¢ z udzialem poddomeny N2
iN3 [22].

U S. epidermidis stwierdzono obecno$¢ biatka wig-
zacego fibronektyne Embp. Jest to duze biatko, 420 kDa,
ktdre bierze udzial w pierwszym etapie tworzenia bio-
filmu, ale takze chroni S. epidermidis przed fagocytoza
w makrofagach [10, 49]. Udzial tego biatka w tworzeniu
biofilmu i dodatkowo ochrona przed mechanizmami
obronnymi ustroju gospodarza czyni to biatko waznym
markerem chorobotworczoséci w zakazeniach zwigza-
nych z wprowadzeniem implantéw. Christner i wsp.
odkryli, ze izoforma Embp wigze fibronektyne, a takze
moze zapoczatkowaé akumulacje biofilmu przez ica-
ADBC i aap-negatywne izolaty [18].

W proces tworzenia biofilmu gronkowcéw oprocz
wyzej wymienionych bialek zaangazowane s3 réwniez
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inne adhezyny. Miedzy innymi: biatka SSP-1 i SSP-2
(Staphylococcal Surface Proteins) [20], adhezyna AtIE
(autolisyn E), adhezyna Aae (autolysin/adhesin Aae)
[49, 43]. Autolizyna AtlE, o masie 140kDa, wiaze
witronektyne [74, 53] i reguluje pierwszy etap adhezji.
Mechanizm dzialania zwigzany jest najprawdopodob-
niej z oddziatywaniem hydrofobowym z powierzchnia
nieozywiong [6]. Adhezyna ta sklada si¢ z powtarzal-
nej sekwencji aminokwasow i zawiera dwie domeny,
amidazowa i N-acetyloglukoamidazowa, o aktywnosci
enzymatycznej [6].

Istotng role podczas kolonizacji powierzchni bio-
materiatéw przez gronkowce odgrywa sluz wytwarzany
przez te drobnoustroje [73, 19]. Sluz chroni réwniez
drobnoustroje przed mechanizmami ochronnymi
ustroju gospodarza, umozliwiajac przezycie gronkow-
cOw w zakazonym organizmie [73] (Rys. 1).

Rys. 1. Biofilm S. epidermidis utworzony na tytanowym wkrecie
do kosci korowej. Mikroskop elektronowy (powiekszenie 5000x).

W procesie akumulacji (druga faza tworzenia bio-
filmu) i produkgji §luzu przez gronkowce ogromna
role odgrywa polisacharydowy antygen PIA (polisac-
charide intercellular antigen) — produkt ekspresji ope-
ronu icaADBC [17, 44]. Ekspresja genéw icaA, icaD
oraz icaC jest konieczna dla syntezy polisacharydowego
antygenu [16]. PIA to B-1,6-glukozaminoglikan zbu-
dowany z 130 reszt (-1,6-N-acetylo-D-glukozaminy
(B-1,6-GlcNAc) oraz ze sktadajacych sie na frakeje
anionowy nieacetylowane reszty D-glukozaminy (fosfo-
ranu i reszty bursztynianu) [6]. Antygen ten odpowiada
miedzy innymi za elektrostatyczne interakcje pomie-
dzy bakteriami i wydaje sie, ze jego rola jest kluczowa
w tworzeniu biofilmu gronkowcowego ale nie zawsze
konieczna. Jak pokazujg badania niektdrych autorow,
kliniczne szczepy S. epidermidis, odpowiedzialne za
zakazenia zwigzane z tworzeniem biofilmu, tylko
w 33-52% s3 icaADBC pozytywne [50, 56]. W litera-
turze opisano takze szczepy S. aureus zdolne do tworze-
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nia biofilmu u ktérych nie wykryto obecnosci genow
operonu ica [33]. Przypuszcza si¢ ze, u takich szczepow
(ica-negatywnych) w tworzenie biofilmu na tym etapie
zaangazowane sg biatko Aap (accumulation-associated
protein) u S. epidermidis i jego ,,odpowiednik” SasG
(Staphylococcus aureus surface protein G) u S. aureus.
Wydaje sig, ze bialka te przejmuja funkcje PIA [33].

Biatko Aap, o masie 220-kDa zawiera N-terminalna
domeng B i domene A i najprawdopodobniej odgrywa
role w zapoczatkowaniu adhezji lub we wczesnym eta-
pie dojrzewania biofilmu [18]. Moze o tym $wiadczy¢
fakt, ze przy zastosowaniu poliklonalnych przeciwciat
anty-Aap w stosunku do wzorcowego szczepu S. epi-
dermidis RP62A, produkujgcego PIA, zaobserwowano
zahamowanie w 87% tworzenia biofilmu [18]. SasG,
odpowiednik biatka Aap u S. aureus promuje tworze-
nie biofilmu niezaleznie od PIA i najprawdopodob-
niej odgrywa role w fazie akumulacji a nie w fazie
przylegania [21].

Tworzenie biofilmu i akumulacje, przy nieobecnosci
PIA, moze indukowa¢ réowniez biatko Bap (biofilm-
-associated protein) lub jego homolog Bhp (biofilm-
-associated protein homolog). Obecno$¢ biatka Bap
stwierdzono u szczepdw S. aureus izolowanych od krow
z mastitis, natomiast obecnos¢ BhP udato si¢ wykaza¢
u szczepow S. epidermidis pochodzacych od ludzi [33].
Wykazano, ze biatko Bhp indukuje tworzenie biofilmu
i akumulacje przy nieobecnosci PIA [18, 49]. Warto
dodag, ze biatko Aap wytwarzane jest przez prawie 90%
szczepow S. epidermidis, podczas gdy biatko Bhp przez
okoto 15-45% izolatow [18].

Wazne dla odpowiedniego funkcjonowanie bio-
filmu, za przebieg wielu proceséw metabolicznych
drobnoustrojow tworzacych biofilm odpowiedzialne
sg autoinduktory (czasteczki sygnatowe) dzigki ktorym
drobnoustroje ,,porozumiewaja” sie ze sobg. Swobodna
dyfuzja czasteczek sygnalowych miedzy komodrkami
bakteryjnymi pozwala na komunikacj¢ ale réwniez na
okreslenie liczebnos$ci komoérek w biofilmie. Takie zja-
wisko okreslane jest w literaturze jako QS - quorum
sensing i polega na uzaleznieniu ekspresji gendéw od
zageszczenia, czyli liczebnosci komérek drobnoustro-
jow w populacji [6, 32]. Role czasteczek sygnalizacyj-
nych u bakterii G-dodatnich, w tym u gronkowcéw,
pelnig oligopeptydy. Gronkowiec ztocisty moze ,;wyko-
rzystywa¢” wyzej wymieniony mechanizm, miedzy
innymi, do regulowania wytwarzanie biatka wigzacego
kolagen i biatka wigzacego fibronektyne. Wazne wydaja
sie tu dwa loci regulatorowe: system agr (accessory gene
regulator) i system sar (staphylococcal accessory gene
regulator) [31].

Istotne sa rowniez dwuskladnikowe systemy regu-
lacyjne odpowiedzialne za komunikacje pomiedzy
komoérkami drobnoustrojéw. Nie do konca poznano
mechanizmy dziatania wszystkich tych systemow ale
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ich rola w tworzeniu biofilmu wydaje si¢ bezsporna.
U S. aureus odkryto 17 takich systemdw, a najwazniej-
sze z nich to: ArIRS, GraRS, WalKR, LytSR i SaeRS. Ten
ostatni wykryto réwniez u S. epidermidis [42].

5.2. Pseudomonas aeruginosa

U paleczek Pseudomonas aeruginosa w pierwszym
etapie tworzenia biofilmu, czyli przylegania do po-
wierzchni, wazng role odgrywa zdolnos¢ ruchu tych
drobnoustrojow. Zmiany w genach kodujacych ruch
skutkujg trudnosciami w tworzeniu struktur biofilmu
- szczepy z defektem poruszania sie nie sg wstanie two-
rzy¢ warstwy pojedynczych komoérek (monolayer) na
powierzchni. W poczatkowej fazie tworzenia biofilmu
biorg réwniez udziat fimbrie, szczegdlnie typu Ii IV
[6]. Najprawdopodobniej zdolnos¢ ruchu wynikajaca
z obecno$ci rzgsek, ma znaczenie w promowaniu adhe-
zji a obecnos¢ fimbrii typu IV jest kluczowa dla mie-
dzykomorkowej agregaciji [16].

Gléwnym skladnikiem egzopolisacharydu pateczek
ropy blekitnej jest kwas alginianowy (f-1,4-Dmannu-
ronowy) oraz C-5 epimer kwasu guluronowego. Wytwa-
rzanie kwasu alginianowego pozostaje pod kontrolg
genu algACD. Gen algC jest kluczowy w produkcji
kwasu alginianowego, jego aktywacja odbywa si¢ pod-
czas tworzenia biofilmu na fazie stalej [13, 16]. Proces
aktywacji rozpoczyna juz si¢ 15 minut po osadzeniu
pafeczek na stalej powierzchni, ro$nie w ciggu kolej-
nych 2 godzin i nastepnie zaczyna spadaé. Ekspresja
genu algC u tych palteczek P. aeruginosa ktore tworza
biofilm jest znacznie wigksza, prawie dziewietnascie
razy, w poréwnaniu do pateczek ktore wystepuja w for-
mie planktonowej [13, 16]. Te pateczki ropy biekitnej
u ktérych nie dochodzi do ekspresji wyzej wymienio-
nego genu posiadaja wieksza zdolnos¢ oddzielenia sig
od struktury biofilmu [6, 16].

Na dojrzewanie biofilmu u tych paleczek maja
wplyw acylowane laktony homoseryny, ktérych wytwa-
rzanie pozostaje pod kontrolg gendw lasl. Szczepy
P, aeruginosa z mutacja w genach lasI nie s3 zdolne do
wytworzenia wilasciwych struktur biofilmu. Synteza
pozakomorkowej czasteczki sygnalowej N-(3-okso-
dodekanylo)-laktonu homoseryny (3-okso-C ,-AHL)
pozostaje pod kontrolg produktéw genu lasl. Gdy
w $rodowisku paleczek P aeruginosa stezenie laktonu
ro$nie zostaje on pobrany przez bakterie i polaczony
z 3-okso-C -AHL z aktywatorem transkrypcji LasR.

Dzialanie systemu skladajacego si¢ z bialka regu-
latorowego RhIR i autoinduktora N-butyrylolaktonu
homoseryny (C,-AHL) oparte jest na takiej samej
zasadzie - gdy stezenie czasteczki C,-AHL bedzie
odpowiednio wysokie nastapi jej wnikanie do komorki
i polaczenie z aktywatorem transkrypcji (Rhl).
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W obu przypadkach polaczenie z aktywatorem
transkrypcji doprowadza do powstania kompleksow,
ktére maja zdolno$¢ aktywowania ekspresji wielu genow
u pateczek P. aeruginosa [6].

5.3. Propionibacterium acnes

Zakazenia wywolane przez P. acnes, ktdry stanowi
flore fizjologiczng skory (wystepuja w miejscach boga-
tych w gruczoly lojowe: czolo, skrzydetka nosa, klatka
piersiowa, plecy) dotyczg gtéwnie mtodych ludzi u kto-
rych drobnoustrdj ten odpowiedzialny jest za zapalenie
mieszkow wlosowych, czyli tradzik pospolity. Coraz
czes$ciej mowi sie o tym, ze jest to rdGwniez wazny czyn-
nik etiologiczny zakazen zwigzanych ze stosowaniem
biomateriatow [66].

W 2003 roku wykazano, ze ta beztlenowa paleczka,
moze tworzy¢ biofilm, zaréwno in vivo jak i in vitro,
i ze komorki w strukturze biofilmu sg bardziej oporne
na antybiotyki anizeli te wystepujace w formie plank-
tonowej [52]. Wigksze zdolnosci do produkcji bio-
filmu obserwuje si¢ w przypadku tych szczepow, ktore
pochodzy z glebokich zakazen inwazyjnych, anizeli
tych pochodzacych ze skéry od zdrowych oséb [26].
Obecnie niewiele wiadomo na temat mechanizmoéw,
genow i czynnikéw majacych wplyw na jego tworze-
nie, niewiele wiadomo réwniez na temat sktadu che-
micznego utworzonej struktury biofilmu. Aktywno$¢
enzymatyczna P.acnes wplywa znacznie na proces
kolonizacji a takze rozprzestrzeniania si¢ procesu
chorobowego. Wazng role w tym wzgledzie odgrywa
miedzy innymi lipaza, ktorej zwiekszone wytwarzanie
stwierdzono w fazie wzrostu biofilmu [11, 26, 66]. Poza
tym u P, acnes stwierdzono obecno$¢ genow kodujacych
UDP-N-acetylo-glukozaminy-2-epimerazy i glikozy-
lotransferazy a wiedzac, ze biofilmy réznych drobno-
ustrojow w wiekszosci skladajg sie z weglowodanow
mozna przypuszczaé, ze geny te u Propionibacterium
majg udzial w tworzeniu biofilmu [26].

Badania pokazuja, ze jak w przypadku innych
drobnoustrojow tak i tutaj zdolno$¢ tworzenia bio-
filmu zwigzana jest ze sktadem podloza wzrostowego.
Pozwala to przypuszczaé, ze aktywacja genéw odpowie-
dzialnych za wytwarzanie sktadnikéw biofilmu i w tym
przypadku podlega wplywom s$rodowiska [26]. Wyka-
zano roéwniez, ze osocze ludzkie dziala hamujaco na
tworzenie biofilmu przez P, acnes. Jaki jest tego mecha-
nizm i ktére skladniki osocza ludzkiego majg dziatanie
hamujgce pozostaje pod znakiem zapytania.

5.4. Streptococcus pyogenes
Zdolnosci adhezyjne paciorkowcow w duzej mie-

rze wynikaja z budowy $ciany komorkowej tych drob-

noustrojow. Obecnos$¢ w $cianie komdrkowej kwasu
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lipotejchojowego, ktéry odgrywa wazna role w fizjo-
logii bakterii i wtasciwym ich ,,funkcjonowaniu”, przy-
czynia sie réwniez do nadania im hydrofobowych wtas-
ciwosci powierzchni, co jak wiadomo ma znaczenie
w adhezji do struktur zaréwno ozywionych jak i nie-
ozywionych [65].

Istotne s3 réwniez inne, wazne komponenty $cia-
ny komorkowej tych drobnoustrojow czyli biatka
powierzchniowe. U Streptococcus pyogenes, najwaz-
niejszego czynnika etiologicznego zakazen u ludzi z tej
grupy paciorkowcow [65, 66], okreslane sg one czesta
mianem - rodzina biatek M [12]. Najwazniejszg role
odgrywa tutaj biatko M, kodowane przez gen emm,
typowo-swoiste biatko wystepujace przede wszystkim
u szczepow zjadliwych. Przez niektérych uwazane za
najwazniejszy wyznacznik chorobotworczosci S. pyoge-
nes. Bialko to o a-helikalnej budowie, zakotwiczone jest
w $cianie komorkowej bakterii za pomoca C-konca
a transportowane na zewnatrz komorki przy udziale
sortazy [65]. W literaturze opisanych jest okoto 90 sero-
typow tego biatka [65]. Bialko to chroni S. pyogenes
przed mechanizmami obronnymi ustroju gospodarza,
gltéwnie przed fagocytoza, ma swdj udzial w przebiegu
wielu postaci klinicznych zakazen wywolanych przez
te drobnoustroje, wplywa miedzy innymi na rozwdj
paciorkowcowego wstrzasu toksycznego.

Poza biatkiem M wazne s3 M-podobne biatka
powierzchniowe a tu szczegdlnie biatko Mrp (M-related
protein) i biatko Enn (another M-like protein). Kom-
pleks genéw obejmujacy nadrodzine genu emm koduje
wytwarzanie bialek M-podobnych [12].

Nie do konca jest poznany mechanizm wplywu
rodziny bialek M na proces tworzenia biofilmu. Wia-
domo ze biatko M jest w stanie tworzy¢ kompleksy
z kwasem lipotejchojowym co w znacznym stopniu
poteguje silne wtasciwosci hydrofobowe powierzchni
komoérek paciorkowcow i nasila ich zdolnoéci adhe-
zyjne. Przypuszcza sig, ze bialka te mogg rowniez pote-
gowac interakcje, poprzez N-koniec, pomiedzy komor-
kami paciorkowcow i promowac ich agregacje [12, 65].

Istotng role w procesie tworzenia biofilmu odgrywa
inna struktura powierzchniowa czyli otoczka skfada-
jaca sie¢ z kwasu hialuronowego [65]. Badania Cho
i wsp. wykazaly, ze kwas hialuronowy otoczki nie jest
wymagany w pierwszym etapie tworzenia biofilmu ale
najprawdopodobniej jego obecnos¢ istotna jest w fazie
agregacji i dojrzewania jego struktur [9, 65].

Istotne w procesie tworzenia biofilmu, ale réwniez
w patogenezie wielu zakazen wywolanych przez pacior-
kowce s3 dwuskladnikowe systemy regulacyjne. Wazng
role odgrywa tutaj system CovRS (inna nazwa CsrRS)
wykryty po raz pierwszy u S. pyogenes. System ten odpo-
wiedzialny jest za ekspresje wielu gendéw zwigzanych
z chorobotwdrczoscig tych drobnoustrojow, m.in. genéw:
ska (streptokinase), sagA (streptolysin S), speB (cyste-
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ine protease B) a takze operonu has (hyaluronic acid
capsule synthesis). Inaktywacja genu covR powoduje
utrate szczepu do zdolnosci tworzenia biofilmu [42].

5.5. Candida albicans

W literaturze jest wiele doniesien i opracowan na
temat tworzenie biofilmu przez bakterie, niewiele jest
natomiast danych dotyczacych tworzenia biofilmu
przez grzyby a obecnie wiadomo, ze grzyby szczegdl-
nie rodzaju Candida maja zdolno$¢ do tworzenia jego
struktur. Tak jak u bakterii jest to proces wieloetapowy.

W procesie tworzenia biofilmu u C. alibicans mozna
wyrozni¢ kilka faz, najczesciej: wczesng, posrednia
i dojrzewania [15, 47].

W trwajacej do 11 godzin fazie wczesnej mozna
zaobserwowa¢ adhezje, czyli przyleganie komorek
grzyba do sztucznej powierzchni. Mikrokolonie mozna
zaobserwowac po ok. 3 godzinach, po ok. 4 komorki
grzyba zaczynaja filamentowaé co doprowadza do
tworzenia pseudostrzepek i strzepek. Strzepki sasia-
dujacych ze sobg mikrokolonii zaczynaja si¢ taczy¢,
doprowadzajac do uzyskania sieci przestrzennej skla-
dajacej si¢ z wzajemnie przenikajacych sie nitkowatych
form. W proces adhezji zaangazowane sg adhezyny na
powierzchni komoérek grzyba, ktore rozpoznaja odpo-
wiednie receptory w u stroju gospodarza (np. fibryno-
gen, kolagen, elastyna, laminina, witronektyna) i tak
jak u bakterii na tym etapie biorg udzial nieswoiste
oddzialywania, jak wigzanie Van der Waalsa, elektro-
statyczne czy napigcia powierzchniowego. Zdolnosci
adhezyjne moga zmienia¢ si¢ zaleznie od warunkow
hodowli i rodzaju zastosowanego podloza [68]. Czyn-
nikami ulatwiajacymi tworzenie stabilnych polaczen
miedzy komorka grzyba a biomaterialem sg biatka
ustroju gospodarza, ktére pokrywaja wprowadzony do
organizmu implant.

W fazie posredniej, nastepuje wydzielanie zewnatrz-
komoérkowej macierzy, ktora sklada si¢ gtéwnie z poli-
sacharydéw $ciany komodrkowe;.

W ostatniej fazie obserwuje si¢ natomiast znaczny
przyrost substancji pozakomoérkowych, ktdre catkowi-
cie otaczajg komorki grzyba. Grubo$¢ dojrzatego bio-
tilmu zawiera si¢ pomiedzy 60-350 um a czas potrzebny
na jego wytworzenie wynosi ok. od 72 do 96 godzin [15,
29]. Na utworzong btone biologiczng sktadaja si¢ rozne
formy morfologiczne grzyba zanurzone w macierzy
zewnatrzkomorkowej (gléwnie biatka, polisacharydy,
weglowodany). Kluczowym czynnikiem w formowaniu
biofilmu jest regulator proteinowy Efgl [51].

W wytwarzaniu biofilmu Candida albicans wazna
role odgrywajg autoinduktory produkowane przez te
drobnoustroje. Najlepiej poznanym jest farnezol, alko-
hol nalezacy do terpenéw. Moze on uniemozliwiaé
dojrzewanie biofilmu poprzez zdolno$¢ oddziatywania
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z receptorami komoérkowymi komorek grzyba (blasto-
spor) i zahamowanie ich przeksztatcenia do pseudo-
strzepek. Moze chroni¢ komorki przed dzialaniem
nadtlenku wodoru a takze stymulowa¢ komorki grzy-
béw do wytwarzania chlamydospor. Inny autoinduktor
tyrozol, wplywa na faze posrednia tworzenia biofilmu
i stymuluje grzyba do wytwarzanie strzepek. ,,Czuwa”
nad spadkiem ekspresji genéw niezbednych do repli-
kacji DNA [32].

6. Rozpoznanie infekcji zwigzanych
ze stosowaniem biomaterialow

Przy typowych objawach infekcji badanie fizykalne,
zebranie dokfadnych informacji na temat aktualnego
stanu zdrowia pacjenta jak i zastosowanego leczenia
s3 bardzo pomocne dla postawienia wtasciwego roz-
poznania.

W rozpoznaniu infekeji okotoprotezowych pomocne
bedzie badanie mikrobiologiczne. Material pochodzacy
od pacjenta (np. plyn stawowy, wymieniany implant,
fragmenty tkanek otaczajace implant) posiewa si¢ na
podtoza bakteriologiczne i inkubuje w réznych warun-
kach - pamietajac o tym, Ze czynnikami etiologicz-
nymi tego rodzaju zakazen sa drobnoustroje o réznych
wymaganiach wzrostowych. Dla lepszej izolacji drob-
noustrojéw z utworzonego na biomateriale biofilmu
zaleca si¢ sonifakcje i posiew uzyskanego ptynu soni-
tikacyjnego, ktory moze by¢ réwniez zastosowany do
analiz molekularnych [63, 64].

Nie zaleca si¢ pobieranie wymazu poprzez przetoke
poniewaz hodowla w tym przypadku umozliwia iden-
tyfikacje drobnoustrojow kolonizujacych i uzyskania
wynikow falszywie dodatnich [27].

Hodowla materiatu srédoperacyjnego (tkanki zmie-
nione zapalnie, plyn z okolicy endoprotezy, wycinki
z torebki stawowej) daje mozliwos¢ identyfikacji czyn-
nika etiologicznego zakazenia (czulo$¢ 37-61%) ale
réwniez obarczona jest ryzykiem uzyskania wynikow
falszywie dodatnich. Zaleca si¢ pobranie materialu
z 5-6 miejsc. Identyfikacja tego samego drobnoustroju
z minimum 3 daje mozliwo$¢ wlasciwego rozpoznania,
dodatni wynik tylko z jednego miejsca jest niewystar-
czajacy do postawienia wlasciwej diagnozy [63, 27].

W rozpoznaniu infekeji bedzie pomocne oznaczenie
poziomu markeréw zapalnych (CRP, OB, interleukina 6
czy prokalcytonina) [27].

Badania obrazowe nie zawsze beda pomocne, jako
wstepne badanie przesiewowe moze by¢ zastosowana
scyntygrafia [27].

Dosy¢ istotne s3 badania histopatologiczne i cyto-
logiczne. W plynie stawowym oznacza sie czesto liczbe
leukocytow i granulocytéw. Oznacza si¢ rowniez ilos¢
leukocytéw w zamrozonej tkance okotostawowej [27].

JOANNA NOWICKA, MARZENNA BARTOSZEWICZ

7. Profilaktyka antybiotykowa okolooperacyjna

Zapobieganie zakazeniom to wlasciwie stosowana
antybiotykowa profilaktyka okolooperacyjna.

Antybiotyk powinien by¢ podany na 30 minut
przed rozpoczeciem zabiegu operacyjnego (nie wezes-
niej niz 2 godziny przed zabiegiem). Na ogo! stosuje
sie jednorazowe podanie antybiotyku, przy zabiegu
trwajacym dluzej niz 3 godziny zaleca si¢ podanie
dodatkowej dawki (dozylnie). Poniewaz najczestsze
czynniki etiologiczne zakazen zwigzanych z wprowa-
dzeniem implantéw to gronkowce, zaleca si¢ wybranie
antybiotyku, ktory w swoim spektrum bedzie mial te
drobnoustroje. Przy wszczepieniu endoprotezy stawu
biodrowego zaleca si¢ cefazoling, cefuroksym lub wan-
komycyne, ktéra podaje sie w przypadku duzej izolacji
MRSA (metycylinooporny S. aureus) w oddziale lub
stwierdzonego nosicielstwa MRSA u pacjenta. Przy
wprowadzeniu endoprotez innych niz stawu biodro-
wego zaleca si¢ cefazoling lub wankomycyne. Cefazo-
ling podaje si¢ jednorazowo, wyjatkowo mozna podaé
druga dawke po 8 godzinach, wankomycyne w poje-
dynczej dawce [3, 38].

8. Podsumowanie

Obecnie wiadomo, ze prawie 95% drobnoustrojow
moze bytowa¢ w swoim $rodowisku naturalnym nie
pod postacia pojedynczych komérek tylko pod postacia
zorganizowanej spolecznosci jaka jest biofilm. Tak tez
jest czesto w ustroju gospodarza podczas toczacego si¢
procesu chorobowego. Bakterie w biofilmie sg bardziej
oporne na dziatanie zwigzkow przeciwdrobnoustrojo-
wych, szczegdlnie antybiotykdw, chronione sg rowniez
przed mechanizmami obronnymi gospodarza [43].

Implantacja biomaterialéw (endoprotezy, wkrety)
to podstawa leczenia na oddziale urazowo-ortope-
dycznym. Czasami jest to zabieg konieczny np. przy
zespoleniu zlamania otwartego. Czesto zastosowanie
biomaterialu np. endoprotezy stawu biodrowego daje
szanse chorym na normalne funkcjonowanie, popra-
wia jako$¢ ich zycia. Nalezy jednak pamietac o tym, ze
obecno$¢ biomateriatu niesie ze soba ryzyko powiktan
infekcyjnych, w szczegélnych przypadkach zagrazaja-
cych zyciu [54].

Nalezy rozwazy¢ czy korzysci z przeprowadzonego
zabiegu np. implantacji stawu znacznie przewyzszaja
ryzyko powiktan i zwigzanych z tym nastepstw. Wszy-
stko nalezy rozpatrywac¢ indywidualnie, biorgc pod uwa-
ge wiek pacjenta, chorobe podstawowa, choroby towa-
rzyszace a takze rodzaj zabiegu jak i rodzaj biomateriatu,
ktéry bedzie implantowany w ustroju gospodarza.

Znajomo$¢ czynnikéw ryzyka tego typu zakazen,
czynnikéw etiologicznych i ich wyznacznikéw choro-
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botworczosci jak rowniez mechanizméw doprowadza-
jacych do wytworzenia struktur biofilmu jest konieczna
do walki z tego rodzaju infekcjami.
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Glomalin - soil glicoprotein produced by arbuscular mycorhizal fungus

Abstract: Glomalin is hydrophobic glycoprotein produced by arbuscular mycorhizal fungi (AMF). AMF can excrete glomalin into the soil.
Glomalin is an abundant soil protein that could sequester substantial amounts of carbonand natrium on a global scale. It has a positive
influence on soil structure by increasing aggregate stability of soil, which correlates linearly with the amount of detected glomalin. Glomalin
production has an impact on many environmental factors including soil condition. Its content in soil is dependent on both the types of
plants and fungal symbiotic species. Glomalins are especially resistant to destruction and hard to dissolve in water. Their extraction from
the soil requires specific conditions: high temperature (121°C) and citrate buffer with neutral or alkaline pH. These properties make
glomalins very stable compounds that create a perfect protective “jacket” for soil aggregates against degradation. However, they are also
difficult to understand and determining their exact construction is still a challenge.

1. Introduction. 2. Arbuscular mycorhizal fungus. 3. Structure and properties of glomalin. 4. Production and decomposition of glomalin.

5. Origins of glomalin. 6. Terminology and methods. 7. Role of glomalin. 8. Factors affecting glomalin production. 9. Summary
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1. Wprowadzenie

Jednym z podstawowych i charakterystycznych
sktadnikow gleby jest substancja organiczna [38, 58].
W jej skltad wchodza wszystkie obumarte szczatki
rodlinne, zwierzece, szczatki licznych drobnoustrojow
oraz grzybdw, jak réwniez organiczne produkty ich
rozkladu nagromadzone w rdznej postaci w glebie i na
jej powierzchni. Martwa substancja organiczna i pro-
dukty jej biochemicznych przemian decydujg o korzyst-
nym ukladzie catego kompleksu wlasciwosci gleby, od
ktorych z kolei zalezy jej zyznos¢ i produkcyjnos¢ [29,
55]. Substancja organiczna odgrywa gtéwna role w two-
rzeniu gruzetkowatej struktury gleby, ma bardzo duzy
wplyw na infiltracje wody, rozwéj korzeni i odpornos¢
na erozje [37]. Materia ta jest takze magazynem sktad-
nikéw pokarmowych i warunkuje pojemno$¢ absorp-
cyjna dla kationéw [37, 48]. Organizmy zywe (edafon)
na ogol nie sg zaliczane do substancji organicznej gleby,
chociaz w warstwach ornych to wtasnie edafon a w nim
gléwnie mikroorganizmy oraz czesci podziemne roslin
stanowia 10-15% calkowitej ogélnej masy materii orga-
nicznej gleby [5, 28, 58].

W $rodowisku glebowym najaktywniejsza biolo-
gicznie warstwa, $cisle powiazang z zyciem mikrobio-
logicznym i roélinami jest ryzosfera [21, 40]. Ryzosfera
to przykorzeniowa warstwa gleby bezposrednio przy-

legajaca do korzeni roélin, obszar intensywnej aktyw-
nosci biologicznej, cechujacy sie bogata flora bakte-
ryjng i grzybowa, majacy duzy wplyw na pobieranie
przez korzenie substancji pokarmowych [25]. Jest to
gleba przesycona wydzielinami systemu korzeniowego
i produktami zasiedlajacych ja drobnoustrojow, ktore
wykorzystuja wydzieliny korzeniowe jako zrédto wegla,
azotu i energii. W ryzosferze wystepuja réznice w skia-
dzie jakosciowym mikroorganizméw w zaleznosci od
gatunku rosliny oraz w skladzie iloSciowym, zaleznie
od stadium rozwojowego rosliny [21]. W ryzosferze
licznie zachodzg dynamiczne (zaréwno pozytywne jak
i negatywne) interakcje pomiedzy mikroorganizmami
oraz mikroorganizmami i roéling [2, 21, 23, 35, 40].

Od wielu lat oddziatywanie pomiedzy gleba a korze-
niami ro$lin i wptyw roélin na sklad i cechy gleby sa
przedmiotem badan [2, 27, 35, 74, 75]. Jednym z naj-
wazniejszych przykladow symbiozy jest zwigzek
pomiedzy roslinami i grzybami mykoryzy arbusku-
larnej (arbuscular mycorhizal fungi AMF) [27, 39, 42].
Grzyby mykoryzowe towarzysza roslinom w ewolucji
od czaséw opanowania przez nie Srodowiska ladowego.
Wspomagajg adaptacje roélin do nowych warunkéw:
deficytu wody, przyswajanie skfadnikéw pokarmo-
wych, zmian temperatury, promieniowania UV i innych
czynnikéw potencjalnie stresogennych dla roslin (7, 10,
20, 27, 33, 42].

* Autor korespondencyjny: Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy, Zaklad Mikrobiologii
Rolniczej, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Pulawy; tel. 081 8863421; e-mail: agalazka@iung.pulawy.pl
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Badania mykoryz zaowocowaly niedawno odkry-
ciem glomaliny - glikoproteiny produkowanej przez
grzyby mykoryzy arbuskularnej gléwnie z rodzaju
Glomus [74, 75]. Pomimo szerokiej wiedzy na temat
korzystnego oddzialywania grzybéw mykoryzowych na
wzrost i rozw6j rodlin nadal stosunkowo niewiele wia-
domo o dodatkowej roli srodowiskowej tych grzybow,
zwigzanej z wytwarzaniem glomaliny i jej obecnosci
w glebie. W naszym kraju nie prowadzono dotychczas
szczegdlowych badan nad ta substancja. Niniejsza
publikacja jest proba podsumowania dotychczasowej
wiedzy na temat glomaliny, jej budowy, funkcji oraz
wystepowania.

2. Arbuskularne grzyby mykoryzowe (AMF)

Powszechnie wystepujacymi grzybami glebowymi,
o kluczowym znaczeniu dla roélin, sg arbuskularne
grzyby mykoryzowe [17, 24, 27]. Symbioza grzybéw
AMF z roslinami jest prawdopodobnie najstarszym
i najpowszechniej wystepujacym na $wiecie zwigz-
kiem pomiedzy grzybem a roéling [33, 42]. Zewngtrzne
struktury grzybéw AMF to penetrujace glebe strzepki
i pojedyncze spory spoczynkowe. Spory wytwarzane
sa bezplciowo ze strzgpek grzybowych, ktore stuza
rozmnazaniu i przetrwaniu tych grzybéow w glebie.
Symbioze¢ t¢ nazywa si¢ symbiozg arbuskularng (AM),
poniewaz jedyng struktura obecng w komoérkach mie-
kiszowych korzeni roslin sg arbuskule, tj. rozgatezione
konce strzepek, ktére biora udzial w dwustronnej
wymianie wegla, fosforu i innych fizjologicznie zna-
czacych czastek [17, 35, 42, 53]. Symbioza AM jest
powszechna w glebach o pH bliskim naturalnego,
zawierajgcych przyswajalny azot mineralny. Fosfor
jest czesto sktadnikiem wystepujacym w tych warun-
kach w ograniczonej ilo$ci [52]. Wymiana sktadnikow
pokarmowych zachodzi pomiedzy rozgalezionymi
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strzgpkami grzybni a blong komérkowa rosliny, ktora
nie ulega rozerwaniu (Rys. 1) [20, 33, 35, 52, 54].

Endomykoryza dominuje wéréd roélin zielonych (co
najmniej u 70-80% ro$lin na kuli ziemskiej), a stopien
zasiedlenia korzeni rosliny przez grzyby mykoryzowe
i ich aktywnos$¢ podlega zmianom podczas sezonu
wegetacyjnego [27]. Symbioza ta jest tworzona z wie-
loma trawami, niemal ze wszystkimi ro§linami uzytko-
wanymi rolniczo, w tym takze z roslinami bobowatymi
oraz niektérymi drzewami i krzewami [17]. Stopien
zasiedlenia korzeni zwigksza si¢ do fazy dojrzalosci
rosliny, jest czgsto rownocze$nie sygnalem do zwigkszo-
nego wytwarzania spor przez strzepki pozakorzeniowe.
Grzyby endomykoryzowe charakteryzuja sie zasiedle-
niem tkanki korzeniowej rosliny zaréwno w przestrzeni
miedzykomérkowych jak i we wnetrzu komorek.
Kolonizacja wnetrza korzeni przez strzepki grzybow
endomykoryzowych powoduje zmiany zaréwno mor-
fologiczne jak i fizjologiczne u obu symbiontéw, w tym
zmiang skladu i ilo$ci wydzielin korzeniowych oraz
produkeje glomaliny [33, 47, 75].

Grzyby AMF zostaly zaklasyfikowane do gromady
Glomeromycota (Tabela I) [7]. Gromada ta obejmuje
jedng klase Glomeromycetes, cztery rzedy (Archaeo-
sporales, Diversisporales, Glomerales, Paraglomerales),
10 rodzin (Acaulosporaceae, Ambisporaceae, Archaeo-
sporaceae, Diversisporaceae, Entrophosporaceae, Geosi-
phonaceae, Gigasporaceae, Glomeraceae, Pacisporaceae,
Paraglomeraceae) 1 15 rodzajow (Acaulospora, Ambi-
spora, Archaeospora, Diversispora, Entrophospora, Giga-
spora, Glomus, Intraspora, Geosiphon, Otospora, Paci-
spora, Paraglomus, Racocetra, Scutellospora, Umbospora),
ktore wyodrebniono w oparciu o budowe zarodnikéw,
morfologie grzyba oraz analizy genetyczne, gléwnie na
podstawie filogenetycznej analizy sekwencji genu SSU
rRNA [57]. Poznana jest dokladna filogeneza oraz tak-
sonomia Glomeromycota wraz z baza ok. 230 gatunkow
AMEF [56]. Za produkcje glomalin odpowiedzialne sa

N

f Strzepki grzybowe \

Roslina
wegiel wegiel
aminokwasy
azot o
(arginoina)
fosfor polifosforany

( Gleba \

Azot (NH,*, NO,")

nieorganiczne

\ zwigzki fosforu /

/

Istotg symbiozy AM jest wplyw na:

* odzywianie, udostepnianie i pobieranie fosforu, azotu, mikroelementow oraz przemieszczanie asymilatéw,
 ochrone przed stresami abiotycznymi (susza, zasolenie, pH i temperatura) oraz stresem biotycznym

(patogenami glebowymi, nicieniami, infekcje lisciowe).

* procesy fizjologiczne (fotosynteza, gospodarka wodna, wymiana gazowa).

* procesy biochemiczne (aktywno$¢ enzymatyczng).

 poprawe struktury gleby (agregaty wodoodporne, produkcja glomaliny).

Rys. 1. Korzysci wynikajace z symbiozy roslin z grzybami AMF
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Tabela I

Klasyfikacja arbuskularnych grzyboéw mykoryzowych [7, 57]

Systematyka
Gromada Glomeromycota C. Walker & Schuessler
Klasa Glomeromycetes Cavalier- Smith
Rzad Glomerales Paraglomerales Archaeosporales Diversisporales
J.B. Morton & Benny | Walker & Schuessler C. Walker & Schuessler C. Walker & Schuessler
Rodzina Glomeraceae Paraglomaceae 1. Ambisporaceae 1. Acaulosporaceae
Piroz. & Dalpé J.B. Morton C. Walker, Vestberg & Schuessler J.B. Morton & Benny
& D. Redecker 2. Archaeosporaceae 2. Diversisporaceae
]J.B. Morton & D. Redecked C. Walker & Schuessler
emend. Oehl & Sieverd 3. Entrophosporaceae
3. Geosiphonaceae Oehl & Sieverd.
Engler. & E. Gilg emend. 4. Gigasporaceae
Schuessler J.B. Morton & Benny
5. Pacisporaceae
C. Walker, Blaszk., Schuessler
& Scharzott
Rodzaj Glomus Paraglomus la. Ambispora la. Acaulospora
Tul. & C. Tul. J.B. Morton Spain, Oehl & Sieverd. Gerd. & Trappe emend. S.M. Berch
& D. Redecker. 1b. Archaerospora 1b. Kuklospora
J.B. Morton & D. Redecked Oehl & Sieverd.
2. Intraspora Ic. Acaulospora
Oehl & Sieverd. Gerd. & Trappe emend. S.M. Berch
3. Geosiphon 2a. Diversispora
(Kiitz.) F. Wettst. C. Walker & Schuessler
2.b. Otospora
Qehl, J. Palenzuela & N. Ferrol
3. Entrophospora
R.N. Ames & E.W. Schneid. Emend.
Oehl & Sieverd
4a. Gigaspora Gerd.
& Trappe emend. C. Walker
& EF. Sanders
4b. Scutellospora
C. Walker, Blaszk., Schuessler
& Schwarzott
5. Pacispora
Ocehl & Sieverd.
Grupy Glomus - A
Glomus - B
Niektore gatunki z rodzaju Glomus produkujace glomaliny:
- Glomus mosseae
- Glomus etunicatum
- Glomus fasciculatum
- Glomus caledonium
- Glomus clarum
- Glomus intraradices
- Glomus macrocarpus

glownie grzyby z rodzaju Glomus [7, 57]. U pozostatych
przedstawicieli gromady Glomeromycota nie stwier-
dzono zdolnosci wytwarzania glomalin za wyjatkiem
niewielkich ilosci glomalin produkowanych przez
rodzaj Gigaspora i Acaulospora [31].

Rodzaj Glomus obejmuje kilkadziesigt gatunkow,
ponadto w obrebie tego rodzaju wyodrebniono dwie
grupy, nie majace statusu taksonomicznego — Glomus-
-A i Glomus-B [7]. Grupa Glomus-A skupia gatunki,
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ktérych $ciana zarodnikéw nie posiada wewnetrznej,
gietkiej warstwy. Grupe te reprezentujg m.in. GI. cale-
donium, Gl. coronatum Giovannetti i GL verruculosum
[7]. Gléwnymi gatunkami tworzacymi grupe Glomus-
-B sa Gl. claroideum i GI. lamellosum. Wspolna cecha
tych grzybow jest wewnetrzna, gietka warstwa $ciany
ich zarodnikéw, ktora u drugiego gatunku barwi si¢
rézowo do czerwonego w odczynniku Melzera [7,
57]. Do najczgsciej spotykanych gatunkow grzybow
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z rodzaju Glomus produkujacych glomaliny zaliczamy:
Glomus mosseae (zakazajacy m.in. bob, bobik Vicia faba
i pory Allium porrum) i Glomus fasciculatum znany jako
partner (soi Glycine max) (Tabela I).

3. Budowa i wlasciwosci glomalin

Juz w latach 90-tych XX wieku prowadzono badania
nad obecnoscig i udzialem weglowodanéw w tworze-
niu agregatow glebowych oraz wykazano pozytywne
korelacje pomiedzy trwaloscig agregatow glebowych
a iloscig weglowodanow ekstrahowanych z gleby [47].
Analiza chemiczna frakeji organicznej wykazala, ze
znajdujaca si¢ w mikroagregatach substancja orga-
niczna jest gléwnie pochodzenia mikrobiologicznego,
za$ w agregatach glebowych jest wigksza zawartos¢
sktadnikéw pokarmowych niz w glebie poza nimi [38,
48]. Badania te staly si¢ podstawg do dalszych analiz
zawarto$ci C, H i N w agregatach glebowych, co przy-
czynilo si¢ do odkrycia glomalin [74, 75].

Glomaliny to bardzo charakterystyczne pod wzgle-
dem budowy i wlasciwosciach fizykochemicznych
biatka grzybowe [12, 74, 75]. Sa to stabilne czasteczki
biatkowe, nierozpuszczalne w wodzie i odporne na
degradacje stabilizujace agregaty glebowe i chronigce
je przed rozbiciem [37]. Pomimo wielu lat badan
do tej pory nie udato sie dokfadnie okresli¢ budowy
glomaliny. Biorac pod uwage dotychczasowe wyniki
badan wiadomo, ze jest to silnie hydrofobowa gliko-
proteina z tancuchem oligosacharydowym na N-koncu
[72, 74, 77]. To wlasnie hydrofobowe domeny mole-
kuly sa odpowiedzialne za trudnosci w ich ekstrakcji
i malg rozpuszczalnos¢. Wiadomo, iz pod wzgledem
biochemicznym glomalina sklada si¢ z podjednostki
biatkowej i cukrowej, a gtéwne pierwiastki wchodzace
w sklad jej budowy to: azot, wegiel, wodor, tlen, fosfor
i zelazo (Tabela II) [72]. Zmienny sktad pierwiastkowy
w skladzie budowy glomaliny zalezy przede wszystkim
od gatunku grzyba produkujacego biatko oraz warun-
kéw $rodowiskowych. Zelazo obecne w skladzie glo-
maliny po pierwsze nadaje brunatno-czerwony odcien
ekstraktowi biatka, a po drugie jest odpowiedzialne za
odpornos¢ roélin na stres i patogeny [68, 72].

Tabela IT
Sklad pierwiastkowy glomaliny
Pierwiastek Udzial procentowy [%]

azot od 1% do 5%
wegiel od 36% do 59%
wodor od 4% do 6%
tlen od 33% do 49%
fosfor 0d 0,03% do 0,1%
zelazo od 0,8% do 8,8% Fe
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Wyniki szeregu technik pomiarowych wykazaty
odmienng budowe strukturalng glomalin niz kwasu
huminowego czy fulwowego oraz inny rozkfad pod-
jednostek biatkowych i cukrowych w poréwnaniu do
znanych juz molekul stanowiacych glebows frakcje
organiczng [48, 56]. Ponadto zespdt naukowy pod kie-
runkiem Sary Wright wykazal, ze waga glomalin jest od
2-24 razy wigksza niz kwasu huminowego, przy czym
wiadomo, Ze kwas ten stanowi zaledwie 8% zawartosci
wegla w glebie [71, 74]. Z jednej strony takie wlasci-
wosci powodujg, ze glomaliny sg bardzo stabilnymi
zwigzkami bedacymi idealnym plaszczem do ochrony
agregatow glebowych przed degradacja, z drugiej za$
strony stwarzajg duze trudnosci w poznaniu i ustaleniu

dokladnej budowy tych czasteczek.

4. Produkgcja i rozklad glomalin

Produkcja i magazynowanie glomaliny nastepuje
w strzepkach grzybéw endomykoryzowych (Rys.2)
[10, 74, 75]. Strzepki moga rosng¢ nawet kilkana-
$cie centymetréw ponad korzeniami uzyskujac w ten
sposob wigkszy dostep do substancji odzywczych
zawartych w glebie. Analizy przy uzyciu ilo$ciowych
metod immunoenzymatycznych m.in. metodg ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) i przeciwcial
monoklonalnych wykazaty doktadng lokalizacje gloma-
liny we wnetrzu grzybni, dzieki czemu mozliwe stalo sie
wyjasnienie sposobu rozmieszczenia i transportu tegoz
biatka do gleby [68].

Nieorganiczne zasoby naturalne
CO,, NO_, NH,*, PO,*, woda 4

produktywnosé
netto
Wegetacja roslin
(dostepnos¢ sktadnikédw pokarmowych
dla roslin, obecnos$¢ roslinnego gospodarza
symbiotycznego, dtugos¢ korzeni)

alokacja
Grzyby mykoryzy AM

(dtugosc strzepki grzybowej,
réznorodno$¢ gatunkowa)

rozktad glomalin

produkcja
glomalin

gleba, glomalina

Rys. 2. Produkgja i rozktad glomalin w glebie

Poczatkowe badania Wright i Upadhyaya [68] przy
uzyciu technik immunofluorescencyjnych wykazaly, ze
glomalina zlokalizowana jest gléwnie na powierzchni
strzgpek i spor grzybow AME, i jako hydrofobowa war-
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stwa okrywa grzybnie i chroni ja przed jej degradacja
przez inne mikroorganizmy, a takze zwigksza sztyw-
nos¢ i trwalos¢ $cian komdrkowych ulatwiajac roz-
przestrzenianie si¢ strzgpek w glebie [75]. Uwazano
wowczas, iz glomaliny sg bialkowymi wydzielinami
tylko zywych strzgpek grzybowych [75], a ,,ztuszcza-
jaca sie” ze strzepek glomalina zostaje na korzeniach,
okrywa resztki organiczne i czastki glebowe, faczac je
ze soba i tym samym utrzymujac trwalo$¢ agregatow
glebowych. Wright i Upadhyaya [74] zakladaly, iz glo-
maliny na zasadzie transportu wymiennego, w momen-
cie pobierania wody i skladnikéw odzywczych przez
strzepki grzybowe, zostaja ,wyrzucone” na zewnatrz
grzybni. Uwaza sie, iz podobnie jak translokacja fosforu
wewnatrz grzybow AMF réwniez i przemieszczanie si¢
glomaliny w obrebie strzepki odbywa si¢ poprzez ruch
cytoplazmy [48, 49, 52].

Dopiero badania Driver i wsp. [11] podwazyly te
hipotez¢. Udowodniono bowiem, iz glomaliny sg pro-
dukowane i magazynowane nie tylko podczas inten-
sywnego wzrostu strzepki, ale rowniez sg przekazywane
do gleby po obumarciu grzyba na skutek rozktadu
grzybni (Rys. 2). Wedlug tej teorii Zywe strzepki grzyba
nie wydzielaja duzej ilosci glomaliny do gleby, dopiero
po rozkladzie grzybni wiekszo$¢ zasobéw glomaliny
jest uwalniana do gleby [11, 62]. W miare starzenia si¢
strzgpek pozakorzeniowych oraz korzeni roslin, bio-
masa grzybni ulega degradacji podczas gdy glomalina
nie ulega rozkladowi. Wigkszo$¢ jej, na ogdt w niezmie-
nionej formie, pozostaje w glebie [46]. Ilo$¢ obecnych
w glebie glomalin nie jest jednak réwnoznaczna z pro-
dukcja tej substancji przez grzyba i jego pdzniejszym
rozkladem ale w duzej mierze wigze si¢ ze Srodowi-
skiem w jakim nastepuje mykoryza [43]. Warunki §ro-
dowiskowe maja decydujace wplyw na efektywnosé
symbiozy grzyba z rosling a tym samym na produkgje
glomaliny. Wedtug Rilliga i Mummey’a [42] produk-
cja i rozktad glomaliny w §rodowisku glebowym wigze
sie z wieloma czynnikami zaréwno odnoszacymi sig¢
do fizyko-chemicznych wlasciwosci gleby, jak i rosliny
oraz gatunku grzyba tworzacego symbioze AM. Struk-
tura gleby i jej wlasciwosci chemiczne maja istotny
wplyw na wzrost grzybni, a tym samym na zawarto$¢
glomaliny w strzepkach grzybowych [46].

Wedlug Rilliga i Steinberga [46] ilos¢ glomalin
obecnych w glebie moze stanowi¢ az 5% wegla orga-
nicznego w glebie i azotu. Mimo, iz glomalina moze
stanowi¢ istotny rezerwuar C i N w glebie to jednak
mechanizm i ekofizjologiczne funkcje tego procesu
nie s3 dokladnie poznane. Réwniez tempo produkcji
glomaliny przez grzyby AMF nie jest doktadnie okres-
lone. Wright i Upadhyaya [71] wykazaly, iz w kontro-
lowanych warunkach podczas 14 tygodni wzrostu
rodlin tworzacych symbioz¢ z okreslonym gatun-
kiem grzyba AMF produkcja glomaliny w zaleznosci
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od gatunku grzyba wahata si¢ od 100 do 168 mg EE-
-IRSP m™ foli ogrodnicze;j.

Rillig i wsp. zaktadali, iz ilo§¢ wytworzonej gloma-
liny powinna korelowa¢ liniowo z dlugoscia strzepek
korzeniowych [44], bowiem dobrze rozwinigty system
korzeniowy roéliny zapewnia wigksza dostepnos¢ do
sktadnikéw pokarmowych m.in. CO,, NH 5, NO,,
PO, i wody. Z kolei Nichols i Wright [36] zaktadaty,
iz najwiekszy wptyw na produkcje glomalin majg bio-
logiczne wlasciwosci gleby (gtéwnie aktywno$¢ mikro-
biologiczna gleby) oraz wlasciwosci fizykochemiczne tj.
struktura gleby, zawarto$¢ substancji ilastych (zapew-
niajacych fizyczng ochrone). Glomaliny obecne w gle-
bie okrywaja strzepki grzybni utrzymujac wode i sktad-
niki odzywcze przed utrata w drodze do i z rosliny [71].
Wedtug Nichols i Wright [36] ilo$¢ wegla organiczne
obecnego w strzepkach grzybowych stanowi od 5 do
90 C g m™. Natomiast Lovelock i inni [31] ocenili, iz
zawarto$¢ glomaliny w tej biomasie stanowi niewielki
odsetek (0,4-6%).

Istnieje wiele badan dotyczace korelacji pomiedzy
zawartoscig glomaliny w glebie a dlugoscia strzgpek
grzybowych [31, 36, 44]. Badania te nie wykazaly jed-
noznacznie zwigzku pomiedzy stezeniem tegoz biatka
w glebie a dlugoscig strzepki.

Badania Lovelock i wsp. [31] dotyczgce oszacowa-
nia wydajnosci produkcji glomalin przez grzyby AMF
prowadzone byly w warunkach kontrolowanych na
inkubowanych glebach laséw tropikalnych w Kostaryce
oraz na piaszczystych glebach pod uprawa kukurydzy
w Maryland USA. Produkcja latwoekstrahowalnego
immunoaktywnego biatka glebowego EE-IRSP (easily
extractable immunoreactive soil protein) po zaszczepie-
niu grzybnig mykoryzowa gleb w lasach deszczowych
Kostaryki wahata si¢ od 3,6 do 16,7 g EE-IRSP kg™
strzgpki podczas 4 tygodniowej inkubacji, natomiast
na glebie pod uprawg kukurydzy od 1,2 do 6,5g EE-
-IRSP kg! strzepki [31].

Lovelock i wsp. [31] wykazali, iz ilos¢ biatka EE-
-IRSP nie jest skorelowana z dlugoscia grzybni AMF.
Wraz z przyrostem strzgpki grzybowej wydajno$¢ pro-
dukgji glomaliny (w mikrogramach glomalin na metr
strzgpek) w zalezno$ci od gatunku grzyba istotnie
zmniejszyta si¢. Produkcje znaczacych ilosci glomalin
stwierdzono gltéwnie u gatunkéw z rodzaju Glomus
[75]. W badaniach Wright i Upadhyaya [71] dotycza-
cych monokultury grzybéw hodowanych w warunkach
laboratoryjnych Gigaspora rosea i Gigaspora gigantea
wykazano wigksza produkcje bialka EE-IRSP w poréw-
naniu do Glomus intraradices i Glomus etunicatum.
Gatunki Gigaspora rosea i Glomus caldonium produ-
kowatly od 30 do 43% wigcej EE-IRSP niz w przypadku
Glomus intraradices [71]. W do$wiadczeniach polowych
wyzsze stezenia glomalin stwierdzano dla gatunkéw
Glomus [67, 71].
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W badaniach Lovelock i wsp. [31] réwniez w kon-
trolowanych warunkach wzrostu grzybni dla gatunku
Acaulospora morrowiae uzyskano stosunkowo wyso-
kie stezenia bialka EE-IRSP (0,036 ugm™ strzepki)
w poréwnaniu z gatunkami Gigaspora rosea, Glo-
mus etunicatum, i Glomus intraradices (0,026, 0,022
i 0,0068 pg m™ strzepki, odpowiednio). Analogiczny
schemat dos$wiadczenia przeniesiony do warunkdow
polowych wykazywat wieksze produkcje glomalin dla
gatunku Glomus [1, 4, 31].

Za brak korelacji pomiedzy dlugoscia strzepki AMF
i stezeniem glomaliny produkowanej przez dany gatu-
nek moze by¢ odpowiedzialny szereg mechanizmow
biotycznych i abiotycznych. Dla przykladu, $rednica
strzepki grzybowej moze zmienia¢ si¢ miedzy prob-
kami, wiec odcinki grzybni o rdznej grubosci nie sta-
nowig dobrego wskaznika produkeji glomaliny [31].
Roéwniez czas degradacji strzepki grzybowej i uwolnie-
nia glomaliny do gleby jest zalezny od gatunku grzyba
(43, 44, 49, 51]. Czas rozkladu glomaliny szczegélnie
w Srodowisku naturalnym nie jest dobrze udokumen-
towany. Z doswiadczen laboratoryjnych wynika, iz czas
rozkladu biatka waha si¢ w zaleznosci od warunkow
$rodowiska i gatunku grzyba od kilku dni do kilku mie-
siecy [49, 51].

Rilling i wsp. [48] wykazali stosujgc wegiel aktywny
1C, ze okres calkowitego rozkladu glomaliny w glebach
moze wynosi¢ nawet kilkanascie lat, a podatno$¢ na
rozklad tych czasteczek zwigzanych z mineralami gle-
bowymi lub z humusem moze by¢ jeszcze mniejsza.

Glomaliny ekstrahowane z gleby sg bardzo podobne
do glomalin ekstrahowanych z pojedynczych kultur
grzybowych pochodzacych z doswiadczen laborato-
ryjnych. Badania te prowadzono w oparciu o metody:
elektroforezy zelowej bialek w warunkach denaturuja-
cych SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis) [66, 67], spektroskopii magnetycz-
nego rezonansu jadrowego NMR (nuclear magne-
tic resonance) [48] elektroforezy kapilarnej [72] oraz
analizy C, H, N [13, 48]. Istnieja zaledwie niewielkie
réznice pomiedzy probkami glomalin ekstrahowanych
z gleby i z kultur grzybowych in vitro [13]. Réznice te
nie wynikajg z budowy samej czasteczki glomaliny ale
jedynie z zawartosci procentowej jej pojedynczych
komponentéw (C, N, P, Fe). Roznice te wydaja sie
wynika¢ gtéwnie z warunkéw wzrostu poszczegélnych
gatunkow Glomus (temperatura, wilgotnos¢, gleba,
rodlina). Badania Steinberg i Rilliga [61] dotyczace
przechowywania gleby uwilgotnionej inkubowanej
w ciemnosci w 18°C potwierdzajg niewielkie réznice
w zawarto$ci glomaliny. Podczas inkubacji gleby dtu-
gos¢ strzgpek spadta o 60% po 150 dniach inkubacji
natomiast zawarto$¢ glomalin ogélnych spadta o 25%,
z kolei zawarto$¢ biatek IRTG (immunoreactive total
glomalin) znikneta prawie catkowicie, zawartos¢ tatwo-
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ekstrahowalnych glomalin EEG (easily extractable glo-
malin) nie ulegla zmianie, natomiast zawarto$¢ biatka
IREEG - immunoreaktywnych fatwoekstrahowalnych
glomalin (immunoreactive easily extractable glomalin)
wzrosta pieciokrotnie. W innym do$wiadczeniu [44]
zawarto$¢ glomalin ogoélnych zmniejszyta si¢ o 48 do
81% a glomalin fatwoekstrahowalnych o 51 do 88% po
413 dniach inkubacji prébek glebowych w ciemnosci
w temperaturze 20°C.

5. Wystepowanie glomalin

Glomaliny wystepuja powszechnie w réznych
typach gleb [14, 16, 26, 36, 37, 62, 76]. Znaleziono
je zarébwno w glebach uprawianych rolniczo, glebach
lesnych, tagkowych oraz nieuzytkach rolnych (Tabela III).
Sklad szaty rodlinnej biomu jest charakterystyczny dla
okreslonego klimatu, cho¢ bogactwo gatunkéw moze
by¢ rézne w zaleznosci od polozenia geograficznego
i historii flory. Najwicksze stezenie glomaliny odno-
towano w tropikalnych glebach lesnych na Hawajach
(ponad 100 mg- g™ gleby) [45, 48], natomiast najniz-
sze stezenie glomaliny (ponizej 1 mg- g™ gleby) stwier-
dzono w glebach pustynnych [45]. Gleby lasow tro-
pikalnych, ze wzgledu na wysoka temperature i duza
wilgotno$¢, charakteryzuja si¢ niskim stgzeniem gloma-
liny 0,7-1,5 mg- g™ w przeciwienstwie do gleb z klimatu
umiarkowanego i podzwrotnikowego, gdzie zaznacza
sie wysokie stezenie glomaliny nawet do 100 mg-g™
gleby, co tlumaczy si¢ szybkimi zmianami klimatu,
wysokim stezeniem zelaza w glebie oraz wysokim
poziomem dwutlenku wegla w atmosferze stymuluja-
cym wzrost grzybéw AMF [30, 31].

W badaniach Wright i Upadhyaya [73] na glebach
lesnych stwierdzono zawarto$¢ glikoproteiny miesz-
czacy si¢ w przedziale od 21 mg do 150 mg na g gleby.
Zawarto$¢ glomaliny w glebach uprawnych Ameryki
Poludniowej wahata si¢ od okolo 2 mg do 15mg-gs.m.
gleby [36].

Sktad szaty roélinnej biomu oraz wlasciwosci fizy-
kochemiczne i biologiczne gleb, w tym zawartos¢ wegla
organicznego ma duze znaczenie w produkeji glomalin
przez grzyby AMF (Tabela IV). Aktywnie rozwijajace
sie strzepki grzybow w glebie lesnej moga wytwarzac od
okoto 4 do prawie 17 mg glomaliny na miligram suchej
masy grzybni [73].

W glebach uprawianych rolniczo w strefie klimatu
umiarkowanego mozna stwierdzi¢ ogoélng zawartos¢
glomaliny w zakresie od 0,35-0,75g-kg™ gleby [69].
W glebach uzytkéw zielonych (taka, pastwisko) klimatu
umiarkowanego zawartos$¢ glomalin miesci si¢ w zakre-
sie od 0,2-2,7 g-kg™ gleby [32, 36]. Zawartosci te sa
znacznie wyzsze w glebach lesnych klimatu umiarkowa-
nego i mieszczg si¢ w zakresie 0,6-5,8 g-kg' gleby [26,
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Tabela III
Stezenia glomalin w zaleznosci od $rodowiska

Immunoaktywne
Srodowisko (biom) Lokalizacja bialko glebowe (IRSP) | Literatura
[g kg gleby]
gleba uprawna Watkinsville, USA 0,56 [14]
gleba uprawna Akron, USA 0,71 [65, 69]
gleba uprawna RZD IUNG-PIB Kepa-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 58 [62]
uzytki zielone (laka) Missoula, USA 2,5 [32]
uzytki zielone (laka) Pawnee, USA 0,29 [37]
uzytki zielone (taka 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 IV
Zalezno$¢ stezenia glomalin od obecnosci grzybéw AM i glebowej materii organicznej
w probkach glebowych [9, 62]

Immunoaktywne bialko | Obecnoé¢ grzybéw AM | Glebowa materia
Srodowisko glebowe (IRSP) [km skolonizowanych organiczna
(g kg 'gleby] korzeni m™ gleby] [kg C m™ gleby]
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
faka 0,69 17,74 13,3
las tropikalny 7,0 0,31 19,1

62]. Z kolei w borealnych lasach klimatu umiarkowa-
nego (tajga) charakteryzujacego sie szerokim zakresem
zmian temperaturowych (od -30°C do +20°C) zawar-
tos¢ glomalin przekracza 1g-kg™ gleby [26]. Znacz-
nie wyzsze wartosci glomalin ogélnych (3-14g-kg™
gleby) mozna natomiast stwierdzi¢ w tropikalnych
lasach deszczowych [30]. Panujacy tam mikroklimat
charakteryzujacy si¢ wysoka temperaturg o niskich
amplitudach dobowych i rocznych oraz wysokiej wil-
gotnosci powietrza sprzyja rozwojowi grzybow myko-
ryzowych a tym samym produkgji glomaliny. Najnizsze
zawartosci glomaliny stwierdzono natomiast w glebach
pustynnych, zaledwie 0,003-0,12g-kg™ gleby [45].
Gleby te wystepujace na obszarach o bardzo niskim

zakresie opadéw od 100 do150 mm w ciggu roku oraz
bardzo stabo zaznaczonym poziomie préchnicznym
i silnym zasoleniu. Takie warunki nie sg korzystne do
rozwoju szaty roslinnej a tym samym symbiozy z grzy-
bami mykoryzowymi.

Wigkszos¢ badan nad zawartoscig glomalin w gle-
bie prowadzona byta w powierzchniowe;j jej warstwie
(0-30 cm), niemniej jednak znane s3 réwniez badania
prowadzone w gtebszych warstwach gleby. Singh i inni
stwierdzil obecno$¢ glomaliny nawet na glebokosci
140 cm profilu gleby [59]. Znaczne zawartosci gloma-
liny stwierdzono takze na glebach zalewowych w doli-
nach rzecznych i osadzie. W osadzie rzecznym potwier-
dzono stezenie glomalin w ilo$ci 9.66 mg- g™ [60].
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6. Terminologia i metodyka oznaczen

W terminologii dotyczacej glomalin mozemy wyr6z-
ni¢ cztery gléwne grupy nazewnictwa w zaleznosci od
zastosowanej metodyki oznaczen. Sg to: biatko glebowe
oznaczane metodg Bradford (BRSP), fatwoekstahowalne
biatko glebowe oznaczone metoda Bradford (EE-BRSP),
immunoreaktywne bialko glebowe (IRSP) oraz tatwo-
ekstrahowalne immunoreaktywne biatko glebowe (EE-
-IRSP) (Tabela V) [43, 51]. Nazewnictwo to dotyczy
zaréwno procesu ekstrakeji (glomaliny ogélne i gloma-
liny fatwoekstrahowalne) oraz metody ich oznaczenia
(metoda Bradford, metoda ELISA).

Ze wzgledu na malg rozpuszczalno$¢ w wodzie eks-
trakcje glomalin prowadzi si¢ w wysokiej temperaturze
(121°C; 250°F) w buforze cytrynianowym o odczynie
neutralnym lub alkalicznym [36, 74, 75]. Latwoekstra-
howalne frakcje glomalin (EEG) z gleby ekstrahuje si¢
20 mM buforem cytrynianowym pH 7,0 przez 30 minut
przy 121°C, natomiast ogdlng zawartos$¢ glomalin (TG)
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wyznacza si¢ przy uzyciu 50 mM buforu cytryniano-
wego przy pH 8,0 przez 60 minut w temp. 121°C, wedlug
metody opisanej przez Wright i Upadhyaya [74, 75].
W celu okreslenia stezenia glomaliny stosuje sie
metode ilosciowego oznaczania bialka opisang przez
Bradford [8]. Metoda Bradford wykorzystuje fakt
przesuniecia maksimum absorpcji roztworu barwnika
Coomassie Brillant Blue (CBB) G-250 z 465nm do
595 nm po zwigzaniu z biatkiem. Czasteczka barwnika
CBB oddziatuje poprzez grupy SO, z dodatnio nata-
dowanymi resztami aminokwasowymi. Z barwnikiem
reaguja gldwnie reszty argininy, w mniejszym stopniu
reszty histydyny, lizyny, tyrozyny, tryptofanu i fenylo-
alaniny. Blekit brylantowy Coomassie G-250 w $rodowi-
sku kwasnym ma brunatne zabarwienie, ktére po reakcji
z bialkiem zmienia si¢ na blekitne. Natezenie barwy
jest proporcjonalne do zawarto$ci biatka w roztworze
(8, 22, 74]. Pomiar spektrofotometryczny zmiany barwy
roztworu biatka odczytuje sie przy dlugosci fali 590 nm
(A590), przy uzyciu surowiczej albuminy wolowej (BSA)

Tabela V
Terminologia glomalin [43]

Terminologia Symbol Opis

glomalina - glikoproteina produkowana przez grzyby mykoryzy arbuskularnej;
jeszcze nie do konca zidentyfikowany produkt grzybéw AMF

glomaliny ogolne ( total glomalin) TG frakcja glomalin gleby kilkukrotnie ekstrahowana przy uzyciu 50 mM
buforu cytrynianowego (pH 8,0), w autoklawie w temperaturze 121°C
przez 60 minut

glomaliny fatwoekstrahowalne EEG frakcja glomalin gleb ekstrahowana jednorazowo przy uzyciu 20 mM

(easily extractable glomalin) buforu cytrynianowego (pH 7,0) w autoklawie w temperaturze 121°C
przez 30 minut

biatko glebowe spokrewnione z glomalinami | GRSP | stanowi laczny udziat glomaliny w glebie, ewentualnie zawiera inne biatko

(glomalin-related soil protein) gleby; jest to frakcja glomalin gleby kilkukrotnie ekstrahowana przy uzyciu
50 mM buforu cytrynianowego (pH 8,0), w autoklawie w temperaturze
121°C przez 60 minut

tfatwoekstahowalne bialka glebowe EE-GRSP | laczna frakcja glomalin tatwoekstahowalnych oraz innych bialek gloma-

spokrewnione z glomalinami linopodobnych spokrewnionych z glomalinami; frakcja glomalin gleb

(easily extractable glomalin-related soil protein) ekstrahowana raz przy uzyciu 20 mM buforu cytrynianowego (pH 7,0)
w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30 minut

biatko glebowe oznaczane metoda Bradford BRSP ogolne biatko glebowe oznaczone metodg Bradford; faczne oznaczenie

(ang. Bradford-reactive soil protein) glomalin i innych bialek w calym ekstrakcie glebowym; ekstrakcja
przeprowadzana jak w przypadku glomalin TG

fatwoekstahowalne biatko glebowe EE-BRSP | fatwoekstrahowalne biatko glebowe oznaczone metoda Bradford; taczne

oznaczone metodg Bradford (ang. easily oznaczenie glomalin fatwoekstrahowalnych i innych bialek w calym

extractable Bradford-reactive soil protein) ekstarkcie glomalin; ekstrakcja przeprowadzona jak w przypadku
glomalin EEG

immunoaktywne bialko glebowe IRSP biatko glebowe oznaczone przy uzyciu testu ELISA z przeciwcialami

(immunoreactive soil protein) monoklonalnymi specyficznymi dla glomalin MAb32B11;
w tym przypadku nie mogg reagowa¢ inne bialka poza glomalinami;
ekstrakcja przeprowadzana jak w przypadku glomalin TG

fatwoekstrahowalne immunoaktywne EE-IRSP | fatwoekstrahowalne biatko glebowe oznaczone przy uzyciu testu ELISA

biatko glebowe z przeciwcialami monoklonalnymi specyficznymi dla glomalin MAb32B11;

(easily extractable immunoreactive w tym przypadku nie moga reagowac¢ inne biatka poza fatwoekstrahowal-

soil protein) nymi glomalinami; ekstrakcja przeprowadzona jak w przypadku
glomalin EEG
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jako standardu w zakresie od 1,25 do 50 ug (BSA) w soli
tizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS). Z uzyska-
nej krzywej wzorcowej odczytuje sie zawartosci gloma-
lin ogdlnych i fatwoekstrahowalnych [43].

Terminologie stosowang w pracach analizy gloma-
lin podano w Tabeli V na podstawie publikacji Rilliga
[43]. Oprodcz znanego w literaturze nazewnictwa gloma-
lin (TG, EEG) Rillig [43] zaproponowat takze definicje
tzw. bialek glebowych spokrewnionych z glomalinami
(GRSP) oraz tzw. bialek glebowych oznaczanych metoda
Bradford (Bradford-reactive soil protein BRSP) [54].

W przypadku okreslenia ogdlnej zawartosci glo-
malin (TG) stosuje si¢ réwniez test immunoenzy-
matyczny tzw. metode ELISA jeden z najpowszech-
niej stosowanych testow w badaniach biologicznych,
zaréwno naukowych, jak i diagnostycznych. Stuzy on
do wykrycia okreslonych bialek w badanym materiale
z uzyciem przeciwcial poliklonalnych lub monoklonal-
nych skoniugowanych z odpowiednim enzymem [59,
60]. Przeciwcialami monoklonalnymi specyficznymi
dla glomaliny sg przeciwciala MAb32B11 [68]. W pod-
stawowej wersji testu ELISA, pewna ilo$¢ antygenu
unieruchomiona jest na powierzchni fazy statej. Wyko-
nanie testu rozpoczyna si¢ od wprowadzenia materiatu
biologicznego, w ktérym badana bedzie obecnos¢ prze-
ciwcial specyficznych dla unieruchomionego antygenu.
Unieruchomiony antygen i specyficzne dla niego prze-
ciwciala - o ile s3 obecne w materiale biologicznym
- tworzg kompleks, dzigki ktdremu przeciwcialo zostaje
trwale zwigzane z podlozem. Po przeptukaniu $rodo-
wiska reakeji, dodawany jest tzw. koniugat czyli prze-
ciwcialo skierowane przeciw przeciwcialom swoistym
polaczone wigzaniem kowalencyjnym z enzymem. Po
ponownym przeplukaniu §rodowiska reakeji i dodaniu
odpowiedniego substratu, enzym zawarty w koniugacie
katalizuje reakcje, ktdrej produkt (najczesciej barwny)
mozna ocenic ilosciowo metoda spektrofotometryczna,
stuzaca do pomiaru intensywnoséci barwy. Poziom
intensywnosci barwy, zalezny od stezenia produktu
reakcji enzymatycznej, jest proporcjonalny do stezenia
przeciwcial w probee. Rownolegle do probek badanych,
przeprowadza si¢ analogiczne etapy reakcji dla tzw.
surowic kalibracyjnych (kalibratoréw) o znanym ste-
zeniu badanego przeciwciata [68]. Wyniki uzyskane dla
kalibratoréw pozwalajg wykresli¢ krzywa kalibracyjna,
stanowigcg wykres zaleznosci intensywnosci barwy od
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stezenia przeciwcial w probce. Z réwnania krzywej kali-
bracyjnej oblicza si¢ stezenie przeciwcial w prébkach
badanych. W przypadku oznaczen ogélnej zawartosci
glomalin metodg ta oznacza si¢ immunoreaktywne
biatko glebowe zas w przypadku glomalin tatwoekstra-
howalnych oznacza si¢ - tatwoekstrahowalne immuno-
reaktywne bialko glebowe [43]. Oznaczenia glomalin
ogolnych moga by¢ czesto niemiarodajne, poniewaz
oprocz typowych glomalin test moze wykry¢ réwniez
inne bialtka nalezace do glebowej frakeji organicznej
a niekoniecznie same glomaliny [34]. Bardziej wiary-
godne w ocenie trwalosci agregatéw glebowych staje
sie wigc oznaczenie bialek EEG, ktorych wartosci moga
odzwierciedla¢ rzeczywistg zawartos¢ glomalin w glebie
[65, 66]. Tlumaczy¢ to mozna takze tym, iz glomaliny
ogolne charakteryzuje znacznie mniejsza immunore-
aktywnos$¢ w poréwnaniu do latwoekstrahowalnych
glomalin, ktére mozna wykry¢ z uzyciem przeciwcial
monoklonalnych [68].

7. Funkcje glomalin

Glomaliny odgrywaja znaczaca role glownie w two-
rzeniu gruzetkowatej struktury gleby, ulatwiajac zle-
pianie czgstek mineralnych (Rys. 3) [70, 73]. Biatko to
obkleja powierzchnie czasteczek gleby, tworzy row-
niez charakterystyczna powloke na ich powierzchni.
Z badan Rillig i wsp. [47] wynika, iz glomaliny stanowia
okolo 2% ogodlnej wagi agregatéw glebowych oraz od
4 do 5% catkowitego C i N w glebach.

Tak wiec, nawet tylko pod wzgledem ilosciowym
frakcja glomaliny jest bardzo istotng frakcja glebo-
wej materii organicznej [70]. Znajac réwniez wlasci-
wosci glomaliny, a zwlaszcza jej hydrofobowo$¢ i wyzej
wspomniang trwalos¢ w §rodowisku glebowym, tatwo
mogli zaktada¢ odkrywcy tej frakcji MO, ze odgrywa
ona wazna role w tworzeniu i stabilizacji gruzetkowa-
tej struktury gleb. Stad tez poprzez produkcje glomalin
grzyby te budza rosnace zainteresowanie jako poten-
cjalny czynnik wspomagania wzrostu i zdrowotnosci
roslin oraz poprawy struktury gleby.

Silnie hydrofobowy, polisacharydowy tancuch glo-
malin jest odpowiedzialny takze za wylapywanie i przy-
taczanie do siebie drobnych czastek glebowych a nawet
mikroorganizmdéw. W ten sposdb dobrze zagregowana

uprawa gleby
\ stabilnos¢

<«———» glomalina <— >

agregatow

z roéling / glebowych
\ gleba

Rys. 3. Funkcje glomalin
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struktura gleby utrzymuje odpowiednie przewietrzanie,
wilgotnos¢ oraz odpowiedni sktad komponentéw nie-
zbednych do optymalnego wzrostu uprawianych roslin
[19, 69]. Rola grzybéw AMF w agregacji, a tym samym
zwiekszeniu infiltracji wody, ochronie materii organicz-
nej (SOM) przed rozkladem, wzroscie odpornosci gleb
na erozje, wydaje sie¢ tak samo wazna, a moze nawet
wazniejsza niz rola w absorpcji sktadnikéw pokarmo-
wych. Dlatego kontrola wzrostu grzybéw mykoryzo-
wych i produkeja glomaliny moga by¢ przydatne do
monitorowania pustynnienia i degradacji gleby [14].
W badaniach Franzluebbers i wsp. [14] stabilnos¢ agre-
gatow glebowych byla stabiej skorelowana z zawartoscia
glomalin, co autorzy thumaczg wieloletnim charakterem
poszczegdlnych systeméw uprawy, a wiec ustabilizowa-
nym srodowiskiem glebowym oraz dodatkowo wysoka
zawarto$cig materii organicznej w glebie.

Stwierdzono, ze istnieje bardzo Scista zaleznos¢
pomiedzy dlugoscia strzepek grzybow w glebie a iloscia
w niej agregatow wodoodpornych [19]. Dotychczasowe
badania z tego zakresu rzeczywiscie wykazaly istotne
zaleznosci pomiedzy zawarto$cig glomaliny w 1-2 mm
gruzelkach glebowych, a ich stabilno$cia (wodoodpor-
noscig) [69].

Ponadto udowodniono, ze grzyby AMF chronig
roéliny przed takimi patogenami, jak Phytophtora,
Pythium, Rhizoctonia a takze przed atakiem nicieni [3].
Mechanizm obrony polega na tworzeniu bariery fizycz-
nej i produkeji antybiotykéw. Grzyby AMF oprécz
weglowodanodw i fosforu pobierajg takze cynk i miedz,
a w warunkach deficytu tych pierwiastkéw znacznie
podnosza plony [48]. Badania nad ochrong roélin
motylkowatych zainfekowanych AMF - na przykiadzie
Vicia faba - rosnacych na glebie o wysokiej zawartosci
manganu dowiodly, ze mykoryza skutecznie chronita
je przed toksycznym dzialaniem tego pierwiastka [3].
Metale cigzkie wiazane sg przez grupy karboksylowe
zwigzkow pektynowych (hemicelulozy) wypelniajacych
przestrzen pomiedzy grzybem a komorka roslinna.
Przypuszcza sig, ze w proces ten zaangazowane sa takze
glomaliny [3].

W literaturze znana jest réwniez rola glomalin
w tolerancji roélin na stres [15, 18, 41]. Z badan Gadkar
i Rilliga [15] wynika, iz glomaliny moga by¢ zwigzane
z biatkiem szoku cieplnego hsp60 (heat shock proteins).
Ekspresja tych bialek wzrasta kiedy komorki sg nara-
zone na dziatanie czynnikéw stresowych, m.in. pod-
wyzszonej temperatury, ale réwniez niskiej tempera-
tury, stresu solnego, osmotycznego i metali ciezkich.
Produkcja biatek hsp moze wzrasta¢ takze w odpowie-
dzi na infekcje, zapalenie, dzialanie toksyn, promie-
niowanie UV, glodzenie, niedotlenienie itp. Biatka hsp
dzialaja jako biatka opiekuncze odpowiedzialne za
prawidtowe zwijanie si¢ innych biatek, ich oligome-
ryzacje, translokacje¢ oraz degradacje. Funkcje tych
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bialek sa podobne u wszystkich organizméw zywych
a ich sekwencja aminokwasowa jest silnie konserwa-
tywna. Poréwnanie glomalin z bialkami szoku ciepl-
nego moze pozwoli¢ na wyjasnienia w jaki sposob stres
dotykajacy komorki grzyba tj. metale cigzkie, skazenie
gleby, zmiany klimatyczne moze spowodowa¢ zwiek-
szenie produkcji glomalin i wzrost grzybni [18, 41].
Niesprzyjajace do wzrostu grzybéw endomykoryzo-
wych warunki moga zatem by¢ powodem zwiekszenia
przez nie produkgji glomalin — ochrona grzybni przy-
czynia si¢ do mozliwosci wzrostu grzyba w skazo-

nych glebach [25, 41].

8. Czynniki wplywajace na spadek produkcji glomalin

Na produkcje glomalin ma wplyw wiele czynnikéw
zaréwno s$rodowiskowych, glebowych jak i klima-
tycznych. Podstawowy czynnikiem wplywajacym na
znaczng produkcje glomaliny sa optymalne warunki do
rozwoju grzybéw AMF wynikiem czego jest aktywna
symbioza pomiedzy rosling a grzybem [17, 27, 63]. Sto-
pien zasiedlenia korzeni roélin przez grzyby AMF moze
by¢ regulowany dodatkowo przez podatno$¢ rosliny na
infekcje jak i poprzez aktywnos¢ infekcyjng spor tych
grzybdw wystepujacych w glebie, w ktorej wzrasta dana
roslina [63]. Liczebnos¢ i aktywnos¢ symbiotyczna
grzybow AMF a tym samym wzrost produkcji gloma-
liny moze by¢ zwigkszona zaréwno poprzez modyfi-
kacje warunkéw glebowych sprzyjajacych namnazaniu
i aktywnosci spor, jak i przez wprowadzanie do ryzo-
sfery wyselekcjonowanych drobnoustrojow wspomaga-
jacych proces mykoryzacji. Gléwnymi wyznacznikami
produkcji glomalin sg zaréwno gatunek grzyba tworza-
cego symbioze jak i rodzaj rodliny [62]. Znane sg liczne
prace, w ktorych autorzy potwierdzajg korelacje wzro-
stu roélin z kolonizacja korzeni przez grzyby mykory-
zowe. Idzie za tym réwniez korelacja wzrostu roéliny
i a tym samym produkgji glomaliny [63]. Szereg roslin
tj. stoklosa bezostna (Bromus inermis), trawa sudan-
ska (Sorghum bicolor), babka lancetowata (Plantago
lanceolata) wykazuje aktywna symbioze z grzybami
AMEF [27, 63]. W przypadku tych roslin stwierdzono
istotny wzrost plonu z jednoczesnym stwierdzeniem
znacznych ilo$ci biatka spokrewnionego z glomalinami
(tzw. biatka GRP) w korzeniach roslin i w glebie ryzo-
sferowej [51]. W warunkach polowych, wptyw roéliny
na produkcje glomaliny moze by¢ bardziej widoczny
niz efekt obserwowany w kontrolowanych warunkach
na przykladzie pojedynczego rodzaju rosliny i gatunku
grzyba [62]. Wilson i wsp. [64] potwierdzili pewng spe-
cyfike ukladu gatunkowego symbioz AMF i poziomu
glomalin w strzepkach grzybowych.

Do czynnikéw niekorzystnie wplywajacych na
prawidtowe funkcjonowanie mykoryzy arbuskularnej
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naleza m.in: uprawa mechaniczna, stosowanie srodkow
ochrony roslin, intensywne nawozenie, wprowadzenie
zanieczyszczen z nawozami naturalnymi [43]. Réwniez
wlasciwosci fizykochemiczne gleb oraz stosowany sys-
tem uprawy roli ma istotny wplyw na zawartos¢ gloma-
liny w glebie [50, 65].

9. Podsumowanie

Stabilnos¢ struktury gleby istotnie wptywa na cha-
rakter i zawarto$¢ materii organicznej w glebie. Uzyt-
kowanie gruntéw i stosowanie szeregu zabiegow
uprawowych ma wplyw na iloé¢ i jako§¢ materii orga-
nicznej gleby a tym samym na jej agregacje. Grzyby
mykoryzowe s3 jednym z najwazniejszych czynnikow
biotycznych warunkujgcych jakos¢ srodowiska glebo-
wego. Odgrywaja bardzo wazna role w ekosystemach
agrarnych, a poprzez produkcje glomalin mogg stano-
wi¢ istotny czynnik pozytywnego oddzialywania na
wzrost i zdrowotnos¢ roélin w kazdym systemie uprawy,
a takze mozna je wykorzysta¢ w zabiegach poprawia-
jacych strukture gleby, przy stabilizacji gruntéw na
obszarach podatnych na erozje i gruntéw poddawanych
rekultywacji. Mozna spodziewac sie, ze w przysztosci
doktadniej poznana budowa i funkcje glomaliny przy-
czynig sie do uzyskania znacznych efektéw wzrostu
roélin w uprawach polowych. Skuteczno$¢ komplek-
sowego podejscia do probleméw wzajemnych oddzialy-
wan pomiedzy roélinami i drobnoustrojami glebowymi
potwierdzaja liczne badania, gdzie uwzgledniono nie
tylko dobdr roslin do okreslonych warunkéw glebo-
wych ale réwniez wykorzystywanie wspomagajacej
ich wzrost mikroflory glebowej. W wielu o$rodkach
badawczych prowadzone sg intensywne badania nad
mozliwoscia wykorzystania drobnoustrojow glebo-
wych, w tym takze grzybéw AMF w praktyce rolniczej.
Produkecja glomaliny i jej rola w stabilizacji struktury
gleby staje si¢ wiec dla srodowiska glebowego alterna-
tywna metoda wspierajaca rolnictwo zréwnowazone.
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Speleomycological research in the selected objects of underground Riese complex (Sowie Mountains, Lower Silesia, Poland)

Abstract: Theterm ,,speleomycology” was firstintroduced by Polish scientists in 2014 and it is now used to describe all kinds of investigations
which aim at the recognition of cave and underground mycobiota. Microbiological quality of air is estimated by using microscopic or
culture methods. In the underground objects, the culture method with a microbiological air sampler (collision technique) is commonly
used. Most fungi can be found underground as spores, which entered the objects transported by air or water currents, by animals living in
the caves (e.g. bats, arthropods) or by humans visiting the objects. However, the environment surrounding the underground objects and
the air currents seem to have the most significant influence on fungi concentrations inside the objects. Riese complex was built between
1943-1945 in the Sowie Mts. (Lower Silesia, SW Poland), but its purpose still remains unclear. Fungi isolated from the air of the studied
objects (i.e. Osoéwka, Rzeczka, Wlodarz) can cause allergies and infections in humans. However, fungal spore concentration and number
of species in Riese complex do not exceed norms of microbiological quality of air and, thus, do not present a health risk to the tourists.

1. Introduction. 2. Characteristics of the Riese complex. 3. Methods used for assessing the microbiological quality of air. 4. Environmental
factors affecting the number of fungi in underground objects. 5. Airborne fungi occurring in the selected objects of underground Riese
complex. 6. The potential harmful effect of airborne fungi isolated from the selected objects of Riese complex on human health. 7. Summary

Stowa kluczowe: podziemny komplek Riese, metody badan, powietrze, speleomikologia
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1. Wstep

Badania mikologiczne obiektéw podziemnych pro-
wadzone sg od lat sze$¢dziesigtych ubiegtego stulecia [4,
6, 11]. Jednakze pojecie ,,speleomikologia” zostalo po
raz pierwszy uzyte w literaturze $wiatowej przez pol-
skich naukowcow w roku 2014. Oznacza ono calos¢
badan naukowych majacych na celu poznanie mikro-
flory jaskin i innych obiektéw podziemnych (sztolnie,
kopalnie, bunkry, tunele itp.). Speleomikologia obej-
muje badania skladu gatunkowego, liczebnosci zarod-
nikéw i innych organéw tworzacych kolonie grzybow
zasiedlajacych skaly, wode, powietrze, materi¢ orga-
niczng oraz czynnikéw wplywajacych na wystepowanie
grzybow w obiektach podziemnych [57].

Ekosystem obiektow podziemnych w poréwnaniu
do innych $rodowisk jest bardzo specyficzny i malo
korzystny dla rozwoju mikroorganizmoéw. Panuje w nim
stala niska temperatura i mala dostepnos¢ materii
organicznej oraz $wiatla. Dlatego wigkszo$¢ grzybow
w obiektach podziemnych wystepuje w postaci zarod-
nikéw i rzadko spotykany jest aktywny wzrost grzybow

[15, 49, 53, 56, 57]. Kazdy obiekt podziemny mozna
podzieli¢ na trzy strefy w zaleznosci od dostepu swia-
tla i panujacej temperatury. Pierwsza z nich to strefa
mroku, w ktorej wystepuje zwykle najwiecej grzybow
i znajduje si¢ w strefie wejsciowej do obiektu. W dru-
giej strefie zwanej srodkowsa, panuje wzgledna ciem-
no$¢ i zmienna temperatura. Natomiast trzecia strefa
zwang ciemna, charakteryzuje si¢ brakiem dostgpu
Swiatla i stalg niska temperatura. Zwykle z niej izoluje
sie najmniej grzybow [29, 53].

W badaniach oceny mikologicznej powietrza wy-
korzystuje si¢ metode mikroskopowa i hodowlang.
W metodzie mikroskopowej jest mozliwos¢ wykrywa-
nia w powietrzu zywych i martwych mikroorganizméw
oraz mozna zaobserwowac inne zanieczyszczenia bio-
logiczne np. pylki i roztacza. Jednakze w metodzie tej
wystepuja trudnosci w identyfikacji gatunkowej mikro-
organizméw. W metodzie hodowlanej mozna wykry¢
tylko mikroorganizmy zywe, ale nie ma trudnosci w ich
identyfikacji gatunkowej [27].

Powietrze atmosferyczne w poréwnaniu do gleby
i wody jest srodowiskiem nieprzyjaznym dla zycia i roz-

* Autor korespondencyjny: Zaktad Genetyki, Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytet Wroctawski, ul. Przybyszewskiego 63/77,
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woju mikroorganizméw, jednak zachowuja one w nim
swoj potencjal infekcyjny. Najczesciej jest ono miejscem
okresowego ich przebywania [27].

Drobnoustroje w powietrzu wystepuja w postaci
bioaerozoli, czyli ukladéw zawierajacych faze rozpra-
szajagcg w postaci powietrza oraz faze rozproszona
skladajacg sie z materiatéw biologicznych (wirusy, pier-
wotniaki, komdrki bakteryjne, fragmenty komorkowe
roslin i zwierzat, fragmenty grzybni grzybdéw, zarodniki,
metabolity wtdrne mikroorganizmoéw) |5, 21]. Bioaero-
zole stanowia okolo 5-34% zanieczyszczen powietrza
wewnetrznego, a ich faza rozproszona zazwyczaj jest
o $rednicy 0,3-100 um [63]. Przykladowo, pojedyncze
komorki i zarodniki przetrwalnikowe bakterii sg wiel-
kosci od 0,5 do 2,0 um (Bacillus spp., Pseudomonas spp.,
Xanthomonas spp.), zarodniki grzybéw majg wigksze
rozmiary, np.: 2,8-3,2um Trichoderma harizanum,
3,0-4,5um Aspergillus niger, 3,5-5,0 um Aspergillus
fumigatus, 5,0-8,0 um Cladosporium macrocarpum,
7,0-17,0 pm Penicillium brevicompactum, a 15,0-25,0 um
Epiccocum nigrum [36].

Skladniki biologiczne powietrza moga niekorzyst-
nie wplywaé na zdrowie ludzi i zwierzat. Pod wzgle-
dem dzialania chorobotwoérczego, mozna je podzieli¢
na: czynniki wywotujace choroby zakazne i inwazyjne
(np. wirusy, bakterie, grzyby), alergeny biologiczne (np.
czastki rodlinne i zwierzgce), toksyny biologiczne (np.
endotoksyna bakteryjna, mikotoksyny), czynniki rako-
tworcze (aflatoksyny — toksyny o wlasciwosciach rako-
tworczych, wytwarzane gtéwnie przez Aspergillus flavus
i Aspergillus parasiticus) oraz biologiczne wektory, czyli
stawonogi np. kleszcze i komary, przenoszace zarazki
choréb transmisyjnych [21].

2. Charakterystyka kompleksu Riese
Kompleks Riese znajduje si¢ w Goérach Sowich.

Lancuch gorski ma dlugos¢ okoto 25km i obejmuje
teren na wschod od Walbrzycha, o powierzchni okoto
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300 km?. Najwyzszym szczytem tego pasma jest Wielka
Sowa (1015 m n.p.m.). Jest to masyw gorski o matym
zaludnieniu, jedynie na jego obrzezach znajduja si¢
liczne miasta, wioski i osiedla [68].

Budowe kompleksu Riese rozpoczeto w roku 1943,
pod specjalnie zakodowanym symbolem ,,S3”. Pod tym
symbolem figurowaly kwatery gltéwne i fabryki broni
specjalnego znaczenia. Ponadto, pot¢zne fundamenty
zelbetowe w niektdrych wyrobiskach wskazuja, ze praw-
dopodobnie mialy by¢ budowane w nich duze maszyny
produkcyjne. Do budowy kompleksu wykorzystywano
wiezniow, w przewazajacej liczbie Zydow, ktorych rychta
$mier¢ miafa zapewni¢ utrzymanie tajemnicy konstruk-
cyjnej. Byli oni rozmieszczeni w obozach, w poblizu
miejsc pracy. Sie¢ tych obozéw zostata nazwana krypto-
nimem Arbeitslager Riese i byta czescia sieci podobozéw
Gross-Rosen. Nadzor nad tajemniczym projektem pro-
wadzili gérnicy z Niemiec oraz specjalisci z Wloch, Czech
i Ukrainy [30]. Rozmieszczenie obiektow w kompleksie
Riese i odleglosci miedzy nimi przedstawia Rys. 1.

Obecnie dane literaturowe donoszg o badaniach
speleomikologicznych w trzech obiektach kompleksu
Riese (Oséwka, Rzeczka, Wtodarz), ktore sg komer-
cyjnie dostepne do zwiedzenia dla turystow [48, 49,
57]. Jednym z nich jest Oséwka z niemieckiego Saufer-
hohen, ktora jest drugim najbardziej zaawansowanym
pod wzgledem goérniczym obiektem z kompleksu Rie-
sen. Catkowita dltugo$¢ tuneli wynosi 1700 m, a kuba-
tura 30 000 m’. Podziemia zawierajg m.in. trzy sztol-
nie, z ktérych najdluzsza ma okofo 450 metréw. Jedna
z nich posiada tamy z cegly, ktére utrzymuja wode
w tunelu [30, 57]. Obiekt Rzeczka z niemieckiego
Dorfbach, potocznie zwany takze lochami walimskimi,
znajduje si¢ migdzy wioska Rzeczka i Walim. Sktada
sie on z trzech wejs¢ wykutych w skatach wschodniego
zbocza wzniesienia Ostra, prowadzacych do réwno-
leglych sztolni oddalonych od siebie o okolo 45m.
Miedzy nimi usytuowane sg duze hale. Dtugos¢ tuneli
kompleksu Rzeczka wynosi 500 m, a kubatura 14 000 m>.
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Rys 1. Rozmieszczenie obiektow wchodzacych w sklad kompleksu Riese i odlegtosci
w metrach miedzy nimi
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Nad ziemia zbudowano gltéwng centrale telefoniczna,
ktdrej wezel byt wiekszy niz Wroctawski czy Legnicki
[30, 49]. Obiekt Wiodarz z niemieckiego Wolfsberg, ma
faczna dlugos¢ tuneli 3 024 m, o kubaturze 42 000 m’.
Ten olbrzymi kompleks zostal wybudowany w masy-
wie gory Wlodarz, prowadza do niego trzy wejscia od
strony péinocno-wschodniej i jedno od strony péinoc-
nej. Caltos$¢ kompleksu to duza ilo$¢ korytarzy przeci-
najacych sie pod katem prostym i tworzacych siatke.
Dodatkowo istnieje w nim, jedna z najwigkszych, nie-
ukonczonych hali. Prawdopodobne w nieosiggalnej dzi$
glebi obiektu zamordowano wiosng 1945 roku kilka
tysiecy wiezniéw pracujacych przy jego budowie. Okoto
1/3 obiektu jest zalana woda [28, 30, 48].

3. Metody uzywane do oceny jakosci
mikrobiologicznej powietrza

Historia badan jakosci biologicznej powietrza sigga
poczatku XX wieku, kiedy wzrosto zagrozenie zwia-
zane z uzyciem broni mikrobiologicznej [27]. Jednakze
juz w starozytnosci Hipokrates napisal w swoim dziele
Corpus Hippocraticum: Gdy powietrze jest zainfeko-
wane zanieczyszczeniami wrogimi dla rasy ludzkiej,
cztowiek staje si¢ chory [32]. Obecnie w badaniach
jakosci mikrobiologicznej powietrza, wykorzystuje sie
gléwnie metode hodowlang, cho¢ istnieje takze metoda
mikroskopowa.

W metodzie mikroskopowej uzywa sie filtry mem-
branowe lub szkietka powleczone substancja lepka do
wylapania mikroorganizméw z powietrza. Jej zaletg
w poréwnaniu do metody hodowlanej jest mozliwos¢
wykrywania w powietrzu Zywych i martwych mikro-
organizmow oraz trudno wzrastajacych na pozywkach.
Dodatkowo mozna zaobserwowa¢ inne zanieczyszcze-
nia biologiczne np. pylki i roztacza. Jednakze w meto-
dzie tej wystepuja trudnosci w identyfikacji gatunkowej
mikroorganizméw [27].

Metoda hodowlana polega na wytapaniu mikroor-
ganizmow w sposob bierny lub czynny z powietrza na
szalki Petriego z podtozem hodowlanym, ktére nastep-
nie poddaje si¢ inkubacji. Wyroste kolonie zlicza si¢
i identyfikuje morfologicznie przy uzyciu kluczy diag-
nostycznych lub genetycznie przez sekwencjonowanie
odcinkéw rDNA ograniczonych np. u grzybéw star-
terami ITS (Internal Transcribed Spacer | wewnetrzne
sekwencje transkrybowane). Wyniki s3 podawane
w liczbie jednostek tworzacych kolonie w 1 m’ powietrza
(jtk/m?) z angielskiego colony forming units (CFU/m?)
[43, 56]. W metodzie tej, wykrywa sie¢ tylko komorki
zywe i zdolne do aktywnego wzrostu na danej pozywce
[27]. Badany material mozna pozyskiwac z powietrza
w sposob bierny przez sedymentacje lub czynny przez
mechaniczne wylapanie mikroorganizmoéw (filtracja,
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zderzeniowo, odsrodkowe). W metodzie hodowla-
nej rodzaj zastosowanego podloza oraz temperatura
inkubacji (mikroorganizmy majg rézne temperatury
optymalne dla swojego wzrostu i rozwoju) wplywaja
na liczebno$¢ i sktad gatunkowy mikroorganizmoéw.
Podloza Sabourauda (Sabouraud Agar, glukoza 4%,
agar 2%, pepton 1%) i PDA (Potato Dextrose Agar)
wykazujg poréwnywalng przydatnos¢ do izolacji grzy-
béw z powietrza. Natomiast pozywka Czapek-Dox Agar
(1,2% agaru) jest najlepsza do izolacji grzybéw drozdza-
kowych, w tym patogenicznych dla ludzi, a na podlozu
maltozowym (Malt Extract Agar) uzyskuje si¢ najmniej-
sza liczebno$¢ i skfad gatunkowy grzybow [41, 42].

Metoda sedymentacyjna Kocha polega na ekspo-
zycji szalki Petriego z podlozem przez 30 minut na
wysokosci 1 metra od podlogi. Nastepnie po inkubacji,
mikroorganizmy zlicza si¢ i identyfikuje. Do oblicze-
nia stezenia mikroorganizméw w powietrzu wykorzy-
stuje si¢ zalozenie, ze w ciagu 5 minut na powierzchni
réwnej 1 m?* osiada tyle drobnoustrojow, ile znajduje
sie ich w 1 m’ powietrza (w warunkach bezwietrznych
i bez przeciagéw) [67]. Mozna zastosowac takze wzor
[37]: X=ax100x100/nr*x0,2xt, gdzie: X - ilo§¢
kolonii mikroorganizméw w 1 m® powietrza, nr* - pole
powierzchni szalki Pertiego w cm?; 0,2 — wspdtczynnik
przeliczeniowy, uwzgledniajacy, ze w ciaggu 5 minut
na szalke spadaja wszystkie zarodniki z wysokosci
Im; t - czas ekspozycji w minutach. Metoda ta ze
wzgledu na samoistne osiadanie czastek bioarezolu na
powierzchni pozywki posiada wiele wad. Dla wielu cza-
stek, nie sprawdza sie zalozenie tej metody, poniewaz
szybkos$¢ osadzania czastek zalezy od wielu czynnikdw,
takich jak: rozmiary, waga, tadunek elektrostatyczny,
wilgotnos¢, ruch powietrza np. przy uzyciu tej techniki
nie wykrywa sie najmniejszych skfadnikéw bioaresolu,
ktore osiadajg bardzo wolno lub w ogéle nie ulegaja
sedymentacji. Metode sedymentacyjng mozna stosowac
tylko w obiektach, gdzie nie ma ruchéw powietrza, dla-
tego nie mozna jej uzywac np. w pomieszczeniach kli-
matyzowanych. Metoda ta jest prostota, szybka i mato
kosztowana, ze wzgledu na brak w niej specjalistycz-
nych prébnikéw powietrza. Jednakze powinno si¢ ja
stosowa¢ tylko w badaniach wstepnych [27].

W metodzie mechanicznej, czyli czynnej wykorzys-
tuje sie urzadzenia pozwalajace na mechaniczne oddzie-
lenie zanieczyszczenn z pobranej probki powietrza.
Dzigki temu wzrasta dokltadno$¢ badan i niweluje sie
wady metody sedymentacyjne. Probki powietrza zawie-
raja praktycznie wszystkie zanieczyszczenia niezaleznie
od ich wiasciwosci fizykochemicznych oraz warunkow
panujacych podczas prowadzenia pomiaréw.

Metoda filtracyjna polega na przepuszczeniu probki
powietrza przez filtr, na ktérym zatrzymuja si¢ zanie-
czyszczenia mikrobiologiczne. Po przeniesieniu filtra
na powierzchni¢ pozywki w szalce Petriego, poddaje
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Rys. 2. Wyglad aparatu podczas badan mikologicznych powietrza
w jaskini Driny (Stowacja), prébnik ustawiono na pobodr 150 litréw
powietrza (fot. R. Ogorek)

sie go inkubacji, a nastepnie zlicza wyroste kolonie [27].
Obecnie najczesciej stosowang technika jest metoda
zderzeniowa z wykorzystaniem specjalnych probnikow
do poboru prébek powietrza — Rys. 2. Aparaty wymu-
szajg przeplyw ustawionej uprzednio objetosci powie-
trza przez otwory w nasadkach, pod ktérymi znajduje
sie pozywka w plytce Petriego. Powietrze przepltywa-
jace z duza predkoscia, uderza w powierzchnie pozywki
i zmienia kierunek ruchu. Na skutek tego drobnoustroje
wypadaja z pradu powietrza i osiadaja na powierzchni
pozywki [67]. Nastepnie zainfekowang pozywke pod-
daje si¢ inkubacji i zlicza si¢ liczbe wyrostych kolonii.
Stezenie mikroorganizméw w powietrzu o (jtk/m’
powietrza) oblicza sie ze wzoru [47]: X=(ax 1000)/V,
gdzie: X - ilo$¢ kolonii mikroorganizméw w 1 m® powie-
trza, a - suma kolonii mikroorganizméw, ktére wyrosty
na plytce pobranej probki powietrza atmosferycznego,
V - objeto$¢ pobranego powietrza atmosferycznego
w litrach. Wada tej metody jest mozliwos$¢ zarastania
pozywek w przypadku silnego zanieczyszczenia powie-
trza, a takze spadek Zywotnosci drobnoustrojoéw spo-
wodowany stresem $rodowiskowym w wyniku naglego
uderzenia mikroorganizmu o pozywke [27]. Ponadto,
w tych samych warunkach $rodowiskowych przy uzy-
ciu kilku miernikéw réznych producentéw mozna
uzyskac rézne stezenie drobnoustrojow w powietrzu.
Jednakze réznice moga osigga¢ maksymalnie 90 jtk
w 1 m’® powietrza i sg istotne tylko dla obiektéw stabo
zanieczyszczonych przez mikroorganizmy np. pomiesz-
czenia szpitalne itp. [31]. Zaleta metody zderzeniowej
jest mozliwo$¢ wykorzystania jej do kontroli powie-
trza na zawarto$¢ wiruséw [27]. Ponadto metoda ta,
szybko i prosto pobiera si¢ probki powietrza, co umoz-
liwia wykonanie znacznej liczby badan w ciggu jednego
dnia. Aparaty do poboru powietrza sa niewielkie, co
ulatwia badania wykonywane w trudnych warunkach
jakie wystepuja w obiektach podziemnych [67]. Metoda
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odsrodkowa polega na nadaniu powietrzu predkosci
przez wentylator odsrodkowy, na obwodzie ktérego
znajduje si¢ pozywka w postaci paska z podlozem
wychwytujacym zanieczyszczenia. Nastepnie zainfeko-
wang pozywke poddaje sie inkubacji i zlicza sie liczbe
wyrostych kolonii [27].

Najlepszym sposobem badan speolomikologicznych
jest metoda mechaniczna z wykorzystaniem techniki
zderzeniowej z uzyciem probnikéw powietrza. Dlatego,
ze obiekty podziemne charakteryzuja sie specyficznymi
warunkami mikrolitycznymi (m.in. ruchy powietrza,
wilgotnos¢) oraz trudng dostepnoscia (m.in. waskie
strzeliny, korytarze).

4. Czynniki srodowiskowe wplywajace na liczebnos¢
grzybow w obiektach podziemnych

Grzyby w obiektach podziemnych wystepuja gtow-
nie w postaci zarodnikéw, z powodu specyficznego
mikroklimatu panujacego w nich i matej dostepnosci
sktadnikow organicznych [49, 53, 56, 57]. Rzadko spo-
tykany jest aktywny wzrost grzybow w obiektach pod-
ziemnych. Jezeli juz wystepuje to gtéwnie na martwych
lub hibernujacych nietoperzach, gryzoniach, stawono-
gach, odchodach i materii naniesionej z zewnatrz np.
osady [26, 33, 38, 66].

Liczebnos¢ grzybow w powietrzu na zewnatrz
obiektow podziemnych jest wieksza niz wewnatrz nich
— Tabela I. Zarodniki grzybéw nanoszone sa do wnetrza
obiektéw podziemnych przez prady powietrza ze srodo-
wiska zewnetrznego, stawonogi, ludzi, nietoperze, wode
i osady przedostajace sie szczelinami z zewnatrz [7, 26,
33,39, 43, 48, 49, 54, 56, 57]. Jednakze, najwazniejszym
czynnikiem wplywajacym na stezenie grzybow w obiek-
tach podziemnych jest ich otoczenie zewnetrze (wyso-
kos¢ polozenia obiektu n.p.m., roslinnos¢ itp.), pora
roku i obecno$¢ ruchéw powietrza, ktore przenosza
zarodniki do wnetrza obiektu przez jego otwory np.
wejsciowe, wyjsciowe, kominy wentylacyjne itp. [40, 44,
48, 56, 57]. Z tego powodu najwigcej grzybow z powie-
trza obiektow podziemnych izoluje si¢ w tzw. strefie
mroku, czyli czesciach obiektéw majacych najwigkszy

Tabela I
Liczba jednostek tworzacych kolonie grzybéw w 1 m® powietrza,
izolowanych z poszczegdlnych obiektéw kompleksu Riese,
opracowano na podstawie [48, 49, 57]

Wewnatrz obiektu
. Na zewnatrz PP . .
Obiekt . - warto$¢ $rednia ze wszystkich
obiektu " ;
punktéw pomiarowych
Osowka 347,0 114,0
Rzeczka 1332,6 586,9
Wrtodarz 1115,9 380,8
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kontakt ze srodowiskiem zewnetrznym (przy wejsciach,
wyj$ciach, kominach wentylacyjnych) [48, 49, 57].

W znacznym stopniu takze dziatalnos¢ czlowieka
zaburza naturalny ekosystem obiektéw podziemnych.
Moze prowadzi¢ do wzbogacania srodowiska w materie
organiczng i nieorganiczng pozostawiong przez tury-
stow, do zmian pierwotnego mikroklimatu (wzrost
temperatury, stezenia dwutlenku wegla), a takze do
wnoszenia nowych mikroorganizméw i zageszczenia
gleby [7, 8, 54]. W szczegolnosci wazny jest aspekt wno-
szenia nowych mikroorganizméw, poniewaz gléwnie
sg to patogenne dla ludzi i zwierzat grzyby strzgpkowe
i drozdzopodobne [7, 16].

5. Grzyby wystepujace w powietrzu wybranych
obiektow kompleksu Riese

Badania spelomikologiczne w kompleksie Riese
zostaly przeprowadzone w okresie letnim (czerwiec,
lipiec) 2013 roku przy uzyciu techniki zderzenio-
wej z probnikiem powietrza Air Ideal 3P i podiozem
PDA [48, 49, 57]. W sumie z powietrza na zewnatrz
i wewnatrz wybranych obiektow (Oséwka, Rzeczka,
Wtodarz) wyizolowano 26 gatunkéw grzybow. W tym
na zewngatrz obiektu Oséwka i Rzeczka po 11 gatunkow,
Wrtodarz 12, a wewnatrz obiektu Osdwka 14 gatunkéw,
Rzeczka 16 i Wlodarz 15 - Rys. 3, 4, 5.

Trichoderma harzianum
Sordoria fimicola
Sclerotinia sclerotiorum
Rhizopus spp.
Penicillium expansum
Penicillium diversum
Penicillium citrinum
Penicillium chrysogenum
Mucor spp. Y

Fusarium poae
Fusarium oxysporum
Fusarium culmorum
Cladosporium herbarum

Cladosporium cladosporioides
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Gatunki Acremonium strictum i Fusarium sporotri-
chioides byly izolowane tylko z powietrza na zewnatrz
obiektoéw, a . avenaceum, Penicillium diversum, P. waks-
manii, Phoma herbarum, P, leveillei i Trichoderma har-
zianum wylacznie ze $rodka obiektéw. W przypadku
wszystkich obiektéw z powietrza na zewnetrz izolo-
wano gatunki: Alternaria alternata, Cladosporium her-
barum, C. herbarum i Sclerotinia sclerotiorum, a wew-
natrz obiektow: Botrytis cinerea, C. cladosporioides,
C. herbarum, E oxysporum, P. chrysogenum, P. citrinum,
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 byly izolowane wylacz-
nie z powietrza na zewnatrz wybranych obiektow,
a E avenaceum, P. waksmanii, S. fimicola, T. harzianum
i U. alternariae tylko z powietrza wewnatrz wybranych
obiektow - Rys. 3, 4, 5.

Gatunek C. cladosporioides byl najliczniej izolowany
z powietrza na zewnatrz i wewnatrz wybranych obiek-
tow kompleksu Riese — Rys. 3, 4, 5. Grzyby z rodzaju Cla-
dosporium, a w szczegdlnosci gatunki C. cladosporioi-
des i C. herbarium (Rys. 6), dominujg w atmosferze na
terenie Europy [17, 45, 46, 55]. W warunkach Polskich
w zaleznosci od pory roku i rodzaju podioza hodow-
lanego w gorach mozna izolowa¢ z powietrza od 50
do 85% grzybow z tego rodzaju [40]. Wazng grupa
izolowang z powietrza kompleksu Riese sg grzyby

Botrytis cinerea

Aspergillus niger

Alternaria alternata

[ powietrze na zewnatrz

W powietrze wewnatrz

0% 10% 20%

30%

40% 50% 60%

procentowy udziat grzybédw

Rys. 3. Sktad procentowy grzybow izolowanych z powietrza na zewnatrz i wewnatrz obiektu Oséwka,
opracowano na podstawie [57]
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Sclerotinia sclerotiorum L
Rhizopus spp.

Phoma leveillei

Phoma herbarum

Penicillium expansum i

Penicillium citrinum L
Penicillium chrysogenum

Fusarium sporotrichioides

Fusarium poae

Fusarium oxysporum [l

Fusarium equiseti f;

Fusarium culmorum

Epicoccum nigrum |

Cladosporium herbarum
Cladosporium cladosporioides ]

Botrytis cinerea

=

Asperqgillus niger [ powietrze na zewnatrz

Alternaria alternata R

0% 20% 40% 60% 80% 100%
procentowy udziat grzybéw

Rys. 4. Sklad procentowy grzybow izolowanych z powietrza na zewnatrz i wewnatrz obiektu Rzeczka,
opracowano na podstawie [49]

Ulocladium alternariae
Sordaria fimicola
Sclerotinia sclerotiorum
Rhizopus spp.
Penicillium waksmanii
Penicillium expansum

Penicillium citrinum

™

Penicillium chrysogenum i

Fusarium oxysporum

Fusarium equiseti

Fusarium culmorum

Fusarium avenaceum

Epicoccum nigrum |

Cladosporium herbarum
Cladosporium cladosporioides
Botrytis cinerea | |

Alternaria alternata [0 powietrze na zewnatrz

Acremonium strictum W powietrze wewngtrz

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
procentowy udziat grzyboéw

Rys. 5. Sklad procentowy grzybow izolowanych z powietrza na zewnatrz i wewnatrz obiektu Wlodarz,
opracowano na podstawie [48]
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Rys. 6. Hodowla Cladosporium herbarum w szalce Petriego z podfozem PDA
i wyglad zarodnikéw pod mikroskopem przy powiekszeniu 40x (fot. R. Ogorek)

z rodzaju Penicillium. Sg to mikroorganizmy kosmo-
polityczne, powszechnie wystepujace w powietrzu,
wodzie, ziemi oraz na zwierzetach i roslinach w wielu
czesciach $wiata [24, 61].

6. Potencjalny szkodliwy wplyw grzybow
wyizolowanych z powietrza wybranych
obiektow kompleksu Riese na zdrowie ludzi

Grzyby podobnie jak inne mikroorganizmy odgry-
waja w ekosystemie obiektéw podziemnych bardzo
wazng role m.in. destruentéw rozktadajacy materie orga-
niczng [9, 34, 65]. Prawdopodobnie sg takze pokarmem
dla organizméw zyjacych w obiektach podziemnych m.in.
owaddéw [38]. Jednakze one i ich metabolity wtérne
mogg stwarzaé zagrozenie dla zdrowia zwierzat i 0séb
przybywajacych w obiektach podziemnych [12, 60].

Zarodniki grzybow naleza do najliczniej reprezen-
towanych czastek biologicznych w powietrzu atmos-
ferycznym, swa liczebnoscia znacznie przewyzszaja
liczbe ziarn pylku obecnego w powietrzu. Najczes-
ciej grzyby sg przyczyna alergii, ktére powodowane
sa przede wszystkim przez wysiew ich zarodnikow
i moga objawiac si¢ w postaci: alergii pokarmowej,
alergii kontaktowej, uczulenia na antybiotyki czy tez
reakcji o charakterze alergicznym w przypadku istnie-
jacych w organizmie ognisk zakazenia grzybiczego [35,
59]. Objawy organizmu ze strony ukladu oddechowego
spowodowane odpowiedzig na alergen grzybowy sa
znacznie silniejsze niz na inne alergeny powszechnie
wystepujace w srodowisku. Najprawdopodobniej spo-
wodowane jest to tym, ze grzyby poza alergizujacymi
biatkami, posiadaja dodatkowg zdolno$¢ rozmnazania
sie i infekowania skory oraz kolonizowania uktadu
oddechowego [18]. Ponadto moga syntetyzowac rozne
substancje w postaci: niealergizujacych toksyn i enzy-
moéw, lotnych zwigzkéw organicznych oraz niebial-
kowych komponentéw $cian komérkowych (glukan
i chityna) [10, 20, 50]. Dodatkowo moga wystepowac
zwlaszcza u chorych na przewlekls astme, krzyzowe

reakcje autoimmunologiczne spowodowane wysoka
homologia antygenéw grzybdw do niektorych ludzkich
bialek. Uwzgledniajac wszystkie wymienione mecha-
nizmy, wysunieto hipoteze, ze uszkadzajace dzialanie
grzybow w drogach oddechowych wiaze si¢ z row-
noleglym indukowaniem zapalenia alergicznego oraz
uszkodzeniem komorek nablonka oddechowego przez
dzialanie niealergizujacych biatek i toksyn [62].
Wiréd grzybow wyizolowanych z powietrza kom-
pleksu Riese, znalazly si¢ zaréwno mikroorganizmy
wywolujace cigzkie schorzenia, jak i te bedace alerge-
nami. Do pierwszej grupy zalicza si¢ przede wszyst-
kim grzyby z rodzajow: Aspergillus (aspergiloza pluc,
zatok, rogowki, oczodotu, skory, paznokei, przewodu
stuchowego zewnetrznego), Rhizopus (mukormikoza
pluc, zatok) oraz Fusarium (uogélniona fusarioza) [1, 2,
14, 64]. Druga grupe stanowia patogeny bedace alerge-
nami, przynalezg tu zaréwno grzyby zaliczane do grupy
pierwszej, jak i grzyby z rodzajow: Alternaria, Acremo-
nium, Cladosporium oraz Penicillium [3, 51]. Ponadto,
grzyby te moga wydziela¢ réznego rodzaju miko-
toksyny, antybiotyki i halucynogeny, ktére wchodza
w sklad bioaerozolu. Wdychanie ich moze prowadzi¢
do zaburzen w dzialaniu uktadu immunologicznego,
neurologicznego czy tez do réznego rodzaju zatru¢ [13].
Z dostepnych badan epidemiologicznych wynika, iz
grzyby z rodzajow Alternaria i Cladosporium, a w dal-
szej kolejnos$ci Penicillium i Aspergillus sa najczestsza
wsrod alergendw grzybowych przyczyna alergii wziew-
nej. W dalszej kolejnosci nalezy wymieni¢ grzyby
z rodzaju Mucor, Botrytis, Fusarium, Pullularia, Curvu-
laria, Phoma i Rhizopus [35]. Dlatego najwazniejsza dla
0s6b uczulonych jest zawarto$¢ w powietrzu grzybow
z rodzaju Alternaria i Cladosporium. W powietrzu na
zewnatrz i wewngtrz wybranych obiektow kompleksu
Riese dominowal gatunek C. cladosporioides, natomiast
gatunek A.alternata (Rys.7) wystepowal nielicznie.
Liczbe zarodnikéw niezbedng do wywolania objawow
choroby alergicznej ukladu oddechowego u wigkszosci
0s6b z nadwrazliwoscig na te alergeny dla populaciji
polskiej oceniono na 100 zarodnikéw w 1 m?* powie-
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Rys. 7. Hodowla Alternaria alternata w szalce Petriego z podtozem PDA
i wyglad zarodnikéw pod mikroskopem przy powiekszeniu 40x (fot. R. Ogérek)

trza dla rodzaju Alternaria i na 2800 dla zarodnikow
z rodzaju Cladosporium [58]. Przyczyna tych réznic jest
najprawdopodobniej zywotnos$¢ komorek i ich zdolnos¢
do uwalniania alergenéw. Przypuszcza sig, ze okoto 80%
konidiéw A. alternata wystepujacych w powietrzu to
komorki zywe, a u rodzaju Cladosporium jedynie
20-30% [22]. Ponadto alergeny zarodnikéw A. alternata
uwalniane s3 z latwo$cig. Natomiast u innych gatun-
koéw np. Aspergillus fumigatus, wymagane jest fizyczne
uszkodzenie $ciany komorkowej zarodnika, a to ona
decyduje o dostepnosci alergenu dla blony sluzowej po
dostaniu si¢ zarodnika do drég oddechowych [35].

Obecnie nie ma zadnych norm odnosnie czystosci
mikrobiologicznej powietrza obiektow podziemnych.
Jednakze mozna postuzy¢ si¢ normami dla pomiesz-
czen mieszkalnych i uzytku publicznego. Wedtug
Dutkiewicza i Molocznika [19] stezenie grzybéw do
warto$ci 50000 jtk w 1 m’ powietrza w pomieszcze-
niach zamknietych nie wplywa na zdrowie przeby-
wajacych tam ludzi. Jednakze Zespot Ekspertow ds.
Czynnikéw Biologicznych (ZECB), Miedzynarodo-
wej Komisji ds. Najwyzszych Dopuszczalnych Ste-
zen i Natezen Czynnikéw Szkodliwych dla Zdrowia
w Srodowisku Pracy, sugeruje limit do 5000 jtk [23].
Niektore oficjalne limity s3 jeszcze nizsze. Wedlug
polskiej normy PN-89/Z-04111/03 powietrze nie jest
zanieczyszczone grzybami, jezeli zawiera nie wigcej niz
3000jtk w 1 m® powietrza [52]. Natomiast Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) uwaza, ze koncentracja
grzybow na poziomie 1500 jtk w 1 m’® powietrza jest
dopuszczalna tylko wtedy, gdy jest to mieszanka gatun-
koéw [25]. Jakos¢ mikrobiologiczna powietrza obiektow
kompleksu Riese (Tabela I) nie stwarza zagrozenia dla
zdrowia turystow, poniewaz nie zostaly przekroczone
warto$ci wyzej wymienionych norm.

7. Podsumowanie
Badania speleomikologiczne obiektow podziem-

nych pozwalajg zrozumie¢ funkcjonowanie ich ekosys-
temu oraz okresli¢ ewentualne czynniki wplywajace na

zaburzenia jego rownowagi. Obecnie coraz wig¢cej ludzi
jest alergikami. Dlatego okreslenie stezenia grzybow
i ich skladu gatunkowego w powietrzu jest szczegol-
nie istotne w obiektach, ktdre otwarte sg do zwiedza-
nia dla turystow.

Najczeéciej w obiektach podziemnych do oceny
jakosci mikrobiologicznej powietrza, wykorzystywana
jest technika zderzeniowa z uzyciem prébnika powie-
trza. Jest to jedna z metod hodowlanych, w ktérych
bardzo waznymi aspektami sat rodzaj podloza hodow-
lanego i temperatura inkubacji, poniewaz one wplywaja
na liczebnos¢ i skfad izolowanych grzybéw. Standartowo
stosuje sie w tej metodzie podtoze PDA lub Sabourauda.

Grzyby w obiektach podziemnych wystepuja gtow-
nie w postaci zarodnikéw i wiele czynnikéw wptywa
na ich zawarto$¢ m.in. dziatalnoé¢ cztowieka, obecno$é
stawonogoéw i nietoperzy oraz woda i osady przedo-
stajace si¢ szczelinami ze srodowiska zewnetrznego.
Najwazniejszym czynnikiem jest jednak srodowisko
otaczajace obiekty podziemne i prady powietrza, ktore
przenoszg zarodniki z zewnatrz do ich srodka.

Budowe kompleksu Riese rozpoczeto w roku 1943,
jednakze nigdy go nie ukonczono. Znajduje si¢ on
w Gorach Sowich, a jego przeznaczenie do dzisiaj nie
jest znane i istnieja tylko na ten temat przypuszczenia.
Zwiedzanie obiektéow w kompleksie Riese, zwanego
takze podziemnym miastem to niezwykle przezycie,
mimo jego strasznej historii powstawania. W powie-
trzu badanych obiektéw (Oséwka, Rzeczka, Wiodarz),
wystepowaly grzyby, ktére moga by¢ przyczyna alergii
jak i infekcji u ludzi. Jednakze stezenie ich zarodnikow
nie przekraczalo dopuszczalnych norm dla jakosci
mikrobiologicznej powietrza, dlatego nie stwarzaja
one zagrozenia dla zdrowia zwiedzajacych kompleks
Riese ludzi.
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Cytolysins - virulence factors of Staphylococcus intermedius and Staphylococcus pseudintermedius

Abstract: Bacteria in the Staphylococcus genus are one of the most abundant in the human microbiome. In addition to S. aureus,
coagulase-positive group includes other species, such as isolated from animals S. intermedius and S. pseudintermedius. Recently, these
two species have been also isolated from clinical materials from humans with increasing frequency. Apart from wound infections caused
by animal bites, S. intermedius and S. pseudintermedius are also an etiological agent of endocarditis, central nervous system infections or
bacteremia. Both species produce cytolysins: hemolysins a, 8, 8, y and leukocidins which have the ability to damage not only erythrocytes,
but also many eukaryotic cells. Thus, these toxins seem to be very important virulence factors. In the light of the recent studies indicating
participation of cytolysins in inflammatory processes and formation of biofilms, toxins produced by these species seem to be of particular
importance in the pathogenesis of infections.

1. Introduction. 2. Taxonomy. 3. Pathogenicity of S. intermedius and S. pseudintermedius. 4. Staphylococcal cytolysins. 4.1. Hemolysin a.
4.2. Hemolysin P. 4.3. Hemolysin 8. 4.4. Synergistic hemolysis. 4.5. Hemolysin y. 4.6. Leukocodins. 5. Summary

Stowa kluczowe: cytolizyny, hemolizyny, gronkowce koagulazododatnie, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus pseudintermedius
Key words: cytolysins, hemolysins, coagulase-positive staphylococci, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus pseudintermedius

1. Wprowadzenie

Nalezacy do rodziny Staphylococcaceae rodzaj Sta-
phylococcus obejmuje kilkadziesigt gatunkow, z ktorych
blisko potowa zwigzana jest z cztowiekiem. Gronkowce
s3 jednym z najliczniejszych rodzajow bakterii tworza-
cych mikrobiom cztowieka. Interakcje miedzy orga-
nizmem gospodarza a bakteriami tego rodzaju maja
bardzo zréznicowany charakter - od komensalizmu
poprzez infekcje miejscowe, az do cigzkich zakazen
o charakterze ogdlnoustrojowym. Dla celéw diagno-
stycznych najpowszechniej stosowany jest ich podzial na
koagulazododatnie (CPS - Coagulase Positive Staphy-
lococci) i koagulazoujemne (CNS - Coagulase Negative
Staphylococci) oparty na uznawanej za uzyteczna, gdyz
pozwalajaca na szybka identyfikacje S.aureus probie
- zdolnosci bakterii do wytwarzania koagulazy. Jed-
nak obok tego powszechnie znanego gatunku do grupy
koagulazododatnich nalezg takze izolowane od zwie-
rzat lub ze $srodowiska: Staphylococcus intermedius, Sta-
phylococcus pseudintermedius, Staphylococcus delphini,
Staphylococcus lutrae, Staphylococcus schleiferi subsp.
coagulans czy Staphylococcus hyicus. W ostatnim czasie
pierwsze dwa gatunki z wzrastajaca czesto$cig izolowane
sg takze z materialow klinicznych od ludzi [90, 93].

Zdolno$¢ hemolizowania krwinek jest cecha obser-
wowang u réznych gatunkéw gronkowcow. Wytwarzaja
one cytolizyny, ktdre maja zdolno$¢ uszkadzania jednak
nie tylko erytrocytdw, ale takze wielu komoérek eukario-
tycznych. Sg to wazne czynniki chorobotworczosci tych
bakterii. Biologiczna aktywno$¢ cytolizyn w stosunku
do krwinek czerwonych stanowi najprostszy i najpow-
szechniej stosowany sposob ich wykrywania, a ponadto
jest jedna z nielicznych cech, ktore sa wspolne wszyst-
kim hemolizynom.

2. Taksonomia

Gatunek S. intermedius po raz pierwszy zostal opi-
sany w 1976 1. przez Héjka [36]. Zostal wyizolowany
z materialu pochodzacego od réinych gatunkow
zwierzat (golebi, psow, koni i norek). Swoja nazwe
zawdziecza on wlasciwosciom biochemicznym, ktore
Hidjek okreslit jako cechy ,,pomiedzy” wlasciwosciami
charakterystycznymi dla gatunkéw S. aureus i Staphy-
lococcus epidermidis — stad w nazwie tacinskiej epitet
gatunkowy ,,intermedius” [9]. Po tym odkryciu przez
wiele lat wigkszo$¢ koagulazododatnich szczepow
gronkowcow izolowanych od zwierzat, niebedacych

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej i Diagnostyki Mikrobiologicznej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi,
ul. Pomorska 137, 90-235 L4dZ; tel.: (42) 677-93-00; e-mail: wioletta.kmieciak@umed.lodz.pl
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S. aureus, identyfikowano jako S. intermedius. Przetom
nastgpit w 2005 r., kiedy to zespdt belgijskich naukow-
cOw na podstawie analiz molekularnych szczepow
odzwierzecych, fenotypowo i genotypowo podobnych
do S. intermedius, dokonatl odkrycia nowego gatunku
nazwanego S. pseudintermedius [19]. Dalsze badania
molekularne szczepow wczesniej klasyfikowanych
jako S.intermedius wykazaly, ze w rzeczywistosci
oprocz ,prawdziwych” S. intermedius, byly to réwniez
S. pseudintermedius i S. delphini. Doprowadzito to do
reklasyfikacji gronkowcow i utworzenia faczacej te trzy
gatunki grupy SIG (,,Staphylococcus intermedius group”)
[23, 69]. Zmiany w klasyfikacji podaly w watpliwo$¢
dotychczasowy opis gatunku S. intermedius i wszystkie
opublikowane przed rokiem 2005 prace dotyczace jego
cech, w ktorych zastosowane metody identyfikacji nie
roznicowaly szczepdw gatunkow tej grupy.

3. Chorobotworczos$¢ S. intermedius
i 8. pseudintermedius

Bakterie z gatunku S. intermedius kolonizujg skdre
i blony $luzowe réznych gatunkow zwierzat, szczegdlnie
psow, a takze moga stanowi¢ u nich zrédto oportuni-
stycznych zakazen. U ludzi gronkowiec ten jest rzad-
kim odzwierzecym patogenem stanowigcym przyczyne
infekeji gtéwnie u pacjentéw z obnizona odpornoscia.
Szczepy S. intermedius s3 jednak izolowane az z 18%
przypadkéw zakazonych ran spowodowanych ugryzie-
niami pséw, ale moga by¢ takze rzadkim czynnikiem
infekcyjnym ran o innej etiologii [12]. W literaturze
mozna znalez¢ doniesienia o przypadkach wykrywa-
nia bakterii tego gatunku w materialach od pacjentéow
z infekcyjnym zapaleniem wsierdzia [17], zakazeniem
odcewnikowym [87], zapaleniem pluc [32], zapale-
niem jamy sutkowej [47], ropniem mdzgu [2], ostrym
zapaleniem opon moézgowo-rdzeniowych [26], bakte-
riemia [38] czy nawet zatruciem pokarmowym [55].
Znane s3 takze pojedyncze przypadki izolacji S. inter-
medius z mleka i migsa [21, 61]. Szczepy identyfiko-
wane jako S.intermedius w wiekszosci przypadkow
izolowano z przypadkéw choréb lub nosicielstwa od
0s6b majacych bliski kontakt ze zwierzgtami, np. wlas-
cicieli pséw [84]. Liczba infekcji wywolanych przez
ten drobnoustrdj stale ro$nie, niemniej jednak jej rze-
czywisty wymiar jest trudny do okre$lenia. Mozna sie¢
spodziewa¢ przypadkoéw blednej identyfikacji szczepow
tego gatunku i uznawania ich za S. aureus ze wzgledu
na wynik proby na koagulaze oraz podobienistwo mor-
fologiczne kolonii i komdrek. Ponadto, wiele szczepow
opisanych jako S. intermedius moze by¢ w rzeczywis-
tosci szczepami S. pseudintermedius [93].

Gatunek S. pseudintermedius zostat odkryty w roku
2005 i uznany za oportunistyczny patogen wywolujacy
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infekcje skory i blon $luzowych pséw i kotéw [18].
Jednakze juz w 2006 r. pojawila si¢ pierwsza publika-
cja dotyczaca przypadku infekcji wywolanej przez ten
drobnoustrdj u czlowieka [41]. Najnowsze badania
wykazaty szeroko rozpowszechniong obecnos¢ S. pseu-
dintermedius w weterynaryjnym srodowisku szpitalnym
[45, 74, 97]. Wystepuje tez nosicielstwo tego gatunku
u ludzi, ktére podobnie jak w przypadku S. intermedius,
ma charakter przejsciowy i w gtéwnej mierze dotyczy
o0sob bedacych w stalym kontakcie z psami [63, 64],
w tym wlascicieli zwierzat domowych [37], a takze per-
sonelu weterynaryjnego [10]. Gronkowce S. pseudinter-
medius u ludzi stanowig do$¢ rzadki czynnik infekcyjny.
Opisywane sg pojedyncze przypadki tych zakazen:
odcewnikowej bakteriemii [15], zapalenia zatok przy-
nosowych [79], infekcyjnego zapalenia wsierdzia [67],
pozaszpitalnego zapalenia pluc [51] czy zakazenia
rany po przeszczepie szpiku kostnego [70]. Ten ostatni
przypadek, przedstawiony przez wlosko-polski zespot
badaczy, stanowi drugi opisany dotychczas w lite-
raturze przypadek zgonu pacjenta wskutek infekcji
S. pseudintermedius. Patogenne szczepy rozprzestrze-
niajg si¢ klonalnie. Badania epidemiologiczne pozwo-
lity ustali¢, Ze na terenie Europy szeroko rozpowszech-
niony jest szczep S. pseudintermedius ST71, natomiast
w Ameryce PéInocnej ST68 [94].

Istotng role w patogenezie infekcji wywolywa-
nych przez S. intermedius i S. pseudintermedius odgry-
wajg licznie wytwarzane przez nie czynniki wirulencji.
Te, ktore zostaly dotychczas opisane, przedstawione
sg w Tabeli L.

4. Cytolizyny gronkowcow

Cytolizyny gronkowcowe zaliczane sa do rodziny
toksyn porotworczych (PFT, pore-forming toxins) wy-
twarzanych przez bakterie w postaci rozpuszczalnych
w wodzie biatkowych monomeréw konwertujacych do
form wbudowujacych sie w strukture bton komérko-
wych komorek docelowych, gdzie tworzg przezblonowe
pory. Na podstawie mechanizméw tworzenia przez
nie struktur transmembranowych, w obrebie rodziny
toksyn PFT wyrodznia si¢ dwie grupy: toksyny p-baryl-
kowe (B-barrel) i a-helikalne (a-helix) [7, 96].

Najlepiej opisanymi cytolizynami gronkowcow sa
toksyny wytwarzane przez S. aureus. Stanowig one tym
samym punkt odniesienia w ich poszukiwaniach i bada-
niach u innych gatunkéw. Wykrywane sg cztery hemo-
lizyny: o, B, y i 0, zwane tez a-, B-, y- i 8-toksynami
oraz leukocydyna. Najprostszym sposobem réznico-
wania hemolizyn jest metoda opisana juz w 1973r.
oparta na wrazliwo$ci komorek izolowanych od roz-
nych gatunkéw zwierzat (48, 86, 89]. Najszersze spek-
trum dziatania na krwinki czerwone ma 8-hemolizyna,
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Tabela I
Czynniki wirulencji Staphylococcus intermedius i Staphylococcus pseudintermedius
Gatunek Czynniki chorobotworcze Pismiennictwo

Staphylococcus intermedius koagulaza [57]
enterotoksyna A (4]
enterotoksyna C (w tym spe?yficzr'ly warie.l.nt SEC__,.. (4]
charakterystyczny dla izolatéw z piodermii)
biatko A [30]
B-hemolizyna (30]
§-hemolizyna [89]
a-hemolizyna [30]
termonukleaza [3,69]
leukotoksyna Luk-I [58]

Staphylococcus pseudintermedius | koagulaza [28]
a-hemolizyna [28]
B-hemolizyna [28]
S-hemolizyna [28]
biatko A [14]
proteaza [28]
enterotoksyny (28]
toksyna eksfoliatywna SIET [28]
leukotoksyna Luk-I [34]

a-hemolizyna wykazuje wysoka aktywnos¢ wzgledem
erytrocytow kroliczych i niska wzgledem ludzkich,
podczas gdy B-hemolizyna silnie lizuje tylko krwinki
owcze. Hemolizyna y aczy zdolnos¢ lizowania krwinek
kréliczych, owczych iludzkich z cytolizg granulocytow
- cecha, ktérej nie wykazuja lub wykazujg w znacznie
mniejszym stopniu inne hemolizyny [85]. Pod tym
wzgledem podobna jest ona do leukocydyn, ktérych
aktywnos¢ dotyczy komoérek ukladu biatokrwinkowego,
ale ktore moga wykazywa¢ bardzo niska aktywnos$¢
wzgledem krwinek czerwonych, hemolizujac jedynie
erytrocyty krolicze [65, 66].

Cytolizyny sa wytwarzane przez gronkowce roz-
nych gatunkéw, ale ich aktywnos$¢ w duzej mierze
zalezy od stopnia ekspresji posiadanych gendw, ktéra
jest zalezna od szeregu czynnikéw i moze by¢ rézna
u réznych szczepdw. Warunkujg one ich potencjat cho-
robotworczy. Powszechnie wykorzystuje si¢ techniki
molekularne do poszukiwania kodujacych je genow
- w przypadku hemolizyn: hla, hlb, hid, higi hlg , a dla
leukocydyn genéw: [ukS-PV, LukF-PV, lukS-I, LukF-I,
lukM, lukED czy lukGH/AB.

4.1. Hemolizyna a
Do najsilniej dzialajacych cytolizyn nalezy a-hemo-

lizyna. Mechanizm jej litycznego dzialania oparty jest na
tworzeniu otworéw w strukturze btony komoérki doce-

lowej. Po zwigzaniu z jej powierzchnia monomerdéw
toksyny i wytworzeniu przezblonowych p-barytkowych
pordéw, nastepuje ucieczka jonéw K* i Ca**, w wyniku
czego dochodzi do obumierania komorki [80]. Tok-
syna ta moze takze wywolywa¢ agregacje ludzkich
trombocytéw z granulocytami oboje¢tnochfonnymi
[62]. Selektywno$¢ dzialania a-toksyny wzgledem
komorek roznych gatunkoéw, jak i okreSlonych ko-
morek zwigzana jest z ekspresjg niedawno odkrytego
receptora komérkowego ADAMI10 (Disintegrin and
Metalloproteinase Domain-containing protein 10) [7].
Wiadomo, ze a-hemolizyna S. aureus odgrywa przede
wszystkim role w patogenezie infekcji skornych zwia-
zanych z uszkodzeniem naskdrka, rzadziej natomiast
w bakteriemii [88]. Wytwarzanie tej toksyny odnoto-
wano obok S. aureus u licznych gatunkéw gronkowcow
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 takze Staphylococcus gallinarum [5,
73]. W przypadku wigkszosci tych gatunkéw zdolnosé¢
do wytwarzania a-hemolizyny jest cecha charakte-
rystyczna tylko szczepéw chorobotworczych.

Pierwsze doniesienia dotyczace a-hemolizyny u bak-
terii nalezacych do grupy SIG pochodzg z 1976 1., kiedy
to Héjek stwierdzil obecnos¢ tej toksyny u 11 z 50 (22%)
badanych przez siebie szczepow S. intermedius [43].
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W 2010 . Slettemeds i wsp. [75] wykryli a-hemolizyne
u zwierzecego szczepu gronkowca nalezacego do grupy
SIG. Jego identyfikacja byla niejednoznaczna (S. inter-
medius lub S. pseudintermedius). U szczepdw zwierze-
cych wykrywany byl takze kodujacy te hemolizyne gen
hla [33]. Dotychczas jednak nie wyizolowano i nie scha-
rakteryzowano a-toksyny zadnego z gatunkow naleza-

cych do grupy SIG.

4.2. Hemolizyna 3

Aktywnos$¢ B-hemolizyny gronkowcowej zalezy
przede wszystkim od zawartosci sfingomieliny w mem-
branie cytoplazmatycznej wrazliwych komoérek — duzej
w erytrocytach, ale nizszej w komorkach jadrzastych.
Toksyna ta hydrolizuje sfingomieling do ceramidéw
i fosforylocholiny zaburzajac stabilno$¢ struktury
blony komoérkowej [46]. Dzialanie to jest wzmagane
po obnizeniu temperatury hodowli i okreslane jako
efekt ,,hot-cold” [77].

Oprécz hemolizy erytrocytéw owczych, p-hemo-
lizyna S. aureus wykazuje, podobnie do a-toksyny,
wybidrcza toksyczno$¢ w stosunku do monocytdw,
uszkadza réwniez ludzkie limfocyty T. Walev i wsp.
[91] wykazali, ze juz 0,001 U/ml odpowiadajace okoto
5ng/ml tej toksyny zabija 50% ludzkich monocytéw.
Wykazano istotny jej wptyw na chorobotwodrczo$¢ dla
zwierzat doswiadczalnych [16, 39, 50]. Jak pokazali
Tajima i wsp. [83], B-toksyna S. aureus hamuje chemo-
taksje i wedrowke przez blony granulocytéw obojetno-
chlonnych. Dzialanie gronkowcowej B-toksyny polega
na jej interferencji z systemem sygnalnym proceséw
zapalnych w komoérkach $rédblonka, co znaczaco
wplywa na system odpornosciowy organizmu gospoda-
rza. Wynika ono z hamowania wytwarzania IL-8 przez
komdrki §rédblonka. Interleukina ta, indukowana dzia-
taniem TNF-a, w fizjologicznych warunkach wplywa
stymulujgco na te procesy.

Na nowg, wazng dla chorobotworczosci gronkowcow
ceche B-hemolizyny wskazujg badania Huseby i wsp.
[42]. Wykazali oni, Ze toksyna ta tworzy kowalencyjne
wigzania z eDNA, stanowigc ligaze DNA uwalnianego
do matriks biofilmu, ktéry tworza patogenne szczepy
tych bakterii. Powstajace nierozpuszczalne polimery
stabilizuja biofilm in vitro. Ci sami badacze pokazali,
ze toksyna ta stymuluje wytwarzanie biofilmu in vivo.

Hemolizyna P jest wskazywana jako istotny czyn-
nik chorobotwdrczosci wielu gatunkéw gronkowcow
koagulazoujemnych: S. schleiferi, S. simulans, S. caprae,
S. epidermidis, S. xylosus i S. warneri. Wykrywana byta
takze u szczepow S.lentus, S.sciuri, S.lugdunensis,
S. hominis, S. haemolyticus, S. capitis, S. cohnii czy Sta-
phylococcus chromogenes [5].
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Hemolizyna B jest tez najlepiej poznang hemo-
lizyna S. intermedius. Wczesne badania polegaly na
ocenie wrazliwosci erytrocytow réznych gatunkow na
jej dzialanie lityczne. Juz w 1976 1. w pierwszej pracy
dotyczacej wowczas nowo odkrytego gatunku S. inter-
medius Hajek stwierdzit, ze f-hemolizyna jest wytwa-
rzana konstytutywnie przez wszystkie trzy badane
przez niego szczepy S. intermedius [36]. W roku 1984
Biberstein i wsp. [8] potwierdzili zdolno$¢ do wytwa-
rzania B-toksyny wykazujac ja u 126 z 200 badanych
szczepow (63%). Szczepy te byly zidentyfikowane
jako S.intermedius na podstawie testow biochemicz-
nych Staph-Ident, API. Nie jest to jednak metoda
pozwalajaca na odrdznienie tego gatunku od S. pseu-
dintermedius. Pierwsze badania prowadzace do izo-
lacji i oczyszczenia P-toksyny produkowanej przez
S. intermedius przeprowadzili w 1996 r. Dziewanowska
i wsp. Badacze ci poréwnali jej wlasciwosci z B-hemo-
lizyng wytwarzang przez S. aureus. Toksyny izolowano
réwnolegle z dwoch szczepow: S.aureus RN 4220
i S.intermedius 94-072594 (obecnie S.intermedius
ATCC 29663). Analiza pokazala ich znaczne podo-
bienstwo. Wykazano, ze nalezg one do klasy obojetnych
sfingomielinaz C, hydrolizuja lizofosfatydylocholine,
ale nie wykazuja aktywnosci wobec fosfatydylocho-
liny, fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydyloseryny [27].
Badania te pokazaly takze, Ze obie toksyny s3 mono-
merami o identycznych parametrach kinetycznych
(stala K 1,4mM, V__ 100 mmol/min/ug biatka),
ale roznej masie. Mase B-hemolizyny S. intermedius
okreslono jako 33500Da, za$ toksyny izolowanej
z S. aureus — 35 500 Da. Wykazano, Ze toksyny te réznia
sie takze sktadem aminokwasowym oraz aktywnoscia
enzymatyczng wobec sfingomielinazy po zadziala-
niu ditiotreitolem (DTT), co wynika z braku reszty
cysteinowej w strukturze p-toksyny S. intermedius i co
wplywa réwniez na termostabilnos¢ tego biatka. Obie
B-hemolizyny sa stabilne w temperaturze 37°C, jed-
nakze aktywnos¢ toksyny S. intermedius w wyzszej tem-
peraturze ulega szybszemu spadkowi. Réznice dotyczg
tez innych cech: B-hemolizyna S. intermedius cechuje
sie najwigksza aktywnoscia w pH 6,0-7,5 (S. aureus
- pH6,5-7,5) oraz 5-krotnie silniejszym dzialaniem
hemolitycznym wobec erytrocytéw owczych w poréw-
naniu z badang przez t¢ grupe hemolizyng S. aureus.
Roéwniez w analizie serologicznej udowodniono brak
identycznosci tych dwoch toksyn, ale wykazano jed-
nocze$nie, ze charakteryzowaly si¢ one reaktywnoscia
krzyzowa [27].

W przypadku S. pseudintermedius w pierwszej pu-
blikacji dotyczacej odkrycia tego gatunku w 2005r.,
Devriese i wsp. [19] stwierdzili, w oparciu o metode
fenotypowg (efekt ,,hot-cold”), zdolnos¢ do produkeji
B-hemolizyny przez wszystkie cztery badane wtedy
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szczepy. Przyjmuje sie, ze wytwarzanie tej toksyny przez
szczepy S. pseudintermedius, podobnie jak S. interme-
dius, ma charakter konstytutywny [71].

4.3. Hemolizyna §

Gronkowcowa §-hemolizyna jest zaliczana do
rodziny toksyn typu o modulin rozpuszczalnych
w fenolu — PSMa (Phenol-Soluble Modulins a) [59].
Toksyna ta wyrdznia sie sposrod innych gronkowco-
wych hemolizyn kilkoma charakterystycznymi wlasci-
wosciami. Jest amfipatycznym polipeptydem o niskiej
masie czasteczkowej i strukturze a-helisy, stosunkowo
termostabilnym (pozostaje stabilna w temperaturze
80°C przez 15 minut), rozpuszczalnym w mieszaninie
chloroformu i metanolu. Jej aktywnos¢ jest hamowana
przez fosfolipidy, niektére kwasy tluszczowe, surowice
oraz frakcje a- i B-globulin surowicy [76].

Ekspresja toksyny zalezy od gestosci populacji
komorek i jest regulowana przez system regulacyjny
agr za posrednictwem peptydu autoinduktora AgrD.
Toksyna w hodowli wydzielana jest dopiero w pdznej
fazie logarytmicznego wzrostu [89].

Wskazuje si¢ na dwa, zalezne od stezenia, scena-
riusze dziatania tej toksyny na btony. W niskich steze-
niach, ponizej stezenia granicznego, toksyna agreguje
przylegajac do powierzchni i zaburzajac jej dwuwar-
stwowg forme, aby przy juz niewielkim wzroscie ste-
zenia utworzy¢ kanaly: male w formie oktamerow
lub duze zbudowane z oligomeréw. Powyzej stezenia
granicznego, w wysokich stezeniach toksyna dziala na
membrane cytoplazmatyczng jak surfaktant, niszczac
jej dwuwarstwowy strukture i w konsekwencji pro-
wadzac do natychmiastowej lizy komorki [89].

Hemolizyna § wykazuje niespecyficzng gatunkowo
aktywnos¢ hemolityczna [76], dlatego moze prowadzi¢
do lizy erytrocytéw wielu réznych gatunkow, ale takze
organelli komdrkowych, a nawet protoplastow i sfero-
plastow bakterii [48]. Toksyna ta, podobnie do innych
PSMs, wykazuje rowniez niskg aktywno$¢ lityczng
w stosunku do granulocytéw obojetnochlonnych,
a takze moze stanowi¢ dla nich czynnik chemotak-
tyczny [49]. Zdolno$¢ do wytwarzania 8-hemolizyny
jest cecha powszechng nie tylko wsréd gronkowcow
koagulazododatnich, ale takze koagulazoujemnych,
u ktorych dotyczy nawet do 80% szczepow [22], glow-
nie z gatunkow S. epidermidis, S. haemolyticus, S. homi-
nis, S. warnerii i S. lugdunensis, a takze w mniejszym
stopniu u 8. sciuri, S.cohnii, S.saprophyticus oraz
S. xylosus [11, 40, 73].

Toksyna § jest takze konstytutywnie wytwarzana
przez S.intermedius i S. pseudintermedius [51, 89].
U S. intermedius, podobnie do S. aureus, kodowana jest
przez gen hld stanowigcy strukturalny element czgs-
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teczki RNAIII (transkrypt P3) systemu regulacyjnego
agr, a jej wytwarzanie, podobnie jak u S. aureus, zalezy
od gestosci komorek bakteryjnych [44, 82].

4.4. Hemoliza synergistyczna

Gronkowcowa §-hemolizyna nazywana jest takze
hemolizyng synergistyczng z powodu oddzialywania,
jakie wywiera ona na czesciowo zhemolizowane przez
B-hemolizyne, bogate w sfingomieling krwinki bara-
nie. Dzialanie to nazywamy ko-hemolizg lub hemoliza
synergistyczng i polega ono na wzmozonej lizie tych
erytrocytow wskutek wspoldziatania niniejszej tok-
syny oraz wytwarzanych przez rézne gatunki bakterii
innych czynnikéw ich wirulencji: toksyn i enzymow.
Zjawisko to stalo sie podstawa dla wykorzystywanego
powszechnie w diagnostyce testu CAMP nazwanego
tak przez Murphy i wsp. [52] na cze$¢ jego odkrywcow
(Christie R., Atkins N.E. i Munch-Petersen E., stad
eponim CAMP). W tescie tym autorzy zaproponowali
wykorzystywanie referencyjnego szczepu Staphylococ-
cus aureus (ATCC 25923 lub NCTC 1803) jako stano-
wigcego odniesienie producenta {-hemolizyny. Test
CAMP to wazna, prosta do wykonania proba wyko-
rzystywana w identyfikacji paciorkowcow grupy B
(GBS) i Listeria monocytogenes, dwoch drobnoustro-
jow o istotnym znaczeniu klinicznym, poszukiwanych
powszechnie w profilaktyce okoloporodowej, a takze
Actinomyces neuii, Corynebacterium striatum czy
Turicella otitidis i innych bakterii, ktore majg zdolnos¢
wytwarzania tzw. czynnikdow CAMP. Stanowig je na
przyklad: 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
réznych gatunkéw gronkowcéw 8-hemolizyna (takze
u S. intermedius) [13, 20, 68, 89].

Ze wzgledu na zdolno$¢ do konstytutywnej pro-
dukcji B-hemolizyny przez wszystkie szczepy S. pseu-
dintermedius Savini i wsp. [72] zaproponowali wyko-
rzystywanie tego gatunku jako alternatywnego do
diagnostycznego testu CAMP zamiast uzywanych
obecnie referencyjnych szczepdw S. aureus.

4.5. Hemolizyna 'y

Gronkowcowa y-hemolizyna, podobnie jak a-hemo-
lizyna, nalezy do grupy toksyn PFT (Pore Forming
Toxins), ktérych mechanizm dzialania oparty jest
na tworzeniu B-cylindrycznych otworéw w blonach
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komorkowych komorek docelowych. Zbudowana jest
ona z dwdch oddziatujacych synergistycznie polipepty-
dowych skladowych - komponenty S (slow) w postaci
HlgA lub HlgC i komponenty F (fast) - HlgB. Ich nazwy
(S1F) wywodza sie od szybkosci ich migracji podczas
rozdzialu elektroforetycznego [35, 58]. Hemolizyna vy
charakteryzuje si¢ znacznym dzialaniem cytolitycz-
nym wobec erytrocytéw kroliczych, ludzkich i owczych
[85], a takze ludzkich granulocytéw obojetnochton-
nych. To ostatnie jest szczegdlnie silne i moze wynikac
z obecnosci niescharakteryzowanego jeszcze dotad
receptora na ich powierzchni [31]. Hemolizyna ta zali-
czana jest niekiedy do gronkowcowych leukocydyn
i okreslana jako HIgACB. Uwaza si¢, Ze ma ona pewne
znaczenie w przebiegu zakazen wieloopornymi szcze-
pami CA-MRSA (community-acquired methicillin-
-resistant S. aureus) [1].

Sposréd wszystkich hemolizyn produkowanych
przez bakterie z grupy SIG, to wlasnie y-hemolizyna
jest toksyng stosunkowo najmniej poznana. Przez wiele
lat uwazano, ze szczepy zaréwno S.intermedius, jak
i S. pseudintermedius jej nie wytwarzaja [55]. Przelo-
mem okazaly si¢ jednak badania Gharsa i wsp. z 2013 r.
[33], wktdrych u 38,2% poddanych genetycznej analizie
30 szczepow S. pseudintermedius wykazano obecno$¢
genu hlg kodujacego jedng z komponent y-toksyny
gronkowcowej. W roku 2002 Nishiyama i wsp. [58],
opisujac leukotoksyne Luk-I wytwarzang powszech-
nie przez szczepy S.intermedius, zwrocili uwage na
fakt znacznego jej podobienstwa do y-hemolizyny
gronkowcow, gdyz komponenta Hlgl hemolizyny jest
identyczna ze sktadowg LukF leukotoksyny, za$ kom-
ponenty Hlg2 i LukS wykazuja 80% identycznosci ami-
nokwasowej sekwencji.

4.6. Leukocydyny

Gronkowce moga wytwarza¢ trzy leukocydyny,
z ktérych najlepiej poznana jest wysoce specyficzna
gatunkowo dla S. aureus leukocydyna Panton-Valentine
- PVL. Jest ona, podobnie jak pozostate dotad opisane,
toksyna dwuskladnikowa ztozong ze skladowych Fi S
o masach molekularnych 38 kDa (LukF-PV) i 32kDa
(LukS-PV) [66]. Toksyna ta uwazana jest za istotny
czynnik chorobotwdrczosci tych bakterii [54]. Dwie
nowo opisane leukocydyny to leukocydyna LukAB/
HG i Luk-ED, obie odgrywajace role w przezywaniu
gronkowcow we krwi ludzkiej, pierwsza uznana za klu-
czowy dla chorobotwdrczosci szczepow CA-MRSA [24,
25]. Opisana zostala takze leukocydyna LukM (zwana
takze LukM/F’-PV) majaca znaczenie w patogene-
zie gronkowcowego zapalenia gruczotéw mlecznych.
Wykazuje ona niska aktywnos$¢ w stosunku do ludz-
kich granulocytéw obojetnochtonnych, ale jest silnie
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leukotoksyczna wobec krwinek przezuwaczy [29, 60].
Benito i wsp. w 2013 r. stwierdzili obecno$¢ genow ja
kodujacych u jednego szczepu ludzkiego [6].

Wykryta i zsekwencjonowana juz w 1995r. 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 y-hemolizyny, nalezy do toksyn synergohy-
menotroficznych (SHT), ktdre s3 kodowane w postaci
operonu ztozonego z dwdch sktadowych, w przypadku
Luk-I: genéw IukS-I i lukF-I, wspdlnie transkrybowa-
nych. Kodowane przez nie wspotdzialtajace synergi-
stycznie biatka LukS-I i LukF-I maja mas¢ odpowiednio
32kDa i 33kDa. Podobnie do toksyn wytwarzanych
przez S.aureus, wykazuja one dzialanie w stosunku
do granulocytéw, w tym ludzkich i niewysoka aktyw-
no$¢ hemolityczng wobec erytrocytow kréliczych [58].
W pdzniejszych badaniach znaleziono leukocydyne
Luk-I takze u szczepéw S. pseudintermedius pocho-
dzenia zwierzecego, jak rowniez innego przedstawiciela
grupy SIG - S. delphini izolowanych w tych badaniach
od ostéw. U tych ostatnich wykrywano jednak tylko gen
lukF-I i nie wykazano aktywnosci leukotoksycznej [34].

W roku 2011 Soedarmanto i wsp. [78], wykonali
analize genetyczng szczepu S. pseudintermedius izo-
lowanego od czlowieka, u ktérego wykazali obecnosé¢
genow lukS-11 lukF-1. Jest to, jak dotad, jedyne donie-
sienie o wyposazeniu w leukocydyne Luk-I szczepow
tego gatunku izolowanych od ludzi.

* * *

Badania genetyczne, wykrywanie genéw cytolizyn,
a takze obserwacja ich ekspresji i regulacji produkeji
stanowi dodatkows, coraz powszechniej stosowana
strategie w pracach nad tymi toksynami. Pozwalaja one
takze $ledzi¢ wysoce prawdopodobny transfer migdzy-
gatunkowy. Geny niektdrych cytolizyn uzyskiwane sa
przez komorki gronkowcéw na drodze transdukeji, co
sprzyja ich dalszemu horyzontalnemu rozprzestrze-
nianiu. Lizogenne fagi sg na przyklad przenosicielami
genow leukocydyn [95]. Van Wamel i wsp. [92] opisali
zdolno$¢ uszkadzania przez fagi genu p-hemolizyny,
ktory jest ich receptorem i wlaczanie w to miejsce
gendw istotnych w procesie zaburzania funkcji ukfadu
odpornosciowego gospodarza.

Ekspresja genow kodujacych cytolizyny w komor-
kach podlega procesom regulacyjnym. Jednym z syste-
moéw warunkujacych zdolnos¢ bakterii z gatunku S. inter-
medius do odbioru sygnaléw srodowiskowych oraz
majacych bezposredni zwigzek z kontrola aktywnosci
genéw kodujacych czynniki chorobotworczosci, w tym
cytolizyn, jest juz dobrze poznany system agr (acces-
sory gene regulator) nalezacy do dwuskladnikowych
systemow przekazywania sygnatu (Two-Component
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Signal Transduction Systems — TCSTS) [81, 82]. Bada-
nia dotyczace regulacji wydzielania miedzy innymi
d-hemolizyny i leukotoksyny przeprowadzili Sung
i wsp. [81]. Stwierdzili oni, ze u S. intermedius system
ten sklada si¢ z fragmentu DNA o wielko$ci 3436 par
zasad (pz) z kodujacego dwa transkrypty - RNAII
i RNAIIL Koniec 5 czgsteczki RNAIII S. intermedius
pelni funkcje aktywatora ekspresji gendéw, a takze wyka-
zuje na odcinku migdzy 10 a 35 nukleotydem sekwencji
wysoki stopien podobienstwa u wszystkich gatunkéow
gronkowcow. Wskazuje to na ich istotng i uniwersalng
role w regulacji ekspresji genéw za pomocg podob-
nych mechanizméw sterowania. Czgsteczka RNAIII
S. intermedius zawiera w swej strukturze otwartg ramke
odczytu kodujaca homolog 6-hemolizyny gronkowcow,
ktora jest kodowana przez gen hld. Wigkszo$¢ genow
0-lizyny réznych gatunkow gronkowcow zlokalizowana
jest we fragmencie 5° RNAIIIL, jednakze u S. interme-
dius w strukturze genu powyzej otwartej ramki odczytu
dodatkowo znajduje si¢ sekwencja insercyjna. Mimo
tej roznicy otwarta ramka odczytu d&-hemolizyny
S. intermedius wykazuje znaczny stopien podobien-
stwa sekwencji w stosunku do S. aureus (16 z 25 ami-
nokwasow &-lizyny S. intermedius jest identycznych
z S. aureus) oraz réznych gatunkow gronkowcow koagu-
lazoujemnych. Z duzym prawdopodobienstwem mozna
przypuszczaé, ze §-hemolizyna produkowana przez
szczepy S. intermedius moze cechowac si¢ podobnym
do 8-toksyny S. aureus mechanizmem dziatania. Region
3’ czasteczki RNAIII u S. aureus jest odpowiedzialny
za wytwarzanie a- i f-hemolizyny, a wysoki stopien
konserwatywnosci sekwencji w tym regionie u rdz-
nych gatunkéw gronkowcéw, a tym samym u S. inter-
medius, moze sugerowac podobienstwo funkcjonalne
do S.aureus. [81]. Badania te, wykonane w 2005r.
zostaly przeprowadzone na blizej nieokreslonej przez
autoréw kolekeji 20 szczepoéw izolowanych ze skory
psow z zapaleniem skory, a pochodzacych z kolekcji
Royal Veterinary College w Londynie. Mozna tylko
domniemywac, ze wszystkie one rzeczywiscie nalezaty
do gatunku S. intermedius, a nie S. pseudintermedius.

5. Podsumowanie

Wiedza na temat cytolizyn wytwarzanych przez
gronkowce z gatunkow S. intermedius i S. pseudinter-
medius jest niepelna. Wyodrebnienie nowego, pokrew-
nego, a jednak odrebnego gatunku po prawie 30 latach
od opisania S.intermedius stawia dodatkowo pod
znakiem zapytania wyniki przeprowadzonych w tym
okresie badan. Jednoczesnie izolacja tych gatunkow
z materialéw klinicznych od ludzi uzasadnia coraz
szersze nimi zainteresowanie. W $wietle wynikow naj-
nowszych badan wskazujacych na ich udzial obok dzia-
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tania cytolitycznego w przebiegu proceséw zapalnych
czy tworzeniu biofilméw, cytolizyny wydajg sie mie¢,
spo$réd czynnikéw potencjalnie waznych dla chorobo-
twodrczosci tych gatunkow, szczegdlne znaczenie.
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Yeast as a potential source of microbial fat

Abstract: The yeast which can produce more than 20% lipids in their dry matter are called oleaginous and belong mainly to the genera
Yarrowia, Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon and Lipomyces. The synthesis and storage of fat in yeast cells can
be achieved via two pathways. In the first method - de novo, the acetyl-CoA and malonyl-CoA molecules are substrates of the lipid for
the synthesis, while in the ex novo method, the hydrophobic compounds present in the environment are utilized. The process of lipid
biosynthesis in yeast cells is affected by environmental factors such as carbon and nitrogen source in the medium, the C/N molar ratio,
pH, temperature and the time of the cultivation. Microbial synthesis as the type of fat production process has many advantages, since it is
insusceptible to weather conditions and the season of the year. Moreover, yeast show a rapid growth rate, which significantly shortens the
production cycle. The main drawback of the industrial SCO production is low fat yield per unit of culture medium, which increases the
total cost of the project. Microbiological fat synthesized by yeast might be used as a substitute for vegetable oils in human nutrition or as
a substrate for the production of biodiesel.

1. Introduction. 2. Oleaginous microorganisms. 3. Enzymatic synthesis pathways of fat in yeast cells. 3.1. De novo lipid accumulation.
3.2. Ex novo lipid accumulation. 4. Factors affecting the biosynthesis of fat. 5. Attempts to genetically improve oleaginous yeast. 6. Extraction

of fat from yeast cells. 7. Industrial applicability of microbial fat. 8. Conclusions
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1. Wstep

Pomyst wykorzystania drobnoustrojéw do produk-
qji tluszczu zrodzit sie w Niemczech w okresie mie-
dzywojennym. Naukowcy zaczeli prowadzi¢ badania
nad uzyskaniem zamiennikéw tluszczéw roslinnych,
ktérych brakowalo wéwczas na rynku [9]. Jak podaje
Ratledge pierwsze wzmianki w literaturze pochodza
z 1922 roku i dotyczyly produkgji thuszczu mikrobio-
logicznego przez drozdze Endomyces vernalis [40]. Nie-
stety badania te byly skazane na porazke, ze wzgledu
na brak sprzetu umozliwiajacego prowadzenie procesu
w urzadzeniach na skale przemystowq oraz niedosta-
teczng wiedze z zakresu modyfikacji genetycznych [9].
Zainteresowanie naukowcow pozyskiwaniem tluszczu
mikrobiologicznego znacznie wzrosto w ciggu ostatnich
30 lat. Dokonano olbrzymich postepéw w identyfikacji
mikroorganizméw olejogennych oraz mechanizméw
syntezy tltuszczu. Mikroorganizmy olejogenne defi-
niowane s3 jako zdolne do wytwarzania i akumulacji
powyzej 20% thuszczu w suchej substancji komorkowe;j.
W literaturze lipidy pochodzenia mikrobiologicznego

okreslane sg skrotem SCO (Single Cell Oil). Termin ten
zostal wprowadzony w 1974 roku przez Ratledgea ana-
logicznie do nazwy biatka jednokomérkowcow — SCP
(Single Cell Protein) [9, 39].

2. Mikroorganizmy olejogenne

Wszystkie zywe organizmy wytwarzaja substancje
lipidowe, ktdrych zawartos¢ w komorce nie przekra-
cza zwykle 5% w suchej substancji. Zwigzki te sg nie-
zbedne do budowy i prawidiowego funkcjonowania
blon komodrkowych [26]. Mikroorganizmy olejogenne,
w specyficznych warunkach akumuluja lipidy, ktére
odkladane sa w tzw. cialkach lipidowych (ang. lipid
bodies — LB) [21]. Ttuszcz wystepuje gtownie w for-
mie triacylogliceroli (ok. 80%) [38], a w mniejszych
ilosciach znajduja si¢ takze wolne kwasy tluszczowe,
monoacyloglicerole, diacyloglicerole, sterole, fosfoli-
pidy i glikolipidy [35]. Budowa cialek lipidowych jest
taka sama u wszystkich organizméw eukariotycznych
[18]. Hydrofobowy rdzen otacza warstwa fosfolipi-
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Tabela I
Przyktadowe zawartosci ttuszczu w biomasie wybranych gatunkéw drozdzy

Zawarto$¢ ttuszczu
Mikroorganizm Zrédlo wegla w podtozu w suchej substancji | Pi$miennictwo
komorkowej (% w/w)
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 wytlokéw trzciny cukrowej 58,50 50

dow zwiazanych z biatkami i w zaleznosci od potrzeb
komorki moze ulega¢ degradacji przez specyficzne
lipazy wewnatrzkomérkowe [1]. W$r6d mikroorganiz-
mow olejogennych znajdujg si¢ mikroalgi, bakterie,
plesnie oraz drozdze [35].

Bakterie rzadko zawieraja wigcej niz 10% tlusz-
czu w suchej substancji, nie wykazuja réwniez zdol-
nosci do syntezy wielonienasyconych kwasow tlusz-
czowych. Intensyfikacje procesu akumulacji lipidow
mozna osiagnac przez zastosowanie podlozy bogatych
w weglowodany oraz silne napowietrzanie hodowli
[30]. Do prokariotycznych organizméw olejeogennych
zalicza si¢ szereg gatunkow z rodzajow Mycobacterium,
Streptomyces, Rhodococcus i Nocardia [2]. W warun-
kach niedoboru azotu Rhodococcus sp. i Nocardia
corallina akumuluja przede wszystkim triacyloglicerole,
z niewielka ilo$cig diacylogliceroli i estréw woskowych.
Wykorzystujac jako zrodto wegla glukoze niektdre pro-
mieniowce moga gromadzi¢ nawet do 70% triacylogli-
ceroli w suchej substancji komorkowej. Wytwarzanie
i wewnatrzkomodrkowa akumulacja lipidéw w komor-
kach bakterii ma $cisty zwiazek z fazg wzrostu i naste-
puje po zaprzestaniu biosyntezy biatka [47].

Mikroalgi sa zdolne do syntezy duzych ilosci lipi-
doéw, na co maja wplyw gléwnie intensywnos¢ swia-
tla, pH, stezenie rozpuszczonego tlenu i CO,, stezenie
sktadnikow odzywczych takich jak azot, fosfor, krzem,
zelazo oraz obecnos¢ organicznych zrodel wegla. We
wiasciwie skomponowanym podtozu i przy odpowied-
nio dobranych parametrach hodowli uzyskano biomase
komoérkowa Schizochytrium sp. zawierajaca 77 g thusz-
czu/100g, , Botryococcus braunii (75 g ttuszczu/100 g )
oraz Nannochloropsis sp. (68 g thuszczu/100 g.) [47].

Niektore olejogenne plesnie majg zdolnos¢ do gro-
madzenia az do 85% tluszczu w suchej substancji

komorkowej. Proces ich syntezy i akumulacji jest $cisle
zwigzany z wyczerpaniem skladnikéw odzywczych
innych niz wegiel, co zapobiega proliferacji komorek,
a nadal umozliwia przeksztalcenie substratu w lipidy
[29]. Na szczegdlna uwage zastuguja plesnie z rodza-
jow Mucor, Mortierella, Rhizopus, Cunninghamella
i Zygorhynchus, ktore maja zdolnos¢ do syntezy duzych
ilosci cennych z zywieniowego punktu widzenia kwa-
sow wielonienasyconych (PUFA) zwlaszcza kwasu
y-linolenowego (GLA) (C18:3n-6) oraz kwasu arachi-
donowego (ARA) (C20:4n-6) [27].

Najlepszymi producentami ttuszczu mikrobiolo-
gicznego s drozdze ze wzgledu na ich wysoka zawar-
tos¢ w biomasie komoérkowej. Organizmy te wykazuja
szybkie tempo wzrostu i niskie wymagania pokar-
mowe, a sklad kwaséw tluszczowych mozna modyfi-
kowa¢ przez zmian¢ warunkéw hodowli [1]. Szacuje
sie, ze spos$rod 600 znanych gatunkéw drozdzy mniej
niz 30 zdolnych jest do syntezy powyzej 20% ttuszczu
w suchej substancji komoérkowej. Olejogenne droz-
dze nalezg gtéwnie do rodzajéow Yarrowia, Rhodo-
torula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon
oraz Lipomyces [9]. Przykladowe zawartosci tluszczu
w suchej substancji komodrkowej drozdzy przedsta-
wiono w tabeli I.

Profil kwasow tluszczowych wytwarzanych przez
drozdze zalezy od gatunku, rodzaju zastosowanego
podtoza, warunkéw hodowli, czasu jej trwania oraz
temperatury [30]. Tluszcze syntetyzowane przez olejo-
genne drozdze zawierajg gldwnie 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
przecietnie 15-25% (w/w) ttuszczu, natomiast kwas
palmitoleinowy mniej niz 5% (w/w). Podobnie niski
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Tabela IT

Wzory chemiczne wybranych kwasow ttuszczowych syntetyzowanych przez drozdze

Kwas tluszczowy

Wzdr chemiczny

Kwas mirystynowy

CH,(CH,) ,COOH

Kwas palmitynowy

CH,(CH,), COOH

Kwas stearynowy

CH,(CH,) COOH

Kwas oleinowy

CH,(CH,) CH=CH(CH,),COOH

Kwas linolowy

CH,(CH,),CH=CHCH ,CH=CH(CH,) COOH

Kwas linolenowy

CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,) COOH

udzial w catkowitej zawartosci tltuszczu syntetyzo-
wanego przez drozdze ma kwas stearynowy (5-8%).
Gléwnym kwasem ttuszczowym wystepujacym w lipi-
dach drozdzy jest kwas oleinowy, a jego udzial moze
wynosi¢ nawet powyzej 70% (w/w). Zawartos¢ kwasu
linolowego zaleznie od gatunku drozdzy waha si¢
w granicach 15-25% (w/w) [35].

3. Enzymatyczne drogi syntezy tluszczu
w komdrkach drozdzy

W komorkach drozdzy olejogennych synteza lipi-
dow moze przebiega¢ w dwojaki sposob: na drodze de
novo, czyli z czasteczek acetylo-CoA i malonylo-CoA
(rys.1) oraz na drodze ex novo, czyli z hydrofobo-
wych substratow obecnych w srodowisku (rys. 3) [9].
W metodzie de novo zrédto wegla stanowia sacharydy
takie jak glukoza, fruktoza, laktoza, sacharoza oraz
cukrowe surowce odpadowe, np. melasa buraczana czy
serwatka. W przypadku drugiego sposobu - ex novo,
substratami sg obecne w podiozu hodowlanym zwigzki
hydrofobowe, takie jak oleje roslinne, estry kwasow
ttuszczowych, odpadowe ttuszcze pochodzenia roslin-
nego lub zwierzecego, oleje rybne czy n-alkany [35].

3.1. Biosynteza tluszczu de novo

Proces syntezy ttuszczu na drodze de novo mozna
podzieli¢ na dwa zasadnicze etapy. Pierwszy z nich
obejmuje reakcje prowadzace do wytworzenia ace-
tylo-CoA, a drugi konwersje¢ tego zwiazku do lipidow
[13]. Substraty cukrowe przeksztalcane sa w procesie
glikolizy do kwasu pirogronowego, ktéry przechodzi
przez blone mitochondrialng do matrix mitochondrial-
nej, gdzie kompleks dehydrogenazy pirogronianowej
(PDC) katalizuje reakcje przeksztalcenia pirogronianu
w acetylokoenzm A. W dalszej kolejnosci czasteczka
ta moze by¢ wilaczona do Cyklu Krebsa lub staé sig¢
substratem do wytwarzania kwasow tluszczowych.
W przypadku biosyntezy tluszczu, acetylo-CoA musi
zosta¢ przetransportowany do cytozolu, a poniewaz
wewngtrzna bfona mitochondrialna jest dla niego nie-

przepuszczalna, ulega kondensacji ze szczawiooctanem
tworzac cytrynian [35]. W przypadku mikroorganiz-
mow olejogennych nadprodukcja kwasu cytrynowego
jest stymulowana przez niedobor zwigzkow azotowych.
Na poczatku zostaje aktywowana deaminaza AMP
(EC 3.5.4.6), katalizujgca rozktad adenozynomonofoso-
fanu (AMP) do inozynomonofosforanu (IMP) i jonéw
amonowych (NH,"), ktére w warunkach niedoboru sta-
nowiag dodatkowe zrodto azotu [13]. Poniewaz AMP
jest aktywatorem allosterycznym dehydrogenazy izocy-
trynianowej (EC 1.1.1.42), zmniejszenie jego stezenia
blokuje cykl Krebsa na poziomie izocytrynianu, pozo-
stajacego w rownowadze z kwasem cytrynowym dzieki
aktywnosci akonitazy (EC 4.2.1.3). Gdy stezenie cytry-
nianu w mitochondrium osiggnie pewna warto$¢ kry-
tyczna, zostaje on przetransportowany do cytoplazmy,
gdzie jest rozszczepiany przez liaze ATP-cytrynianowa
(EC 2.3.3.8) do szczawiooctanu i acetylo-CoA:

cytrynian + ATP + CoA —p acetylo-CoA +

+szczawiooctan + ADP

Liaze ATP-cytrynianowa uznaje si¢ za kluczowy
enzym syntezy ttuszczu przez mikroorganizmy olejo-
genne, poniewaz w wyniku jego aktywnosci powstaje
duza ilo$¢ acetylo-CoA [7]. Szczawiooctan w cyto-
plazmie zostaje przeksztalcony w jablczan w reak-
¢ji katalizowanej przez dehydrogenaze jablczanowa
(EC 1.1.1.37), ktéry nastepnie ulega przemianie do
pirogronianu:

L-jabtczan + NADP* — Pirogronian + CO, +

+NADPH*+H*

Reakcje katalizuje tzw. enzym jablczanowy (EC
1.1.1.38-40). Powstaly pirogronian powraca do matrix
mitochondrialnej. Podczas reakcji przeksztalcania
jablczanu wytworzona zostaje czasteczka NADPH,
niezbedna w procesie syntezy kwasow tluszczowych.
Chociaz szacuje sig, ze aktywnos$¢ enzymu jablcza-
nowego pokrywa mniej niz 15% zapotrzebowania na
NADPH (pozostata ilo$¢ pochodzi z reakcji katalizo-
wanych przez dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowa
oraz dehydrogenaze 6-fosfoglukonianowg) uwaza sig,
ze wytworzony w tej reakcji NADPH jest niezbedny
w procesie syntezy wewnatrzkomoérkowego tluszczu
[13]. Jak podaja Ratledge i Wynn jesli zahamowana
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Niedobdr zwigzkéw azotu w srodowisku hodowlanym

!

Aktywacja deaminazy AMP i rozktad AMP do IMP i NH,*

!

Dezaktywacja dehydrogenazy izocytrynianowej

Gromadzenie cytrynianu w mitochondrium

!

Transport cytrynianu do cytoplazmy

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

!

Synteza kwasow ttuszczowych z acetylo-CoA

Rys. 1. Etapy prowadzace do biosyntezy ttuszczu w komoérkach droz-
dzy olejogennych na drodze de novo (opracowanie na podstawie
(9,33])

zostanie jego aktywno$¢ na skutek inhibicji lub mutacji,
nastapi zatrzymanie syntezy lipidow [42]. W przypadku
organizméw nieolejogennych zgromadzony w cyto-
plazmie kwas cytrynowy moze zosta¢ wydzielony do
podloza hodowlanego lub wywota¢ inhibicje fosfofruk-
tokinazy (EC 2.7.1.11), ktéra prowadzi do wewnatrzko-
morkowego gromadzenia polisacharyddw [35], takich
jak glikogen oraz glukany [9].

Synteza kwasow tluszczowych rozpoczyna sie od kar-
boksylacji dwuweglowego acetylo-CoA. Reakcje katali-
zuje karboksylaza acetylo-CoA (EC 6.4.1.2), zawierajaca
biotyne jako grupe prostetyczng. Produktem tego etapu
jest trojweglowa czasteczka malonylo-CoA. Nastepnie
czasteczki acetylo-CoA i malonylo-CoA zostajg prze-
ksztalcone w ich ACP-pochodne, odpowiednio przez
transacylaze acetylowa (EC2.3.1.38) oraz transacylaze
malonylowa (EC2.3.1.39). W dalszym ciagu zachodzi
etap elongacji kwasow tluszczowych, obejmujacy cztery
reakcje. W pierwszym obrocie cyklu nastepuje konden-
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sacja acetylo-ACP z malonylo-ACP do acetoacetylo-
-ACP, ktory jest redukowany do D-3-hydroksybuty-
rylo-ACP. Zwigzek ten ulega odwodnieniu w wyniku
czego powstaje krotonylo-ACP ulegajacy w dalszej
kolejnosci redukcji do butyrylo-ACP. Reakcje katalizuje
kompleks syntazy kwasow ttuszczowych (EC 2.3.1.86).
Podczas kolejnych obrotéw cyklu elongacji dochodzi
do wydluzania tancucha acylo-ACP, az do powstania
palmitoilo-ACP. Zwiazek ten zawiera szesnacie ato-
mow wegla i nie stanowi substratu dla enzymu kon-
densujacego acetylomalonylo-ACP. W komorkach
eukariotycznych, na powierzchni gladkiego retikulum
endoplazmatycznego znajduja si¢ specyficzne enzymy,
katalizujace wydluzanie kwasow ttuszczowych diuz-
szych niz palmitynian [23].

Wytworzone kwasy tluszczowe moga by¢ nastep-
nie wiaczone do trojglicerydow, ktdre powstajg z cza-
steczek 3-fosfoglicerolu oraz acylo-CoA (czasteczka
kwasu tluszczowego polaczona z koenzymem A).
W zalezno$ci od substratu oraz aparatu enzymatycz-
nego mikroorganizmu, 3-fosfoglicerol moze powstawac
z fosfodihydroksyacetonu lub tez bezposrednio z glice-
rolu, w reakgji katalizowanej przez kinaz¢ glicerolows.
Enzymy uczestniczace w syntezie triacyloglcieroli zlo-
kalizowane sg w ciatkach lipidowych oraz retikulum
endoplazmatycznym (ER), natomiast acylotransferaza
fosfoglicerolowa znajduje si¢ gtéwnie w mitochon-
drium. W wyniku jej aktywnosci 3-fosofoglicerol ulega
acylacji tworzac kwas lizofosfatydowy. Z tego zwigzku
po przylaczeniu kolejnej czasteczki acylo-CoA powstaje
kwas fosfatydowy, ktorego defosforylacja doprowadza
do wytworzenia diacyloglicerolu. Usunigcie reszty
fosforanowej wymaga aktywnosci trzech form izome-
rycznych fosfatazy fosfatydowej. Jedna z nich wyste-
puje w blonie retikulum endoplazmatycznego, druga
w mitochondrium, a trzecia znajduje si¢ w cytoplazmie.
Ostatni etap syntezy, czyli acylacja diacyloglicerolu,
jest katalizowany przez acylotransferaze diacyloglice-
rolowa, wystepujaca w blonie ER [1]. Schemat syntezy
triacylogliceroli przedstawiono na rys. 2.
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CoA

KWAS LIZOFOSFATYDOWY
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Rys. 2. Etapy syntezy triacylogliceroli (opracowanie na podstawie [1]). Enzymy katalizujace reakgcje: 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 tluszczu ex novo

Niektére gatunki drozdzy sa zdolne do wzrostu
w podlozach zawierajacych hydrofobowe zwigzki sta-
nowigce zrédlo wegla oraz jednoczesnej akumulacji
duzych ilosci ttuszczu. Drozdze te naleza gtéwnie do
rodzajow Torulopsis, Candida, Yarrowia, Trichosporon,
Geortichum oraz Pichia. W metodzie ex novo obecne
w $rodowisku zwigzki hydrofobowe takie jak alkany,
wolne kwasy ttuszczowe czy triacyloglicerole bezpo-
$rednio lub po uprzedniej hydrolizie zostaja przetrans-
portowane do wnetrza komorki, gdzie moga stanowic¢
material energetyczny lub tez zosta¢ wlaczone do pro-
cesOw biotransformaciji [7, 35].

Najlepiej poznanym i opisanym w literaturze przy-
ktadem drozdzy zdolnych do biosyntezy ttuszczu
wewnatrzkomoérkowego na drodze ex novo jest Yarro-
wia lipolytica. [7]. Stwierdzono, ze transport hydrofo-
bowych substratow do wnetrza komorki mozliwy jest
dzieki zdolnosci do wytwarzania liposanu, ktéry umoz-
liwia ich emulgacje oraz dzieki mozliwos$ci wydzielania
zewnatrzkomoérkowych enzymow lipolitycznych hydro-
lizujacych triacyloglicerole do wolnych kwasow tlusz-
czowych [35]. Alkany wnikajg natomiast do komorki
w formie niezmodyfikowanej [21]. Drozdze Y. lipolytica
sg takze zdolne do modyfikacji struktury $ciany komor-
kowej, co ulatwia przyleganie zwigzkéw hydrofobowych
do jej powierzchni [7]. Jak podajg Beopoulos i Nicaud
[9] mechanizmy transportu substratow hydrofobowych
nie zostaly jeszcze do konca poznane. Po przedostaniu
sie do wnetrza komorki zwigzki te moga ulega¢ réznym
modyfikacjom enzymatycznym, rozkladowi w pero-
ksysomach na drodze B-oksydacji oraz moga by¢ aku-
mulowane w postaci materiatu zapasowego w ciatkach
lipidowych, co przedstawiono schematycznie na rys. 3.

Wolne kwasy tluszczowe sg rozkladane w procesie
B-oksydacji, w wyniku czego uwalniania jest energia

Obecnos¢ hydrofobowych substratéw (HS) w podtozu hodowlanym

Emulgacja HS (liposan) lub hydroliza TAG do wolnych
kwasow ttuszczowych (lipazy)

Wigzanie HS na powierzchni komérki
Transport HS do wnetrza komorki

Ewentualne modyfikacje struktury HS

| |

Rozktad Akumulacja
w peroksysomach w ciatkach lipidowych
w formie TAG na drodze 3-oksydaciji

Rys. 3. Etapy prowadzace do biosyntezy thuszczu w komdrkach
olejogennych drozdzy Yarrowia lipolytica na drodze ex novo
(opracowanie na podstawie [9])
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niezbedna do wzrostu komdrek oraz powstaja metabo-
lity po$rednie stanowiace prekursory syntezy materia-
téw komorkowych [35]. U drozdzy enzymy uczestni-
czace w tym szlaku zlokalizowane s3 w peroksysomach
[16]. Podczas jednego obrotu procesu [-oksydacji
dochodzi do odfgczenia jednostki dwuweglowej (for-
mie acetylo-S-CoA) od kwasu tluszczowego zwigza-
nego z koenzymem A [21]. Pierwszy etap katalizo-
wany jest przez oksydaze (Aoxp) acylo-koenzymu A
(EC1.3.3.6) [16]. W komorkach drozdzy Y. lipolytica
zidentyfikowano 6 izoenzymow tej oksydazy (Aox1p,
Aox2p, Aox3p, Aox4p, Aox5p oraz Aox6p), réznigcych
sie specyficznoscig substratowq. Na przyklad oksydaza
Aox2p jest aktywna wobec diugotancuchowych kwa-
séw tluszczowych, natomiast Aox3p w stosunku do
krotkotancuchowych kwasow ttuszczowych [7]. Oksy-
daza acylo-CoA katalizuje reakcje odwodorowania sub-
stratu. W nastepnych dwdch przemianach biorg udzial
kolejno hydrataza 2-enoilo-CoA (EC4.2.1.17) oraz
dehydrogenaza 3-hydroksyacylo-CoA (EC1.1.1.35).
Ostatnig reakcje katalizuje tiolaza 3-ketoacylo-CoA
(EC2.3.1.16), w efekcie czego powstaje czasteczka ace-
tylo-CoA oraz czasteczka kwasu ttuszczowego skroco-
nego o dwie jednostki weglowe [21]. Podczas kolejnych
obrotéw procesu -oksydacji dochodzi do odlaczenia
dwuweglowych jednostek, az do catkowitego rozktadu
kwasu ttuszczowego. Jednakze w przypadku niektorych
szczepow czasteczka acylo-CoA, bedaca produktem
posrednim cyklu moze zosta¢ z niego wytaczona, co
wykorzystano w biotechnologicznej produkcji aro-
matow (cyklizacja kwasow tluszczowych podczas ich
rozpadu). Firma Safisis (Lesaffre, Francja) opracowala
technologi¢ otrzymywania y-dekalaktonu, zwigzku
o zapachu brzoskwiniowym, z kwasu rycynolowego.
Pozyskiwany jest on na drodze ,,niepetne;j” p-oksydacji
w komorkach drozdzy, podczas ktorej uwalniany jest
10-cio weglowy hydroksylowany kwas tluszczowy, ule-
gajacy nastepnie cyklizacji w warunkach wewnatrzko-
morkowego pH [9].

Zasadnicza roznica miedzy akumulacjg lipidow na
drodze ex novo a de novo zwigzana jest z zawartoscia
azotu w podiozu hodowlanym. Jak podaja Papaniko-
laou i wsp. [35] jesli w srodowisku znajdujg si¢ hydro-
fobowe substraty stanowigce zrodlo wegla i energii,
akumulacja wewnatrzkomoérkowego tluszczu nastepuje
jednoczesnie ze wzrostem komorki, w przeciwienstwie
do syntezy lipidéw na drodze de novo zachodzacej po
wyczerpaniu azotu w podtozu hodowlanym.

4. Czynniki wplywajace na proces biosyntezy ttuszczu
Na proces biosyntezy lipidéw w komoérkach droz-

dzy majg wplyw takie czynniki jak zZrédlo wegla i azotu
w podlozu, stosunek molowy C/N, pH, zawartos¢
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wybranych pierwiastkéw oraz witamin, temperatura
oraz czas prowadzenia hodowli [51].

Jedna z najwazniejszych czynnosci przy ustalaniu
sktadu pozywki jest wytypowanie najkorzystniejszego
zrédla wegla dla danego mikroorganizmu. Jego prefe-
rowana forma oraz stezenie moga si¢ znacznie roznic
nawet migdzy gatunkami tego samego rodzaju drob-
noustrojow olejogennych. Podczas wzrostu wegiel jest
wykorzystywany przez mikroorganizmy jako zrédlo
energii oraz w procesach anabolicznych, prowadzg-
cych do wytworzenia weglowodandw, tluszczu, kwa-
séw nukleinowych oraz bialek [4]. Najczesciej wyko-
rzystywanym w badaniach zrédtem wegla jest glukoza.
Maksymalna teoretyczna wydajno$¢ syntezy (obliczona
jako gramy wytworzonego ttuszczu/gramy zuzytego
substratu weglowego) wynosi dla tego zwiazku 33%,
a dla glicerolu 30% [6, 41]. Szacuje sie, ze produkcja
jednej tony tluszczu mikrobiologicznego wymaga okoto
5 ton substratu weglowego, ktérego koszt znaczaco
decyduje o optacalnosci ekonomicznej procesu [41, 51].
Dlatego w celu zastgpienia syntetycznych skfadnikéw,
jako zrédlo wegla wykorzystuje sie coraz powszechniej
produkty uboczne z réznych galezi przemystu, takie
jak melasa, serwatka, hydrolizaty skrobi, frakcja glice-
rynowa, odpady celulozowe oraz n-alakany [26, 30].
Easterling i wsp. [17] prowadzili hodowle drozdzy Rho-
dotorula glutinis ATCC 204091 w podtozach zréznico-
wanych ze wzgledu na rodzaj zrédla wegla (glukoza,
ksyloza, glicerol, glukoza + ksyloza, glukoza + glicerol,
ksyloza + glicerol). Najwyzsza zawarto$¢ wewnatrzko-
morkowego tluszczu (34% w suchej substancji komor-
kowej) uzyskano w podlozu zawierajgcym mieszanine
glukozy i glicerolu.

Kolejnym niezbednym skladnikiem odzywczym,
ktéry musi znalez¢ si¢ w srodowisku jest azot. Podtoza
hodowlane najczedciej suplementuje si¢ w takie synte-
tyczne zrodla tego pierwiastka jak siarczan amonu, chlo-
rek amonu, asparaginian, glutaminian, winian amonu
i ekstrakt drozdzowy. Coraz cze¢sciej w tym celu stosuje
sie takze odpady przemystu spozywczego, np. namok
kukurydziany, odpadowe wody z produkcji glutami-
nianu sodu oraz ziemniaczana woda sokowa powstajaca
podczas wytwarzania krochmalu [10, 26, 51, 54]. Rodzaj
zastosowanego zrodta azotu w podlozu hodowlanym ma
wplyw na calkowita zawartos¢ ttuszczu w komorkach
drozdzy. Evans i Ratledge [19] zaobserwowali, ze dla
olejogennego szczepu drozdzy Rhodosporidium toru-
loides CBS 14 zawarto$¢ wewnatrzkomoérkowych lipi-
dow wzrosta z 18¢/100g_, gdy zastosowano NH,Cl,
do50g/100g, , gdy uzyto kwasu glutaminowego w tym
samym stezeniu jako Zrédta azotu.

W fazie logarytmicznego wzrostu azot wykorzysty-
wany jest przez drobnoustroje do syntezy aminokwa-
sow, bialek oraz kwaséw nukleinowych [6, 41] Wobec
tego, gdy w $rodowisku zostanie wyczerpana pula
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zwigzkow azotowych, zahamowana zostanie prolifera-
cja komorek. W przypadku organizméw olejogennych
deficyt ten prowadzi do ciagu reakcji biochemicznych
(rozdz. 3.1), wynikiem ktorych jest wzmozona synteza
i akumulacja tluszczu [35].

W celu zintensyfikowania wytwarzania tluszczu
przez olejogenne szczepy drozdzy na drodze de novo
nalezy ustali¢ odpowiedni stosunek molowy C/N
w podlozu hodowlanym. Zwigkszanie jego wartosci do
odpowiedniego poziomu, zaleznego od szczepu powo-
duje wzrost zawartosci lipidow w biomasie i jednoczes-
nie skutkuje zmniejszeniem tempa wzrostu. Poczat-
kowy stosunek C/N nie powinien jednak przekroczy¢
wartosci umozliwiajgcej wytworzenie znacznych ilosci
biomasy komdrkowej w logarytmicznej fazie wzrostu
[1]. Ogolnie uznaje sie, ze proces gromadzenia tluszczu
indukowany jest stosunkiem C/N wyzszym niz 20. Jed-
nak w przypadku niektérych mikroorganizméw moze
on wynosi¢ nawet 70 i wiecej [36]. Dla olejogennych
drozdzy Lipomyces starkeyi, hodowanych w podlozu
syntetycznym zawierajacym glukoze jako zrédlo wegla
oraz siarczan amonu jako zrédlo azotu, najwyzsza
zawartos¢ lipidéw w biomasie wynoszaca 68 g/100 g,
uzyskano gdy poczatkowy stosunek C/N wynosit 150.
Podczas hodowli tych samych drozdzy w podiozu
o C/N =60 zawarto$¢ wewnatrzkomoérkowego ttuszczu
zmniejszyla sie do 40 g/100 g [5].

Pierwiastkiem niezbednym do wzrostu drozdzy jest
réwniez fosfor. W wiekszosci przypadkow jego stezenie
nie wplywa znaczaco na wytwarzanie thuszczu przez
drozdze, ale moze mie¢ wplyw na strukture kwasow
tluszczowych. Przykladowo lipidy wyekstrahowane
z biomasy drozdzy Candida utilis uzyskanej z podtoza
o ograniczonej zawartoéci fosforandw, charaktery-
zowaly si¢ zmienionym skltadem. W tym przypadku
komponenty fosfolipidowe w duzym stopniu zostaty
zastgpione przez reszty polarne, niezawierajace fos-
foru. Drozdze wymagaja do wzrostu roéwniez witamin
takich jak kwas pantotenowy, biotyna czy witamina B_.
Ich niedobor moze prowadzi¢ do zmian w ilo$ci oraz
sktadzie wytworzonych lipidow [43].

Na proces syntezy i akumulacji wewnatrzkomor-
kowych lipidéw ma wplyw takze obecnos¢ w podlozu
takich kationow jak Mg*, Zn**, Mn?*, Cu** i Ca**. Te
mikroelementy sg niezbedne dla wlasciwej aktywnosci
liazy ATP-cytrynianowej, kluczowego enzymu syntezy
kwasow tluszczowych na drodze de novo [11].

W celu zintensyfikowania biosyntezy tluszczu,
oprdcz ustalenia optymalnego sktadu podloza wazne jest
takze okreslenie odpowiedniej temperatury prowadze-
nia hodowli, pH $rodowiska oraz stopnia aeracji. Droz-
dze olejogenne wykazuja najwyzsza produktywnosé
w temperaturze nieco nizszej od optymalnej. W tych
warunkach obserwuje si¢ takze wzrost zawartosci nie-
nasyconych kwasow ttuszczowych [51]. Przyjmuje sie,
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ze temperatura prowadzenia hodowli powinna wynosi¢
25-30°C [1]. Amaretti i wsp. [4] prowadzili hodowle
psychrofilnych drozdzy Rhodotorula glacialis DBVPG
4785 stosujac rézne temperatury wzrostu: -3, 0, 5, 10,
15 oraz 20°C. Najwyzszg zawartos$cig wielonienasyco-
nych kwasow tluszczowych (PUFA) charakteryzowal
sie ttuszcz wyekstrahowany z biomasy drozdzy hodo-
wanych w temperaturze 0°C, a ich udzial wynosit 55,4%
(w/w). Wraz ze wzrostem temperatury prowadzenia
hodowli zawartos¢ PUFA zmniejszala si¢ do 40,6%
(w/w), natomiast zwiekszal si¢ procentowy udziat kwa-
séw nasyconych, z 18,6 do 36,9 % (w/w).

Optymalna wartos¢ pH podloza hodowlanego
miesci sie w przedziale 4-8 i zalezy od rodzaju mikro-
organizmu oraz zastosowanego zrodia wegla [18].
Johnson i wsp. [25] badali wplyw poczatkowej kwaso-
wosci czynnej podloza na wydajno$¢ syntezy lipidow
przez olejegonne drozdze R. glutinis IIP-30. Najwyzsza
zawarto$¢ tluszczu, wynoszacg 66% w przeliczeniu na
suchg substancje, uzyskano w podtozu o pH 4,0, nato-
miast przy pH 3,0, 5,0 i 6,0 wynosita ona odpowiednio
12, 48 oraz 44%. Nie stwierdzono znaczacych zmian
w sktadzie kwaséw tluszczowych w zakresie badanych
wartosci kwasowosci czynnych.

Stopien napowietrzania hodowli jest réwniez waz-
nym czynnikiem, warunkujgcym zaréwno wzrost droz-
dzy jak réwniez catkowita zawartos¢ thuszczu w komor-
kach oraz jego sklad. W warunkach ograniczonego
dostepu tlenu wzrasta ilo$¢ nasyconych kwasow tlusz-
czowych, zmniejsza si¢ natomiast zawarto$¢ kwasow
nienasyconych, fosfolipidéw i steroli [51]. Prowadzenie
hodowli drozdzy olejogennych wymaga réowniez usta-
lenia optymalnego czasu jej trwania. Odkladanie thusz-
czu w cialkach lipidowych rozpoczyna sie pod koniec
wykladniczej fazy wzrostu i przebiega najintensywniej
w fazie stacjonarnej [18].

5. Proby doskonalenia genetycznego
drozdzy olejogennych

Zwickszenie wydajnosci biosyntezy wewnatrzko-
morkowego tluszczu oraz zmiana jego skiadu jakos-
ciowego jest mozliwa nie tylko na drodze optymalizacji
skladu podloza oraz warunkéw hodowli, a takze poprzez
zastosowanie najnowszych technik inzynierii genetycz-
nej [9]. Ykema i wsp. [55, 56] na drodze mutagenizacji
za pomocg promieniowania UV otrzymali szes¢ aukso-
troficznych mutantéw drozdzy Apiotrichum curvatum.
Analiza jako$ciowa tluszczu wyizolowanego z biomasy
mutantéw wykazala, ze rdznil sie on zawartoscig nasyco-
nych kwasow ttuszczowych (27 do 86% SFA) w stosunku
do szczepu dzikiego (44% SFA). W toku dalszych badan
wybrano jednego mutanta zdolnego do biosyntezy ttusz-
czu o skladzie zblizonym do masta kakaowego.
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Beopoulos i wsp. [8] prowadzili badania nad zwiek-
szeniem biosyntezy wewngtrzkomoérkowego tluszczu
w komorkach drozdzy Y. lipolytica przez inaktywacje
genu GUT2 kodujacego wytwarzanie dehydrogenazy
3-fosfoglicerolowej, katalizujgcej przemiang 3-fosfo-
glicerolu do fosfodihydroksyacetonu. Mutant charak-
teryzowal sie trzykrotnie wieksza zawartoscig ttuszczu
w biomasie w pordwnaniu ze szczepem rodzicielskim,
jednak od konca logarytmicznej fazy wzrostu odno-
towano zmniejszenie jego zawartosci spowodowane
postepujacym procesem P-oksydacji. Dlatego tez doko-
nano dodatkowo delecji genéw POX1, POX2, POX3,
POX4, POX5 oraz POX6 (kodujacych wytwarzanie
izoenzymow oksydazy acylo-koenzymu A, katalizuja-
cych pierwszy etap B-oksydacji) co doprowadzito do
4-krotnego wzrostu zawarto$ci wewnatrzkomorkowego
tluszczu (41,9 g/100 g ) w poréwnaniu do szczepu dzi-
kiego po 24 godzinach hodowli (12,8 g/100g_ ).

Inne badania [57] prowadzone z uzyciem droz-
dzy Y. lipolytica dotyczyly wprowadzenia do komoérek
genu kodujacego wytwarzanie liazy ATP-cytrynianowej
(ACL), kluczowego enzymu syntezy kwasow ttuszczo-
wych metodg de novo (rozdzial 3.1). Aby zwigkszy¢ ilos¢
acetylo-CoA do komorek drozdzy wprowadzono na
wektorze gen syntezy ACL pochodzacy z Mus muscu-
lus. Zawarto$¢ ttuszczu zwigkszylta si¢ z 7,3¢/100 g,
dla szczepu rodzicielskiego do 11-23g/100g , dla
komorek transformowanych. Stwierdzono, ze nad-
ekspresja genu syntezy ACL nie miala wplywu na sktad
jakosciowy kwasow ttuszczowych.

Tai i Stephanopoulos [49] badali wptyw nadekspre-
sji genow odpowiedzialnych za synteze acylotransfe-
razy diacyloglicerolowej (DGA1) oraz karboksylazy
acetylo-CoA (ACC1). Geny te zostaly wprowadzone
do komorek drozdzy Y. lipolytica na plazmidach. Po
100-godzinnej hodowli drozdzy transformowanych
genem ACCI otrzymano 17,9 g tluszczu w suchej sub-
stancji komorkowej, co dalo ponad 2-krotny wzrost
wzgledem proby kontrolnej - niemodyfikowane;.
Komorki Y. lipolytica wykazujace nadekspresje acylo-
transferazy diacyloglicerolowej zawieraly natomiast
ponad 4-krotnie wiecej tluszczu (33,8 g/100g ) niz
drozdze niemodyfikowane. W kolejnej czesci badan
autorzy zastosowali konstrukt genowy zawierajacy
zaré6wno gen syntezy DGAL1 jak i ACCl, w wyniku
czego w suchej substancji komdrkowej znajdowalo si¢
41,4% ttuszczu.

6. Ekstrakcja tluszczu z komorek drozdzy

Wydajna ekstrakcja wewnatrzkomoérkowego ttusz-
czu stanowi bardzo wazne zagadnienie, niestety pro-
ces ten nie przebiega nigdy z wydajnosciag wynoszaca
100%. Spowodowane jest to obecnoscia grubej $ciany
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komorkowej, ktora odporna jest na wiele rozpuszczal-
nikéw. Ponadto drozdze moga wytwarzaé lipazy, ktdre
przechodzac do ekstraktu zmniejszajg jego stabilnos¢.
W komorkach drozdzy olejogennych tluszcz akumu-
lowany jest w cialkach lipidowych, w ktérych moga
znajdowac si¢ takze inne zwiazki lipofilne. Substancje
te s3 trudne do usuniecia podczas procesu oczyszczania
lipidéw. Z tych powoddéw metody ekstrakcji ttuszczu
z biomasy drozdzy sa zlozone [1].

W celu dezintegracji $ciany komoérkowej drozdzy
stosuje sie zamrazanie lub ogrzewanie, hydrolize¢ che-
miczng lub enzymatyczna. Jako rozpuszczalnikéw orga-
nicznych w procesie ekstrakcji uzywa si¢ powszechnie
eter naftowy, chloroform, metanol lub mieszaniny chlo-
roformu z metanolem w stosunku objetosciowym 1:1
lub 2:1 [1]. Powszechnie stosowanymi metodami eks-
trakcji ttuszczu z komorek drozdzy s metody Soxletha,
Folcha oraz Bligh and Dyer [10, 46].

7. Mozliwosci przemyslowego zastosowania
tluszczu mikrobiologicznego

W poréwnaniu do olejéow roslinnych czy tluszczéw
zwierzecych, produkcja SCO wykazuje wiele zalet. Jest
niezalezna od warunkéw pogodowych, pory roku,
polozenia geograficznego i nie wymaga wykorzystania
gruntéw rolnych oraz wody do nawadniania. Drobno-
ustroje wykazuja szybkie tempo wzrostu, co znacznie
skraca cykl produkcji. Mozliwe jest takze wykorzysta-
nie, jako sktadnikéw podtozy produktéw odpadowych
z roznych galezi przemystu [45]. Przeszkode w prze-
mystowej produkcji SCO stanowi natomiast stosun-
kowo niska wydajno$¢ ttuszczu mikrobiologicznego
w odniesieniu do jednostki objetosci podtoza hodow-
lanego. Najwiecej mozliwosci zastosowania w réznych
dziedzinach gospodarki majg lipidy otrzymywane z bio-
masy plesni oraz drozdzy [37].

Pierwsza przemystowa produkcja SCO odbywala sie
w latach 1985-1990 w Wielkiej Brytanii. Olej mikro-
biologiczny otrzymywany byt z biomasy plesni Mucor
circinelloides i charakteryzowal si¢ wysoka zawartoscia
niezbednych nienasyconych kwaséw tluszczowych,
zwlaszcza kwasu y-linolenowego, ktérego zawar-
to$¢ wynosila ok. 18%. Stosowany byl wowczas, jako
naturalna alternatywa drogiego oleju z wiesiotka [39].
W chwili obecnej na rynku europejskim dopuszczony
jest do obrotu olej o wysokiej zawarto$ci kwasu arachi-
donowego, otrzymywany z biomasy ple$ni Mortierella
alpina z przeznaczeniem do stosowania w preparatach
zywienia niemowlat i wcze$niakéw [15]. Olej bogaty
w ARA (ok. 43%) produkowany jest przez Suntory
Limited w Japonii pod nazwg SUNTGA40S oraz przez
Cargill Alking Bioengineering (Wuhan) Co., Ltd.
w Chinach pod nazwg handlowa CABIO oil. W Sta-
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nach Zjednoczonych w sprzedazy znajduje si¢ takze
tluszcz mikrobiologiczny otrzymywany z biomasy glo-
néw Schizochytrium sp., o wysokiej zawartosci kwasu
dokozaheksaenowego (ok. 41%) [39].

Z uwagi na wysokie koszty procesu, najbardziej eko-
nomiczne jest zastosowanie drozdzy do otrzymywania
substytutow szlachetnych tluszczéw np. masta kakao-
wego, ktore jest powszechnie stosowane w przemysle
spozywczym, przede wszystkim w procesie wytwarzania
czekolady oraz w branzy kosmetycznej, jako sktadnik
nawilzajacy oraz natluszczajacy. Jego cena ulega nie-
ustannym wahaniom, ktdre s spowodowane przez ataki
szkodnikéw oraz grzybice niszczace plantacje kakaowca.
Rozwigzaniem tego problemu moglaby si¢ sta¢ pro-
dukeja ttuszczu mikrobiologicznego o cechach masta
kakaowego [36]. Ykema i wsp. [55] zastosowali w tym
celu auksotroficznego mutanta drozdzy Apiotrichum
curvatum Ufa25. Hodowle prowadzono w bioreaktorze
stosujac, jako podloze odpadowa serwatke wzbogacong
w olej rzepakowy, bedacy zrodtem kwasu oleinowego.
Po 120 godzinach prowadzenia procesu uzyskano sred-
nio 6 g lipidéw/litr podltoza. Otrzymany tluszcz charak-
teryzowat si¢ sktadem zblizonym do masta kakaowego
i zawierat 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 podloza hodowlanego, dodatkowo czynito
proces bardziej optacalnym ekonomicznie.

Wiele opracowan naukowych [17, 32, 41] skupia sie
nad potencjalnym wykorzystaniem ttuszczu mikrobio-
logicznego, jako substratu do produkcji biodiesla tzw.
III generacji. W 2008 roku Ratledge i Cohen [41] przed-
stawili wyliczenia dotyczace ekonomicznej optacalnosci
takiego przedsiewziecia. Przy zalozeniu, ze wytworze-
nie 1 tony oleju mikrobiologicznego wymaga dostar-
czenia 5 ton glukozy, szacunkowy koszt wynosit okoto
3000 $ za tone ttuszczu. Cena powszechnie uzywanego
do produkcji biodiesla oleju rzepakowego ksztalto-
wala sie na poziomie okoto 1500 $/tone. Na podstawie
danych opublikowanych przez Departament Rolnictwa
USA dotyczacych cen glukozy oraz oleju rzepakowego
w 2013 roku [12, 48] mozna obliczy¢, ze w chwili obec-
nej przyblizony koszt wyprodukowania tony tluszczu
przez drozdze wynosi ok. 3400 $. Cena oleju rzepa-
kowego ksztaltuje si¢ na poziomie okoto 1300 $/tone,
z czego wynika, Ze aktualnie thuszcz mikrobiologiczny
jest zbyt drogg alternatywg dla tradycyjnie stosowanych
substratow pochodzenia roélinnego.

8. Podsumowanie
W ciggu ostatnich lat zainteresowanie naukowcow

mikrobiologiczng syntezg tluszczu wzrosto. Poznano
drogi biochemiczne syntezy lipidow w komoérkach
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drozdzy, przeprowadzonych zostalo rowniez wiele
badan dotyczacych optymalizacji warunkéw hodowli
i sktadu podloza hodowlanego do wydajnej biosyntezy
oraz zastosowano modyfikacje genetyczne w celu jej
zwiekszenia. Tluszcze wytwarzanie przez drozdze maja
wiele potencjalnych zastosowan. Gtéwna zaleta wytwa-
rzania SCO jest jej niezalezno$¢ od klimatu, natomiast
wysoka cena ogranicza stosowanie proceséw mikrobio-
logicznej syntezy tluszczu do wytwarzania produktow
szlachetnych takich jak substytuty masta kakaowego
czy preparaty kwasow nienasyconych z przeznaczeniem
uzupetnienia ich niedoboréw w diecie ludzi i zwierzat.
W zwiazku z tym, dalsze badania w tym kierunku beda
dotyczyly obnizenia catkowitych kosztéw produkcji
SCO, np. przez wykorzystanie przemystowych produk-
tow odpadowych, jako sktadnikéw podltozy hodowla-
nych, czy tez modyfikacje genetyczne drozdzy w celu
zwigkszenia biosyntezy.
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1. Introduction. 2. The pathway of cephalosporin C biosynthesis. 3. Secondary metabolism of cephalosporin C. 4. Cellular localization
of enzymes involved in cephalosporin C biosynthesis (compartmentalization). 5. Role of peroxisomes in cephalosporin C biosynthesis.
6. Industrial strain improvement. 7. B-lactams in the treatment of various bacterial infections - mode of action. 8. Conclusions

Abstract: Cephalosporin C biosynthesis is a compartmentalized process located mainly in the sub-apical, productive, non-growing
cells of the hyphae, which under the conditions of the industrial technology build well-dispersed flocculent mycelia. In this paper, the
cephalosporin C production by industrial strains of Acremonium chrysogenum (syn. Cephalosporium acremonium) is described, including
the central role of peroxisomes in the biosynthesis and secretion of this antibiotic and other p-lactams. The localization of the pathway of
cephalosporin C biosynthesis and important transport steps of intermediates and the end-products are also discussed.

Ultrastrukturalna organizacja komorek grzybni A. chrysogenum podczas produkcji cefalosporyny C na skale przemyslowa

Streszczenie: W niniejszej pracy omdéwiono role peroksysoméw w wytwarzaniu cefalosporyny C przez przemystowe szczepy A. chrysogenum.
Przedstawiono lokalizacje enzymoéw szlaku biosyntezy cefalosporyny C w dojrzalych metabolicznie aktywnych nierosnacych komoérkach
grzybni. Oméwiono takze niektére aspekty zwiekszania wydajnosci szczepdw przemystowych.

1. Wprowadzenie. 2 Szlak biosyntezy cefalosporyny C. 3. Wtorny metabolizm cefalosporyny C. 4. Lokalizacja enzyméw biosyntezy
cefalosporyny C w komorkach producenta. 5. Rola peroksysoméw w biosyntezie cefalosporyny C. 6. Zwigkszanie wydajnosci szczepow
przemystowych. 7. Rola antybiotykow p-laktamowych w lecznictwie — mechanizm dziatania antybiotykéw p-laktamowych. 8. Wnioski

Key words: A. chrysogenum, cephalosporin C, biosynthesis, peroxisomes

Stowa kluczowe: A. chrysogenum, cefalosporyna C, biosynteza, peroksysomy

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-a-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
8-(L-a-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 Fe?*, 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 3-lactam
and thiazolidine ring is formed. In Penicillium, IPN is

* Corresponding author: Independent Laboratory of Streptomycetes and Fungi Imperfecti, National Institute of Public Health-National
Institute of Hygiene, 00-791 Warsaw, Poland; e-mail: wkurzatkowski@pzh.gov.pl
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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 B-lactam
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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. Kurzatkowski)

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 Fe**, molecular oxygen and a-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

WIESLAW KURZATKOWSKI, ANITA GEBSKA-KUCZEROWSKA

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 Cleads 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 B-lactam ring. This B-lactam
has a D-a-aminoadipyl side-chain attached to the C-7
amino group [13]. The most important feature classi-
tying these antibiotics as secondary metabolites is the
non-ribosomal condensation of the ACV tri-peptide
0-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine that is char-
acterized by the unusual §-a peptide binding between
the carboxylic group located in the position § of the
L-a-aionadipic acid and the a-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 a of the amino acids.
Other feature is the branching from the pathways of the
primary metabolism (L-a-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.
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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 um up to 0.4 pm 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 um 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
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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 um in diameter. The cell wall

(cw) is composed of one thin electron transparent layer, bar = 1 pm
(Author: W. Kurzgtkowski).

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
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strains exhibit elevated transcription of genes involved
in B-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 B-lactam antibiotics to increase translo-
cation of the intermediates and secretion of the final
products [11].

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

Cephalosporins are members of the large group of
B-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 B-lactams contain a four-membered -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 p-lactams
include numerous mutations leading to the production
of a large number of sensitive 3-lactamases (accepting
the novel B-lactams) and/or modified DD-peptidases
(not accepting the novel B-lactams). Therefore, the nec-
essary prerequisite is the continuous search for novel
B-lactams that are resistant to the actually produced
B-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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Modifications of cell structure of microorganisms induced by biocides

Abstract: Interactions between bacterial cellsand antimicrobial agents, including disinfectants, are still not well investigated and understood,
especially in terms of bacterial insusceptibility to biocides. Facing increasing and deepening multidrug resistance phenomenon among
pathogenic bacteria, disinfection is one of the most popular and effective non-antibiotic control and elimination method of pathogen
dissemination. If disinfection is supposed to be an alternative solution to antibiotic therapy, it needs to be confirmed that multidrug
resistance would not be resplaced by an even more dangerous phenomenon, i.e. microbial resistance to biocides. Hence, it is essential
to investigate this issue. Recently, there have been a lot of research about interactions between microorganisms and biocides, which is
reflected in the numerous publications available in the Pub-Med database (649 from years 2009-2014). What is more, since 2013/2014 the
BacMet database,which contains sequences and information about genes associated with microbial susceptibility to biocides, is available
on-line. Better understanding of bacterial molecular response to biocides might reveal some unknown and important interactions.

1. Introduction. 2. Resistance to biocides. 3. Biocide resistance determined by genes contained on plasmids. 4. Changes of bacterial cell
envelope in response to biocides. 4.1. Modification of bacterial lipopolysaccharides. 4.2. Modifications of outer membrane proteins and
efflux pumps as the main system of bacterial resistance to biocides of Gram-negative bacteria. 5. Bacterial biofilm as a protective strategy
against biocides. 6. Cross-resistance of bacteria to biocides and antibiotics. 7. Summary

Stowa kluczowe: biocydy, opornoé¢ bakterii, srodki dezynfekcyjne
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1. Wprowadzenie

Biocydy stanowia grupe zwigzkéw chemicznych
pochodzenia syntetycznego lub naturalnie wystepuja-
cych w przyrodzie, ktére sg stosowane w zwalczaniu
szkodliwych organizméw (bakterii chorobotwodrczych,
grzybow, pierwotniakéw, gryzoni) [77]. Kontrola che-
miczna mikroorganizmoéw jest powszechnie stosowana
w poszczegdlnych sektorach przemystu (spozywczym,
chemicznym), zdrowia publicznego (szpitalach, gabine-
tach lekarskich i kosmetycznych), oraz zycia codzien-
nego (miejscach uzyteczno$ci publicznej, gospodar-
stwach domowych). Dezynfekcja to proces, w ktérym
nastepuje redukcja liczby form wegetatywnych (bez
form przetrwalnych) drobnoustrojéw dezynfekowanej
powierzchni lub przedmiotu do poziomu bezpiecznego
dla uzytkownikéw. Proces ten moze by¢ prowadzony
metodami: fizycznymi (np. promieniowanie UV, tem-

peratura, para wodna), mechanicznymi (np. filtracja)
lub chemicznymi ($rodki dezynfekcyjne) [36, 66, 77].
Srodki dezynfekcyjne stanowig grupe zwiazkéw
chemicznych (tj. alkohole, aldehydy, kwasy organiczne,
fenole, zwiazki kationowe), ktore wykazuja rézng reak-
tywnos¢ i toksycznos¢ wzgledem mikroorganizmow.
Komercyjnie dostepne srodki dezynfekcyjne moga
zawiera¢ w swoim skladzie, jako substancje czynne jeden
lub kilka zwigzkéw chemicznych, takich jak: fenole,
aldehydy, chlorowcopochodne i fluoropochodne, czwar-
torzedowe zwigzki amoniowe (Quaternary Ammonium
Compounds, QAC’s), zwiazki utleniajace, czy metale
cigzkie. Obecnos¢ kilku substancji czynnych w $rod-
kach dezynfekcyjnych zwigksza spektrum dzialania
i skuteczno$¢ danego preparatu [46, 47]. Jednoznaczne
okreslenie mechanizmu dzialania biocydéw na komoérki
drobnoustrojow jest problematyczne biorgc pod uwage
ogromne zroznicowanie zwigzkéw chemicznych zali-

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii, Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytet Wroctawski, ul. Przybyszew-
skiego 63/77, 51-148 Wroclaw; tel.: +48 71 3756 323; e-mail: gabriela.bugla-ploskonska@uwr.edu.pl



MODYFIKACJE STRUKTUR KOMORKOWYCH MIKROORGANIZMOW WYWOLYWANE DZIALANIEM BIOCYDOW 381

Tabela I
Zwiazki chemiczne najczeéciej stosowane w preparatach dezynfekcyjnych oraz ich mechanizm dzialania przeciwdrobnoustrojowego,
na podstawie [15, 17, 69, 76]

Grupa chemiczna Substancje aktywne Mechanizm dziatania
Alkohole etanol, izopropanol denaturacja biatek, uszkodzenie blony komérkowej
Aldehydy glutaraldehyd, formaldehyd | wigzanie do grup aminowych bialek, zaburzenie w funkcjonowaniu oston
komorkowych, zmiany w strukturze materiatu genetycznego, hamowanie
transportu komorkowego
Biguanidy chlorheksydyna zmiana przepuszczalnoéci oston komérkowych, denaturacja bialek
cytoplazmatycznych, wytracanie kwaséw nukleinowych
Fenole fenol, krezol i ich pochodne | uszkodzenie bfony cytoplazmatycznej, denaturacja bialek, koagulacja
cytoplazmy
Zwigzki chloru chloramina, podchloryn sodu, |denaturacja biatek, uszkodzenie materiatu genetycznego
podchloryn wapnia
Zwigzki jodu jodyna, jodofory denaturacja bialek
Substancje utleniajace | ozon, nadtlenek wodoru, denaturacja biatek, niszczenie struktury lipidéw i kwaséw nukleinowych
kwas nadoctowy
IV-rzedowe chlorek benzalkoniowy, uszkodzenie oston komérkowych, oddzialywanie z fosfolipidami blonowymi,
zwiazki amoniowe chlorek benzetoniowy denaturacja biatek, niszczenie struktury kwasoéw nukleinowych, aktywacja
enzymow autolitycznych

czanych do $rodkéw dezynfekcyjnych. Biocydy moga
dziata¢ zaréwno bakteriostatycznie, jak i bakterioboj-
czo, co zalezy przede wszystkim od stezenia roztworu
roboczego danego preparatu [67]. W Tabeli I zamiesz-
czono zestawienie zwigzkéw chemicznych najczesciej
stosowanych jako srodki dezynfekcyjne, z zaznacze-
niem ogdlnych mechanizméw ich dziatania przeciw-
drobnoustrojowego. Dzialanie bakteriobdjcze srodkow
dezynfekcyjnych jest niespecyficzne i skierowane na
struktury, ktore odpowiadajg za utrzymanie ogolnej
integralnosci i funkcjonalnoséci komoérki. Elementami
tymi s3: $ciana komodrkowa, blona cytoplazmatyczna
oraz cytoplazma wraz ze strukturami komoérkowymi
[14, 40, 47]. Biocydy zazwyczaj wchodza w niespecy-
ficzne oddzialywania chemiczne z poszczegolnymi
komponentami komoérek mikroorganizméw. Na przy-
kiad glutaraldehyd lub srebro niespecyficznie reaguja
z resztami aminowymi lub tiolowymi biatek bakteryj-
nych. W efekcie moze nastgpic¢ zaburzenie lub zahamo-
wanie poszczegolnych proceséw metabolicznych badz
uszkodzenie struktur komoérkowych [15].

Srodki dezynfekcyjne dzieli sie na dwie gtéwne
klasy: zwiazki utleniajace (oxidizing agents) nukleofi-
lowe lub elektrofilowe i odpowiednio zwigzki nieutle-
niajgce (non-oxidizing agents) [46]. Zwiazki utleniajace,
np. nadtlenek wodoru, chlor i chlorowcopochodne,
dwutlenek chloru, podchloryn sodu, kwas nadoctowy,
ozon czy jodofory powodujg utlenianie grup funkcyj-
nych poszczegélnych sktadnikéw budujacych komorki
mikroorganizméw. W wyniku tego procesu, dochodzi
w szybkim tempie do wielu nieodwracalnych uszko-
dzen, a w efekcie konicowym do eliminacji drobno-
ustrojow. Zwigzki utleniajace odznaczaja si¢ bardzo

duzg reaktywno$cig oraz bardzo szerokim spektrum
dzialania. Wykazuja aktywnos¢ wzgledem praktycznie
wszystkich grup mikroorganizméw: wegetatywnych
komorek bakterii Gram-dodatnich (w tym pratkéw), jak
i bakterii Gram-ujemnych, wirusow, grzybéw, a nawet
spor bakteryjnych. Chlor i jego pochodne stanowia
powszechnie uzywane w przemysle, jaki i gospodar-
stwach domowych srodki dezynfekcyjne. Kwas podchlo-
rawy dyfunduje przez oslony powierzchniowe mikro-
organizmow, a nastepnie na terenie cytoplazmy wchodzi
w reakcje z innymi sktadnikami komoérkowymi (biatka,
kwasy nukleinowe, lipidy) powodujac ich utlenienie oraz
hamujac produkcje ATP zaburzajgc tym samym procesy
oddychania komérkowego [19]. Podobne dziatanie, jak
zwiazki chloru, wykazuje ozon, ktéry posiada wysoka
aktywno$¢ biologiczng, a przy tym jest w niewielkim
stopniu szkodliwy dla srodowiska [50].

Do srodkow dezynfekcyjnych nieutleniajacych zali-
cza si¢ np. czwartorzedowe zwigzki amoniowe, biguani-
dyny, zwiazki amfoteryczne, alkohole, aldehydy oraz
fenol i jego pochodne. W ogélnym schemacie dziata-
nia tej grupy zwigzkow nastepuje przenikanie danej
substancji przez ostony komoérkowe i jednoczesnie
dochodzi do zakldcenia przepuszczalnosci blony cyto-
plazmatycznej komodrki mikroorganizmu, czego rezul-
tatem moze by¢ wyciek drobnoczasteczkowych skfadni-
kow komérkowych do przestrzeni peryplazmatycznej,
np. zasad azotowych i/lub jonéw potasowych. Na tym
etapie zostaja zahamowane podzialy komoérek. Przy
wystarczajacym stezeniu $rodka dochodzi do koagu-
lacji biatek cytoplazmy i zablokowania podstawowych
funkcji metabolicznych komdrki mikroorganizmu, co
doprowadza do jej $mierci [14, 47, 77].
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2. Opornosé¢ mikroorganizmow na biocydy

Bakterie moga nabywac oporno$¢ na srodki dezyn-
fekcyjne podobnie jak na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki. W kontroli rozprzestrzeniania si¢ chordb infek-
cyjnych konieczne jest zbadanie zwigzku pomiedzy
lekoopornoscia mikroorganizméw, a ich opornoscia
na biocydy. Oporno$¢ bakterii na biocydy jest zjawi-
skiem znanym i opisanym w literaturze. Schwaiger
i wsp. [74] wykazali, ze szczepy Enterococcus faecium
i Enterococcus faecalis izolowane zaréwno od pacjen-
tow hospitalizowanych, jak i z produktéw spozyw-
czych, gospodarstw hodowlanych, czy terenéw rolni-
czych, cechowala znacznie zmniejszona wrazliwos¢ na
czwartorzedowe sole amoniowe. Narui [53] w swoich
badaniach dowiddl, ze metycylinooporne szczepy Sta-
phylococcus aureus (methicyllin-resistant Staphylococ-
cus aureus, MRSA) s3 oporne na kwas podchlorawy,
chlorheksydyne oraz zwiazki chloru. Stickler [78]
z kolei opisal zmniejszong wrazliwo$¢ na triklosan
szczepow Proteus mirabilis izolowanych z cewnikow.
Wiaze sie z tym obawa, ze mikroorganizmy moga
by¢ niewrazliwe na biocydy nawet, jesli te sg stoso-
wane w stezeniach zdefiniowanych przez producenta,
jako aktywne przeciwdrobnoustrojowo. Jest to realne
zagrozenie zdrowia publicznego, gdyz nieskuteczna
dezynfekcja moze by¢ przyczyna zachorowan nawet
o charakterze epidemicznym [24]. Dlatego wazne
jest poznawanie mechanizméw opornosci bakterii na
srodki dezynfekcyjne, gdyz moze by¢ to wykorzystane
w projektowaniu nowych zwigzkéw dezynfekcyjnych
lub strategii i rozwigzan zaradczych, ktére beda zapo-
biega¢ generowaniu opornosci bakterii na biocydy lub
umozliwig przelamanie mechanizmdéw opornosci.

W tym kontekscie istotne sg badania nad moleku-
larnymi mechanizmami i uwarunkowaniami zmniej-
szonej wrazliwosci drobnoustrojow na zawiazki che-
miczne stosowane w dezynfekcji. W ostatnich latach
owstaly liczne prace nad tym zagadnieniem, o czym
$wiadczy znaczna liczba publikacji z lat 2009-2014,
wynoszaca 649 pozycji w bazie Pub-Med. Publikacje
obejmuja prace przegladowe oraz badania ekspery-
mentalne dotyczace wrazliwoséci mikroorganizméw na
zwigzki biobojcze, prowadzone w warunkach in vitro
[7, 37, 51, 82, 85] oraz w miejscach praktycznego sto-
sowania dezynfekcji chemicznej [54, 72, 74]. Badanie
opornosci biofilmow bakteryjnych wzgledem biocyddw
jest istotne ze wzgledu na powszechne wystepowanie
tych form na terenie obszaréw poddawanych inten-
sywnym procesom dezynfekcji chemicznej. Szczegdlnie
w ostatnich latach (2013-2014) liczne zespoly badawcze
[10, 22, 29, 52, 55] skoncentrowaly sie nad badaniem
wrazliwo$ci mikroorganizméw zyjacych w biofilmach
(jako najpowszechniejszej formy wystepowania drobno-
ustrojow w $rodowisku zewnetrznym) na biocydy.

E. KRZYZEWSKA, M. KSIAZCZYK, A. KEDZIORA, B. FUTOMA-KOLOCH, G. BUGLA-PLOSKONSKA

Badania nad opornoscig mikroorganizméw wzgle-
dem $rodkéw dezynfekcyjnych dotycza nie tylko bak-
terii. Tung i wsp. [79] wykazali, ze tak powszechnie
stosowane $rodki dezynfekcyjne, jak etanol i czwarto-
rzedowe zwigzki amoniowe, majg stosunkowo niska
skuteczno$¢ w inaktywacji ludzkich norowirusow
wywolujacych ostre infekcje pokarmowe. Badane
norowirusy wykazywaly takze zmniejszong wrazli-
wo$¢ na dzialanie kwasu podchlorawego, szczegélnie
w poréwnaniu do mysiego norowirusa. Zas ekspozycja
ludzkiego wirusa brodawczaka HPV na 11 powszechnie
dostepnych i stosowanych srodkéw dezynfekcyjnych
wykazala, ze wiekszo$¢ preparatow dezynfekcyjnych
stosowanych w placéwkach szpitalnych i gabinetach
dentystycznych, a takze srodki o wlasciwosciach poten-
cjalnie sterylizujacych, nie powodowaly eliminacji
wirusa HPV (za wyjatkiem pochodnych fenolu i §rod-
kow zawierajacych zwigzki srebra) [48].

Oporno$¢ na biocydy moze stanowic staly, cha-
rakterystyczng ceche danej grupy mikroorganizmoéw,
tzw. naturalng opornos¢ (intrinsic resistance). Charak-
teryzuja si¢ nig spory bakteryjne o zlozonej, wielo-
warstwowej budowie oston zewnetrznych oraz pratki
(Mycobacterium spp.), posiadajace kwasooporng $ciang
komorkowsa [70]. Mikroorganizmy, naturalnie wraz-
liwe na biocydy moga naby¢ oporno$¢ na te substancje
poprzez wyksztalcenie odpowiednich mechanizméw.
Mechanizmy te moga by¢ uwarunkowane réznorod-
nymi czynnikami i powstawac¢ jako konsekwencja:

o zmian fenotypowych. Ten typ opornosci na
biocydy manifestowany przez bakterie moze znaczaco
zmienia¢ si¢ pod wplywem takich bodzcéw jak: utrud-
niona dostepnos¢ skladnikéw odzywcezych i tlenu, faza
wzrostu, w jakiej znajduja sie bakterie oraz wystepowa-
nie mikroorganizméw w postaci biofilméw. Bakterie
w odpowiedzi na czynniki stresowe wykazuja wow-
czas zwigkszong opornos¢ na réznego rodzaju zwiazki
przeciwdrobnoustrojowe, co wynika prawdopodob-
nie ze zmian w strukturze czy elementach sktadowych
powierzchniowych oston komérkowych, warunkuja-
cych zmniejszong przepuszczalno$¢ dla zwigzkow
toksycznych [27].

o zmian indukowanych. W odpowiedzi na stres
selekcyjny, jakim jest ekspozycja bakterii zwlaszcza
na niskie, subinhibitorowe stezenia biocydéw moze
nastgpi¢ wyksztalcenie mechanizméw warunkujacych
zmniejszong wrazliwo$¢ na dane zwigzki. Dzialanie
biocydéw na mikroorganizmy indukuje dwa pod-
stawowe mechanizmy opornosci: nadekspresje pomp
efflux (gléwnie u bakterii Gram-ujemnych) oraz
produkcje przez bakterie enzymoéw inaktywujacych
biocydy [26, 31].

e zmian chromosomalnych. Mutacje w obre-
bie genéw kodujacych miejsca docelowego dziatania
biocydéw w komorkach bakteryjnych powodujg brak
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wrazliwosci takich komdrek na dane zwigzki. Takze
nadekspresja genéw kodujacych pompy efflux moze
by¢ uwarunkowana mutacjami punktowymi, a nie tylko
zmianami indukowanymi [28].

o zmian plazmidowych (liczba, sklad). Bakterie
moga nabywac obcy material genetyczny wraz z rucho-
mymi elementami genetycznymi takimi jak plazmidy,
ktére moga zawiera¢ m.in. geny opornosci na zwigzki
przeciwdrobnoustrojowe. W konsekwencji moze nasta-
pi¢ horyzontalne rozprzestrzenianie si¢ wérdéd populacji
bakterii opornos$ci zwigzanej gtéwnie z nadekspresjg
genéw kodujacych pompy efflux oraz genéw koduja-
cych enzymy inaktywujace biocydy [28, 25].

Stosowanie antybiotykdw, chemioterapeutykdw,
czy biocydéw moze sprzyjac selekeji bakterii o fenoty-
pie opornosci. Pojawia si¢ jednak niejednoznacznos¢
w sprawie nazewnictwa patoadaptantéw, ktore pod
wplywem presji selekcyjnej srodowiska uruchomity
mechanizmy umozliwiajace przetrwanie niekorzyst-
nych warunkéw (np. subinhibitorowych stezen bio-
cydéw) w postaci molekularnych zmian, jakie zacho-
dzg w obrebie komorki. Nie sg to juz w sposob oczy-
wisty komorki macierzyste, a po usunigciu czynnika
selekcyjnego moga powrdci¢ do formy wyjsciowe;.
W odréznieniu od komérek zmutowanych, w ktorych
nastapily genetyczne zmiany warunkujgce trwatg ceche
opornosci, przyjeto si¢ nazywac te formy adaptantami
lub patoadaptantami. Niejednokrotnie jednak stosuje
sie te terminy zamiennie, opisujgc adaptanty réwniez
mutantami [2, 45].

W ostatnich latach prowadzone sg intensywne bada-
nia [21, 31, 32], ktorych rezultaty wskazujg na znaczaca
role mechanizméw o podiozu genetycznym, w opor-
nosci bakterii na srodki dezynfekcyjne. Na podstawie
wynikéw dotychczasowych eksperymentéw prowadzo-
nych w warunkach in vitro, przypuszcza sig, ze ekspo-
zycja bakterii na biocydy skutkuje zmianami na pozio-
mie ekspresji genow. Przypuszczalnie konsekwencjami
tego sa wzrost opornosci drobnoustrojow na biocydy,
a takze narastanie zjadliwosci bakterii. Powyzsze zaloze-
nia zostaly potwierdzone eksperymentami Wang i wsp.
[80], w ktérych populacje Salmonella Typhimurium
i Salmonella Enteritidis poddawano dzialaniu zwigz-
kéw chloru o wlasciwosciach utleniajacych, a nastepnie
okreslano zmiany w transkryptomie badanych szczepow
za pomocg wybranych badan genetycznych (metody
hybrydyzacji, ilosciowy Real-Time PCR, mikromacierze
DNA) w poréwnaniu do szczepéw nie podlegajacych
dzialaniu stresu oksydacyjnego. Pod wplywem subinhi-
bitorowych stezen zwigzkow chloru u szczepdw Salmo-
nella Enteritidis oraz Salmonella Typhimurium naste-
powaly zmiany w ekspresji wielu genéw zwigzanych
z metabolizmem komoérkowym i wirulencjg. Do najbar-
dziej istotnych zmian nalezaly: wzrost ekspresji genow
zwigzanych z formowaniem klasteru Fe-S, biosynteza
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niektérych aminokwaséw (cysteiny) oraz obnizenie
poziomu ekspresji genéw zaangazowanych w biosyn-
teze lipopolisacharydu (LPS) [80]. Podobne rezultaty
uzyskano dla szczepu Escherichia coli O157:H7, ktory
wykazywal zwigkszong oporno$¢ na zwigzki przeciw-
drobnoustrojowe po ekspozycji na zwiazki utleniajace
[81]. Dziatanie czwartorzedowymi zwigzkami amonio-
wymi na populacje S. enterica, spowodowalo selekcje
wariantéw o zmniejszonej wrazliwosci na biocydy
jak i antybiotyki, co wynikalo z nadekspresji gendw
kodujgcych pompy efflux [37]. Podobnie ekspozycja
komorek Listeria monocytogenes na wybrane biocydy:
nadtlenki, zwigzki chloru i czwartorzedowe zwigzki
amoniowe, wplynela na zwigkszenie poziomu ekspresji
genow wirulencji badanych bakterii [39].

Na przetomie 2013 i 2014 roku stworzono i udostep-
niono baz¢ danych BacMet [57] zawierajacg informacje
o genach zwigzanych z opornoscig mikroorganizmoéw
wzgledem biocydéw, w tym takze antybiotykéw i che-
mioterapeutykow. W bazie BacMet zgromadzone sa
aktualnie sekwencje 704 genéw zwigzanych z opornos-
cig na biocydy a takze na metale ciezkie, zweryfikowane
na podstawie literatury naukowej oraz 40 556 sekwencji
potencjalnych genéw opornosci na zwigzki przeciw-
bakteryjne. Przy sekwencjach poszczegélnych genow
opornosci znajduja sie informacje o: charakterystyce
molekularnej, funkcji danego genu oraz rodzaju opor-
nosci, jaki warunkuje [57].

W dalszej czesci niniejszej pracy przedstawiono
molekularne mechanizmy opornosci (stata cecha uwa-
runkowana genetycznie, determinujaca brak wrazli-
wosci bakterii na okres§long substancje przeciwdrobno-
ustrojowa) lub zmniejszonej wrazliwosci (cecha bedaca
mechanizmem adaptacyjnym bakterii w odpowiedzi
na dzialanie substancji przeciwdrobnoustrojowej o naj-
czeéciej charakterze zmian fentypowych, fizjologicz-
nych, ktére moga zosta¢ utracone przez bakterie po
zaprzestaniu dzialania na nie czynnika stresujacego)
mikroorganizméw na biocydy.

3. Opornos¢ bakterii na biocydy determinowana
przez geny znajdujace si¢ na plazmidzie

Zmniejszona wrazliwo$¢ na dziatanie biocydéw
moze by¢ nabyta przez bakterie poprzez zmiany gene-
tyczne, obejmujace transfer czynnikéw genetycznych
warunkujacych opornos¢ (plazmidy, transpozony) oraz
mutacje chromosomalnego lub plazmidowego DNA.
Zazwyczaj, nabyta oporno$¢ na biocydy jest wynikiem
takich mechanizméw jak: degradacja lub modyfi-
kacja enzymatyczna biocydu, aktywny wyrzut biocy-
doéw z komorek bakteryjnych oraz stosunkowo rzadko
spotykana zmiana miejsca docelowego dla dzialania
biocydu [28].
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Opornos¢ na biocydy moze by¢ uwarunkowana
przez horyzontalny transfer gendw (Horizontal Gene
Transfer, HGT), gtownie przez nabywanie plazmidow,
na ktdrych sa zlokalizowane geny opornosci. Pierwsze
doniesienia o tym, ze geny chronigce przed szkodli-
wym dzialaniem biocydéw moga by¢ zlokalizowane
na plazmidach, dotyczyty opornosci na metale ciezkie.
Opornos¢ wzgledem metali ciezkich: miedzi, srebra,
rteci moze rozprzestrzenia¢ si¢ wsrod bakterii poprzez
HGT. Szczepy E. coli i Pseudomonas syringae stawaly sie
oporne na miedz poprzez nabycie plazmidow zawie-
rajacych geny opornosci odpowiednio pco dla E. coli
i cop dla P. syringae. Takze dzikie szczepy Enterococcus
spp. mogly nabywa¢ plazmidy zawierajace gen trcB,
co warunkuje aktywny wyrzut miedzi z komdrek tych
ziarniakéw [30]. Transfer genéw odpowiedzialnych za
nabywanie opornosci na $rodki dezynfekcyjne moze
nastapi¢ poprzez rozprzestrzenianie si¢ w populacji
genéw kodujacych pompy efflux o szerokim spektrum
substratowym zlokalizowanych na plazmidach. Geny
qacA i qacB zostaly zidentyfikowane odpowiednio na
plazmidach wieloopornosci pSK1 i pSK23, ktérych
nabycie przez mikroorganizmy skutkuje wzrostem
opornosci na wiele antybiotykéw oraz biocydéw jak np.
czwartorzedowe sole amoniowe czy metale cigzkie [28,
68]. Bakterie E. coli ze zidentyfikowanym plazmidem
RP1 wykazujg zmieniong strukture LPS oraz zmniej-
szong ekspresje gendéw poryn blony zewnetrznej, przez
co szczepy te posiadaja zwiekszong opornos¢ na dziala-
nie fenolu, chlorheksydyny i cetrimidu [65].

Jony srebra posiadaja szerokie spektrum dzialania
zarOwno wobec komodrek bakterii Gram-dodatnich,
jak i Gram-ujemnych, w tym zaréwno gatunkéow tle-
nowych jak i beztlenowych [71]. Brady [3] w swoich
badaniach dowioédl, ze $rodki dezynfekcyjne zawie-
rajace srebro (surfacine disinfectant spray) skutecznie
ograniczaly wzrost P aeruginosa oraz S.aureus po
30 minutach dzialania zwiazku. Gtéwnym miejscem
oddzialywania srebra s3 komoérkowe biatka struktu-
ralne i enzymatyczne, czyli biatka pelnigce podstawowa
role w prawidfowym funkcjonowaniu mikroorganizmu.
Antybakteryjna skutecznos¢ srebra wynika z jego wia-
zania z grupg sulfydrolowa (-SH) oraz innymi grupami
funkcyjnymi wchodzacymi w sklad komérkowych
biatek i kwaséw nukleinowych [69]. W konsekwencji
oddzialywania srebra z grupami funkcyjnymi dochodzi
do denaturacji bialek wchodzacych w sktad waznych
szlakoéw metabolicznych, bialka tracg swa biologiczna
aktywnos¢, co prowadzi do $mierci komoérki [5].

Jony srebra maja zdolno$¢ wigzania si¢ ze $ciang
komorkowsq bakterii, cytoplazma, czy tez otoczkami
bakteryjnymi. Zmiany w strukturze oston zewnetrz-
nych komorki prowadza do destabilizacji blony i wzro-
stu przepuszczalnosci. Srebro oddziatuje z grupami sul-
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thydrylowymi na powierzchni komoérki drobnoustroju
zastepujac atomy wodoru, co prowadzi do powstania
charakterystycznego wigzania S-Ag. W konsekwencji
dochodzi do zablokowania tancucha oddechowego
i transportu elektronéw, a sita protomotoryczna blony
komorkowej zostaje zaburzona. W komorkach E. coli
zaobserwowano zaburzenie sily protomotorycznej
i $mier¢ komdrki po dodaniu do hodowli bakteryj-
nej AgNO, (20 uM) [73]. Jony Ag* po dostaniu si¢ do
wnetrza komorki sg zdolne do oddzialywania 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
opornosci na srebro sporzagdzono na podstawie plaz-
midu pMG101, ktéry wyizolowano z komorek szczepu
S. Typhimurium. Plazmid pMG101 niosgcy geny opor-
nosci na antybiotyki (ampicylina, chloramfenikol, tetra-
cyklina, streptomycyna) i metale ciezkie (srebro, rte¢)
jest obecnie najbardziej poznang strukturg warunkujacg
opornos¢ bakterii na jony srebra. Badania nad przeka-
zywaniem cechy opornosci na srebro wykazaly mozli-
wos¢ transferu plazmidu pMG101 do komorek E. coli,
ktora po wbudowaniu plazmidu do wlasnego genomu
uzyskuje ceche srebroopornosci [58]. Po dlugotrwalej
ekspozycji na wzrastajace stezenia jonéw Ag* docho-
dzi do zmniejszenia przepuszczalnosci oston komérko-
wych, ktérej przyczyna bylto utracenie gtéwnych biatek
porynowych. Wsr6d doswiadczalnie wygenerowanych
mutantéw zaobserwowano aktywnie dzialajacy system
pomp eftlux, ktdry jest uznawany za jeden z podsta-
wowych mechanizméw warunkujgcych oporno$¢ na
metale cigzkie. Plazmid pMG101 jest determinantg
genetyczng o dlugosci okoto 180 kpz. Region warun-
kujacy ceche srebroopornosci sil-CFBA(ORF105aa)
PRSE (Rys. 1) sklada sie z 9 gendw, z ktérych 8 genow
oraz ich produkty biatkowe scharakteryzowano na pod-
stawie homologii do znanych mechanizméw opornosci
bakterii na srebro [49, 75]. Pierwszy gen silE koduje
male peryplazmatyczne biatko, ktdre jest zdolne do
specyficznego wigzania jondw Ag' na powierzchni
komorki, zanim wnikng do cytoplazmy. SilE wykazuje
47% podobienstwo do biatka PcoE zaangazowanego
w mechanizm opornosci na miedz u E. coli. Biatko
SilE posiada w swojej budowie 10 reszt histydynowych
zdolnych do wigzania pieciu jonow Ag*. Wysycenie
wszystkich miejsc wigzacych jonami Ag* prowadzi do
znacznych zmian konformacyjnych (biatko przyjmuje
drugorzedowgy strukture a-helisy) [49, 75]. Genom silR
i silS przypisano funkcje regulacyjna, polegajaca na
kodowaniu dwusktadnikowego systemu przekazywa-
nia sygnaléw. System ten sklada si¢ z blonowej kinazy
histydynowej (SilS), ktéra odbiera i przekazuje sygnal
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Rys. 1. Mechanizm opornosci bakterii na srebro, na podstawie [49, 75] (objasnienia w tekécie)

do regulatora transkrypcji, ktérym jest biatko SilR [75].
Geny silCBA zaangazowane s3 w tworzenie kompleksu
blonowego skladajacego si¢ z trzech bialek, ktory jest
odpowiedzialny za wymiane kationowo-protonowsa
dziatajacg na zasadzie antyportu. Biatka SilCBA naleza
do rodziny kationowych pomp efflux RND (resistance
nodulation and cell division), ktére warunkuja procesy
opornosci bakterii na substancje przeciwdrobnoustro-
jowe. System SilCBA wykazuje homologie do systemu
wielolekoopornos$ci Acr u E. coli. Biatko SilA jest duzym
bialkiem blonowym o dlugosci 1048 aminokwaséw.
Sklada si¢ z domeny zakotwiczonej w blonie oraz
domeny peryplazmatycznej, ktore razem tworzg kanal,
jakim jony srebra przeptywaja z cytoplazmy do biatka
blony zewnetrznej SilC. Trzecie biatko SilB pelni role
tacznika, tgczy bialko SilA i SilC w funkcjonalng catos¢.
Kompleks SilCBA tworzy system wyrzutu jonéw srebra
na zewngtrz komorki bez uwalniania ich do przestrzeni
peryplazmatycznej [75]. Bialko powstate w wyniku eks-
presji genu o dlugosci 95 par zasad okresla sig¢ jako SilE.
Bialtko SilF w poréwnaniu z bialkiem SilE wyrdznia si¢
odmienng strukturg przestrzennag -harmonijki oraz
zdolnoscia do wigzania tylko jednego kationu srebra,
dzigki obecnosci jednej reszty histydyny i dwoch reszt
metioniny. Uwaza sig, Ze funkcjg biatka SilF jest trans-
port jonow srebra od miejsca ich uwolnienia (biatka
SilP) bezposrednio do chemiosmotycznej pompy
SilCBA [49, 75].W wyniku ekspresji ostatniego genu
powstaje bialko SilP, ktére pelni funkcje blonowej
ATPazy typu P i jest odpowiedzialne za transport jonow
Ag* z cytoplazmy do przestrzeni peryplazmatyczne;j.
Dla genu o dlugosci 105 par zasad, znajdujacego si¢
pomiedzy genami silA i silB nie znaleziono dotychczas
homologicznego biatka i funkcja genu nie zostata do tej
pory wyjasniona [75].

4. Zmiana ultrastruktury sktadnikéw oslon
komorkowych, jako odpowiedz komarki
bakterii na dzialanie biocydow

Jedna z najbardziej prawdopodobnych przyczyn
zmniejszonej wrazliwosci mikroorganizmdw na dzia-
tanie biocydéw sg modyfikacje w powierzchniowych
ostonach komoérkowych. Struktury powierzchniowe
bakterii wchodza w bezposrednie interakcje ze $rod-
kami dezynfekcyjnymi. Modyfikacje w budowie oston
powierzchniowych komorek bakteryjnych maja na celu
zmniejszenie przepuszczalnosci dla roznych zwigzkow
toksycznych [28, 70]. W odpowiedzi na dzialanie bio-
cydow komorki bakterii wyksztalcaja mechanizmy
zmieniajace strukture poszczegdlnych elementéw oston
komorkowych.

4.1. Modyfikacje LPS bakterii Gram-ujemnych

Zmiana struktury i poziomu ekspresji gendw zaan-
gazowanych w proces biosyntezy LPS wptywa znaczaco
na przepuszczalno$¢ oston komorkowych bakterii
Gram-ujemnych. Unikalny komponent $ciany komor-
kowej bakterii, jakim jest LPS odpowiada za utrzymanie
prawidlowej struktury i funkcji $ciany komorkowej oraz
za zmniejszong wrazliwos¢ bakterii na dziatanie biocy-
dow. Nienaruszona warstwa LPS nadaje zewnetrzne;j
powierzchni komorki bakteryjnej wypadkowy tadu-
nek ujemny, co stanowi ochrone przed przenikaniem
przez blone zewnetrzng anionowych, hydrofobowych
biocydéw [43]. Mutanty S. Typhimurium o zmodyfi-
kowanej dlugosci O-swoistego fanicucha bocznego LPS
wykazywaly, zmieniona wrazliwo$¢ na dziatanie bio-
cyddéw i antybiotykéw w pordéwnaniu do szczepu dzi-
kiego. Warianty S. Typhimurium o LPS ze skréconym
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O-swoistym tanicuchem bocznym lub catkowicie pozba-
wione tej czesci, tzw. szczepy szorstkie, charakteryzowaly
sie zwigkszong wrazliwo$cig na dzialanie antybiotykow
oraz biocydéw o charakterze hydrofobowym, w poréw-
naniu do szczepéw dzikich. Jednoczesnie mutanty
byly oporne na zwigzki kationowe [62, 63]. Gilbert
i Brown [27] udowodnili w swoich badaniach, ze wraz-
liwo$¢ szczepdw P. areuginosa na chlorowcopochodne
fenolu zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem zawarto$ci LPS
w komoérkach. Zdolno$¢ chlorofenolu do przechodzenia
przez ostony powierzchniowe P. areuginosa jest zalezna
od zmian w strukturze LPS badanych szczepow.

4.2. Modyfikacje bialek blony zewnetrznej
oraz pompy efflux jako glowny system
opornosci na biocydy bakterii Gram-ujemnych

Pompy efflux stanowia kompleksy biatkowe, ktére
W sposOb czynny usuwaja substancje toksyczne z ko-
morek bakterii, z nakladem energii wytworzonej przez
komoérke. Pompy te naleza do pigciu 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), zréznico-
wanych pod wzgledem budowy, swoistosci substra-
towej, zrodla wykorzystywanej energii i mechanizmu
dziatania [60]. Pompy te zapewniaja aktywny wyrzut
z komorki bakterii szerokiego spektrum réznych zwigz-
kéw, od metabolitow komoérkowych po antybiotyki
i srodki dezynfekcyjne, dlatego tez czgsto zamiennie
uzywa sie nazwy pompy MDR (multiple drug resi-
stance) [13]. Poszczegdlne pompy eftlux sa wyspecja-
lizowane w usuwaniu konkretnej substancji z komorki,
lub mogg mie¢ szeroki zakres substratowy wzgledem
wielu réznych zwigzkow toksycznych dla bakterii. Bialka
tworzace pompy moga by¢ kodowane na chromoso-
mie bakteryjnym, wtedy system efflux ma charakter
wrodzony (efflux jest naturalng cechg m.in. pateczek
jelitowych z rodziny Enterobacteriaceae, Pseudomo-
nas spp., Vibrio spp.) lub geny kodujace biatka pomp
s3 nabywane w procesie transformacji, koniugacji lub
transdukeji [34].

Sposrod wszystkich pomp efflux najwigksze znacze-
nie w opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe
i najszersze spektrum substratowe wykazuja pompy
RND bakterii Gram-ujemnych. Usuwajg one z komdrek
mikroorganizméw zaréwno antybiotyki, srodki dezyn-
fekcyjne, antyseptyczne jak i barwniki. Pompy RND
charakteryzujg si¢ trojsktadnikowsa struktura, zbudo-
wane sg z bialek wewnetrznej blony cytoplazmatycznej,
bialek peryplazmatycznych oraz biatek bfony zewnetrz-
nej. Elementy te wspdtpracujac ze sobg usuwajg okres-
lone substancje z cytoplazmy na zewnatrz komorki.
Najlepiej poznany i zbadany jest system AcrAB-TolC,
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Rys. 2. Budowa i mechanizm dziatania pompy biatkowej bakterii
Gram-ujemnych na przyktadzie pompy AcrAB-TolC,
na podstawie [4, 6, 34] (objasnienia w tekécie)

ktéry jest jednym z najwazniejszych mechanizméw
oporno$ci na zwigzki toksyczne u pateczek Entero-
bacteriaceae w tym u E. coli i Salmonella spp. Budowa
pompy biatkowej AcrAB-TolC jest przedstawiona sche-
matycznie na rysunku 2.

AcrB jest bialkiem transporterowym, zakotwiczo-
nym w wewnetrznej bonie cytoplazmatycznej i otwie-
rajagcym si¢ do peryplazmy, rozpoznaje ono i wigze
substrat, a nastepnie umozliwia jego przedostanie si¢
do przestrzeni peryplazmatycznej. TolC tworzy kanat
przebijajacy blone zewnetrzng i peryplazme, umozli-
wiajacy wyrzut substratu na zewnatrz komorki. Zas
AcrA jest peryplazmatycznym biatkiem faczacym
AcrB i TolC [4, 6, 34]. Aktywno$¢ pomp AcrAB-TolC
warunkuje przetrwanie bakterii jelitowych podczas
ich ekspozycji na dziatanie soli z6iciowych w zotadku.
Ze wzgledu na szerokie spektrum substratowe istnieje
ryzyko, ze pompy moga usuwac ,pomytkowo” z ko-
morek bakterii zwiazki i substancje istotne dla prawi-
dlowych proceséw metabolicznych, jak pirogronian
czy mleczan, dlatego tez system efflux musi znajdowac
sie pod odpowiednia kontrolg i regulacja komdrkowa
[28, 34]. Przypuszcza sig, ze aktywnos¢ systemu efflux,
a zwlaszcza pomp AcrAB-TolC bakterii Gram-ujem-
nych, jest regulowana przez globalne sygnaly odpowie-
dzi stresowej. Aktywacja pomp biatkowych nastepuje
w odpowiedzi na zmiany warunkéw srodowiskowych
niszy zajmowane]j przez mikroorganizmy, w wyniku
ekspozycji ich na szkodliwe lub toksyczne substancje
pochodzenia naturalnego jak i na zwiazki stosowane
w antybiotykoterapii lub dezynfekcji. W zwigzku z tym
pompy efflux nie sg konstytutywnie ekspresjonowane
przez drobnoustroje, lecz aktywacja tych biatkowych
komplekséw nastepuje w warunkach stresowych
[28]. Ekspozycja mikroorganizméw na biocydy uzyte
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w niskich, subinhibitorowych stezeniach, szkodliwych
dla bakterii indukuje ekspresje odpowiednich genéw
systemow efflux [13]. Przeprowadzane niezaleznie od
siebie liczne eksperymenty [4, 6, 34] wykazaly, ze nad-
ekspresja pomp efflux AcrAB-TolC u E. coli i bakterii
z rodzaju Salmonella spp. nastepuje po ekspozycji wyzej
wymienionych bakterii na dzialanie subinhibitorowych
stezen biocyddow. Karatzasi wsp. [38] wykazali, ze eks-
pozycja S. Typhimurium na biocydy: triklosan i czwar-
torzedowe zwigzki amoniowe powodowata nadekspre-
sje pomp efflux, a takze wydluzenie czasu podzialow
komorkowych oraz zmniejszenie inwazyjnosci pateczek
Salmonella w stosunku do ludzkich komérek nabtonka
jelita w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Uzyskane
warianty S. Typhimurium wykazywaly stabilny fenotyp
MDR o obnizonej wrazliwosci na antybiotyki i biocydy.
Randall i wsp. [61] po ekspozycji na srodki dezynfek-
cyjne zawierajace w swoim sktadzie aldehydy i substan-
cje utleniajace, wyizolowali warianty S. Typhimurium
o fenotypie MDR tj. 0 zmniejszonej liczbie poryn w blo-
nie zewnetrznej i nadekspresji pomp efflux. U pateczek
E. coli oraz Salmonella spp. regulacja ekspresji genow
acrAB kodujacych pompy efflux nastepuje z udziatem
locus mar, ktéry jest operonem pelnigcym istotna role
w wielolekoopornosci bakterii Gram-ujemnych [41].
Operon mar zlokalizowany jest na chromosomie wielu
bakterii Gram-ujemnych, aktywowany badz repre-
sjonowany w zaleznosci od czynnikéw i warunkow
oddzialujacych na dane mikroorganizmy. Induktorami
operonu mar s3 subinhibitorowe stezenia biocydow
(np. czwartorzedowe sole amoniowe, triklosan), anty-
biotykow (np. tetracykliny, chloramfenikol) i wszel-
kich innych zwigzkéw o aktywnosci przeciwdrobno-
ustrojowej. Aktywacja genu mar zalezy réwniez od
fazy wzrostu, w jakiej znajduja si¢ mikroorganizmy.
Zwigkszona aktywnos$¢ pomp eftlux ktéra jest spowo-
dowana zwigkszong ekspresjg genéw mar wystepuje
na poczatku stacjonarnej fazy wzrostu [44]. Ponadto
nadekspresje genéow kodujacych biatka pomp efflux,
bialek budujacych pompy eftlux przejawiaja komorki
bakterii formujagcych biofilm, a zwlaszcza te zloka-
lizowane w jego glebszych warstwach [80]. Szczepy
P, areuginosa posiadaja pompy efllux MexAB, MexCD
lub MexEF, ktére odpowiadaja za usuwanie z komorki
réznych lekéw (np. tetracyklin, fluorochinolondw,
antybiotykéw (-laktamowych) oraz wielu innych
substancji o aktywnosci przeciwbakteryjnej [13, 34].
Chociaz systemy efflux sa najlepiej poznane i scha-
rakteryzowane dla bakterii Gram-ujemnych, biatkowe
pompy wystepuja takze u bakterii Gram-dodatnich,
a zwlaszcza bakterii z rodzaju Staphylococcus spp. Naj-
wigksze znaczenie w zmniejszonej wrazliwosci szcze-
pow S. aureus wzgledem biocydéw majg pompy efflux
QacA/B i Smr, nalezgce do rodziny pomp SMR, ktérych
substratami s3 miedzy innymi QAC’s, biguanidyny,
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diamidyny i barwniki [8]. Badania prowadzone nad
klinicznymi szczepami S. aureus wykazywaly obec-
no$¢ wirod testowanych gronkowcow gendw gac i smr
kodujacych odpowiednie pompy efflux. W poszcze-
golnych eksperymentach stwierdzano rézng prewa-
lencje danych genéw [86]. Kodowane chromosomal-
nie pompy MDR S. aureus warunkuja opornos$¢ na
biocydy, zaréwno w wezszym jak i szerokim spektrum
substratowym. Pompy NorA, NorB oraz MdeA i MepA
rozpoznajg, jako substraty czwartorzedowe sole amo-
niowe oraz barwniki, wypompowujgc je z komoérek
gronkowcow i warunkujac opornos¢ bakterii na dane
biocydy [35, 60].

Wielolekoopornos¢ wynikajaca z nadekspres;ji sys-
temu efflux moze by¢ konsekwencja wzrostu cytopla-
zmatycznego stezenia gtéwnego, globalnego regulatora
odpowiedzi stresowej rpoS. Podczas dzialania rézno-
rodnych czynnikéw stresowych wiaczana jest ekspre-
sja systemu aktywnego wyrzutu zwigzkéw toksycznych
z komorki. Tym samym zachodzi selekcja wariantow
szczepdw o zwigkszonej aktywnosci pomp biatkowych
tzw. bulimic bacteria [28].

5. Biofilm bakteryjny jako strategia ochronna
przed dzialaniem substancji biobdjczych

Adhezja do powierzchni nieozywionych i tworze-
nie bton biologicznych tzw. biofilméw jest najczestsza
odpowiedzig bakterii na nieprzyjazny habitat [83].
Biofilm jest wyjatkowa, unikalng forma wystepowa-
nia zywych mikroorganizméw zaréwno w $rodowisku
nieozywionym, jak i wewnatrz organizmu gospodarza.
Bakterie tworzace blony biologiczne znacznie réznia
sie pod wieloma wzgledami od szczepdw tego samego
gatunku zyjacych w postaci planktonicznej [56]. Bio-
filmy bakteryjne w poréwnaniu do komdrek plankto-
nicznych wykazujg od 10 do nawet 1000 razy wieksza
opornos¢ wobec substancji przeciwdrobnoustrojowych
[1]. Blony biologiczne charakteryzuja si¢ opornoscia
zaréwno na antybiotyki, jak i wysoce reaktywne zwigzki
dezynfekcyjne (np. isotionazol, czwartorzedowe sole
amoniowe, zwiazki halogenowe). Z tego wzgledu era-
dykacja biofilméw zaréwno z organizmu pacjentow, jak
i powierzchni nieozywionych jest istotnym problemem
i wymaga zwlaszcza w drugim przypadku drastycznych
metod mechanicznego usuwania z jednoczesnym uzy-
ciem biocydéw o duzej aktywnosci biologicznej [1, 44].

Poczatkowo mikroorganizmy przylegaja do danej
powierzchni w sposob odwracalny [9]. Podczas procesu
formowania si¢ biofilmu, komorki bakterii przechodza
zmiany fizjologiczne, biochemiczne jak i genetyczne.
Bakterie przylegaja do danej powierzchni, nastepnie
namnazaja si¢ tworzac mikrokolonie oraz produ-
kuja czasteczki sygnalowe (zjawisko quorum sensing).
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Komorki bakterii o zmienionym fenotypie lub/i genoty-
pie w wyniku formowania si¢ biofilmdéw tworza mikro-
kolonie, zanurzone w zewnatrzkomérkowej macierzy
(extra cellular polymeric substances, EPS) podzielonej
siecig kanalow, zawierajacej egzopolisacharydy oraz
inne zwigzki organiczne (m.in. biatka, kwasy techojowe,
kwasy nukleinowe, fosfolipidy) [16].

Naturalna oporno$¢ biofilméw na substancje tok-
syczne wynika prawdopodobnie z ich zlozonej struk-
tury, a zwlaszcza warunkowana jest przez egzopolia-
sacharydowe matrix [1]. EPS jest gesta elektronowo,
zelowatg substancjg, stanowigca bariere fizyczna,
utrudniajacg dyfuzje biocydéw, co uniemozliwia lub
znacznie opoznia ich dotarcie do komorek bakterii.
Komorki bakteryjne zgrupowane w mikrokolonie i zlo-
kalizowane w obrebie matrix, a zwlaszcza w glebszych
warstwach biofilméw, s3 mniej wyeksponowane na
dzialanie stosowanych zwigzkéw bioaktywnych. Wyka-
zano, ze zwigzki chloru cechuje znacznie spowolnione
wnikanie w glab biofilmdéw tworzonych jednoczes-
nie przez Klebsiella pneumoniae i P. areuginosa. Nato-
miast jednogatunkowy biofilm P. areuginosa wykazuje
zmniejszona wrazliwos¢ na ciprofloksacyne, w poréw-
naniu do komorek tych bakterii Zyjacych w formie
planktonicznej [12]. Matrix biofilméw moze stanowié¢
réwniez bariere biochemiczng dla biocydow, jej sktad-
niki moga wchodzi¢ w reakcje chemiczne i neutrali-
zowac¢ lub modyfikowa¢ wiasciwosci okreslonych sub-
stancji bakteriobdjczych [1, 26]. Obserwacje dowiodty
[20, 33] iz, w wyniku ekspozycji biofilméw bakteryj-
nych na dzialanie kompleksow jodu, zwigzkéw chloru
oraz zwigzkéw utleniajgcych, zwiazki te reagowaly
ze skladnikami zewnatrzkomoérkowego —matrix
biofilméw, co skutkowalo spadkiem ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej. Ponadto w macierzy biofil-
mow moga znajdowac sie wydzielane przez komorki
bakteryjne, enzymy powodujace inaktywacj¢ lub
modyfikacje $rodkow dezynfekcyjnych, antybioty-
kéw czy innych preparatéow dzialajacych na biofilm
[1, 42]. Sondossi i wsp. [76] wykazali aktywnos¢ liaz
i dehydrogenaz formaldehydu w macierzy biofilméw
P areuginosa, obecnos$¢ tych enzyméw powodowata
wzrost oporno$ci komorek bakterii na formaldehyd.
W badaniach Cunha [11] udowodniono, ze opornosé
biofilméw P. areuginosa na antybiotyki B-laktamowe
jest w znacznej mierze uwarunkowana obecnoscig
w matrix zwigkszonego stezenia -laktamaz w porow-
naniu do komorek planktonicznych. Zespot Rodri-
gues i wsp. [64] przeprowadzit eksperyment w ktérym
okres§lono wrazliwo$¢ biofilméw L. monocytogenes
i S.enterica na wybrane $rodki dezynfekcyjne oraz
oceniono zmiany jakie zaszly w komoérkach bakterii po
ekspozycji na biocydy, ze szczegélnym odniesieniem
do zmiany ekspresji genéw zwigzanych z odpowiedzia
na czynniki stresowe i gendéw wirulencji. Zaobserwo-
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wano, ze praktycznie wszystkie z testowanych biocydow,
nawet te uzyte w wysokich stezeniach powodujacych
eliminacje wigkszosci mikroorganizméw w biofilmie,
indukowaly zwigkszong ekspresje gendéw wirulencji
w komorkach bakteryjnych, ktére przetrwaly ekspozycje
na dane zwiazki.

6. Opornos¢ krzyzowa bakterii na biocydy
i antybiotyki

Biocydy moga powodowac¢ selekcje wsrod bakterii
szczepow antybiotykoopornych jako skutek specy-
ficznych jak i niespecyficznych zmian w budowie ich
komorek. Niektére z mechanizméw warunkujacych
zmniejszong podatno$¢ mikroorganizméw na szko-
dliwe dzialanie biocyddéw s3 determinowane przez
okreslone geny zlokalizowane na chromosomie lub
plazmidzie. Transfer genéw warunkujacych oporno$é
na biocydy moze powodowa¢ jednoczes$nie przekaza-
nie gendw opornosci na antybiotyki [23]. Geny qacA/B
kodujace pompy eftflux GacA i GacB wystepujace gtow-
nie u szczepdw S. aureus i determinujgce opornos¢ na
biocydy, sa zlokalizowane na plazmidach wieloleko-
opornosci pSK1, noszacych geny opornosci na amino-
glikozydy, trimetoprim i antybiotyki 3-laktamowe [23].
Zas geny smr kodujace pompy efflux-Smr, zapewniajace
brak wrazliwosci gronkowcow na biocydy kationowe
s3 umiejscowione na plazmidzie z genami opornosci
na wankomycyne (pl. 1043), ktory jest identyfikowany
u wysoce wankomycynoopornych, klinicznych szcze-
pow S. aureus [84]. Selekcja gendéw opornosci na bio-
cydy moze powodowa¢ réwnoczesna selekcje genow
opornosci na antybiotyki kodowane na tych samych
czynnikach genetycznych. W ten sposéb mikroorga-
nizmy moga nabywac jednoczesna opornos¢ na srodki
dezynfekcyjne i antybiotyki (co-resistance).

Oporno$¢ krzyzowa (cross-resistance), polega na
tym, ze wytworzone mechanizmy opornosci wobec
okreslonej substancji szkodliwej warunkuja réwno-
cze$nie catkowity lub czesciowy brak wrazliwosci na
inne substancje nalezace do tej samej lub zupelnie
innej klasy zwigzkéw chemicznych. Micrococcus luteus
poddany dziataniu dwutlenku chloru byt oporny takze
na kwas nadoctowy i nadtlenek wodoru [59]. Pompy
efflux zapewniaja bakteriom oporno$¢ na szeroki
zakres zwigzkow o aktywnosci przeciwdrobnoustrojo-
wej. Poprzez zwiekszong ekspresje genéw kodujacych
pompy nastegpuje nabycie przez pierwotnie wrazliwe
szczepy opornosci zardwno na biocydy jak i antybio-
tyki. Nadekspresja genow dla biatek pomp efflux NorA
u szczepow S. aureus skutkuje réwnoczesna zmniej-
szong wrazliwoscia tych mikroorganizmoéw na czwar-
torzedowe sole amoniowe, barwniki oraz opornoscia na
chloramfenikol i fluorochinolony [59, 60].
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7. Podsumowanie

W obliczu ciagle poglebiajacego si¢ zjawiska leko-
opornosci bakterii patogennych, zaostrzane s3 metody
kontroli i ograniczania rozprzestrzeniania si¢ mikro-
organizmdw, a najczesciej stosowang metodg jest
dezynfekcja chemiczna z zastosowaniem preparatéw
biobdjczych. Powszechno§¢ wystepowania szczepdw
bakteryjnych o zmniejszonej wrazliwo$¢ na $rodki
dezynfekcyjne jest znaczna. Wystepowanie zjawiska
opornosci bakterii na biocydy ma charakter wieloczyn-
nikowy. Mikroorganizmy wyksztalcily szereg mecha-
nizméw adaptacyjnych warunkujacych zmniejszong
wrazliwo$¢ na zwigzki biobojcze. Zmiana ultrastruktury
skladnikéw oston komoérkowych oraz tworzenie blon
biologicznych stanowi obok represji biosyntezy poryn,
enzymatycznej inaktywacji biocydu oraz zmiany miejsc
docelowego dziatania biocydu tylko cze$¢ mechaniz-
mow warunkujacych opornos$¢. W zwigzku z tym nie-
zwykle istotne wydaja si¢ by¢ badania nad molekular-
nymi mechanizmami i uwarunkowaniami zmniejszonej
wrazliwoéci drobnoustrojow na zwigzki chemiczne
stosowane w dezynfekeji. Zglebianie tego zagadnienia
moze by¢ pomocne w optymalizacji projektowania pre-
paratow dezynfekcyjnych o duzej skutecznosci.
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Acinetobacter baumannii: mechanisms of resistance to antibacterial agents

Abstract: Acinetobacter baumannii has become one of the most dangerous Gram-negative bacterial species, causing numerous infections
over the last 20 years. A. baumannii is responsible for nosocomial ventilator-associated pneumonia (VAP), urinary tract infections,
meningitidis and bacteremia. Its remarkable ability to acquire resistance determinants against multiple antibiotics of different classes and
to tolerate harsh environments resulted in the dissemination of multi-drug-resistant (MDR) strains. Diverse mechanisms of resistance limit
therapeutic options and make the infections difficult to treat. The described resistance mechanisms include: production of B-lactamases,
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1. Wstep

W 2008 roku akronimem ESKAPE okreslono 6 ga-
tunkow bakterii najczesciej wywolujacych powazne
zakazenia szpitalne: Enterococcus faecium, Staphylo-
coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter sp.
Okreslenie ESKAPE, oznaczajace w jezyku angielskim
ucieczke (,escape”), w tym przypadku oznacza dzia-
tanie zwigzkéw przeciwbakteryjnych na wymienione
wyzej gatunki drobnoustrojow [11]. Nalezacy do tej
grupy A. baumannii okazal si¢ w ostatnich 20 latach
jednym z najbardziej alarmujacych patogendéw wywo-
tujacych zakazenia trudne w leczeniu.

Rodzaj Acinetobacter, nalezacy do rodziny Mora-
xellaceae, obejmuje bakterie Gram-ujemne, paleczki
(w fazie logarytmicznego wzrostu), tlenowe, niefermen-
tujace, niewybredne, niewykazujace zdolnosci ruchu
(gr. akinetos — nieruchliwy). Rodzaj ten obejmuje co
najmniej 41 gatunkow, z ktorych wigkszo$¢ nie stanowi
zagrozenia dla zdrowia czlowieka. Gatunki Acinetobacter
calcoaceticus (gatunek genowy 1), A. baumannii (gatu-
nek genowy 2), Acinetobacter pitti (gatunek genowy 3),

Acinetobacter nosocomialis (gatunek genowy 13TU) oraz
dwa rzadko wystepujace gatunki genowe ,,pomiedzy 1
i3”1,blisko spokrewniony z 13TU” wykazuja tak duze
podobienstwo fenotypowe, ze okresla si¢ je wspolnie
jako Acinetobacter calcoaceticus — A. baumannii-com-
plex [33]. Spos$réd wymienionych gatunkéw najbardziej
istotny z klinicznego punktu widzenia jest A. baumannii.
Posiada on wiele naturalnych mechanizméw opornosci
na antybiotyki i chemioterapeutyki, a ponadto wykazuje
zdolnos¢ nabywania nowych determinantéw opornosci
na zwiazki przeciwdrobnoustrojowe.

Szczepy gatunku A. baumannii s naturalnie oporne
na ampicyling, amoksycyling oraz jej polaczenie z kwa-
sem klawulanowym, cefazoline, cefotaksym, ceftriakson,
ertapenem, trimetoprim, fosfomycyne (wg European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
EUCAST). Warto zauwazy¢, ze u opisywanych paleczek
moze wystepowac¢ wrazliwos¢ na ampicyling w polacze-
niu z sulbaktamem. Sulbaktam, jako jedyny z inhibito-
réw P-laktamaz, wykazuje aktywno$¢ wobec szczepow
z gatunku A. baumannii. Do naturalnych mechanizmoéw
opornosci na antybiotyki p-laktamowe nalezy wytwa-
rzanie B-laktamaz typu AmpC - ADC (Acinetobacter

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Oczki 3, 02-007 War-
szawa; tel.: 22 628 08 22; tel/fax: 22 621 13 51; e-mail: a-namyslowska@wp.pl
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derived cephalosporinase) [40] oraz p-laktamaz OXA-
51-like [16]. Coraz czgsciej na calym $wiecie izoluje
sie wielolekooporne szczepy A.baumannii (MDRAB
- multidrug resistant Acinetobacter baumannii) [17, 28].
Determinanty opornoéci u szczepéw MDRAB (wykazu-
jacych $rednig badz catkowita opornos¢ na co najmniej
trzy klasy antybiotykéw) sa najczesciej umieszczone
w obrebie integrondw i transpozondw, co bardzo utat-
wia ich rozprzestrzenianie si¢ [86].

Leczenie zakazen wywotanych wielolekoopornymi
szczepami A. baumannii nie moze ograniczac sie do
jednego antybiotyku lub chemioterapeutyku. Poszu-
kuje si¢ takich zestawien zwigzkow, ktore zapewnia
skuteczng terapie, jednoczesnie ograniczajac ryzyko
wytworzenia przez dany szczep mechanizmu opor-
nosci. Dotychczas wykazano dzialanie synergistyczne
B-laktaméw z aminoglikozydami i fluorochinolonami
wobec szczepéw A. baumannii. Jednak wystepujaca
coraz czgséciej u opisywanych paleczek opornos¢ na
wymienione wyzej grupy antybiotykéw i chemiote-
rapeutykow, sklania do stosowania innych zwiazkéw,
najczesciej w terapii zlozonej. W schematach leczenia
zakazen MDRAB, kluczowym lekiem sg polimyksyny
w zestawieniu z karbapenemami lub sulbaktamem lub
tygecykling lub ryfampicyng [109]. Wobec szczepow
A. baumannii opornych na karbapenemy (imipenem
i meropenem) proponowane sg zestawienia kolistyny
z tygecykling lub cefoperazonem/sulbaktamem lub
piperacyling/tazobaktamem. W przypadku szpitalnych
zapalen pluc wywolanych przez szczepy oporne na imi-
penem i meropenem, zalecang opcja terapeutyczng jest
zestawienie kolistyny z ryfampicyng. Ryfampicyna nie
powinna by¢ stosowana w monoterapii, ze wzgledu na
bardzo szybkie narastanie opornosci na ten lek [56].
Dla nowego leku z grupy karbapenemdw - doripe-
nemu, wykazano dzialanie synergistyczne z polimy-
ksyna B i ryfampicyng oraz z amikacyng. Efekt ten
zaobserwowano wobec szczepdw A. baumannii opor-
nych na inne karbapenemy (imipenem i meropenem)
[20]. Terapia zlozona z wykorzystaniem doripenemu
moze zatem stanowi¢ nowa opcje¢ leczenia zakazen
wywolanych szczepami A. baumannii opornymi na
dotychczas stosowane karbapenemy. Innym antybio-
tykiem, wykazujacym in vitro dzialanie synergistyczne
z cefoperazonem/sulbaktamem lub meropenemem lub
kolistyna, wobec wielolekoopornych szczepéw A. bau-
mannii, jest nalezagca do grupy tetracyklin minocy-
klina. Jednak, mimo obiecujacych wynikéw aktywnosci
minocykliny in vitro, niewiele jest danych klinicznych
potwierdzajacych skuteczno$¢ terapii z wykorzysta-
niem tego antybiotyku w przypadku zakazen szczepami
A. baumannii [109].

Metodami wykorzystywanymi do genotypowania
szczepow klinicznych A. baumannii sa: analiza makro-
restrykcyjna fragmentéw chromosomalnego DNA
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po ich elektroforezie w zmiennym polu elektrycznym
- REA-PFGE (restriction enzyme analysis pulsed field
gel electrophoresis), traktowana jako ,,zloty standard”
w badaniu podobienstwa genetycznego szczepow bak-
terii, reakcja PCR sekwencji powtarzalnych Rep-PCR
(repetitive extragenic palindromic sequence-based
PCR) oraz MLST (multilocus sequence typing), pole-
gajaca na sekwencjonowaniu fragmentéw wybranych
gendéw i ustaleniu typu sekwencyjnego, ktory identy-
fikuje sie z wykorzystaniem internetowej bazy danych.
Metoda Rep-PCR stuzy réwniez do okreslania przy-
naleznosci badanego szczepu A. baumannii do danego
klonu europejskiego I, I badz III.

Bakterie z rodzaju Acinetobacter uwazane s za
wszechobecne. Szczepy A. baumannii izoluje sie z pro-
bek gleby, wod powierzchniowych i innych prébek
srodowiskowych. Wykrywa si¢ takze obecnos¢ tych
pateczek na ludzkiej skorze i w kale [46]. Byt to naj-
czesciej izolowany drobnoustréj z ran zolnierzy wal-
czagcych na wojnie w Iraku i Afganistanie, wystepowat
w ranach oséb poszkodowanych w trzesieniu ziemi
w Chinach i w wyniku tsunami z 2006 roku [71]. Co
ciekawe, pateczki z gatunku A. baumannii wykryto
u wszy ludzkich pochodzacych od ludzi bezdomnych
z Francji [46]. Te pasozytujace owady moga stanowic¢
zatem wazny rezerwuar opisywanych bakterii.

Pateczki z gatunku A.baumannii sa patogenami
oportunistycznymi. Stwarzaja ogromne ryzyko dla
pacjentow, szczegolnie leczonych na oddziatach inten-
sywnej terapii, przewlekle chorych, z ostabionym
ukladem odpornosciowym. Bakterie te sg przyczyna
zapalenn ptuc typu VAP (ventilator-associated pneu-
monia), zakazen drég moczowych, krwi, centralnego
ukladu nerwowego, miejsca operowanego, oczu, takze
skomplikowanych zakazen tkanek migkkich i skory
[46]. Pacjenci, ktoérzy przebyli zakazenie bakteryjne
o innej etiologii, w wyniku ktdrego przyjmowali anty-
biotyki w przeciggu 90 dni, s3 szczegélnie narazeni na
zakazenie A. baumannii. Mechaniczna wentylacja czy
zalozenie cewnika urologicznego stanowig dodatkowe
zagrozenie, wynikajace ze zdolnosci paleczki do wytwa-
rzania biofilmu [59].

2. Opornos¢ na antybiotyki -laktamowe

Karbapenemy, nalezagce do grupy antybiotykéw
B-laktamowych, uwaza sie za leki z wyboru w przypadku
zakazen wywolanych przez A. baumannii. Naduzywa-
nie lekéw z tej grupy w ostatnich dwoch dekadach
spowodowalo wytworzenie nowych mechanizméw
opornosci wérod opisywanych paleczek. U szczepow
A. baumannii wykazujacych catkowita oporno$¢ na
karbapenemy, zwykle wykrywa si¢ wspéldzialanie kilku

réznych mechanizméw opornosci, przede wszystkim
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wytwarzanie karbapenemaz [97], a ponadto obni-
zong u paleczek Acinetobacter przepuszczalno$¢ blony
zewnetrznej wynikajaca z utraty poréw [30] oraz
nadekspresje systemow pomp usuwajacych antybio-
tyki z komorek bakteryjnych — mechanizm efflux [21].
W tabeli I zestawiono B-laktamazy wytwarzane przez
A. baumannii. Bakterie te wytwarzaja karbapenemazy
nalezace do klas A, B, Ci D wg Amblera [5], z ktérych
najczesciej wystepuja u tych szczepdw enzymy klasy D,
czyli enzymy CHDL (carbapenem-hydrolyzing class D
B-lactamases). Enzymy klasy B, metalo-p-laktamazy
MBL (metallo-p-lactamase) wystepuja u A. bauman-
nii rzadziej niz CHDL. Natomiast nalezace do klasy A
enzymy KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase)
stanowig najwieksze zagrozenie dla oséb w przypadku
zakazenia szczepami KPC+, ze wzgledu na zakres sub-
stratowy tych enzymow, obejmujacy wszystkie antybio-
tyki B-laktamowe oraz zlokalizowanie genéw je koduja-
cych w ruchomych elementach genetycznych. Enzymy
klasy C wystepujace u A. baumannii to naturalne cefa-
losporynazy, jedynie enzym ADC-68, ma zdolnos¢ do
hydrolizy karbapenemow [42].

2.1. Enzymy CHDL

Kazdy szczep A. baumannii posiada w chromoso-
mie gen kodujacy enzym CHDL z grupy OXA-51-like.
B-laktamazy te posiadaja niskg aktywno$¢ w stosunku
do karbapenemoéw. Jednakze, gdy gen bla, ., poprze-
dza sekwencja insercyjna ISAbal lub ISAba9, zawiera-
jaca sekwencje silnego promotora, dochodzi do nad-
ekspresji genu, zdolnos¢ do hydrolizy karbapeneméw
wzrasta i szczep A. baumannii staje si¢ srednio wrazliwy
na t¢ grupe¢ antybiotykow [82].

U szczepoéw z gatunku A. baumannii wykazano
obecnos¢ pieciu 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, posiadaja
staba aktywnos$¢ karbapenemaz. Nie wykazujg takze
znaczacej aktywnosci wobec cefalosporyn o szerokim
zakresie substratowym. Do wyksztalcenia si¢ opornosci
na wysokie stezenia karbapenemow u szczepu A. bau-
mannii wytwarzajacego powyzsze enzymy CHDL,
potrzebna jest jednoczesna nadekspresja systemow
pomp typu eftlux i/lub zmniejszona przepuszczalnosé
blony zewnetrznej. Ponadto, ekspresja genéw bla,
kodujacych B-laktamazy CHDL moze by¢ regulo-
wana przez sekwencje insercyjne (ISAbal, ISAba2,
ISAba3, 1SAbal8) [83], ktore pelnigc role silnych
promotorow, w efekcie nadaja enzymowi aktywnos¢
karbapenemazy [108].

Pierwszy enzym CHDL wykryty u A. baumannii
to OXA-23 (nazwany poczatkowo ARI-1, Acinetobac-
ter resistant to imipenem) [100]. Enzym kodowany
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byl przez gen zlokalizowany w plazmidzie szczepu
izolowanego w Szkocji. Grupa OXA-23 to najbar-
dziej rozpowszechnione enzymy CHDL wérdd pale-
czek A. baumannii na $wiecie. Opisano wystepowanie
szczepOw wytwarzajacych te enzymy w wielu krajach:
Polsce, Chorwacji, Francji, Grecji, Rumunii, Wloszech,
Hiszpanii, Turcji, Niemiec, Bulgarii, Egipcie, Algierii,
Tunezji, Izraelu, Tajwanie, Chinach, Korei Potudnio-
wej, Singapurze, Stanach Zjednoczonych, Kolumbii,
Brazylii, Australii [25, 56, 70]. Badania Mugnier i wsp.
[65] wykazaty obecno$¢ gendw bla_, ,, u A. baumannii
poprzedzonych sekwencja ISAbal, w transpozonach
Tn2006, Tn2007 i Tn2008. Wykazano, iz w szczepach
klinicznych A. baumannii transpozon Tn2006 zawiera-
jacy gen bla_, .. zlokalizowany byt w chromosomie lub
plazmidzie, co moze znaczaco utatwic¢ rozprzestrzenia-
nie sie tych genéw. Do podgrupy enzymoéow OXA-23
zalicza sie takze OXA-27 [2] oraz OXA-49 [82]. Gen
bla ., .. zidentyfikowano u opornego na karbapenemy
szczepu A. baumannii wyizolowanego w Singapurze.
W 2014 roku opublikowano pracg, w ktérej opisano
nowy enzym z rodziny OXA-23 i byl to OXA-239 [104].
Szczepy wytwarzajace OXA-239 izolowano w Meksyku
w 2010 roku. Gen bla_, , ., byl poprzedzony sekwencja
insercyjna ISAbal.

Do innej grupy nabytych przez A.baumannii
karbapenemaz CHDL nalezg enzymy OXA-40-like
(nazywane takze OXA-24-like). Sg one mniej rozpo-
wszechnione niz OXA-23-like. Geny bla , , wykryto
u szczepdw A. baumannii zaréwno w chromosomie,
jak i w plazmidach [82]. Enzymy OXA-40 wytwa-
rzaly szczepy izolowane z Pétwyspu Iberyjskiego [63],
Bulgarii [106], Francji [36], Stanéw Zjednoczonych
[56]. Do grupy OXA-40-like nalezg takze enzymy:
OXA-25, OXA-26 [2] oraz OXA-72 [98]. Enzym
OXA-25 wytwarzal szczep A.baumannii izolowany
w Hiszpanii, a enzym OXA-26 szczep pochodzacy
z Belgii [2]. Lokalizacja genéw kodujacych oba enzymy
nie zostala okreslona. Enzym OXA-72 wykryto u szcze-
pow A. baumannii z Tajwanu [50], Kolumbii [98],
Japonii, Brazylii, Chorwacji, Litwy [86]. Gen bla_, .,
zlokalizowany byl za kazdym razem w plazmidach.
Obecnos¢ genu bla , ., warunkowala u szczepow
A. baumannii wzrost wartosci MIC sulbaktamu
(16 mg/1), imipenemu i meropenemu (32 mg/1), ampi-
cyliny (1024 mg/1), tykarcyliny (> 1024 mg/1) [38, 50].

Enzym OXA-58 razem z OXA-96 [48], OXA-97
[78] 1 OXA-164 [39] tworzg kolejng grupe enzymow
CHDL. Gen kodujacy enzym OXA-58, pierwszy raz
zostal wykryty u szczepu MDRAB wyizolowanego
we Francji [79]. Nastepnie opisywano wystepowanie
szczepOw wytwarzajacych ten enzym w Hiszpanii,
we Wtoszech, Belgii, Turcji, Grecji, Austrii, Wielkiej
Brytanii [46], a takze w Australii, Stanach Zjednoczo-
nych, Kuwejcie, Pakistanie, Chinach [31] i w krajach
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Najbardziej istotne B-laktamazy wytwarzane przez szczepy A. baumannii

Tabela I

Klasa Rodzina Karba- L Pismien-
B-laktamaz wg B-laktamaz Enzym penemaza Lokalizacja genu nictwo
Amblera [5]

KPC-2
KpC-3 + Chromosom [93]
KPC-4
KPC-10
GES-11 + Plazmid [17]
GES-14 + Plazmid [7]

A ESBL GES-12 Plazmid (7]
GES-22 - ? [12]
PER-1 Transpozon Tni1213 [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 N 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 O]
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 Plagmid [38]
OXA-182 [47]
OXA-235 Chromosom i plazmid
OXA-236 (37]
OXA-237 Plazmid

»+~ — enzym posiada aktywnos¢ karbapenemazy; ,,-” — enzym nie posiada aktywnosci karbapenemazy; ,,2” — brak danych
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Ameryki Poludniowej: Argentynie [46], Wenezueli
[99], Chile [73]. Gen bla_, ., znajdowal si¢ w pla-
zmidach. Enzym OXA-58 wykazuje slabg aktywno$¢
karbapenemaz, lecz w przypadku obecnosci sekwen-
cji insercyjnych ISAbal, ISAba2, ISAba3, IS18 poziom
opornosci na karbapenemy szczepéw wytwarzajacych
OXA-58 znacznie wzrasta [83]. Gen bla_, ,, wykryto
u szczepu A. baumannii wyizolowanego w Singapurze
(48], a gen bla . u szczepu z Tunezji [78].

W 2009 roku opisano nowy enzym CHDL wystepu-
jacy u A. baumannii - OXA-143 [38]. Szczep Kkliniczny,
u ktorego wykryto OXA-143, wyizolowano w Brazylii.
Enzym wykazuje 88% podobienstwa sekwencji amino-
kwasowej z OXA-40, 63% z OXA-23 i 52% z OXA-58.
Gen bla_, ., zlokalizowany byl w plazmidzie, w ktérym
jednak nie wykryto obecnosci integronéw i sekwen-
¢ji insercyjnych [38]. Zakres substratowy OXA-143
obejmuje penicyliny oraz karbapenemy, bez znacz-
nej aktywnosci wobec cefalosporyn III i IV genera-
cji. W 2010 roku badacze z Korei Potudniowej opisali
inny enzym CHDL, OXA-182, wykazujacy 93% podo-
bienstwa sekwencji aminokwasowej z OXA-143 i 89%
z OXA-40. Zaliczono go do grupy OXA-143-like. Warto
zaznaczyc, Ze szczep wytwarzajacy ten enzym wyizolo-
wano juz w 2002 roku [47]. Gen bla, ., zlokalizowany
byt w plazmidzie. Warto$¢ MIC imipenemu u pieciu
z sze$ciu badanych szczepdw A. baumannii posiadaja-
cych bla, ., wynosita powyzej 32 pug/ml [55].

Enzymy OXA-235, OXA-236, OXA-237 stanowig
podgrupe B-laktamaz typu CHDL nazwang OXA-235-
like [37]. Enzymy te wykryto u 9 szczepdw wyizolo-
wanych w Stanach Zjednoczonych i jednego szczepu
z Meksyku. U 8 szczepéw wystepowat gen bla_, ..,
natomiast bla, ... i bla_, . wykryto u pozostatych
dwoch badanych izolatéw. Sekwencja aminokwa-
sowa tych karbapenemaz wykazywala 85% podobien-
stwa z sekwencja OXA-134, 54-57% podobienstwa
z OXA-23, OXA-24, OXA-58 i OXA-143, oraz 56%
podobienstwa z sekwencja OXA-51 [37]. Geny bla_, ..
zlokalizowane byty w chromosomie i/lub plazmidzie,
podobnie jak bla , .., natomiast bla_, .. wystepowal
tylko w plazmidzie. Geny wszystkich trzech enzymoéw
nalezacych do tej grupy byly oflankowane sekwencjami
ISAbal. Enzymy OXA-235-like hydrolizujg penicyliny
i karbapenemy, nie wykazuja aktywnosci wobec cefa-
losporyn III i IV generacji [37].

2.2. Enzymy MBL

Metalo-B-laktamazy posiadaja w swoim centrum
aktywnym jon metalu dwuwarto$ciowego. Ich zakres
substratowy obejmuje wszystkie antybiotyki [-lakta-
mowe za wyjatkiem monobaktamoéw, a ich aktyw-
nos¢ nie jest hamowana przez inhibitory p-laktamaz,
jakimi sa kwas klawulanowy, sulbaktam i tazobaktam.
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Wystepuja one u szczepow A. baumannii znacznie
rzadziej niz p-laktamazy serynowe. Obecnie opisano
pie¢ rodzin enzyméw MBL wystepujacych u pateczek
A. baumannii: IMP (imipenem (-lactamase), VIM
(Verona integron-encoded metallo-p-lactamase) [107],
SIM (Seoul imipenemase) [54], NDM (New Delhi
metallo-B-lactamase) [44] oraz TMB (Tripoli metallo-
B-lactamase) [45].

W obrebie duzej rodziny enzymoéw IMP, u A. bau-
mannii opisano wystepowanie dziewieciu z nich. Meta-
loenzym IMP-1 wykryto u szczepdw A. baumannii
wyizolowanych we Wtoszech, Japonii [86], Korei Potu-
dniowej [53], Indiach, Tajwanie i Kuwejcie [86]. Enzym
IMP-2 wytwarzaly szczepy z Wtoch [92] i Japonii
[86]. Enzym IMP-4 wykryto u szczepdw 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]. Wystepowanie
B-laktamaz IMP-11 i IMP-19 opisano w Japonii [112],
IMP-14 w Tajlandii [86]. Geny kodujace enzymy IMP
zlokalizowane byty w obrebie integronéw klasy I.

Pierwszy enzym typu VIM wykryto i opisano
u szczepu z gatunku A. baumannii wyizolowanego
w Korei Potudniowej [113]. Byl to enzym VIM-2.
Nastepnie opisano wytwarzanie tego enzymu przez
szczep A. baumannii w Kuwejcie [86]. Gen bla,,, , zlo-
kalizowany byl w obrebie integronu klasy I. Kolejno
wykrywano u szczepow A. baumannii enzymy: VIM-1
w Grecji [107], VIM-4 we Wtoszech [60], VIM-6
w Indiach [86] i VIM-11 w Tajwanie [86]. Geny kodu-
jace metaloenzymy VIM-1 i VIM-11 zlokalizowane byty
w obrebie integrondow klasy I. Warto zauwazy¢, ze w Pol-
sce rowniez wykryto u A. baumannii enzym z rodziny
VIM, nie okre$lono jednak jego sekwencji [111].

Enzym SIM-1 jest jedyna P-laktamazg z rodziny
SIM. Dotychczas opisano jej wystepowanie jedynie
u szczepow A. baumannii wyizolowanych w Korei Potu-
dniowej [54]. SIM-1 wykazuje najwieksze podobien-
stwo do sekwencji aminokwasowej enzymow z rodziny
IMP: do IMP-12 (69%) i do IMP-9 (64%). Gen bla, |
zlokalizowany byl w obrebie integronu klasy I, gdzie
stanowil pierwsza kasete genowa. Izolaty wytwarza-
jace SIM-1 wykazywaly wzglednie niskie wartosci MIC
imipenemu i meropenemu (dla obu antybiotykow
8-16 ug/ml) i posiadaly fenotyp szczepéw MDR [54].
Zakres substratowy tego enzymu obejmuje penicyliny,
cefalosporyny i karbapenemy [54].

Szczepy A. baumannii wytwarzajace metalo-p-lak-
tamaze NDM-1 s3 coraz cze$ciej izolowane w rdz-
nych czedciach $wiata. Enzym, poczatkowo zidenty-
fikowany u K. pneumoniae, obecnie wykrywany jest
u wielu gatunkéw bakterii Gram-ujemnych. U szcze-
pow A. baumannii enzym NDM-1 wykryto w Europie:
w Niemczech, Szwajcarii, Francji, Stowenii [9], Stowa-
cji [49], w Afryce wschodniej [90], Algierii, Libanie
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- gdzie izolowano szczepy od uchodzcéw z Syrii [87],
takze w Ameryce Poludniowej w Brazylii [76], w Azji
w Chinach [114], Japonii [68] oraz w Indiach [44],
gdzie wyizolowany byl po raz pierwszy. W 2011 opisano
szczep A. baumannii wytwarzajacy enzym NDM-2 (rdz-
nigcy si¢ od NDM-1 w sekwencji aminokwasowej obec-
noscig alaniny zamiast proliny w pozycji 28). Szczep
wytwarzajacy ten enzym byl wyizolowany od pacjenta
narodowosci niemieckiej, hospitalizowanego w Egip-
cie [43]. Szczepy A. baumannii wytwarzajace enzym
NDM-2 wyizolowano takze w Izraelu i Zjednoczonych
Emiratach Arabskich. Geny kodujace enzymy z grupy
NDM, oflankowane z dwoch stron dwiema kopiami
sekwencji insercyjnej ISAbal25 zawierajacej sekwen-
cje promotorows, zlokalizowano w obrebie transpo-
zonu TnI25 [9]. Enzym NDM-1 moze by¢ kodowany
zaréwno chromosomalnie jak i plazmidowo, natomiast
gen kodujacy enzym NDM-2 wystepowal dotychczas
u szczepow A. baumannii tylko w chromosomie [86].

W kwietniu 2014 roku zesp6t badaczy z Japonii opisat
szczep A. baumannii wytwarzajacy metalo-p-laktamaze
z rodziny TMB [45]. W zakres substratowy tych enzy-
méw wchodzg wszystkie antybiotyki [B-laktamowe,
z wylaczeniem imipenemu. Z tego wzgledu fenotyp taki
nazywany jest paradoksalnym. Gen bla . , zlokalizo-
wano w obrebie integronu klasy I. Wytwarzanie enzymu
TMB-2 wykryto w Japonii, u innych gatunkéw z rodzaju
Acinetobacter: A. pitti i Acinetobacter gatunek genowy
14B]J, lecz nie u A. baumannii [45].

2.3. Karbapenemazy nalezace do klasy A wg Amblera

Do B-laktamaz serynowych klasy A, o aktywnosci
karbapenemaz wytwarzanych przez A.baumannii,
naleza enzymy KPC oraz niektére enzymy z rodziny
GES (Guiana extended spectrum). -laktamazy KPC
stanowig zagrozenie przede wszystkim ze wzgledu na
obecno$¢ genow je kodujacych w ruchomych elemen-
tach genetycznych, takich jak plazmidy koniugacyjne,
a takze ze wzgledu na zakres substratowy, ktory obej-
muje wszystkie antybiotyki -laktamowe. Dotychczas
szczepy z kompleksu A. calcoaceticius — A. baumannii
wytwarzajace enzymy KPC wykryto jedynie w Puerto
Rico [93]. Sposrdd 10 izolatéw enzym KPC-3 wytwa-
rzalo siedem, natomiast pozostale 3 szczepy wytwarzaly
po jednym enzymie: KPC-2, KPC-4 oraz KPC-10 [93].

Coraz czgsciej izoluje si¢ szczepy A.baumannii
wytwarzajace enzymy z rodziny GES. Wykryto izo-
laty wytwarzajace aktywne wobec karbapenemoéw
enzymy GES-11 i GES-14. Geny bla_, zlokalizowane
byly u szczepow A. baumannii w plazmidach w obre-
bie integronéw klasy I [8, 64]. Opisano wystepowa-
nie szczepow A. baumannii wytwarzajacych GES-11
w Turcji, Belgii, Egipcie, Kuwejcie, Gazie oraz Francji.
GES-14 wykryto u szczepéw izolowanych w Turcji,

397

Belgii i Kuwejcie [3]. Oporno$¢ na wysokie steze-
nia karbapenemdéw moze wynikaé przede wszystkim
z wytwarzania przez dany szczep jednoczes$nie enzy-
moéw z rodziny GES oraz enzyméw CHDL. Najczes-
ciej opisywane jest dzialanie synergistyczne enzymu
GES-111 OXA-23 [17] lub OXA-40 [19].

2.4. Nabyte enzymy ESPL hamowane przez
inhibitory pB-laktamaz

Enzymy ESPL (extended spectrum -lactamase)
wystepuja u szczepow A. baumannii znacznie rza-
dziej niz oksacylinazy CHDL, a takze nie stanowig tak
duzego zagrozenia dla zdrowia publicznego ze wzgledu
na brak aktywno$ci wobec karbapenemoéw. Szczepy
A. baumannii wytwarzajace enzymy gtéwnie z rodziny
PER (Pseudomonas extender resistant), VEB (Vietnam
extender spectrum [-lactamase), GES oraz znacznie
rzadziej CTX-M (cefotaxime hydrolyzing capabilities),
TEM (Temoneira) i SHV (sulthydryl variable) wykry-
wane sg w wielu czesciach $wiata [86].

Pierwszym enzymem ESPL wykrytym u A. bau-
mannii byl PER-1 [77]. Enzym ten jest zdolny do hydro-
lizy penicylin, oksyimino-cefalosporyn (III generacja)
i aztreonamu. U A. baumannii gen bla,, , byt czescig
transpozonu Tni1213. Oflankowany byt dwiema rdz-
nymi sekwencjami insercyjnymi ISPa12i1SPal3, a eks-
presja genu zachodzito przy udziale silnego promotora
zlokalizowanego w ISPa12 [77]. Enzym PER-1 wytwa-
rzaly szczepy A. baumannii wyizolowane w Belgii [66],
Turcji, Wloszech, Rosji, Korei Potudniowej, Indiach,
Chinach, Japonii [6], Iranie [27]. U szczepdw z gatunku
A. baumannii stwierdzono takze obecnos¢ enzymoéw
PER-2 [15], PER-3 [4], PER-7 [10] i PER-8 [86]. Gen
bla,. . w odréznieniu od genu bla,.. ,, poprzedzata
jedna kopia sekwencji ISPal2, lecz nie wystepowala
sekwencja ISPal3. Enzym PER-2 wytwarzaly szczepy
wyizolowane w Ameryce Poludniowej [15, 75]. Enzym
PER-3 zostal 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 bla, . . zlokalizowano w plaz-
midzie, w drugim przypadku enzym kodowany byt
chromosomalnie, jednak w obu przypadkach geny
wystepowaly w obrebie integronéw klasy I, gdzie
poprzedzata je sekwencja ISCRI zawierajaca sekwen-
cje promotorowg. Opornos¢ na wysokie stezenia karba-
penemow wystepowala tylko w przypadku, gdy szczep
wytwarzal jednocze$nie enzymy PER-7 i OXA-23 [10].

Kolejng grupg enzyméw ESPL  wystepujacych
u A. baumannii s3 enzymy VEB. Szczepy A. bauman-
nii wytwarzajace enzym VEB-1 byly przyczyng zaka-
zen szpitalnych, ktore mialy miejsce we Francji i trwaty
9 miesiecy (od sierpnia 2001 do kwietnia 2002 roku)
[80]. Gen kodujacy te [-laktamaze zlokalizowano
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w obrebie integronow klasy I w chromosomach bak-
teryjnych [80]. W Argentynie w 2009 roku wyizolo-
wano cztery szczepy A. baumannii wytwarzajace enzym
VEB-la. Gen bla,, kodujacy te p-laktamaze byt
poprzedzony sekwencjg ISCR2 [81]. Ponadto, szczepy
A. baumannii posiadajace gen bla, .,  wykryto w Belgii
[66], Iranie, Tajwanie [27, 28] i Ameryce Poludnio-
wej [75]. Gen bla,,, , opisano u pojedynczego szczepu
A. baumannii z Tajwanu, bla, . u szczepu ze Standw
Zjednoczonych [86].

Enzymy z rodziny CTX-M, hydrolizujace cefotak-
sym i ceftriakson, zostaly wykryte u szczepéw A. bau-
mannii w kilku regionach $wiata: 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 s roz-
powszechnione wérod pateczek z rodziny Enterobac-
teriaceae, natomiast u szczepow A. baumannii wyste-
puja niezmiernie rzadko. Podejrzewa sie, ze wynika to
z obecnosci gendéw kodujacych te B-laktamaze w plaz-
midach o waskim zakresie gospodarzy, co uniemozli-
wia ich replikacje u pateczek niefermentujacych [84].
U szczepu A. baumannii z Haiti gen bla_, . .z poprze-
dzajaca gen sekwencja ISEcp1, zlokalizowano w obrebie
transpozonu, w bakteryjnym chromosomie [84].

Enzymy typu ESBL nalezace do rodziny GES, poza
tymi o aktywnosci karbapenemaz, wykrywa si¢ coraz
czesciej u szczepow A. baumannii. p-laktamaza GES-12,
wytwarzana przez szczep wyizolowany w Belgii, w wyn-
iku substytucji Thr237Ala (w poréwnaniu do GES-11)
nabrala silnej aktywnosci hydrolitycznej wobec cefta-
zydymu [7]. Gen bla_, ,, zlokalizowano w obrebie inte-
gronu klasy I w plazmidzie [7]. Innym enzymem z tej
rodziny wytwarzanym przez A. baumannii jest GES-22,
ktéry wykryto u dwoch szczepdw z Turcji [12]. U obu
szczepow gen bla . ,, byl zlokalizowany w plazmidzie,
w obrebie integronu klasy I.

Nietypowym enzymem ESPL wykrytym u A. bau-
mannii jest karbenicylinaza CARB-10, hydrolizujaca
cefepim i cefpirom, lecz nie wykazujaca aktywnosci
wobec ceftazydymu czy cefotaksymu. Szczep posia-
dajacy gen bla_, .., (zlokalizowany w plazmidzie,
z poprzedzajaca go sekwencja ISAba9) wyizolowano
we Francji [85].

VEB-7

2.5. Enzymy AmpC

Szczepy A. baumannii posiadaja w chromosomie
geny kodujace cefalosporynazy typu AmpC. Enzymy
tego typu wystepujace u A. baumannii okreslane sa
jako enzymy ADC. Geny kodujace te bialka ulegaja
ekspresji na staltym, niskim poziomie, niewystarczaja-
cym dla wyrazania opornosci na oksyimino-cefalospo-
ryny u paleczek Acinetobacter. W przypadku obecno-
Sci powyzej genu bla, . sekwencji insercyjnej ISAbal,
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zawierajacej silny promotor, ekspresja genu wzrasta.
Skutkuje to pojawieniem si¢ opornosci na cefalosporyny
III generacji: ceftazydym i cefotaksym [95]. Enzymy
AmpC, hydrolizujace takze cefalosporyny IV genera-
¢ji, nazywane sg enzymami o rozszerzonym zakresie
substratowym — ESAC (extended spectrum AmpC).
Wystepuja czesto u gatunkéw z rodziny Enterobacte-
riaceae i P, aeruginosa, wykryto je réwniez u A. bau-
mannii. Aktywno$¢ enzymoéw ESAC jest warunkowana
substytucjami, delecjami lub insercjami w sekwen-
¢ji aminokwasowej w poblizu centrum aktywnego
enzymu. U szczepow A. baumannii wykryto nalezace
do tej grupy enzymy ADC-33 i ADC-56. W sekwencji
aminokwasowej ADC-33 nastgpila substytucja Pro-
210Arg oraz duplikacja Ala w pozycji 215 (wewnatrz
petli omega). Co istotne, obie mutacje muszg mie¢
miejsce, aby enzym ADC-33 mial szeroki zakres sub-
stratowy. Wyizolowany od pacjenta z Gwadelupy szczep
A. baumannii wytwarzajacy ADC-33, wykazywal opor-
no$¢ na cefalosporyny III i IV generacji [95]. Drugim
enzymem nalezagcym do ESAC i wytwarzanym przez
A. baumannii jest ADC-56. Poszerzony zakres sub-
stratowy tego enzymu wynika z substytucji Arg148Glu.
Szczepy, u ktérych wykryto ta cefalosporynaze, pocho-
dzily od dwdch pacjentéw z miasta Pittsburgh w Sta-
nach Zjednoczonych. Na podstawie analizy PFGE
stwierdzono, ze szczepy pochodzace od tych pacjentow
byty ze soba spokrewnione i nalezg do europejskiego
klonu 2, kompleks klonalny 92 [105].

W 2014 roku opisano enzym ADC-68, ktory jest
pierwsza B-laktamazg typu AmpC wytwarzang przez
A. baumannii posiadajacg aktywnos$¢ karbapenemazy.
Szczep pochodzil od pacjenta z Korei Potudniowej i byt
oporny na penicyliny, cefalotyne, ceftazydym, cefotak-
sym, imipenem, meropenem i ertapenem. Gen bla
zlokalizowany byt w chromosomie [42].

ADC-68

3. Opornos¢ na antybiotyki inne niz $-laktamy
3.1. Opornos¢ na chinolony i fluorochinolony

Dziatanie chinolonéw i fluorochinolonéw polega
na hamowaniu replikacji bakteryjnego DNA poprzez
oddzialywanie na gyraze DNA (kodowang przez geny
gyrA i gyrB) oraz topoizomeraze IV (kodowang przez
geny parA i parC). Mutacje zachodzace w obrebie
genéw kodujacych te enzymy, powoduja brak mozli-
wosci przylaczenia sie czasteczki antybiotyku do kom-
pleksu enzym-DNA, ze wzgledu na zmiany struktu-
ralne zachodzace w biatku. Do mutacji dochodzi
w obszarze warunkujagcym opornos¢ na chinolony
- QRDR (quinolone resistance-determining region).
U szczepéw A. baumannii mutacje odpowiedzialne
za wzrost warto$ci MIC cyprofloksacyny to substy-
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tucja Ser83Leu w przypadku GyrA oraz substytuacja
Ser80Leu w sekwencji ParC [41].

Innym mechanizmem opornosci na chinolony sa
pompy blonowe, zlokalizowane w ostonach komoérko-
wych bakterii, aktywnie usuwajace antybiotyki z ko-
morki. Systemy pomp wystepujace u szczepow A. bau-
mannii obejmujace swoim zakresem substratowym te
grupe chemioterapeutykéw to: AdeABC, AdelJK [21],
AdeFGH [22] (wszystkie trzy z rodziny RND) a takze
AbeS (z rodziny SMR) i AbeM (z rodziny MATE) [21].
Opornos¢ szczepdw A. baumannii na wysokie stezenia
chinolonéw najczesciej wiaze si¢ ze wspotobecnoscia
obu przedstawionych powyzej mechanizmdéw opor-
nosci, tj. mutacjami w genach gyr/par i dziataniem pomp
btonowych. Dotychczas nie wykryto u A. baumannii
genow kodujacych pompy blonowe zlokalizowanych
w plazmidach warunkujgcych oporno$¢ na chinolony.

3.2. Opornos$¢ na aminoglikozydy

Antybiotyki aminoglikozydowe hamujg synteze
bialek wigzac sie gléwnie z podjednostka 30S rybo-
somow. Opornos¢ na te antybiotyki wynika przede
wszystkim z wytwarzania enzyméw modyfikujacych
aminoglikozydy, okreslanych skrétem AME (amino-
glycoside-modyfying-enzyme). Enzymy AME obejmuja
O-fosfotransferazy APH (aminoglycoside phospho-
transferase), O-adenylotransferazy ANT (aminogly-
coside nucleotydylotransferase) i N-acetylotransferazy
AAC (aminoglycoside acetylotransferase). Wszystkie
trzy wymienione grupy enzymow wykryto réwniez
u szczepdw A. baumannii. Geny kodujace te enzymy
czesto s3 zlokalizowane w obrebie réznych ruchomych
elementéw genetycznych, jak: plazmidy, transpozony
i integrony. W obrebie integronu, geny kodujace AME
wystepuja czesto z genami warunkujacymi opornosé
na inne grupy antybiotykéw np. B-laktamy, co prowa-
dzi do wielolekoopornosci [8, 64]. Najwazniejszymi
AME w przypadku opisywanej paleczki sa enzymy:
AAC(3’)-I modyfikujacy gentamycyne, APH(3’)-VI
modyfikujacy amikacyne, kanamycyne i neomycyne
oraz AAC(6°)-Ib modyfikujacy tobramycyne, netilmy-
cyne i amikacyne. W 2014 roku w badaniu przeprowa-
dzonym na 173 szczepach A. baumannii, odsetek szcze-
pow opornych na aminoglikozydy, gdzie wartosci MIC
amikacyny i gentamycyny s3 wyzsze niz 512 pg/ml,
osiagnal 59% [69]. Wsrod wszystkich badanych szcze-
pow wykryto 15 réznych enzyméw AME [69]. Najczes-
ciej wystepowaly enzymy ANT(3”)-1 (115 szczepdéw),
AAC(3)-1 (78 szczepow), APH(3’)-1 (59 szczepdw)
oraz AAC(6°)-Ib (56 szczepdw).

Innym mechanizmem opornosci na aminogliko-
zydy jest metylacja miejsca aktywnego w rybosomie
przez metylazy. U A. baumannii wykryto metylazy
ArmA i RmtB. Wytwarzanie enzymu ArmA opisano
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u szczepow A. baumannii izolowanych z wielu kra-
jow: Chin, Korei Potudniowej, Wietnamu, Japonii,
Stanéw Zjednoczonych, Norwegii, Wioch, Bulgarii,
Iranu i Algierii [86]. Doi i wsp. [26] wykryli u 5 bada-
nych szczepdw A. baumannii obecno$¢ genu armA.
U jednego izolatu gen ten byt zlokalizowany w obrebie
transpozonu Tn1548, obecnego w plazmidzie. W innym
badaniu gen armA zostal wykryty u 59,5% badanych
szczepow A. baumanniiiu 98% szczepow tego gatunku
opornych na aminoglikozydy [69]. Metylaze RmtB
wykryto u 9 szczepdw A. baumannii wyizolowanych
w Wietnamie [86].

Wplyw na oporno$¢ szczepéw A. baumannii na
aminoglikozydy ma réwniez nadekspresja systemow
pomp blonowych AdeABC i AdeFGH, z rodziny RND
[21]. Antybiotyki aminoglikozydowe: kanamycyna
i gentamycyna, sg takze substratami dla pompy AbeM
z rodziny MATE, ktora wystepuje u szczepow A. bau-
mannii [103].

3.3. Opornos¢ na kolistyne

Kolistyna, inaczej polimyksyna E, nalezy do grupy
polikationowych, antybiotykéw peptydowych. Jej aktyw-
nos¢ bakteriobdjcza wiaze si¢ z dzialaniem na lipid A
powodujac dezorganizacje blony zewnetrznej bakterii.
Istnieja dwie hipotezy dotyczace mechanizmu opornosci
A. baumannii na kolistyne. Pierwsza z nich sugeruje
catkowitg utrate przez bakteri¢ LPS. W wyniku mutacji
w genach IpxA, IpxC lub IpxD, badz obecnosci sekwen-
cji insercyjnej ISAball inaktywujacej te geny, dochodzi
do przedwczesnej terminacji translacji biatka katalizuja-
cego biosynteze lipidu A i w konsekwencji do catkowitej
utraty LPS [72]. Oznacza to brak punktu uchwytu dla
kolistyny i opornos¢ szczepu na ten zwigzek.

Druga teoria dotyczy modyfikacji LPS. Mutacje
w genach pmrA i/lub pmrB, kodujacych system dwu-
sktadnikowy PmrA/PmrB prowadza do konstytutyw-
nej ekspresji genu pmrA, ktory z kolei bierze udzial
w up-regulacji operonu pmrCAB. Reguluje on synteze
i transfer fosfoetanoloaminy do lipidu A. Doprowadza
to do obnizenia tadunku ujemnego lipidu A, co jedno-
cze$nie zmniejsza powinowactwo kolistyny do LPS.
Niektore szczepy A. baumannii posiadajg gen pmrC-like,
nazwany eptA, ktérego ekspresja jest wyzsza u szczepow
opornych na kolistyne [72].

Po raz pierwszy szczepy z rodzaju Acinetobac-
ter oporne na kolistyne wyizolowano w Czechach
w 1999 roku. W kolejnych latach stwierdzono ich
obecno$¢ w Hiszpanii i Bulgarii, a takze poza Europa
- w Australii, Azji, Ameryce Péinocnej i Potudniowe;.
Najwyzszy odsetek (40,6%) szczepdw opornych na koli-
styne notowano w Hiszpanii.

Kolistyna nalezy do antybiotykow ostatniej szansy
w przypadku zakazen wielolekoopornymi szczepami
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A. baumannii. W lecznictwie stosuje si¢ mieszanine
siarczanéw polimyksyny B i E. W latach 70. XX wieku
zaprzestano podawania kolistyny chorym ze wzgledu
na silne dzialania niepozadane (nefro- i neurotoksycz-
no$¢). Jednak najnowsze badania wskazuja, iz tok-
syczno$¢ kolistyny okazala si¢ nizsza niz pierwotnie
sadzono [58]. Nie ulega jednak watpliwosci, ze mono-
terapia zwigksza prawdopodobienistwo wytworzenia
opornosci na podawany antybiotyk, natomiast lecze-
nie skojarzone moze prowadzi¢ do kumulacji dzialan
niepozadanych. Ponadto, monoterapia moze przyczy-
ni¢ sie do wyksztalcenia si¢ heteroopornosci szczepow
[58]. Liu i wsp. [58] przeprowadzili w 2014 roku analize¢
skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania mono- i poli-
terapii polimyksynami. Uzyskane wyniki wskazywaty
na skuteczno$¢ kliniczna polimyksyn. Analiza wyka-
zala réwniez podobng nefrotoksycznos¢ podawanej
kolistyny i placebo. Mimo stosowania polimyksyn
w pofaczeniu z innymi, potencjalnie uszkadzajacymi
nerki antybiotykami (np. aminoglikozydami), uszko-
dzenie nerek ujawnilo si¢ u zaledwie 11% pacjentdw,
a w przypadku dwoch innych badan, niewydolnosci
nerek w ogole nie stwierdzono [58].

4. Aktywne usuwanie antybiotykow z komorki
bakteryjnej przy udziale pomp blonowych
- mechanizm efflux

Opornos¢ szczepéw A. baumannii na antybiotyki
warunkujg takze mechanizmy nieenzymatyczne, takie
jak: aktywnos$¢ pomp blonowych usuwajacych anty-
biotyk z komorki bakteryjnej oraz modyfikacje/utrata
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kanatéw umozliwiajacych dotarcie substancji prze-
ciwdrobnoustrojowej do wnetrza bakterii. Dotychczas
poznano 5 systeméw pomp MDR bioracych udzial
w czynnym usuwaniu antybiotykéw z komorki bakte-
ryjnej. Pompy sklasyfikowano w rodziny lub superro-
dziny. U szczepdw A. baumannii opisano wystepowanie
systemow pomp: SMR (small multidrug resistance),
MATE (multidrug and toxic compound extrusion),
MEFS (major facilitator superfamily), RND (resistance
nodulation cell division) [21] oraz PACE (proteobac-
terial antimicrobial compound efflux) [35]. Poza syste-
mami pomp, ktérych geny wystepuja w chromosomie
szczepow A. baumannii (do ktorych zaliczaja sie pompy
z rodziny RND, MATE, SMR, pompa AmvA i CraA
z rodziny MFS) poznano réwniez nabyte systemy efflux,
o waskim zakresie substratowym, ktére warunkuja
oporno$¢ szczepdw na tetracykliny i chloramfenikol,
czyli nalezace do rodziny MFS pompy TetA, TetB,
CmlA i CmlA5. W tabeli II zestawiono informacje
o pompach btonowych opisanych dotychczas u szcze-
pow A. baumannii.

4.1. Systemy pomp RND

Systemy pomp z rodziny RND sa najbardziej roz-
powszechnionymi wsréd bakterii Gram-ujemnych
pompami MDR. Maja najwieksze znaczenie kliniczne
i s3 zdolne usuna¢ z komorki wiele substancji o roznej
budowie: antybiotyki, bromek etydyny, SDS (dode-
cylo siarczan sodu), triklosan oraz rozpuszczalniki
organiczne. Systemy pomp z rodziny RND zlozone
sg z trzech grup biatek: biatek RND, czyli transporte-
réw w blonie cytoplazmatycznej, bialek OMF (outer

Tabela II
Pompy blonowe obecne w ostonach komérkowych A. baumannii

Rodzina Pompa Zakres substrat Pi$mien-
pomp MDR akres substratowy nictwo
System AdeABC B-laktamy, afminognlikozyd}.r, makrolidy, fluorochinolony, tetracykliny, tygecyklina, [21]
chloramfenikol, trimetoprim
RND | System AdelK cefalosp(?ryny, tykarFylina, aztreonam? fluorochinolony, linkozami.dy, tetracykliny, (9]
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]
MEFS TetA tetracyklina 1]
TetB tetracyklina, doksycyklina, minocyklina
CmlA, CmlA5 | chloramfenikol [57]
gentamycyna, kanamycyna, fluorochinolony, chloramfenikol, trimetoprim, bromek etydyny,
MATE | AbeM DAPI, triklosan, trypoflawina, doksorubicyna, rodamina 6G, TPPCl (103]
SMR | Abes erytromycyna, fluorochinolony, chloramfenikol, nowobiocyna, SDS, bromek etydyny, [102]
deoksycholan
PACE | Acel chlorheksydyna, chlorek benzalkoniowy, chlorek dekwaliniowy, aryflawina, proflawina [35]
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membrane factor) pelnigcych funkcje kanatéw w btonie
zewnetrznej oraz biatek MFP (major fusion protein),
ktore tworzg kanaly taczace transportery RND z bial-
kami OME Dzieki tej budowie, systemy pomp umozli-
wiajg transport substancji poprzez obie blony (we-
wnetrzng i zewnetrzng). Geny kodujace biatka pomp
tworzg operony, w sktad ktérych wchodzg kolejno: pro-
motor, gen kodujacy biatka MFP, gen kodujacy biatka
transportera RND w blonie oraz gen kodujacy biatka
OME. Jedynie nadekspresja operonu nadaje szczepowi
fenotyp wielolekoopornosci [51].

Pierwszym opisanym u paleczek A.baumannii
systemem z rodziny pomp RND byl AdeABC (Acine-
tobacter drug efflux). Nastepnie odkryto u tego gatunku
pateczek kolejne dwa systemy pomp AdeFGH i AdelJK
[21]. Geny adeA, adeB i adeC tworza operon adeABC,
ktérego ekspresja jest Scisle regulowana przez dwu-
skladnikowy system regulatorowy AdeR-AdeS [61].
Zmiany w bialkach adeR (substytucja Proll6Leu)
i adeS (substytucja Thr153Met), a takze obecnos¢
sekwencji ISAbal przed operonem adeABC, powoduje
jego nadekspresje. System pomp AdeABC warunkuje
oporno$¢ (przy nadekspresji) na szereg grup anty-
biotykéw (tabela II) [21]. Udzial systemu AdeABC
w opornodci na karbapenemy jest niejasny. Badania
aktywnosci karbapenemoéw w obecnosci i bez uzycia
inhibitoréw pomp nie wykazaly réznic. Opornos¢
na wysokie stezenia tych antybiotykow stwierdza sie,
gdy nadekspresja genéw kodujacych ten system pomp
wystepuje jednocze$nie z wytwarzaniem enzymow
CHDL [36].

Innym systemem pomp z rodziny RND u szcze-
pow A. baumannii jest system AdelJK kodowany przez
operon adelJK. Warunkuje opornos¢ na czes$¢ antybio-
tykow usuwanych przez system AdeABC, a takze na
B-laktamy takie jak cefalosporyny, tykarcylina, i aztre-
onam oraz linkozamidy, ryfampicyne, kwas fusydowy,
nowobiocyne (tabela IT). Gen regulujacy ekspresje ope-
ronu adelJK okreslono w 2012 roku [96]. Byl to gen
adeN, kodujacy biatko adeN z rodziny biatek TetR. Gen
ten funkcjonowat jako represor.

Kolejnym systemem pomp z rodziny RND opisa-
nym u szczepdw A. baumannii jest system AdeFGH.
Geny kodujace ten system tworzg operon adeFGH.
Otwarta ramka odczytu kodujaca regulator transkrypcji
typu LysR - gen adeL, zlokalizowana jest powyzej ope-
ronu adeFHG, a jej transkrypcja zachodzi w przeciw-
nym kierunku. Mutacje w obrebie genu adeL warunkuja
nadekspresje systemu pomp AdeFGH [22]. Podobnie,
jak u pomp wymienionych wyzej, nadekspresja genow
tworzacych operon nadaje bakterii fenotyp wielo-
lekoopornosci. Pompa nadaje szczepom opornosé
na fluorochinolony, klindamycyne, chloramfenikol,
trimetoprim, a obnizong wrazliwo$¢ na tetracykliny,
tygecykline, sulfametoksazol.
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4.2. Inne systemy pomp blonowych

Poza systemami pomp z rodziny RND u A. bauman-
nii wykryto takze inne pompy, przyczyniajace sie do
wzrostu opornosci na okreslone antybiotyki (tabela IT).

System odpowiedzialny za naturalng opornos¢ na
chloramfenikol, to pompa CraA (chloramphenicol resi-
stance Acinetobacter) [94], nalezaca do rodziny MFS.
Z rodziny pomp MFS, wykryto takze pompe AmvA,
odpowiedzialng gléwnie za usuwanie erytromycny,
bromku etydyny i parakwatu [88]. Kolejny system,
AbeM, nalezacy do rodziny MATE, odpowiada za co
najmniej 4-krotny wzrost wartosci MIC gentamycyny,
fluorochinolondéw, 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 (TPPCIl) [103]. Nalezy zazna-
czy¢, iz badania dotyczace opornosci warunkowa-
nej obecno$cia pompy AbeM przeprowadzono na
komorkach Escherichia coli. Pompa AbeS z rodziny
SMR, kodowana przez znajdujacy si¢ w chromoso-
mie gen abeS, warunkuje oporno$¢ niskiego stopnia
(3-8-krotny spadek wartosci MIC przy inaktywacji
pompy) na erytromycyne, fluorochinolony, chloram-
fenikol, nowobiocyne, a takze na SDS, bromek etydyny,
deoksycholan [102].

Zdolno$¢ nabywania nowych genéw opornosci przez
szczepy A. baumannii dotyczy takze genéw kodujacych
pompy MDR. Poza opisanymi wyzej genami znajdu-
jacymi sie w chromosomie odkryto geny stanowigce
cze$ci plazmidow czy transpozondw, nabytych przez
bakterie. Do tej grupy naleza pompy z rodziny MFS:
TetA, TetB i CmlA, CmlA5. Najczesciej wystepujacymi
pompami u szczepow A. baumannii s TetA i TetB,
ktére odpowiadajg za usuwanie tetracykliny. Pompa
TetB usuwa réwniez minocykline i doksycykline.
Geny tetR i tetA zlokalizowano w obrebie transpozonu
Tn1721-like, natomiast gen tetB w plazmidach [91].
Oporno$¢ na chloramfenikol byta warunkowana przez
pompy CmlA i CmlA5 [57].

W 2013 roku Hassan i wsp. [35], opisali nowg
rodzing pomp MDR - rodzine PACE. Gen acel, kodu-
jacy pompe Acel (Acinetobacter chlorhexidine efflux
protein I), nalezaca do tej rodziny, zlokalizowany jest
w chromosomie bakteryjnym. Badania wykazaly, ze
nadekspresja genu zachodzi, gdy w srodowisku bakterii
znajdzie si¢ chlorheksydyna w stezeniu ponizej wartosci
nadajacej jej aktywnos¢. Obecnos¢ biatka Acel potwier-
dzono u A. baumannii, natomiast bialka homologiczne
do Acel znaleziono u P, aeruginosa, Vibrio parahaemo-
Iyticus, Burkholderia cenocepacia, Veillonella parvula
oraz E. coli. Substratem dla tej pompy u wszystkich
przebadanych gatunkow jest chlorheksydyna (stano-
wigca sktadnik antybakteryjnych mydet i plynéw do
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plukania ust). Niektore biatka Acel warunkuja opor-
no$¢ takze na inne substancje o dzialaniu dezynfekcyj-
nym i antyseptycznym (tabela II).

5. Kanaly blonowe - pory

U bakterii Gram-ujemnych w sktad oston komor-
kowych, chroniagcych m.in. przed szkodliwymi czyn-
nikami z zewnatrz, wchodzi bfona zewnetrzna. Poza
systemami pomp aktywnie usuwajacymi szkodliwe sub-
stancje z komorki, istotnym pod wzgledem opornosci
elementem blony, sg kanaly (pory) biatkowe. Umoz-
liwiajg one transport czasteczek poprzez podwdjng
warstwe lipidowa budujaca blone zewnetrzng. Zmiany
w strukturze lub zmiany w regulacji ekspresji genow
kodujacych te kanaly moga by¢ dla bakterii mechani-
zmem obronnym przed dzialaniem $rodkéw przeciw-
drobnoustrojowych. Szczepy A. baumannii posiadaja
wzglednie niska liczbe poréw, i dodatkowo o niewiel-
kich rozmiarach, co ogranicza naturalng przepuszczal-
nos$¢ blony zewnetrznej i tym samym nadaje wigksza
oporno$¢ na substancje przeciwbakteryjne. Odkryto
trzy rodzaje kanaléw blonowych, w przypadku ktérych
spadek ekspresji genéw je kodujacych ma znaczenie
w opornosci na antybiotyki u A. baumannii: CarQO,
Omp 33-36 oraz OprD.

Wystepujacy u szczepow A. baumannii kanal bial-
kowy CarO (carbapenem associated outer membrane
protein) odpowiedzialny jest za transport do wnetrza
komorki ornityny i innych aminokwasow, a takze, ze
wzgledu na konformacje strukturalng i miejsce wigza-
nia, jest zdolny do transportu imipenemu (ale nie mero-
penemu) [13]. Warto podkresli¢, iz jest to jedyne biatko
OMP u szczepdw A. baumannii, ktére posiada miejsce
wigzania dla imipenemu, co czyni je selektywnym
kanalem pod wzgledem wychwytu antybiotykow. Ze
wzgledu na réznice w budowie kanatu wyrdznia sie jego
dwa rodzaje: CarOa i CarOb. Kanal CarOb wykazuje
wigksze powinowactwo do imipenemu niz CarOa [13].
Mechanizm opornosci na imipenem, w ktérym bierze
udzial biatko CarO moze dotyczy¢ (i) inaktywacji genu
carO, co powoduje brak poréw w blonie; (ii) zmiany
w sekwencji aminokwasowej CarOa lub CarOb co moze
prowadzi¢ do niskiego badz znikomego powinowactwa
do konkretnego antybiotyku; i/lub (iii) obnizenia eks-
presji genow i niskiej liczby poréw w blonie [30].

Kanal OprD-homolog, wykazujacy 46-57% podo-
bienstwa do specyficznego dla karbapenemoéw biatka
OprD, wystepujacego u P. aeruginosa, wydawal si¢ mie¢
duzy wplyw na opornos$¢ na te antybiotyki réwniez
u paleczek A.baumannii. Dokladniejsze badania nie
wykazaly jednak tej zaleznosci [14, 101]. U szczepdw
A. baumannii bialko OprD bierze udzial w wychwycie
jonéw Fe** i Mg** [14].
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Oporno$¢ szczepow A. baumannii na imipenem
i meropenem moze wynika¢ takze ze zmniejszonej
ekspresji kanatéw blonowych Omp 33-36 [24].

Warto wspomnie¢ o biatku OprA, ktére chociaz nie
warunkuje opornosci na antybiotyki i chemioterapeu-
tyki u szczepodw A. baumannii, to jest czynnikiem zja-
dliwosci tych bakterii poprzez posredniczenie w adhezji
i inwazji komorek nablonkowych, w powstawaniu bio-
filmu oraz w indukcji apoptozy komorki [62].

6. Biofilm i zjawisko quorum sensing

Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu jest istotnym czyn-
nikiem wirulencji u pateczek A. baumannii. Powszech-
nie wiadomo, ze bakterie rosngce w formie biofilmu
majg obnizong wrazliwos$¢ na leki przeciwbakteryjne,
srodki dezynfekcyjne, a takze trudno poddaja si¢ dzia-
faniu mechanizméw odpornosciowych gospodarza.
Biofilm bakteryjny moze wystepowa¢ na powierzch-
niach wyrobéw medycznych, jak cewniki urologiczne
i sprzet do intubacji. Wykazano, iz adhezja komoérek
A. baumannii do nablonka jest pierwszym etapem
w kolonizacji gospodarza, po ktérej moze dojs¢ do
rozwoju zakazenia [59].

Za wirulencje szczepdw A. baumannii rosngcych
w postaci biofilmu odpowiedzialne sa geny systemu
CsuA/BABCDE (regulowane przez dwuskladnikowy
system BfmS/BfmR). Produktem tych genéw sa: biatka
tworzace fimbrie, umozliwiajace przyleganie komorek
bakteryjnych do powierzchni, biatko OmpA (38 kDa),
bialko blony zewnetrznej o wielkosci 854 kDa (wykazu-
jace duze podobienstwo do biatka Bap - biofilm associa-
ted protein, wystepujacego w rodzaju Staphylococcus),
syntaza Abal, bedgca czgscig systemu quorum sensing
(QS) oraz locus pgaABCD kodujacy biatko biorace
udzial w syntezie poli-p-(1,6)-N-acetylo-glukozaminy
(PNAG) [59]. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
mutacje w obrebie genéw bap hamujg wzrost biofilmu
i powoduja spadek zdolnosci przylegania A. bauman-
nii do komorek nabtonka [34]. Na powstawanie bio-
filmu ma wplyw stezenie Zelaza zewnatrzkomadrkowego
(im nizsze stezenie, tym mniejsza zdolnos¢ adhezji
komorek bakteryjnych do powierzchni). Ponadto,
zostala postawiona hipoteza, ze obecnos¢ genéw opor-
nosci na antybiotyki, np. genu bla,,. , ma silny zwig-
zek z powstawaniem biofilmu u opisywanych pateczek.
Badania Lee i wsp. [52], wskazywaly na silny zwigzek
obecnosci genu bla,,. , i tworzenia biofilmu, jednak
inne badania przeczyly tym wynikom [89]. Kwestia ta
nie zostala dotychczas rozstrzygnieta, jednak uwaza
sie, iz opisywana korelacja dotyczy bardziej zdolnosci
komorek do adhezji niz do formowania dojrzalego bio-
filmu [89]. Wplyw na powstawanie biofilmu innego
rodzaju czynnikoéw, jak np. stan pacjenta, miejsce izo-
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lacji szczepu klinicznego czy typ molekularny szczepu,
wymaga prowadzenia dalszych badan.

Zjawisko quorum sensing (QS) jest mechanizmem
komunikacji miedzy komérkami bakteryjnymi, ktora
polega na wytwarzaniu, odbieraniu i odpowiedzi
bakterii na czgsteczki zwane autoinduktorami (AI).
U szczepdw A. baumannii role Al pelnig N-acylowane
laktony homoseryny (AHL), syntetyzowane przez syn-
taze¢ AHL (homolog LuxI). Laktony AHL wiazg sie ze
swoim receptorem (LuxR homolog), powstaje kompleks
AHL-LuxR, ktory kontroluje ekspresje gendw zaleznych
od systemu QS.

7. Podsumowanie

Zdolno$¢ szczepow A. baumannii do nabywania
nowych determinantéw opornosci uczynifa z opisywa-
nej paleczki jeden z najbardziej niebezpiecznych pato-
genow szpitalnych ostatnich dwdch dekad. Szczepy
A. baumannii posiadajace geny opornosci na karbape-
nemy, zlokalizowane w plazmidach, stanowig grozny
rezerwuar mechanizméw opornosci mogacy zostaé
przekazany innym bakteriom. Rosnaca liczba izolowa-
nych szczepow z gatunku A. baumannii opornych na
karbapenemy ogranicza dostepne opcje terapeutyczne.
Poza karbapenemazami wystepujacymi réwniez u pate-
czek z rodziny Enterobacteriaceae i P. aeruginosa (takimi
jak NDM, KPC czy MBL), u szczepow A. baumannii
wystepuja swoiste enzymy CHDL. Dodatkowo, nad-
ekspresja gendw kodujacych pompy MDR i zmniejszona
przepuszczalnosé blony zewnetrznej, wystepujace jed-
noczesnie z karbapenemazami moga uczynic ze szcze-
pow z gatunku A. baumannii bakteri¢ wielolekooporna.
W zwigzku z tym niezbedne jest prowadzenie badan nad
rozprzestrzenianiem si¢ genéw kodujacych karbapene-
mazy, poszukiwaniem nowych enzyméw oddziatywuja-
cych na antybiotyki i analiza ich zakresu substratowego,
tak aby zminimalizowa¢ ryzyko nieskutecznej terapii
zakazen wywotanych paleczkami A. baumannii.
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9. Podsumowanie

Nucleic acid amplification methods in laboratory diagnostics of selected sexually transmitted diseases

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, NAATSs 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 STTs. 3. Genital herpes. 4. Infections with
genital HPVs. 5. Gonorrhoea. 6. Chlamydia trachomatis infections. 7. Syphilis. 8. Simultaneous detection of several pathogens. 9. Summary

Stowa kluczowe: choroby przenoszone droga plciows, kita, NAATS, opryszczka narzadéw plciowych, rzezaczka, zakazenia genitalnymi
HPV, zakazenia Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis infection, genital herpes, genital HPV infection, gonorrhoea, NAATS, sexually transmitted
diseases, syphilis

Key words:

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

Istnieje ponad 30 patogendw, ktére mogg przenosi¢
sie droga kontaktéw seksualnych. W pracy omdéwiono

zastosowanie NAATs w tym PCR, multiplex PCR, real

Choroby przenoszone droga plciowa s3 jednymi
z najczestszych chorob zakaznych wystepujacych
w $wiatowej populacji. Nierzadko s3 bezobjawowe,

a z drugiej strony zwykle charakteryzujg sie duza
zakazno$cig i moga by¢ istotng przyczyna $miertel-
nosci i chorobowosci. Moga by¢ przyczyng bezptod-
nosci, a takze przenosi¢ si¢ wewngtrzmacicznie i/lub
okoloporodowo na ptdd i noworodka.

Od czasu, gdy w 1983 Kary Mullis, pozniejszy lau-
reat nagrody Nobla, opracowal metode taricuchowej
reakgji polimerazy — PCR, minglo juz ponad trzydziesci
lat. Obecnie trudno wyobrazi¢ sobie funkcjonowanie
wielu dziedzin, w tym diagnostyki chordb zakaznych,

time PCR oraz HDA (helicase dependent amplification)
w diagnostyce najczesciej wystepujacych w Polsce cho-
réb przenoszonych droga plciows, takich jak zakaze-
nia genitalnymi HPV, opryszczka narzgddw plciowych,
zakazenie Chlamydia trachomatis, rzezaczka i kita. Diag-
nostyka niektérych z tych choréb np. zakazen C. tra-
chomatis, rzezaczKi czy opryszczki narzadow plciowych
wigze si¢ z szerokim zastosowaniem NAATs. W przy-
padku innych np. zakazen genitalnymi typami wiru-
sow brodawczaka ludzkiego (Human papillomavirus

* Autor korespondencyjny: Katedra i Klinika Dermatologii i Wenerologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, Koszykowa 82a,
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- HPV) - NAATs mogg by¢ wykorzystywane w pew-
nych, konkretnych wskazaniach. W innych chorobach
przenoszonych droga plciows takich jak kila, NAATs
wciaz nie znalazty komercyjnego zastosowania.

Przedstawiono réwniez najwazniejsze zalecenia
IUSTI (International Union Against Sexually Trans-
mitted Infections) i CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) dotyczace udzialu metod opartych na
amplifikacji kwasow nukleinowych w diagnostyce cho-
réb przenoszonych droga plciowa.

Praca nie obejmuje zakazen HIV, jako ze jest to ob-
szerny temat, ktéry wymagatby odrebnego opracowania.

2. Metoda PCR i jej modyfikacje, ktore znalazty
zastosowanie w diagnostyce STI

PCR jest bardzo czula metoda pozwalajaca na
wykrycie dowolnego fragmentu DNA (np. charakte-
rystycznego dla danego patogenu) w badanym (np.
wyizolowanym z materialu pobranego od chorego)
materiale biologicznym. W reakcji, poza badanym
(matrycowym) DNA uczestniczg tzw. primery (star-
tery — krotkie fragmenty DNA komplementarne do
sekwencji znajdujacych sie na poczatku i koncu poszu-
kiwanego genu), mieszanka nukleotydéw oraz oporna
na podgrzewanie polimeraza DNA. Pierwszym do tego
celu uzytym enzymem byla, obecnie wcigz stosowana,
polimeraza Taq pochodzaca od zyjacych w goracych
zrodlach bakterii Thermus aquaticus. Obecnie stosuje
sie rowniez inne polimerazy [26, 33].

Poszczegolne etapy reakeji powtarzaja sie cyklicznie
izachodzg w réznych temperaturach. W celu uzyskania
mozliwie najwiekszej liczby kopii powielanego odcinka
DNA wykonuje si¢ zazwyczaj 30-40 cykli. Poniewaz
jako matryce do reakcji wykorzystywane sg wszyst-
kie dotychczas zsyntetyzowane czasteczki genu - nici
DNA, amplifikacja przebiega coraz szybciej, w postepie
geometrycznym. W klasycznym PCR zwielokrotniony
fragment DNA jest nastepnie wykrywany za pomoca
elektroforezy na zelu agarozowym (wybarwiony brom-
kiem etydyny fragment DNA $wieci w §wietle UV) lub
przy uzyciu metod immunodetekcji z wykorzystaniem
reakcji hybrydyzacji (powstale amplikony hybrydy-
zujg z sondami na zasadzie komplementarnosci zasad
w DNA) i metody ELISA (utworzone hybrydy wykry-
wane sg w reakcji immunoenzymatycznej) [26].

Obecnie dazenie do skrocenia i uproszczenia PCR
doprowadzito do powstania wielu modyfikacji kla-
sycznej metody. Coraz szerzej stosowana jest, opisana
w 1992 przez Higuchi i wsp. metoda real time PCR,
w ktorej do srodowiska reakeji wprowadza si¢ znako-
wane barwnikami fluorescencyjnymi sondy moleku-
larne, komplementarne do powielanej sekwencji lub
barwniki wbudowujace si¢ do dwuniciowego DNA,
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co pozwala na $ledzenie w czasie rzeczywistym ilosci
produktu powstajacego w kolejnych cyklach. Dzieki
temu wynik testu mozna odczyta¢ w trakcie amplifi-
kacji, a etap elektroforezy zostal wyeliminowany [9, 21].
Powstaly réwniez szybkie testy oparte na amplifikacji
zaleznej od helikazy (HDA - helicase dependent ampli-
fication), w ktérych amplifikacja DNA moze odbywa¢
sie w stalej temperaturze [22]. Metoda oparta na réw-
noczesnym wykrywaniu kilku fragmentéw DNA to tzw.
multiplex PCR. Mozna w ten sposob wykrywa¢ kilka
patogenow réwnoczesnie lub zwiekszy¢ czulo$é i swo-
isto$¢ wykrywania pojedynczego drobnoustroju. Wazne
jest odpowiednie dobranie starteréw — muszg one miec¢
podobna dlugos¢, zblizone temperatury reakeji i by¢
swoiste dla poszukiwanego patogenu w celu unikniecia
reakcji krzyzowych [11].

3. Opryszczka narzadow plciowych

Opryszczka narzadow plciowych przenosi si¢ prak-
tycznie wylacznie przez kontakty seksualne a czynni-
kiem wywotujacym jest ludzki herpeswirus (Human
herpesvirus — HHV2) lub rzadziej HHV1. Dawna,
zwyczajowa nazwa tych patogendw to wirus opryszczki
pospolitej (Herpes simplex virus — HSV) typ 11 2
[30]. Okoto 20% $wiatowej populacji (10-60% w roz-
nych subpopulacjach) ma przeciwciata przeciw HHV?2.
Zakazenie HHV jest najczestsza przyczyng owrzo-
dzen na narzadach plciowych. Okolo 20% wszyst-
kich zakazen wiaze si¢ z okresowym wystepowaniem
typowych objawdw klinicznych w postaci bolesnych
pecherzykéw na podlozu rumieniowym w okolicy
anogenitalnej. Pozostale przypadki to zakazenia o nie-
typowym przebiegu, subkliniczne lub bezobjawowe.
Gléwnym problemem jest pozostawanie wirusa w orga-
nizmie osoby zakazonej do konca zycia, co wigze si¢
z mozliwoscig wystgpienia objawowych nawrotéw oraz
z ryzykiem zakazenia partnera seksualnego i odmat-
czynego zakazenia noworodka. Wykazano znaczny
wplyw wspdlistnienia opryszki narzadéw plciowych
na zwigkszenie ryzyka transmisji zakazenia HIV.
Zakazenie HHYV, dotyczace narzadéw plciowych, jest
réwniez dodatkowym czynnikiem ryzyka wystgpienia
raka szyjki macicy u kobiet zakazonych onkogennymi
typami HPV [19, 31]. Na podstawie objawdw klinicz-
nych nie mozna jednoznacznie odrézni¢ zakazenia
HHV1 od HHV2 i nie zawsze mozna odrdzni¢ zaka-
zenie pierwotne od nawrotowego [19].

W diagnostyce laboratoryjnej zakazen HHV okolicy
genitalnej najwazniejszg role odgrywaja badania oparte
na poszukiwaniu wiruséw w materiale od pacjentow,
podczas gdy serologia ma znaczenie uzupelniajgce i jest
wskazana tylko w niektérych przypadkach (np. badania
epidemiologiczne lub badania bezobjawowych partne-
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réw osob zakazonych) [4, 10, 37]. IUSTI i CDC zale-
cajg poszukiwanie wiruséw metodg PCR (IUSTI zaleca
real time PCR) u wszystkich chorych ze zmianami na
narzadach plciowych podejrzanymi o zakazenie HHV.
Jako metoda alternatywna wymieniana jest hodowla
z ustaleniem typu HHV (1 lub 2) metodg immunoen-
zymatyczng. PCR jest wskazana na pierwszym miejscu
jako metoda czulsza, tatwiejsza w wykonaniu i szybsza.
Metody oparte na amplifikacji kwaséw nukleinowych
s3 rowniez mniej wymagajace jesli chodzi o transport
i przechowywanie prébek niz hodowla wirusa, ponie-
waz wykrywaja takze HHV niezdolne do replikacji.
Pomimo, ze NAATs s3 metodami mogacymi wykry¢
bezobjawowy wysiew wirusa rutynowe badania w tym
kierunku nie sg zalecane ze wzgledu na trudnosci
z uchwyceniem tego nieciagtego zjawiska [4, 10, 37].

NAATs sg stosowane w diagnostyce opryszczki
przez wiele laboratoriéw. Najczesciej poszukuje sie
genéw kodujacych glikoproteiny otoczki wirusa (tj.
gG lub gB) [5, 13]. Ich sekwencja pozwala na odrdz-
nienie HHV1 od HHV2. Wiekszoé¢ laboratoriow
stosuje samodzielnie opracowane testy, ktore cha-
rakteryzuja si¢ nierzadko wysoka, ale rdznigca sie w
réznych osrodkach czuto$cig i swoistoscia [1, 40]. Bar-
dziej poréwnywalne sg wyniki testow komercyjnych.
Dostepny jest miedzy innymi komercyjny test real time
PCR (ostatnio zatwierdzony przez FDA) BD ProbeTec
HSV Qx (HSVQx) [45], a od niedawna takze test
oparty na amplifikacji zaleznej od helikazy (HDA heli-
case dependent amplification-IsoAmp® HSV Assay),
w ktérym reakcja odbywa si¢ w stalej temperaturze, co
znacznie obniza koszty [22]. Oba testy sg czulsze niz
stanowigca wczesniej ,,zloty standard” hodowla wirusa
(ELVIS® HSV ID/typing (shell-vial culture and DFA)
(wedlug réznych badan o 11-71%), odznaczajg sie
wysoka swoistoscia, a wyniki z réznych laboratoriow
sg porownywalne [29].

4. Zakazenia genitalnymi HPV

Zakazenia genitalnymi wirusami brodawczaka
ludzkiego (Human papillomavirus - HPV) s uwazane
za najczestsza chorobe przenoszong droga plciows.
Zmiany kliniczne powodowane przez te wirusy doty-
cza okolo 1% aktywnej seksualnie populacji, a znacznie
wyzszy odsetek ma zakazenie subkliniczne lub bezob-
jawowe. HPV niskiego ryzyka powoduja klykciny kon-
czyste, klykciny olbrzymie oraz wiekszo$¢ przypadkow
brodawczakow krtani, a HPV wysokiego ryzyka stany
przednowotworowe i raki szyjki macicy (prawie 100%)
oraz okolicy anogenitalnej (50-85%), w mniejszym
stopniu takze glowy i szyi [14, 43, 48, 50].

Diagnostyka laboratoryjna zakazen HPV opiera
sie gtéwnie na poszukiwaniu materiatu genetycznego
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wirusa metoda hybrydyzacji lub PCR, w obu meto-
dach z wykonaniem genotypowania, czyli okresleniem
typu wirusa wykrytego w badanym materiale. Wykry-
cie konkretnego typu wirusa pozwala na ustalenie czy
infekcja ma charakter przetrwaly, czyli czy ten sam typ
HPV (szczegélnie HR - high risk — wysokiego ryzyka)
jest wykrywany w dwoch badaniach wykonanych
w ciagu pot roku do roku. Stwierdzenie wystepowania
infekcji przetrwalej oznacza, ze w 45% przypadkow
nastgpi w ciggu 5 lat rozwoj zmian typu CIN 2/3 (cervi-
cal intraepithelial neoplasia - srédnablonkowa neopla-
zja szyjki macicy) [3, 7, 12, 42]. Znaczenie ma réwniez
wykrywanie transkryptow mRNA dla wirusowych bia-
tek E6/E7, uczestniczacych w onkogenezie, zwigzanej
z zakazeniami HPV. Obecno$¢ mRNA dla tych biatek
wyraznie sugeruje przetrwaly infekcje u pacjentki. Ze
wzgledu na to, ze HPV moga przebywaé na blonach
Sluzowych narzadéw plciowych nie wywolujac zad-
nych objawéw klinicznych, a nastepnie by¢ elimino-
wane przez uklad odpornosciowy osoby zakazonej,
wyniki badan w kierunku zakazenia réznymi typami
HPV nalezy interpretowac wylacznie razem z obrazem
klinicznym oraz wynikami cytologii lub badania histo-
patologicznego [4, 49].

CDC zaleca wykonywanie typowania genetycz-
nego HPV u kobiet >25 roku zycia z wynikiem cyto-
logii ASCUS (atypical squamous cells of undetermined
significance — atypowe komorki nablonkowe nieokres-
lonego znaczenia), oraz u kobiet w wieku 30-65 lat jako
badania przesiewowego wykonywanego rownoczesnie
z cytologia. W przypadku ujemnego wyniku obu testow
zalecane jest powtorzenie badan przesiewowych po
5 latach. Alternatywnie mozna w tej grupie wiekowej
wykonywac¢ przesiewowo samag cytologie raz na 3 lata.
Typowanie HPV nie jest zalecane u kobiet <25 roku
zycia, raczej nie powinno réwniez by¢ wykonywane
samodzielnie jako badanie przesiewowe. U kobiet
miedzy 21 a 30 rokiem Zycia jako badanie przesiewowe
zalecana jest cytologia wykonywana co 3 lata, a u kobiet
miodszych niz 21 lat CDC nie zaleca badan przesiewo-
wych. Powyzsze zalecenia wynikajg z faktu, ze u bardzo
mlodych kobiet zakazenie HPV wysokiego ryzyka jest
czestsze niz w pozniejszym wieku, a jednoczesnie zwy-
kle nie ma zadnych konsekwencji klinicznych (wirusy
sa eliminowane) [4]. Wedlug zalecen IUSTI i CDC
nie ma wskazan do badania w kierunku typu HPV
u chorych z typowymi Kklinicznie kiykcinami kon-
czystymi ani u partneréw kobiet ze stwierdzonym zaka-
zeniem HPV [4, 23].

Praca poréwnujaca 3 komercyjne testy: oparty na
hybrydyzacji DNA Hybrid Capture 2 oraz wykorzystu-
jace metode real time PCR: Abbott Real Time High-
-Risk Human Papillomavirus (HPV), Roche Cobas
wykazala, ze HPV HC2 jest metoda czulsza (96,6%),
ale mniej swoistg (89,1%) niz metody oparte na real
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time w wykrywaniu HPV wysokiego ryzyka. Badane
metody Real Time HR i Cobas HPV wykazaly odpo-
wiednio czulos¢ 78,3% i 91,7% oraz swoistos¢ 99,2%
i 97% [3]. Inne badania poréwnuja INNO-LiPA HPV
genotyping extra assay z multiplex PCR dla réznych
typow onkogennych HPV. Oba badania wykazuja si¢
wysoka swoistoscig i czuloscia (nieznacznie czulszy
okazat sie real time PCR) [12].

Dostepne sg rowniez komercyjne testy pozwalajace
na wykrywanie transkryptéw mRNA dla biatek E6/E7
HPV wysokiego ryzyka. Do takich testow nalezg np.
NucliSENS EasyQ®, pozwalajacy na wykrycie mRNA
5 najczestszych typow HPV-16, 18, 31, 33, 45 oraz
Aptima HPV test dla HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66, 1 68. Badania poréwnujace powyzsze
testy i HPV HC2 wykazaly, ze testy Aptima HPV i HPV
HC2 maja zblizong czulo$¢, przy nizszej czutosci Nucli-
SENS EasyQ®. Swoisto$¢ zardwno Aptima HPV i Nuc-
liSENS EasyQ® w wykrywaniu i przewidywaniu poja-
wienia si¢ zmian na szyjce macicy wywolanych przez
onkogenne HPV byla wyzsza niz HPV HC2 [35, 38].
Testy o wyzszej swoistosci, szczegdlnie testy wykrywa-
jace RNA dla E6/7 HPV wysokiego ryzyka prawdopo-
dobnie mogtyby prawdopodobnie znalez¢ zastosowanie
w diagnostyce przesiewowej u kobiet po 30 roku zycia
jako samodzielne badania bez rdwnoczesnego wykony-
wania cytologii, jednak wciaz nie znalazlo to odzwier-
ciedlenia w oficjalnych zaleceniach.

Testy, ktore nie pozwalaja na wykrycie konkretnego
typu HPV, a w ktérych wykrywane sg tacznie typy onko-
genne i nieonkogenne lub podgrupy w obrebie tych
grup, nie maja oczekiwanego znaczenia diagnostycz-
nego — nie pozwalaja na wykrycie infekcji przetrwale;.
Wiekszo$¢ producentéw podaje, ze testy stuza do bada-
nia wymazoéw z kanalu szyjki macicy, co stawia pod
pewnym znakiem zapytania czulos¢ i swoistos¢ badan
pobranych z innych lokalizacji tj. cewka moczowa czy
odbyt lub material biopsyjny. Istnieja réwniez liczne
testy opracowane przez laboratoria, czesto pozwalajace
na badanie materiatu innego niz wymaz z szyjki macicy
i/lub dokladne typowanie wiruséw [39, 41].

5. Rzezaczka

Zakazenie Neisseria gonorrhoeae jest druga, biorac
pod uwage czestos¢ wystepowania, bakteryjng choroba
przenoszona droga plciowa po zakazeniu C. trachomatis
i pierwsza pod wzgledem liczby nowych przypadkéow.
Wedlug danych WHO globalna liczba przypadkéw
rzezaczki w 2008 roku wynosita ponad 106 milionow
i przekroczyla liczbe przypadkow zakazen C. tracho-
matis w tym samym roku [46].

Zakazenie N. gonorrhoeae jest przyczyng zapalenia
cewki moczowej, zapalenia szyjki macicy, zapalenia
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odbytu i zapalenia gardta. Noworodki zakazone oko-
foporodowo maja objawy ciezkiego zapalenia spojowek.
Nieleczona rzezgczka moze prowadzi¢ m.in. do zapale-
nia najadrza u mezczyzn, stanéw zapalnych narzadow
miednicy mniejszej i cigz pozamacicznych u kobiet oraz
do bezptodnosci u obu pici [47].

NAATs s3 obok hodowli metoda zalecang przez
IUSTI i CDC w diagnostyce zakazen N. gonorrhoeae.
Wedtug IUSTI optymalne jest stosowanie obu metod
réwnolegle. CDC zaleca w pierwszej kolejnosci NAATS,
a w przypadku ponownego wykrycia patogenu 7 dni
po leczeniu (podejrzenie niepowodzenia w leczeniu)
wykonanie hodowli i okreslenie lekowrazliwosci [36].
Metody oparte na amplifikacji kwaséw nukleinowych
odznaczajg si¢ zwykle wysoka czuloécig, co umozli-
wia wykrywanie nawet niewielkiej liczby bakterii np.
w moczu lub wymazie z pochwy, podczas gdy w przy-
padku hodowli konieczne jest bardziej precyzyjne
pobranie materialu (w przypadku typowej lokalizacji
- wymaz z szyjki macicy i cewki moczowej u kobiet
oraz z cewki moczowej u me¢zczyzn). Hodowla jest row-
niez metoda bardziej wymagajaca jesli chodzi o trans-
port i przechowywanie pobranych prébek. Z drugiej
strony NAATS, w przeciwienstwie do hodowli, nie po-
zwalajg na fatwe oznaczenie wrazliwosci N. gonorrhoeae
na antybiotyki. Bioragc pod uwage rosnacg opornosé
dwoinek rzezgczki na stosowane leki, rowniez w Polsce,
mozliwo$¢ taka moze mie¢ duze znaczenie [2, 4, 6, 32].

Innym problemem jest swoisto$¢ NAATs. W jed-
nym z badan poréwnano czulos¢ i swoisto$¢ szesciu
komercyjnie dostepnych testow opartych na ampli-
fikacji kwasow 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 izolatéw, w tym 234 dwoinek rzezaczki,
a pozostate innych gatunkéw nalezacych do rodzaju
Neisseria lub innych zblizonych genetycznie bakterii.
Jak mozna bylo przewidzie¢, niemal wszystkie testy
(oprocz COBAS Amplicor CT/NG, ktéry nie wykryt
1.9% probek) odznaczaly si¢ 100% czuloscia. Jednak
wszystkie testy dawaly pewien odsetek wynikéw fat-
szywie pozytywnych w przypadku badania izolatow
innych niz dwoinki rzezgczki. Wyniki te byty rézne
w przypadku réznych testéw i wynosity 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
zalecaja dodatkowe badania potwierdzajace w przy-
padku wykrycia N. gonorrhoeae metodami opartymi
o amplifikacje kwaséw nukleinowych, szczegélnie
jesli probki pochodzg z okolic innych niz narzady
plciowe np. z gardla (wysokie ryzyko wystepowania
gatunkow nalezacych do rodzaju Neisseria, innych niz
N. gonorrhoeae) [44].
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6. Zakazenia Chlamydia trachomatis

Zakazenie okulogenitalnymi typami C. trachomatis
jest najczestszg bakteryjng chorobg przenoszona droga
plciowa. Podobnie jak dwoinki rzezaczki, C. trachoma-
tis wywoluje zapalenie cewki moczowej, szyjki macicy,
odbytu i gardla. Czesto osoby zakazone, szczegélnie
kobiety (ok. 70-90%) oraz mezczyzni homo- i biseksua-
liSci z zapaleniem odbytu lub gardla, nie zauwazajg zad-
nych objawéw klinicznych. Okotoporodowe zakazenie
noworodka moze wigza¢ si¢ z zapaleniem pluc i zapa-
leniem spojowek. Wsréd powiklan nalezy wymieni¢
zapalenie najadrza u mezczyzn, stany zapalne narzadow
miednicy mniejszej u kobiet oraz bezptodno$¢ u obu
plci. Ponadto u oséb zakazonych C. trachomatis moze
wystapic¢ tzw. zespdl Reitera. Wspolistnienie zakazenia
C. trachomatis zwieksza ryzyko wystgpienia raka szyjki
macicy u kobiet zakazonych onkogennymi HPV [46, 47].

NAATs odgrywaja wazng role w diagnostyce zaka-
zen C. trachomatis i s3 jedyng metodg zalecang przez
IUSTIi CDC. CDC podkresla koniecznos¢ zachowania
mozliwosci prowadzenia hodowli przez niektdre labo-
ratoria [4, 24, 36]. Za stosowaniem metod opartych
na amplifikacji kwaséw nukleinowych przemawia ich
wysoka czulos¢, pozwalajaca na wykrywanie patogenu
w probkach moczu u mezczyzn i samodzielnie pobra-
nym wymazie z pochwy u kobiet (podczas gdy w przy-
padku immunofluorescencji konieczne sg wymazy
z cewki moczowej lub szyjki macicy). Réwniez w przy-
padku materialu pobranego z nietypowych miejsc np.
odbytu czy gardla czulo$¢ PCR jest znacznie wyzsza
niz innych metod. NAATs majg jednak réwniez pewne
ograniczenia. Na podstawie standardowych testow zwy-
kle trudno jest odrézni¢ zakazenie okulogenitalnymi
typami C. trachomatis od zakazenia typami powoduja-
cymi ziarnice weneryczng pachwin. To ostatnie zaka-
zenie moze zdarzy¢ si¢ zwlaszcza u MSM (men having
sex with men) i w przypadku jego podejrzenia zale-
cane jest genotypowanie. W przypadku kobiet wymazy
s lepszym materialem niz probki moczu, poniewaz
obecne w moczu czynniki hamujace moga by¢ przy-
czyng wynikow falszywie ujemnych [4, 6, 24, 25].

Dostepne sg liczne testy komercyjne oraz opraco-
wane przez laboratoria. Wiekszo$¢ komercyjnie stoso-
wanych testow jest oparta na wykrywaniu sekwencji
w obrebie plazmidu lub chromosomalnego genu dla
MOMP (major outer membrane proteine — gléwne
biatko blony zewnetrznej). Opisano szczepy C. tracho-
matis, ktore nie posiadaja plazmidu, a takze szczepy
z delecjg 377 par zasad w obrebie plazmidu, obejmu-
jaca fragment badany za pomoca komercyjnych testow
- tzw. wariant szwedzki i oba przypadki nie beda
wykrywane przez niektore NAATSs [27].

Wecigz poszukiwana jest czula, swoista i szybka
metoda wykrywania zakazen C. trachomatis. Ciekawym
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rozwigzaniem wydaje sie niedawno opisany test multi-
plex PCR wykrywajacy 9 réznych loci w genomie C. tra-
chomatis. Procedura od pobrania materiatu do uzyska-
nia wyniku trwa ok. 1 godziny. W badaniu dotyczacym
materialu pobranego z szyjki macicy od 263 kobiet
z wysokim ryzykiem zakazenia, wykazano wysoka czu-
to$¢ i swoistos¢ tej metody w poréwnaniu z komercyj-
nym testem Roche Amplicor NAAT. W odniesieniu do
bardzo czulej i swoistej, ale komercyjnie nie stosowanej
metody sekwencjonowania gendw, czulo$¢ wynosita
91,5% i 62,3%, a swoisto$¢ 100% i 95, 9% odpowiednio
dla multiplex PCR i Amplicor NAATS: [8].

7. Kila

Kila jest ogdlnoustrojowg chorobg przenoszona
droga piciowa wywolywang przez kretki blade - Tre-
ponema pallidum. Wedlug szacunkowych danych WHO
liczba zakazen na $wiecie w 2008 r. wynosita 10,6 mln.
W diagnostyce kily najwazniejsza role odgrywaja
metody serologiczne oparte na badaniach przeciwciat
przeciwkretkowych we krwi chorych. W badaniach
przesiewowych wykorzystuje sie najczesciej odczyny
tzw. niekretkowe, 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 by¢ potwier-
dzony przez odczyny z antygenami kretkowymi, takimi
jak FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Antibody
Absorption Test, test immunofluorescencji z absorbcja
przeciwcial przeciw kretkom saprofitycznym), ilos-
ciowe FTA, odczyn hemaglutynacji biernej (TPHA)
lub odczyny immunoenzymatyczne [4, 15]

Poszukiwanie antygenu (kretkow lub ich materiatu
genetycznego) moze mie¢ znaczenie w przypadku
wystepowania zmian klinicznych, z ktérych mozna
pobra¢ material, szczeg6lnie we wczesnym okresie cho-
roby, gdy wystepuje objaw pierwotny a odczyny sero-
logiczne s jeszcze ujemne. Obecnie material pobrany
z owrzodzen na blonach $luzowych od pacjentéow
z podejrzeniem kily badany jest najczesciej w mikro-
skopie z ciemnym polem widzenia lub za pomoca
immunofluorescencji bezposredniej. Pomimo, ze nie
ma dostepnych w sprzedazy NAATs do wykrywania
kretkéw bladych, niektore laboratoria stosuja wiasne
testy oparte na amplifikacji materialu genetycznego.
Opisano m.in. test real time PCR oparty na poszukiwa-
niu genu tpp47 T. pallidum, ktéry umozliwia odréznie-
nie kretkow patogennych od saprofitycznych oraz ozna-
czanie ilo$ciowe kretkéw w ptynach ustrojowych. Inne
testy oparte sg na poszukiwaniu genu dla polimerazy
DNA (PolA) oraz 23S rRNA. Wykazano wysoka czulos¢
(75-82%) i swoistos¢ (95%) tych testow w przy-
padku materialu pobranego z owrzodzen u chorych
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z kila wczesna. Czulos¢ badan z krwi jest zbyt niska
(odpowiednio 29% z wyizolowanych z krwi leuko-
cytow — PMBC, 14% z surowicy i 24% z pelnej krwi)
[18], by testy te mogly w przyszlosci zastapi¢ odczyny
serologiczne. Inne badanie wykonywane u chorych
z kila wczesng objawowa wykazato czutos¢ 50% w kile
IT okresu, natomiast nie wykryto materialu genetycz-
nego T pallidum w zadnej prébce krwi od chorych
z kilg T okresu [28]. Podobne wyniki uzyskano anali-
zujac zbiorczo 69 badan oceniajacych przydatnos¢ PCR
w diagnostyce kily. Badania wymazéw z owrzodzen
pierwotnych wykazywaly czulo$¢ ponad 78% i swo-
isto$¢ prawie 97%, a badania probek krwi noworodkéw
z kila wrodzong charakteryzowaly sie czuloscia 83%
przy swoisto$ci 88%. Czulos¢ badan krwi u dorostych
réznila sie zaleznie od okresu choroby, jednak zwykle
nie przekraczala 50% i byla duzo nizsza niz czulo$¢
badan serologicznych [17]. Wyniki PCR moga nie
by¢ w pelni miarodajne w ocenie skutecznosci leczenia,
ze wzgledu na niskg czulos¢ badan z ptyndéw ustrojo-
wych, a takze dlatego, ze material genetyczny kretkow
moze utrzymywac si¢ w pltynie moézgowo-rdzeniowym
dlugo po skutecznym leczeniu kily uktadu nerwo-
wego; w pojedynczych przypadkach byt wykrywalny
po 3 latach [17, 18, 28].

8. Réwnoczesne wykrywanie kilku patogenow

Testy wykrywajace jednocze$nie kilka fragmentéw
DNA (multiplex PCR) moga pozwala¢ na réwnoczesne
oznaczanie w materiale klinicznym kilku patogenéw
przenoszonych droga piciows, co moze przyspieszy¢
i ulatwi¢ diagnostyke. W jednej z publikacji opisano
opracowany przez autoréow test wykrywajacy HPV
16/18 i HHV1/2. Zbadano 177 prébek pobranych
z szyjki macicy od pacjentek z podejrzeniem zakaze-
nia HPV i HHV. Badanie wykazalo si¢ 100% czuloscia
dla wszystkich badanych wiruséw. Swoistos¢ wynosita
odpowiednio 97,1%198,1% dla HPV 16 18 oraz 97,0%
196,0% dla HHV1 i 2 [49].

Inne badania ocenialy czuto$¢ i swoistos¢ komer-
cyjnego testu Abbott RealTime CT/NG wykrywajacego
C. trachomatis i N. gonorrhoeae. Zbadano 3832 préobki
od 0s6b obu plci, w tym mocz, wymazy z szyjki macicy
i z cewki moczowej oraz samodzielnie pobrane przez
pacjentki wymazy z pochwy. Czuloé¢ testu wynosita
92,4% 1 96,9%, a swoisto$¢ 99,2% i 99,7% odpowiednio
dla C. trachomatis i N. gonorrhoeae [16]. Inny opraco-
wany przez laboratorium test multiplex PCR ma row-
noczes$nie wykrywac Neisseria gonorrhoeae, C. tracho-
matis, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma genitalium,
T. pallidum oraz HHV 1 i 2 w materiale od pacjentow.
Jego czulo$¢ i swoistos¢ oceniono badajac wymazy
z pochwy od 80 afrykanskich pacjentek z bezptodnos-
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cig. Czuto$¢ testow w poréwnaniu z metodami referen-
cyjnymi wyniosta 100% dla N. gonorrhoeae, C. tracho-
matis, T. vaginalis, M. genitalium 1 HHV2, a swoisto$¢
100% dla N. gonorrhoeae, C. trachomatis, M. genitalium,
90,2 % dla T. vaginalis i 96,1 dla HHV2. W badanej gru-
pie nie bylo dodatnich probek dla T. pallidum i HHV 1.
Wryniki wskazujg na czutos¢ i swoisto$¢ badanego testu
zblizong do innych NAATs badajacych obecnos¢ mniej-
szej liczby patogendw, jednak dokladna ocena testu
wymaga wigkszej liczby badanych probek [34].

Mimo powyzszych obiecujacych wynikow, testy
multipex PCR wykrywajace kilka patogenéw przeno-
szonych droga piciowa powinny by¢ uzywane z ostroz-
nos$cig. W przypadku wspotistnienia kilku patogenéw
i przy réznej ich ilosci w badanym materiale opisywano
wyniki fatszywie ujemne dla tych patogendw, ktérych
w prébce byto mniej. Jesli podejrzewamy, ze zachodzi
taka sytuacja, zalecane jest stosowanie testow wykry-
wajacych pojedyncze patogeny [20].

9. Podsumowanie

W podsumowaniu metody oparte na amplifikacji
kwasow nukleinowych odgrywaja coraz wigksza role
w diagnostyce choréb przenoszonych droga piciows, co
znalazlo odzwierciedlenie w zaleceniach IUSTI i CDC.
W przypadku wiekszosci choréb przenoszonych droga
plciowa wykazano wyzsza czulos¢ NAATS niz metod
tradycyjnych. Wyjatkiem w tym przypadku sa badania
serologiczne w diagnostyce kily.

Mozliwo$¢ hodowli niektorych patogendw (szcze-
golne N. gonorrhoeae, ale rowniez C. trachomatis czy
HHV) powinna by¢ zachowana ze wzgledu na badania
epidemiologiczne i oznaczanie wrazliwosci na leki.
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Validation and verification methods and diagnostic tests in the microbiology laboratory

Abstract: There are a number of measurable factors evidence of the “quality” of laboratory tests. They allow to evaluate the laboratory
proficiency, staff competency and applied technologies. There is a duty of each laboratory to prove that the method meets the quality
requirements and is suitable for a particular purpose and result is credible. There are many acts that require verification and validation
procedures in a laboratory. The aim of this article is to present a concept of validation and verification in microbiology and give an
explanation of the difference between these processes. In this study a validation and verification parameters for the methods (e.g. accuracy,
precision, repeatability, reproducibility, ruggedness, LOD, LOQ, linearity) were also described and they were divided into quantitative
and qualitative methods. Parameters for tests validation and verification included sensitivity, specificity PPV, NPV. In the second part of
the study an example of verification process of commercial methods is presented. A various the steps of the verification tests, the rules for
calculation parameters and conclusions are also shown.
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1. Wprowadzenie

Istnieje wiele mierzalnych wskaznikow sktadajacych
sie na ,,jako$¢” badania laboratoryjnego, ktére uwazane
sa za cechy charakterystyczne metody i poszczegdlnych
testow, jak rowniez pozwalajg okresli¢ biegtos¢ labora-
torium w aspekcie kompetencji personelu oraz stoso-
wanych technologii.

Platon, grecki filozof (ok. 427-347 p.n.e), okreslit
»jako$¢” jako pewien stopien doskonalosci; Joseph
Moses Juran (1904-2008), amerykanski teoretyk zarza-
dzania, méwit o jakosci jako o stopniu, w jakim okres-
lony wyrdéb zaspokaja potrzeby okreslonego nabywecy.
Dlatego tez, kazde przeprowadzane w laboratorium
badanie nalezy rozwaza¢ pod katem zdolnosci labora-
torium do wydania dokladnego, precyzyjnego i powta-

rzalnego wyniku, czasu realizacji badania, jak rowniez
przydatnosci wyniku badania do dalszego postepo-
wania, a w przypadku medycznych laboratoriow diag-
nostycznych, postepowania diagnostyczno-terapeu-
tycznego. ,,Jako$¢” zatem, to zgodno$¢ z wymaganiami
(Philip Bayard Crosby, 1926-2001), czyli ,,jako$¢ bada-
nia laboratoryjnego” to ,,jako$¢” otrzymanego wyniku.
Stosowane testy powinny cechowac sie wysoka precyzja,
dokfadnoscia oraz powtarzalnoscia wynikéw. Obowigz-
kiem kazdego laboratorium jest wiec podejmowanie
stosownych dziatan utwierdzajacych zaréwno personel
laboratorium, jak i odbiorce wynikéw badan laborato-
ryjnych, w przekonaniu, ze metoda spelnia wymagania
jakos$ciowe i jest odpowiednia do okreslonego zastoso-
wania (norma PN-EN ISO/IEC 17025:2005) [9]. Zgod-
nie z normg PN-EN ISO/IEC 17025:2005 ,laboratorium

* Autor korespondencyjny: Zaklad Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej, Narodowy Instytut Lekow, 00-725 Warszawa, ul. Chelm-
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powinno stosowaé wlasciwe metody i procedury do
wszystkich badan objetych jego zakresem dzialalnosci.
Dotyczy to pobierania probek do badan, postgpowania
z obiektami (materialami) poddawanymi badaniom,
ich przygotowania, przechowywania, transportowania
oraz tam, gdzie to wlasciwe, oszacowania niepewnosci
pomiaru, jak réwniez technik statystycznych, stosowa-
nych do analizy danych pochodzacych z badania”

Swiatowa Organizacja Zdrowia zdefiniowata wali-

dacje jako ustanowienie udokumentowanych dowodow
dajacych wysoki stopienn pewnosci, ze zaplanowany
proces bedzie konsekwentnie przebiega¢ w przewidy-
walny i okreslony sposéb [15]. Walidacja metod stata
sie standardem nie tylko w normach technicznych, ale
takze w przepisach prawnych, aczkolwiek zaden z tych
dokumentéw nie okresla czgstotliwosci przeprowadza-
nia walidacji metody. Autorzy dokumentdw przyjeli tez
rézne wymagania walidacyjne (definicje, metodologie
i zakres parametréw walidacyjnych), w zaleznosci od
zakresu wykonywanych badan.

Celem niniejszego opracowania jest:

- przedstawienie poje¢ walidacja i weryfikacja
oraz wskazanie parametréw, ktére powinny by¢
okreslane przez laboratorium mikrobiologiczne
w kazdym z tych proceséw dla metod i testow
diagnostycznych;

- przedstawienie przyktadu procedury weryfikacji
metody badawczej wykorzystujacej nowe, komer-
cyjne, dotychczas nie stosowane w laboratorium
testy diagnostyczne.

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

Opisywane parametry walidacyjne dotyczace metod
mikrobiologicznych w pierwszej kolejnosci odnosity
sie do laboratoriéw farmaceutycznych i $rodowisko-
wych. Najpelniejszy zakres parametrow walidacyjnych
dla metod mikrobiologicznych przedstawita Agencja
Ochrony Srodowiska w Stanach Zjednoczonych (Envi-
ronmental Protection Agency, EPA) [3]. Wigkszo$¢
zalecenn walidacyjnych dotyczyla jednak wytworcow
réznego rodzaju wyrobéw majacych zastosowanie
w diagnostyce mikrobiologicznej. Dokument Amery-
kanskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw Verification
and validation of procedures in the clinical microbiology
(Cumitech 31A) [1] dokonal rozdzialu pomiedzy wali-
dacjg przeprowadzang przez producenta testow a wali-
dacja i weryfikacja wykonywang przez uzytkownika.
Zakres walidacji realizowanej w laboratorium jest sto-
sunkowo niewielki w poréwnaniu z zakresem walidacji
przeprowadzanej przez producenta testow. Laborato-
rium ma obowigzek ustalenia zasad i procedur pozwa-
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lajacych utrzymac lub poprawi¢ niezawodno$¢, wydaj-
no$¢ i kliniczna uzyteczno$¢ badan laboratoryjnych.

Zgodnie z zaleceniami ASM (Cumitech 31A), labo-
ratorium powinno opracowac i stosowac procedury
dotyczace:

— proces6w zapewniania o wiarygodnosci wyniku,
polegajacych na utrzymywaniu niezmiennosci po-
szczegllnych krokow badawczych (metodologii),
kwalifikacji i kompetencji personelu do wykony-
wania testow i interpretacji wynikow (walidacja),

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

Walidacja jest wiec ciaglym procesem moni-
torowania badania, procedury lub metody, w celu
zapewnienia, ze badania stale wykonywane sg zgodnie
z oczekiwaniami. Walidacja odpowiada zatem na pyta-
nie: ,czy stosowany test nadal dziata w naszym labo-
ratorium?”. Walidacja jako proces ciagly, rozpoczyna
sie w momencie wdrazania nowego testu, metody dia-
gnostycznej i konczy si¢ w momencie jego zatrzymania.
Status procesu ,walidowanego” oznacza, ze proces ten
pozostaje pod stalg kontrolg [11].

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

Zardéwno normy techniczne PN-EN ISO/IEC 17025:
2005, PN-EN ISO 15189:2013 [8], jak i Rozporzadze-
nie Ministra Zdrowia z dnia 21 stycznia 2009 r. w spra-
wie standardow jakosci w medycznych laboratoriach
mikrobiologicznych [12] wskazujg tylko na koniecz-
nos¢ potwierdzenia przydatnosci metod badawczych
przed wprowadzeniem ich do zastosowania w labora-
torium. Walidacja, zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC
17025:2005, jest kompromisem pomiedzy kosztami,
ryzykiem i mozliwo$ciami technicznymi. Nowe bada-
nie laboratoryjne zawsze nalezy rozwaza¢ pod katem
dodatkowych czynnikéw, takich jak koszty jego wpro-
wadzenia w warunkach panujacych w danym labora-
torium, koszty nowego oprzyrzadowania, ale réwniez
tatwosci wykonania testow, kompetencji personelu,
a takze znaczenia klinicznego wynikéw uzyskanych
przy ich zastosowaniu.

Korzystajac ze wskazowek zawartych w przewod-
niku opracowanym przez organizacje europejska
EURACHEM ,,Przydatno$¢ metod analitycznych do
okreslonych celéw. Przewodnik walidacji metod w labo-
ratorium i zagadnienia zwigzane” [4] metode nalezy
walidowa¢ wtedy, gdy:

- opracowano nowa metode,
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- wprowadzono zmiany w metodzie polegajace na
udoskonaleniu lub rozszerzeniu jej stosowania
(inny zakres pomiarowy, inny materiat kliniczny),

— kontrola jakosci wskazuje na zmiany zachodzace
w metodzie badawczej w czasie,

- zastosowano nowe wyposazenie pomiarowo-
-badawcze w danej metodzie.

W laboratoriach medycznych stosuje sie trzy typy

metod:

- metody ilosciowe — wynik wyrazony w liczbach
w skali ciaglej, ktorej gorne i dolne granice sg
znane i pozostaja w $cistym zwiazku z dang iloscia,

- metody polilosciowe — wynik opatrzony interpre-
tacja, pojecie prognostyczne,

- metody jako$ciowe — wynik nie niesie informa-
cji na temat wartosci liczbowej parametru, lecz
tylko na temat jego obecnosci lub braku (dodatni/
uyjemny). Do tego typu metod mozna zaliczy¢
wszystkie analizy, ktérych wynik uzyskuje sie
poprzez wizualny odczyt reakcji, poréwnujac
z probka kontrolng dodatnia, ujemng lub dang
probka. W pewnym sensie, odczyt analizy wyko-
nanej metoda jako$ciowg jest odczytem subiek-
tywnym, stad w metodach tych bardzo wazna role
odgrywa czynnik ludzki.

Malo elementéw uchwytnych, mierzalnych w meto-
dach jakosciowych sprawia, ze wazng, wrecz fundamen-
talng role odgrywa bibliografia, dokumentacja literatu-
rowa. Rdznice poszczegdlnych typéw metod powoduja,
ze inaczej przeprowadza si¢ walidacje metody iloscio-
wej, inaczej — metody jakosciowej. W protokole z wali-
dacji powinny by¢ naniesione wszystkie dane wejsciowe
metody, ktére moga mie¢ wplyw na wynik analiz.

Zgodnie z zaleceniami przewodnika EURACHEM,
w procesach weryfikacji i walidacji ocenie podlegajg
rézne parametry, w zaleznosci czy dotycza charakte-
rystyki metod, czy tez testow stosowanych w laborato-
rium mikrobiologicznym.

2.1. Weryfikacja i walidacja metody

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

o Dokladnos$¢ (accuracy) — oznacza ,bliskos¢,
zgodno$¢” wartosci  poszczegolnych  parametrow
do wartosci uzyskanych metodami referencyjnymi;
powinna by¢ sprawdzana odpowiednimi materiatami
kontrolnymi, poréwnaniami mig¢dzylaboratoryjnymi,
jesli sa dostepne, za pomoca metody referencyjne;.
W metodach ilosciowych pojawia sie¢ takze pojecie
poprawnosci, ktora w wigkszosci przypadkow bedzie
tozsama z dokladno$cig. Réznica polega na tym, ze
poprawno$¢ okresla stopien zgodnosci miedzy war-
toscia $rednig otrzymang z duzego zbioru pomiaréw
a warto$cia odniesienia. Miarg poprawnosci jest catko-
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wity blad systematyczny, czyli r6znica pomigdzy wyni-
kiem badania a warto$cia odniesienia.

doktadnodé — liczba wynikéw prawidtowych

x 100% (A1)

liczba wszystkich wynikéw

o Precyzja (precision) - zgodnos¢ wynikow serii
pomiaréw w danej prébce przy uzyciu danej metody.
Miernikiem precyzji dla metod ilo§ciowych jest odchy-
lenie standardowe (S) lub wspélczynnik zmiennosci
wyrazany w procentach dla wynikéw uzyskanych w serii
pomiaréw. Miarg precyzji jest powtarzalnos¢ i odtwa-
rzalno$¢. Precyzja (w metodach ilosciowych) to syno-
nim powtarzalno$ci/odtwarzalno$ci (w metodach jakos-
ciowych) przy zastosowaniu identycznych procedur.

precyzja w warunkach
powtarzalnoéci/odtwarzalnosci
wyrazona jako
odchylenie standardowe (S)
(metody ilociowe)

> (x-%)
n-1

- (A2)

 Powtarzalnos¢ (repeatability) — zgodno$¢ wyni-
kow pomiaréw uzyskanych w danej probce w tych
samych warunkach pomiarowych, tj. w tym samym
laboratorium, tg samg metodg, przez te samg osobe,
w krotkim czasie (seria jednoczesna).

liczba ,,powté h” iké dnych
iczba , powtérzonych” wynikéw zgodnych oo

powtarzalnoéé =
calkowita liczba wynikéw
(A3)

o Odtwarzalno$¢ (reproducibility) — precyzja w wa-
runkach odtwarzalnosci, tj. w réznych laboratoriach,
ta samg metoda, przez rézne osoby, w dlugim okresie
czasu (seria niejednoczesna).

liczba ,odt h” wynikéw zgodnych
iczba ,,odtworzonych” wynikéw zgodnyc x 100%

(A4)

+ Odporno$¢ metody (ruggedness) - wptyw zmiany
warunkow wykonywania pomiaréw na stabilnos¢ wyni-
kow. Umozliwia wskazanie krytycznych etapéw badane;j
metody oraz etapow, w ktérych dopuszczalne sg pewne
zmiany pozostajace bez wptywu na parametry anali-
tyczne metody (np. wplyw temperatury i czasu inkuba-
cji na wyniki, wplyw sposobu postepowania z probka
i warunkow jej przechowywania, wpltyw doswiadczenia
personelu, zwlaszcza w przypadku metod jakosciowych
oraz oznaczen manualnych).

« Granica wykrywalnosci (limit of detection —- LOD)
- najmniejsze stezenie parametru w probce, ktore
mozna wykry¢ dang metoda.

« Granica oznaczalnosci (granica oznaczenia ilos-
ciowego) (limit of quantification - LOQ) - najmniejsze
stezenie parametru, jakie mozna oznaczy¢ dang metoda
z okre$lona doktadnoscig i precyzja.

o Liniowo$¢ metody (linearity) — zakres liniowy
krzywej kalibracji, w ktérym sygnal jest liniowo zalezny
od stezen wzorcow.

odtwarzalno$é =

catkowita liczba wynikéw
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Na uzyskane wyniki pomiaréw majg wplyw:
niedokltadnos¢ narzedzi pomiarowych,

- niedcisto$¢ w wykonaniu procedury pomiarowej,
niemoznos¢ dokladnego okreslenia, scharaktery-
zowania mierzonego obiektu,

wplyw czynnikéw losowych na przebieg pomiaru.

2.2. Weryfikacja i walidacja testow

Ponizej przedstawiono parametry oceniane w pro-
cesach weryfikacji i walidacji testow [1].
o Czulo$¢ (sensitivity)

liczba prawdziwie-dodatnich wynikéw
% 100%

(A5)

czutos$é =

liczba prawdziwie-dodatnich wynikéw +
+ liczba falszywie-ujemnych wynikow

o Specyficznos¢ (specificity)

liczba prawdziwie-ujemnych wyniks
iczba prawdziwie-tjemnych Wyntkow . 00%

(A6)

specyficzno$é =

liczba prawdziwie-ujemnych wynikow +
+ liczba falszywie-dodatnich wynikéw

 Dodatnia wartos¢ predykcyina (positive predic-
tive value, PPV)

liczba prawdziwie-dodatnich wynikéw

PPV = x 100%

liczba prawdziwie-dodatnich wynikéw + (A7)

+ liczba falszywie-dodatnich wynikéw

« Ujemna wartos¢ predykcyjna (negative predictive
value, NPV)

liczba prawdziwie-ujemnych wynikéw

NPV = x 100%

liczba prawdziwie-ujemnych wynikéw +
+ liczba falszywie-ujemnych wynikow (A8)
Badanie precyzji powtarzalno$ci, precyzji odtwa-
rzalno$ci oraz poprawnosci sa wystarczajace dla
potwierdzenia przeprowadzenia procesu walidacji
ilo$ciowych komercyjnych metod badawczych sto-
sowanych w laboratoriach medycznych. W normie
PN-EN ISO/IEC 17025:2005 wskazano techniki, ktérych
stosowanie zalecane jest podczas walidacji:

- sprawdzanie biezace z wykorzystaniem certyfi-
kowanych wzorcéw lub innych materialéw odnie-
sienia,

- poréwnanie otrzymanych wynikéow z wynikami
uzyskanymi innymi metodami, dotychczas sto-
sowanymi w laboratorium (weryfikacja),

- analiza wynikéw uzyskanych w poréwnaniach
miedzylaboratoryjnych lub badaniach bieglosci,

- okresowa ocena czynnikéw wplywajacych na
wynik,

- ocena niepewnosci wynikow oparta na teore-
tycznych podstawach metody i praktycznym
doswiadczeniu personelu laboratorium.

Jesli laboratorium samodzielnie opracowuje i wdraza
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metode badawczg (tzw. ,,home brew test”), Rozporzadze-
nie Ministra Zdrowia z dnia 28 grudnia 2009 r. w spra-
wie zmiany rozporzadzenia o standardach jakosci dla
medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikro-
biologicznych, jak i normy techniczne, wymagajg od
laboratorium przeprowadzenia petnej walidacji metody.

2.3. Walidacja metod biologicznych

Walidacja klasycznych metod mikrobiologicznych,
ktdre przewaznie s3 metodami jako$ciowymi, jest bar-
dziej skomplikowanym procesem niz walidacja metod
chemicznych, gdyz dotyczy zywych organizmow, ktore
nieréwnomiernie rozkladaja si¢ w badanej probie,
a takze moga wykazywa¢ pewne réznice w zachowaniu.
Mamy wiec do czynienia z procesem dynamicznym,
a nie statycznym [7]. W Tabeli I wskazano parametry
walidacji metod biologicznych w zaleznosci od rodzaju
metody [10, 13, 14].

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

Tabela I
Parametry walidacji metod biologicznych

Walidowany Metoda Metoda
parametr ilosciowa | jako$ciowa/potilosciowa

Doktadnos¢ + -
Precyzja + -
Specyficznoéé + +
Granica wykrywalno$ci + +
Granica oznaczalno$ci + -
Liniowos¢ + -
Zakres + -
Powtarzalnos¢ + +
Odtwarzalnos$¢ +

Réwnocennosé +

Tabela IT

Parametry stuzace do weryfikacji komercyjnych
metod biologicznych zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia

z dnia 28 grudnia 2009 .

Parametry weryfikacyjne Metoda | Metoda jako$ciowa

dla metod komercyjnych ilociowa /pdlilosciowa
Dokladnos¢ +
Precyzja +
Powtarzalnos¢ +
Odtwarzalnos¢ +
Réwnocennosc* + +

* parametr powinien by¢ oznaczany dodatkowo dla metod komercyjnych
modyfikowanych w laboratorium
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Do oceny przydatno$ci testow stuzg parametry takie
jak czulos¢, swoisto$¢, dodatnia i ujemna warto$¢ pre-
dykcyjna. Warto jednak podkresli¢, ze ocena nowych
testow diagnostycznych bedzie wykonywana zawsze
w oparciu o wyniki otrzymane metodg referencyjng.

3. Procedura walidacji - zasady
3.1. Plan walidacji

Przed przystgpieniem do walidacji, laboratorium
powinno opracowa¢ plan walidacji, w ktérym nalezy:

- uwzgledni¢ rodzaj metody: jako$ciowa, polilos-
ciowa, ilo$ciowa;

— okresli¢ rodzaj wyposazenia niezbednego do
przeprowadzenia badania;

- ustali¢ kliniczne materialy biologiczne oraz ga-
tunki drobnoustrojow, jakie beda uzyte w badaniu;

— okresli¢ warto$ci referencyjne ustalone na pod-
stawie metod odniesienia;

— okresli¢ kryteria akceptacji wynikow;

- wskaza¢ personel odpowiedzialny za przeprowa-
dzenie oznaczen oraz interpretacje wynikow;

- okresli¢ czas wykonywania oznaczen.

3.2. Protokdl walidacji

Po zakonczeniu badan walidacyjnych nalezy skom-
pletowa¢ calyg dokumentacje zrédtowa oraz wyniki
przeprowadzonych oznaczen, zardwno wydruki z zasto-
sowanych systemow analitycznych, jak i pochodzace
z odczytéw wizualnych. Laboratorium samo decyduje
o sposobie zapisow wynikéw walidacji, czy to w for-
mie opisowej, czy w postaci tabeli. Niemniej, jako mini-
mum informacji w protokole walidacyjnym, nalezy
zawrzec:

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

— cel badania,

- obiekty wykorzystane do badania: materiaty bio-
logiczne od pacjenta, jak i szczepy drobnoustro-
jow wzorcowych i/lub odniesienia, wraz ze sto-
sowng ich charakterystyka,

- badane cechy,

- zastosowane wyposazenie pomiarowo-badawcze
(nazwa, producent),

- zastosowane odczynniki, testy (nazwa, producent,
numer serii, data wazno$ci),

- parametry walidacyjne — wartosci cech charakte-
rystycznych metody uzyskane w procesie walida-
cji i ich ocena pod katem spelnienia przyjetych
kryteriow akceptacji,

- dane os6b wykonujacych badania, podpisy,
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- dane osoby analizujgcej i interpretujacej wyniki
oznaczen, podpis,

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

- dane i podpis osoby upowaznionej do zatwierdze-
nia walidacji metody.

4. Rewalidacja

Ciggle monitorowanie metody badawczej stanowi
integralng czes¢ programu laboratoryjnej kontroli
jakosci. Zaleca sie takze, aby po wprowadzeniu istotnej
zmiany w metodzie badawczej przeprowadzi¢ ponowna
walidacje (rewalidacja), przynajmniej w zakresie obje-
tym zmiang [1]. Zakres ponownej walidacji ustala labo-
ratorium. Rewalidacje wykonuje sie w nastepujacych
sytuacjach:

- zmiany wyposazenia pomiarowo-badawczego lub

zmianie jego lokalizacji,

- zmiany producenta odczynnikéw i testow stoso-
wanych w metodzie,

- zmiany warunkéw lokalowo-$rodowiskowych,
w jakich wykonywane s3 badania,

- zmiany personelu wykonujacego badania, na per-
sonel o mniejszym do$wiadczeniu,

- »howych” zagrozen ze strony epidemiologii zaka-
zen, np. pojawienie si¢ nowych patogenéw o nie-
spotykanych dotad w laboratorium cechach feno-
typowych, genotypowych.

5. Procedura weryfikacji metody komercyjnej
- przyklad

Metoda: Oznaczanie warto$ci najmniejszych stezen
hamujacych MIC (mg/L) z uzyciem paskéw z gradien-
tem stezen.

Ponizej przedstawiono przyktad procedury wery-
fikacji metody badawczej, ktora w laboratorium jest
juz stosowana od dluzszego czasu, ale w ramach tej
metody laboratorium zamierza wprowadzi¢ nowe
testy diagnostyczne. W opisie procedury pominieto
etap ,inwentaryzacji” (tj. nazw, producentéw, nume-
row katalagowych, spisu numerdw serii, dat waznosci,
itp.) stosowanych testow, odczynnikéw i wyposazenia.
Pominigto rowniez szczegélowy opis metody badaw-
czej, tj. oznaczania lekowrazliwoéci metoda paskow
z gradientem stezen. W procesie planowania bada-
nia uwzgledniono aspekt ekonomiczny, co znalazlo
odzwierciedlenie m.in. w liczbie wykonanych oznaczen
i doborze materialéw odniesienia.

Przedstawione ponizej wyniki nalezy traktowa¢
wylacznie jako material metodyczny i nie moga by¢
one wykorzystywane do celow komercyjnych.
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5.1. Cel badania

Celem badania byla weryfikacja metody oznaczania
lekowrazliwosci drobnoustrojow — oznaczania wartosci
najmniejszych stezenn hamujacych antybiotyku (mini-
mal inhibitory concentration, MIC [mg/L]) przy uzy-
ciu nowych testéw - bibutowych paskow z gradientem
stezen antybiotykdw/chemioterapeutykéw dotychczas
nie stosowanych w laboratorium, pod katem oceny
ich przydatnosci do zastosowania w rutynowej pracy
laboratorium.

5.2. Plan badania

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

5.2.1. Zasada wykonania oznaczen

Wyjasnienie: Metoda oznaczania najmniejszego
stezenia hamujgcego antybiotyku — MIC (zalicza sie
do metod ilosciowych, gdyz wynikiem badania jest
wartos¢ liczbowa podana w mg/L, okreslajaca stezenie
antybiotyku, przy ktéorym zahamowany zostaje wzrost
drobnoustroju). Metoda ta jest rutynowo wykorzysty-
wana w laboratoriach mikrobiologicznych i podlega
kontroli jakosci (quality control, QC) zgodnie z wytycz-
nymi EUCAST [5]. Dlatego tez, do weryfikacji metody
oznaczania MIC ,,nowymi” paskami gradientowymi
mozna wykorzysta¢ wyniki kilkakrotnie przeprowa-
dzonej kontroli jakosci.

1. Badanie zostalo wykonane przez dwéch mikrobio-
logéw w trzech powtdrzeniach (facznie 6 oznaczen).
Wyjasnienie: Taka liczba powtdrzen i odtworzen
pozwala obliczy¢ precyzje w warunkach powtarzal-
nosci i odtwarzalno$ci.

2. Do weryfikacji pojedynczego testu (jeden typ paska
z gradientem stezen, np. pasek nasgczony gradientem
stezen cefepimu) wykorzystano jeden z trzech szcze-
pow wzorcowych zastosowanych w badaniu. Szczepy
wzorcowe wykorzystane do oceny ,,nowych” paskow
z gradientem stezen oraz wykaz testow — paskow
z gradientem stezen poszczegolnych antybiotykow
przedstawiono w Tabeli III.

3. Aby ograniczy¢ liczbe zmiennych majgcych wplyw
na wynik, proby powtdrzone byty wykonywane z tej
samej zawiesiny bakteryjnej szczepu wzorcowego.

4. Zawiesing badanych izolatéw o gestosci 0,5 McFar-
landa posiewano na podloze Mueller-Hinton Agar,
a nastepnie nakladano odpowiednie paski z gradien-
tem stezen (zgodnie z rekomendacjami EUCAST).
Inkubacje prowadzono w warunkach tlenowych
przez 18 +2 godzin w temperaturze 35+ 1°C.
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Tabela III
Zestawienie wykorzystanych w badaniu szczepéw wzorcowych
z kolekcji ATCC vs. badany antybiotyk (pasek z gradientem stezen)

Paski z gra- Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus
dientem stezen coli aeruginosa aureus
antybiotyku ATCC 25922 | ATCC 27853 | ATCC 29213
Cefepim +
Cefotaksym +
Ceftazydym +
Ciprofloksacyna +
Kolistyna +
Daptomycyna +
Gentamicyna +
Imipenem +
Linezolid +
Meropenem +
Piperacylina/ +
tazobaktam
Teikoplanina +
Tigecyklina +
Wankomycyna +

5. Wartosci MIC odczytano zgodnie z zaleceniami
producenta testéw i rekomendacjami EUCAST. Uzy-
skane wyniki wykorzystano do oceny parametréw
charakteryzujacych metode.

5.2.2. Parametry i kryteria akceptacji

5.2.2.1. Dokladnos¢

Otrzymany wynik oznaczenia lekowrazliwosci (war-
tos¢ MIC) nalezy poréwnac z warto$cig odniesienia
(warto$cig umownie rzeczywistg). Badanie przepro-
wadza si¢ wykorzystujac szczepy wzorcowe, stuzace
do rutynowej kontroli jakosci, dla ktérych wartosci
MIC (mg/L) poszczegélnych antybiotykéw sa Scisle
okreslone. Wynik dokladny to taki, ktéry miesci si¢
w przedziale (range) warto$ci prawidtowych dla danego
szczepu i antybiotyku. Dokladno$¢ mozna obliczy¢
korzystajac ze wzoru:

liczba wynikéw zgodnych z wartosciami QC

dla kazdego szczepu i kazdego antybiotyku

doktadno$¢ = x 100%

(A9)

liczba wszystkich oznaczen

(wzor odpowiada wzorowi Al z rozdz. 2.1.)
Kryterium akceptacji: dla metod oznaczania leko-

wrazliwosci akceptowalnym kryterium jest uzyskanie

>90% wynikow zgodnych z metodg odniesienia [2].

5.2.2.2. Precyzja

W badaniach ilo$ciowych precyzje oznacza sie
w warunkach powtarzalnosci i odtwarzalnosci. Przy
projektowaniu badan nalezy uwzgledni¢ odpowiednia
liczbe oznaczen:
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Tabela IV
Wyniki oznaczen — weryfikacja metody oznaczania wartoéci MIC (mg/L) z wykorzystaniem ,,nowych” paskéw gradientowych
Paski Prawidlowe 1. mikrobiolog 2. mikrobiolog
z gradientem Szczep . wartoéci QC oznaczenie / MIC (mg/L) oznaczenie / MIC (mg/L)

stezen antybiotyku weorcowy MIC (mg/L) I I 111 I I 101
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

* szczepy wzorcowe: nr 1 — P. aeruginosa ATCC 27853; nr 2 - E. coli ATCC 25922; nr 3 - S. aureus ATCC 29213.
Tabela V

- w celu obliczenia precyzji w warunkach powta-
rzalnoéci oznaczenie powinno by¢ powtérzone
minimum trzykrotnie przez jedng osobe;

- natomiast, aby oceni¢ precyzje w warunkach
odtwarzalnosci, wskazane jest wykonanie bada-
nia przez minimum dwie niezalezne osoby.

Precyzje mozna wyrazi¢ w postaci wspotczynnika

zmiennosci zgodnie ze wzorem:

odchylenie standardowe
x100%

(A10)

wspolczynnik zmienno$ci =

warto$¢ $rednia

(patrz: precyzja, rozdz. 2.1.)

Kryterium akceptacji: Dla metod mikrobiolo-
gicznych wspotczynnik zmiennosci jest akceptowalny
w zakresie 15-30% [6]. Im nizsza warto$¢ wspdtczyn-
nika zmienno$ci, tym precyzja wieksza.

5.3. Wyniki i obliczenia
Wyniki oznaczen zebrano w tabeli I'V.

5.3.1. Dokladnos¢

Tylko jeden wynik - wartos¢ MIC (mg/L) cipro-
floksacyny dla szczepu E. coli ATCC 25922 odczytany
przez mikrobiologa nr 2. (oznaczenie nr I) nie miescit
sie w zakresie prawidlowych wartosci referencyjnych
QC (patrz: tabele EUCAST). Dokladno$¢ wszystkich
oznaczen zostala obliczona zgodnie z wzorem (A9)
i zebrana w Tabeli V.

5.3.2. Precyzja w warunkach powtarzalnosci

Do oceny precyzji w warunkach powtarzalnosci
zostaly wykorzystane trzykrotnie powtdérzone wyniki
otrzymane przez dwdch niezaleznych mikrobiologdw.

Dokladnos¢ metody okreslania wartosci MIC (mg/L)
wybranymi paskami z gradientem stezen

w paskirllgl;;(gi};lr(ll'cowych Doldadnosé [%]
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
Wartoé¢ $rednia z doktadno$ci 98,8

Precyzj¢ oznaczen obliczono, zgodnie ze wzorami (A2)
i (A10), osobno dla kazdego z mikrobiologéw (powta-
rzalnos$¢). Wyniki przedstawiono w Tabeli VI.

5.3.3. Precyzja w warunkach odtwarzalnosci

W celu wyznaczenia precyzji w warunkach odtwa-
rzalnosci do obliczen zostaly zakwalifikowane wszyst-
kie wyniki otrzymane w badaniu (razem mikrobiolog 1.
i 2. — odtwarzalno$¢). Podobnie, jak powyzej, precyzje
wyrazono w postaci wartosci $redniej wspotczynnika
zmienno$ci (patrz: Tabela VII).
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- warto$¢ srednia (warunki odtwarzalno$ci)

Tabela VI
Precyzja w warunkach powtarzalnosci
Paseki 7 gradientem 1. mikrobiolog 2. mikrobiolog
stezen antybiotyku Srednia Odchylenie | Wspdtczynnik Srednia Odchylenie | Wspdtczynnik
standardowe | zmiennosci [%)] standardowe | zmiennosci [%]
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
Wspolczynnik zmiennosci [%]
— warto$¢ §rednia 11,19 12,01
(warunki powtarzalno$ci)
Tabela VII
Precyzja z warunkach odtwarzalnosci
Zebrane wyniki (mikrobiolog 1.1 2.)
Paski z gradientem stezen antybiotyku i . Odchylenie Wip6lczynnik
Srednia standardowe zmiennosci [%]

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

Wspolczynnik zmiennosci [%] 14,89

5.3.4. Przedstawienie precyzji w formie graficznej
Dodatkowo, precyzje, dla kazdego z antybiotykdw
osobno, przedstawiono takze w formie graficznej. Rys. 1.
przedstawia wyniki oznaczania wartos$ci MIC (mg/L)
cefepimu dla szczepu P. aeruginosa ATCC 27853.

Wyjasnienie: Aby wyniki oznaczen uznaé za pre-
cyzyjne, 95% z nich (n=6/6) powinno miesci¢ sig¢
w zakresie X$r+2S (Xér — wartos$¢ $rednia; S — odchyle-
nie standardowe); np. oznaczanie wartosci MIC (mg/L)
cefepimu: Xér=1,67; S=0,26
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Oznaczenie MIC cefepimu (mg/L) P. aeruginosa ATCC 27853
Xsr=1,67; S=0,26

2,50
Xér+2S
2,00 @206 @200
=
>
% 1,50 450 0 +50—@—+50—@—+506——
% Xér + 2S
8 1,00
5
2
0,50
0,00

Rys. 1. Graficzne przedstawienie precyzji oznaczenia MIC cefepimu (mg/L); warto$¢ srednia Xér=1,67;
odchylenie standardowe S=0,26

Zakres, w ktérym powinno si¢ miesci¢ 95% wyni-
kéw (w przedstawianym przyktadzie wszystkie wyniki),
zgodnie ze wzorem X$r+2S wynosi 1,67 +(2x0,26).
Przedzial, w ktérym powinny sie znalez¢ otrzymane
warto$ci wynosi wiec od 1,15 do 2,19.

Wszystkie otrzymane wyniki mieszcza si¢ w wyzna-
czonym zakresie, co pozwolilo uzna¢ metode (dla tego
antybiotyku) za precyzyjna (precyzja w warunkach
odtwarzalnosci, wyniki obu mikrobiologéw facznie).

5.4. Wyniki a kryteria akceptacji

1. Zastosowana metoda oceny lekowrazliwosci z wyko-
rzystaniem ,,nowych’, bibutowych paskéow z gra-
dientem stezen (okreslanie wartosci MIC w mg/L)
dotychczas nie stosowanych w laboratorium, cha-
rakteryzuje si¢ wysoka dokladnoscig (za wyjatkiem
ciprofloksacyny) oraz precyzja, zaréwno w warun-
kach powtarzalno$ci, jak i odtwarzalnosci.

2. Najnizsza dokladnos¢ (83,3%) otrzymano dla ozna-
czen wartosci MIC ciprofloksacyny dla szczepu
wzorcowego E. coli ATCC 25922. Jeden z szesciu
pomiaréw nie miescil si¢ w zakresie referencyjnym
QC dla tego szczepu. Dokladnos¢ dla tego antybio-
tyku nie spelnila wiec kryteriow akceptacji, dlatego
tez przed dopuszczeniem tego testu (pasek z cipro-
floksacyna) do rutynowego stosowania w laborato-
rium nalezy wykona¢ seri¢ dodatkowych oznaczen
z zastosowaniem np. innej serii paskow tego produ-
centa, czy tez podlozy antybiogramowych.

3. Badanie zostalo wykonane niezaleznie przez dwoch
mikrobiologéw. Precyzja, wyrazona jako wspotl-
czynnik zmiennosci, obliczona dla kazdej z tych
0s6b wynosita ponizej 15% (precyzja w warunkach
powtarzalnosci).

Nizszy wspolczynnik zmiennosci, czyli wyzszg pre-
cyzje, odnotowano w przypadku wynikéw mikro-
biologa 1., co moze §wiadczy¢ o wiekszym doswiad-
czeniu zaréwno w kwestii technicznej wykonania
badania, jak i odczycie wynikéw. Niemniej, réznica
miedzy mikrobiologiem 1.1 2. jest niewielka i nie jest
istotna statystycznie.

4. Precyzja w warunkach odtwarzalnosci miesci si¢
w akceptowalnym zakresie dla wszystkich antybio-
tykow (warto$¢ srednia = 14,89). Najnizsza precyzja
charakteryzuje si¢ oznaczenie wartosci MIC dapto-
mycyny, a najwyzszg — MIC kolistyny.

5. Wspotczynnik zmiennosci obliczony w warunkach
odtwarzalnosci moze by¢ wyznacznikiem komfortu
pracy z dang metoda. Im mniejsze réznice pomig-
dzy osobami wykonujgcymi badanie, tym nizsza
jest warto$¢ wspolczynnika zmiennosci, co $wiad-
czy o niskim stopniu trudno$ci wykonania badania
i bezproblemowej interpretacji wynikéw. Dlatego
tez, wspolczynniki zmiennosci dla poszczegélnych
antybiotykéw mogg si¢ od siebie r6zni¢. Ma to zwia-
zek nie tylko z jakoscig testu, ale takze z budowa
antybiotyku (wielko$¢ czasteczki), zasadg dziatania
na drobnoustroje (leki bakteriobojcze i bakteriosta-
tyczne), specyfika badanego szczepu oraz z jakoscia
i sktadem podloza.

W Tabeli VIII przedstawiono zgodnos¢ okreslonych
parametrow metody z przyjetymi w niniejszym badaniu
kryteriami akceptacji.

5.5. Stwierdzenie walidacyjne
(dotyczy przeprowadzonej weryfikacji)

Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna
wnioskowa¢, ze otrzymane w badaniu wartosci para-
metréw charakterystycznych (dokladnos¢ i precyzja)
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Analiza spelnienia kryteriéw akceptacji przez parametry wyznaczone dla badanej metody

Parametry metody oznaczania warto$ci MIC (mg/L) przy uzyciu paskow bibulowych z gradientem stezen
Badany parametr Wartos¢ Kryteria akceptacji Spelnienie kryteriéw
Doktadnos¢ 100% za wyjatkiem ciprofloksacyny 290% Tak za wyjatkiem ciprofloksacyny
Precyzja w warunkach powtarzalnosci 11,60%* <30% Tak
Precyzja w warunkach odtwarzalnosci 14,89% <30% Tak
* warto$¢ $rednia wynikéw mikrobiologa 1.1 2.
dla metody oznaczania lekowrazliwo$ci drobnoustro-  PiSmiennictwo

jow z wykorzystaniem ,,nowych” paskéw bibutowych
z gradientem stezen, spelniaja przyjete kryteria akcep-
tacji za wyjatkiem paska z ciprofloksacyna.

Oznaczanie warto$ci MIC (mg/L) ciprofloksacyny
dla szczepu E. coli ATCC 25922 cechuje si¢ niedosta-
teczng dokladnoscia. Sugeruje sie, przed ,dopuszcze-
niem” tego testu do stosowania, wykonanie dodatko-
wych oznaczen.

Oceniana metoda (za wyjatkiem paska z cipro-
floksacyna) moze by¢ stosowana w laboratorium
w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej do ozna-
czania lekowrazliwosci drobnoustrojow.

6. Podsumowanie

Stosowanie dobrze opisanych i sprawdzonych metod
nie daje automatycznie gwarancji uzyskania rzetelnych
wynikéw. Tg sama metodg mozna uzyskac rézne wyniki
w zaleznosci od kwalifikacji personelu czy stosowa-
nego wyposazenia pomiarowo-badawczego. Dlatego
tez, laboratorium powinno kontrolowac¢ jakos¢ wyko-
nywanych badan, aby méc udowodnic, ze jest w sta-
nie spelni¢ kryteria akceptacji opisane w stosowanych
przez siebie metodach.

Walidacja i weryfikacja badan mikrobiologicznych
przysparza trudnosci, poniewaz dotyczy zywych drob-
noustrojow, ktore oprocz nierdwnomiernego wystepo-
wania w badanej probie, moga takze wykazywaé pewne
roznice w zachowaniu. Dlatego, podczas projektowania
badan walidacyjnych czy toku weryfikacji, nalezy wzigé
pod uwage takze nature drobnoustrojow uzywanych do
testow walidacyjnych, sposdb przygotowania zawiesiny
drobnoustrojow testowych, specyficzne warunki testu,
a nawet warunki izolacji drobnoustrojow.
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