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1. Wstęp

Szacuje się, że na świecie istnieje około 30 tysięcy 
substancji chemicznych stanowiących potencjalne 
zagrożenia dla człowieka i środowiska [48]. Dodatkowo 
corocznie na rynek wprowadza się nowe substancje 
do stosowania w rolnictwie podlegające obowiązkowi 
rejestracji. Jednocześnie opracowuje się wspólne normy 
dla oceny ryzyka stosowania tych substancji. Niebez-
pieczne są zwłaszcza substancje rakotwórcze, genotok-
syczne i teratogenne oraz związki trwałe lub zdolne do 
bioakumulacji. W państwach Unii Europejskiej związki 
takie nie mogą być stosowane, ale stanowią duży pro-
blem w innych rejonach świata. W Unii Europejskiej od 
14 czerwca 2011 roku obowiązują nowe przepisy doty-
czące rejestracji środków ochrony roślin, wprowadzone 
rozporządzeniem Parlamentu Europejskiego i  Rady 
(WE) nr  1107/2009 z  dnia 21 października 2009 r. 
dotyczącym dopuszczania do obrotu środków ochrony 
roślin [60]. Przepisy te nakładają obowiązek minima-
lizowania ilości przeprowadzanych badań, w szczegól-
ności na zwierzętach, a testy na kręgowcach powinny 
być stosowane tylko w ostateczności. Zgodnie z nowymi 
przepisami kontroli ekotoksykologicznej podlegają 
zarówno substancje aktywne środków ochrony roślin 

jak i sejfnery, synergetyki, adiuwanty lub inne obojętne 
substancje zawarte w tych preparatach [23]. Pomimo 
wprowadzenia europejskich wytycznych zmierzających 
do unikania powielania testów na kręgowcach często są 
one niezbędne w celu potwierdzenia bezpieczeństwa 
stosowania środków ochrony roślin lub zawartych 
w nich substancji aktywnych. Jednocześnie rośnie zapo-
trzebowanie na opracowanie alternatywnych procedur 
testowych. Konwencjonalne testy toksykologiczne opie-
rają się głównie na modelach wykorzystujących gry-
zonie. Obecne zmiany prawne są kierowane także do 
środowiska naukowego w celu wypracowania szybkich 
i wiarygodnych testów o wysokiej czułości, przepusto-
wości i precyzji [48, 36]. Celem opracowania jest ocena 
możliwości wykorzystania drożdży jako organizmów 
modelowych do oceny zagrożeń jakie stanowią dla śro-
dowiska środki ochrony roślin.

2. Drożdże

Drożdże najczęściej definiowane są jako saprotrofi-
tyczne jednokomórkowe grzyby rozmnażające się przez 
pączkowanie, rozwijające się na podłożach zawierają-
cych cukier i wywołujące w warunkach beztlenowych 
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fermentację alkoholową [13]. Najczęściej znajdują one 
zastosowanie w piwowarstwie, gorzelnictwie i piekar-
nictwie. Jednak w rzeczywistości drożdże są bardzo 
liczną grupą grzybów szeroko rozpowszechnionych 
w  środowisku, wykorzystywanych w badaniach bio-
technologicznych. Występują one na powierzchni roślin 
uprawnych, we wnętrzu ziarniaków, w glebie, wodzie 
oraz atmosferze [22, 41, 42, 76]. 

Badania filogenetyczne grzybów w oparciu o analizę 
fragmentów sekwencji rDNA kodujących 18S, 5,8S i 28S 
rRNA wybranych grzybów pozwoliły na wydzielenie 
trzech podgromad w gromadzie Ascomycota (Tabela I), 
zawierających drożdże: (1) Schizosaccharomyces w Taph-
rinomycotina, (2) Saccharomycotina oraz (3)  grzyby 
strzępkowe Pezizomycotina [5]. Drożdże i grzyby strzęp-
kowe są taksonami siostrzanymi a Schizo saccharomyces 
i gatunki pokrewne uległy wcześ niejszemu wydzieleniu 
w tym rodowodzie, co zostało też poparte analizą wie-
logenowej sekwencji [44, 20]. Wiele gatunków drożdży 
znajduje się też w gromadzie Basidiomycota, co dodat-
kowo utrudnia klasyfikację tych grzybów [43]. 

W pracy Kurtzman i Robnett [44] badano relacje 
filogenetyczne między gatunkami i rodzajami w obrębie 
gromady workowców na podstawie analizy sekwencji 
pięciu genów (Tabela  II). Gatunki należące do Lipo-
mycetaceae (klad 11) są ewolucyjnie najwcześniej roz-
bieżnymi gatunkami Saccharomycotina. Grzyby rodzaju 
Lipomyces są powszechnie izolowane z gleby i stano-
wią jedną z kilku grup drożdży, dla których gleba jest 
głównym siedliskiem. Sekwencje genów analizowa-
nych gatunków rodzaju Saccharomyces i powiązanych 
rodzajów (klad 1) wydają się być najbardziej odmienne 
od pozostałych kladów w Saccharomycotina, klad ten 
obejmuje drożdże fermentacji cukrów (glukozy, galak-
tozy, sacharozy i innych). Na uwagę zasługuje też rodzaj 
Eremothecium, zawierający pięć gatunków, z których 
wszystkie są patogenami roślin (na przykład E. ashbyi 
i E. coryli soi, [28]. 

Co ciekawe rodzaj Candida zakwalifikowano do 
kilku kladów, co sugeruje, że jest to rodzaj polifile-
tyczny lub analiza sekwencji pięciu fragmentów DNA 
jest niewystarczająca w badaniach filogenetycznych. 

Ascomycota Pezizomycotina Aureobasidium, Morchella, Eremascus, Aspergillus, Pleospora, Neurospora, Ophiostroma
 Saccharomycotina Dipodascopsis, Saccharomyces, Candida, Dipodascus
 Taphrinomycotina Schizosaccharomyces, Taphrina, Pneumocystis
Basidiomycota Agaricomycotina Coprinus, Boletus, Tremella
 Ustilaginomycotina Tilletia, Ustilago
 Pucciniomycotina Cronartium, Leucosporidium
Zygomycota Zygomycetes Glomus 

Tabela I
Skrócona systematyka filogenetyczna grzybów

Na podstawie [43]

Gromada Podgromada Przykładowe rodzaje

Klad 1 Zygosaccharomyces rouxii, Cyniclomyces guttulatus, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus,
 Eremothecium cymbalariae, E. ashbyi, E. coryli, Hanseniaspora valbyensis
Klad 2 Wickerhamomyces canadensis, Starmera amethionina
Klad 3 Komagataella pastoris
Klad 4 Saccharomycopsis capsularis, Ascoidea rubescens
Klad 5 Candida boidinii, Ogataea minuta, Kuraishia capsulata
Klad 6 Candida multigemmis, Scheffersomyces stipitis, Candida shehatae, Spathaspora passalidarum,
 Metschnikowia bicuspidate, Wickerhamia fluorescens
Klad 7 Ascoidea – podobne 
Klad 8 Sporopachydermia lactativora
Klad 9 Candida petrohuensis, Yarrowia lipolytica, Galactomyces geotrichum, Zygoascus hellenicus, Nadsonia fulvescens
Klad 10 Candida caseinolytica
Klad 11 Lipomyces starkeyi, Dipodascopsis uninucleata

Tabela II
Wybrane gatunki Saccharomycotina zakwalifikowane do kladów

Sporządzono w oparciu o drzewo filogenetyczne gatunków drożdży [44]

Klad Wybrane gatunki
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Dalsza analiza pokrewieństwa między drożdżami Sac-
charomycotina wymaga porównania całych genomów 
[44]. Obecnie dostępne są sekwencje genomów kilku-
dziesięciu gatunków drożdży, ale są to przede wszyst-
kim gatunki ważne w medycynie lub wykorzystywane 
biotechnologicznie. Klad 1 zawiera rodzaje Saccharo-
myces i  Kluyveromyces wykorzystywane w przemyśle 
spożywczym. W kladzie 6 znajdują się gatunki Schef-
fersomyces stipitis, Candida shehatae i Spathaspora pas-
salidarum fermentujące D-ksylozę (cukier drzewny) 
w słomie i drewnie do etanolu [35]. Wiele gatunków 
rodzaju Ogataea i Kuraishia, które powodują rozkład 
metanolu, znajduje się w kladzie 5 [42]. 

W niektórych przypadkach molekularne badania 
porównawcze mogą być uzupełniane opisem właści-
wości morfologicznych i fizjologicznych drożdży. Wiele 
parametrów fizjologicznych, takich jak fermentacja 
cukru i wykorzystanie azotanów jako jedynego źródła 
azotu są powszechnie spotykane u Saccharomycotina. 
Ale są przypadki wyjątkowe, na przykład asymilacja 
metanolu jest unikatowa dla kilku gatunków drożdży 
i może być stosowana do rozpoznawania rodzaju, służy 
również do selektywnej izolacji poszczególnych grup 
drożdży [45]. 

Wiele właściwości morfologicznych drożdży jest 
typowych dla Saccharomycotina, na przykład kuliste 
askospory. Ale wydłużone askospory są typowe tylko 
dla rodzaju Eremothecium. Typowe jest pączkowanie 
drożdży w dowolnym miejscu komórki, ale dwubie-
gunowe początkowanie jest ograniczone do czterech 
rodzajów: Hanseniaspora, Saccharomycodes, Wicker-
hamia i Nadsonia. Cechy morfologiczne drożdży tylko 
w  wyjątkowych przypadkach pozwalają właściwie je 
zidentyfikować, ale mogą być bardzo ważnym narzę-
dziem w ich wstępnym oznaczaniu [43].

Rodzaj Aureobasidium należy do rzędu Dothideales 
(Ascomycota, Dothideomycetes) i obejmuje 27  gatun-
ków i odmian [26], w tym niedawno opisany gatunek 
A. thai landense [59]. Gatunek Aureobasidium pullu-
lans (de Bary) G. Arnaud zaliczany jest do czarnych 
drożdży w podgromadzie Pezizomycotina o istotnym 
znaczeniu biotechnologicznym [Tabela III]. Posiada 
on wyjątkową odporność na czynniki stresowe i coraz 
większe znaczenie w medycynie [26, 27]. Występuje 
w środowiskach charakteryzujących się silnym zasole-
niem i dużą wilgotnością. Spotykany jest w żywności, 

w łazienkach, na skałach i pomnikach a w agroceno-
zach jako epifit lub endofit na przechowywanym ziar-
nie [80]. Gatunek ten tworzy strzępki, grubościenne 
chlamydospory oraz pączkujące blastospory [24, 75]. 
Grzyb ten wykazuje duże zróżnicowanie właściwości 
fizjologicznych i morfologicznych, dlatego też wyod-
rębniono jego cztery odmiany: Aureobasidium pullulans 
var. pullulans, A. pullulans var. melanogenum, A. pullu-
lans var. subglaciale oraz A. pullulans var. namibiae [80]. 
Gostinčar i wsp. [27] podają wyniki sekwencjonowa-
nia genomów czterech odmian gatunku A. pullulans, 
należących do najmniejszych w porównaniu z innymi 
grzybami Dothideomycete.

Wiele gatunków drożdży należy do gromady Basi-
diomycota tylko w bezpłciowej fazie, część z nich klasy-
fikowanych jest do rodzajów Rhodotorula i Cryptococ-
cus [79]. Jednakże analizy filogenetyczne wykazywały 
wielokrotnie polifiletyczny charakter tych dwóch 
rodzajów. Anamorficzne drożdże rodzaju Rhodotorula 
obejmują gatunki aktualnie umieszczone w dwóch 
podgromadach Pucciniomycotina i Ustilagomycotina, 
klasach Microbotryomycetes (29 gatunków) i Cystoba-
sidiomycetes (14  gatunków), rzędach Sporidiobolales, 
Kriegeriales, Microbotryales, Cystobasidiales i Erythro-
basidiales [1, 42, Tabela IV]. Kurtzman i wsp. [42] 
opisali 47 gatunków rodzaju Rhodotorula tworzących 
kremowe, różowe lub pomarańczowe kolonie.

Anamorficzne gatunki rodzaju Cryptococcus znaj-
dowane są we wszystkich głównych liniach Basidio-
mycota oprócz klasy Tremellomycetes [42]. Większość 
gatunków tworzy wokół owalnych, elipsoidalnych 
lub wydłużonych komórek polisacharydową otoczkę. 
U niektórych gatunków obserwowano również strzępki 
z doliporowymi septami, nie spotykano jednak balisto-
spor. Znanych i opisywanych jest 70 gatunków rodzaju 
Cryptococcus. Gatunki rodzaju Sporobolomyces wytwa-
rzają symetryczne balistospory na krótkich strygmach 
i nie są zdolne do fermentacji cukrów [42]. Rodzaj Spo-
robolomyces to rodzaj polifiletyczny, należy do Uredi-
niomycetes i ma przedstawicieli w Microbotryomyceti-
dae, gdzie większość gatunków klasyfikowanych jest do 
rzędu Sporidiobolales (Tabela IV). Rząd Sporidiobolales 
obejmuje także pięć gatunków Sporidiobolus.

Rodzaj Pseudozyma jest anamorficznym drożdżem 
należącym do rzędu Ustilaginales, klasy Ustilaginomy-
cetes w podgromadzie Ustilaginomycotina i obejmuje 

 Dothideales Aureobasidium pullulans 
A. pullulans var. pullulans, A. pullulans var. subglaciale,

Dothideomycetes Capnodiales Mycosphaerella graminicola A. pullulans var. namibiae, A. pullulans var. melanogenum
 Hysterales Hysterium pulcare

Tabela III
Systematyka gatunku Aureobasidium pullulans

Na podstawie [26]

Klasa Rząd Gatunki Odmiany A. pullulans
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10  gatunków [42]. W roku 2013 został zsekwencjo- 
nowany genom wyizolowanego w Japonii gatunku 
Pseudo zyma antarctica [54], który jest zdolny do 
produkcji zewnątrzkomórkowych glikolipidów MEL. 
Genom jądrowy P. antarctica ma wielkość 18,0 Mb 
i zawiera 6543 genów kodujących białka, z których 4910 
(74,9%) jest homologiczna z sekwencjami zawartymi 
w bazie danych [54]. 

3. Przydatność drożdży do oceny zanieczyszczeń
 środowiska

3.1. Środki ochrony roślin w środowisku

W uwagi na rosnące ilości zanieczyszczeń chemicz-
nych wprowadzanych do ekosystemów wodnych i gle-
bowych oraz zmienionych ram prawnych rosną wyma-
gania dotyczące rozwoju czułych i wiarygodnych metod 
oceny wpływu zanieczyszczeń na organizmy wodne, 
glebowe i związane z rośliną. Według nowych wytycz-
nych dotyczących rejestracji środków ochrony roślin, 
wymagane są informacje na temat ich wpływu na 
mikroorganizmy glebowe i żyzność gleby. Stefani i wsp. 
[68] udowodnili, że chlorotalonil (fungicyd) może zna-
cząco ograniczać respirację gleby a efekt ten utrzymuje 
się przez 28 dni. Komárek i wsp. [40] zwracają uwagę, że 
zanieczyszczenie gleb rolniczych fungicydami nieorga-
nicznymi zawierającymi miedź oraz fungicydami orga-
nicznymi stanowi poważne zagrożenie toksykologiczne 
dla środowiska. Wyżej cytowani autorzy wskazują, że 
w  zdecydowanej większości badanych w UE winnic 
stężenie miedzi w  glebach przekracza dopuszczone 
prawem granice. Murray i  wsp. [55] oceniając przy 
pomocy nowoczesnych technik analitycznych pozo-
stałości wybranych środków ochrony roślin (między 
innymi benomylu, karbendazymu) i innych zanieczysz-
czeń w wodach słodkowodnych wykrywali śladowe ich 
ilości, zwykle w zakresie od nanogramów lub mikrogra-
mów w litrze, ale w wielu przypadkach ich koncentracja 
przekroczyła dopuszczalne limity. Kompleksowa ocena 
zawartości potencjalnie niebezpiecznych i toksycznych 

substancji w jednej próbie, przy pomocy chemicznych 
metod analitycznych, jest niemożliwa. Zadanie to mogą 
spełniać wrażliwe mikroorganizmy modelowe (głównie 
bakterie) lub bezkręgowce glebowe [34, 36].

Badania ekotoksyczności środków ochrony roślin 
w stosunku do drożdży prowadzone są obecnie głów-
nie w przypadku zastosowania środków ochrony roślin 
w uprawach, których owoce mogą zostać wykorzystane 
do fermentacji (winorośl, jabłoń) z przeznaczeniem do 
produkcji wina lub cydru [10, 22]. 

3.2. Biotesty w oparciu o hamowanie wzrostu

Badania przewlekłej toksyczności wymagające kilku 
pokoleń organizmów testowych prowadzone są w celu 
określenia skutków długoterminowego oddziaływa-
nia środków ochrony roślin w organizmach żywych. 
Zanieczyszczenia rolnicze przedostają się do środowi-
ska wodnego, dlatego badania toksyczności w środowi-
sku wodnym wymagają szybkich i reprezentatywnych 
testów biologicznych [48]. Biotesty wykorzystujące 
organizmy reprezentujące różne poziomy troficzne, 
wiele gatunków bakterii, glonów i orzęsków o krótkim 
cyklu życia i szybkich reakcjach na zmiany, przedsta-
wiono w tabeli V. Drożdże stanowią tylko niewielką 
liczbę tych organizmów.

Należy jednak podkreślić, że wyniki badań z wyko-
rzystaniem bakterii, nie są reprezentatywne dla euka-
riontów. Jednokomórkowe organizmy eukariotyczne, 
takie jak algi, są zwykle wykorzystywane do oceny 
fitotoksyczności, a orzęski nie są powszechnie używane 
jako organizmy testowe. Ogromna różnorodność sub-
stancji chemicznych stosowanych w rolnictwie skłania 
do korzystania z krótkoterminowych testów cyto-
toksyczności z udziałem komórek eukariotycznych. 
Badania toksyczności krótkookresowej prowadzone 
są z  wykorzystaniem S. cerevisiae jako biosensorem 
do oceny cyto- i genotoksycznego działania zanie-
czyszczeń. Chatterjee i Luo [12] w swoich badaniach 
wykorzystali ten gatunek do oceny toksyczności Cr (III) 
analizując zahamowanie wzrostu, liczbę komórek, su- 
chą biomasę i zmiany w kształcie i wielkości komórek 

Pucciniomycotina Sporidiobolales Sporidiobolus salmonicolor, Rhodosporidium fluviale, R. mucilaginosa, R. glutinis, R. graminis
 Erythrobasidiales Rhodotorula armeniace, Rh. aurantiaca, Rh. lactose, Rh. marina, Sporobolomyces phyllomatis,
  S. cluyveri-niehi, Erythrobasidium hasegawianum
 Microbotryales Microbotrytam reticulatum, M. violaceum, Rh. honiea, Ustilentylama fluitans
 Cystobasidiales Rhodotorula sp., Rh. pollida, Rh. laryngis, Rh. pinicola
Ustilagomycotina Ustilaginales  Pseudozyma antarctica

Tabela IV
Skrócona systematyka gromady Basidiomycota

Na podstawie drzewa filogenetycznego [1, 42]

Podgromada Rząd Wybrane gatunki
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S. cerevisiae. Na tej podstawie oszacowali wskaźnik EC50 
dla tego związku na poziomie 51,03 mg dm–3, a analiza 
mikroskopowa wykazała deformację komórek drożdży. 
Rumlova i Dolezalova [61] oceniając toksyczność pię-
ciu substancji (atropiny, fenitrotionu, cyjanku potasu, 
chlorku rtęci i azotanu ołowiu) w wodzie wobec droż-
dży S. cerevisiae w porównaniu z dwoma standardo-
wymi testami toksyczności na podstawie hamowania 
ruchliwości Daphnia magna i bioluminiscencji Vibrio 
fischeri stwierdziły, że dla niektórych substancji test 
biologiczny z S. cerevisiae okazał się czulszy.

Pewne nadzieje można wiązać także z szeroko pro-
wadzonymi badaniami nad biogenezą peroksysomów 
w komórkach drożdży Candida boidinii, Hansenula 
polymorpha i Pichia pastoris [74]. Spośród wszystkich 
badanych organizmów największą liczbę tych organelli 
napotkano w komórkach metylotroficznych drożdży, 
peroksysomy masowo pojawiają się w czasie wzrostu 
komórek w obecności metanolu jako jedynego źródła 
węgla i energii. Biogeneza peroksysomów związana jest 
z  białkami zwanymi peroksynami, geny je kodujące 
należą do grupy PEX. Dotychczas u człowieka zidenty-
fikowano 16 genów PEX, natomiast u grzybów 32 geny. 
Ponieważ w peroksysomach znajduje się olbrzymia 
liczba enzymów odpowiedzialnych za transformację, 
także ksenobiotyków, ich liczba może być wskaźnikiem 
aktywności enzymatycznej komórki bioindykatora.

3.3. Testy genotoksyczności

Genotoksyczność jest terminem opisującym wszyst-
kie niekorzystne dla organizmu uszkodzenia mate-
riału genetycznego w komórce organizmu żywego pod 
wpływem związku chemicznego. W badaniach muta-
genności liczba odpowiedzi ze strony biotestów geno-
toksyczności po zastosowaniu ksenobiotyku powinna 
być większa niż bez ksenobityku. Dodatkowo poznano 
biomarkery, które pojawiają się w komórce po eks-
pozycji na szkodliwy związek chemiczny (określone 

substancje lub ich metabolity w komórkach, mutacje 
DNA, okreś lone białka oraz addukty DNA czyli pro-
dukty połączenia DNA z innymi związkami wiązaniami 
wodorowymi). Efektami działania ksenobiotyków na 
materiał genetyczny mogą być dodatkowe, w porówna- 
niu z kontrolą, aberracje chromosomowe (Chromoso-
mal Aberrations, CA), wymiana siostrzanych chromatyd 
(Sister Chromatid Exchange, SCE), mikrojądra (Micro-
nuclei, MN), uszkodzenia DNA wykrywane testem 
kometkowym (Comet Assay Test), mutacje w  genie 
transferazy fosforybozylowej hipoksantyny-guaniny 
(Hypoxanthine-Guanine Phosphoribosyl Transferase, 
HGPRT) [19, 48]. Potencjalnie w testach tych komórki 
drożdży mogą zastąpić dotychczas stosowane komórki 
innych organizmów.

3.4. Testy endokrynne

Ludzie narażeni są na wpływ mieszanin różnych 
substancji toksycznych w środowisku. Połączone efekty 
toksykologiczne dla dwóch lub więcej substancji mogą 
być inne niż dla poszczególnych składników miesza-
nin. Obecnie dyskutowana i badana jest ocena łącznych 
skutków związków o aktywności hormonalnej także 
z powodu nowych regulacji prawnych [21, 39]. Zgod- 
nie z rozporządzeniem Parlamentu Europejskiego 
i  Rady (WE) nr  1107/2009 z dnia 21 października 
2009 r. środki ochrony roślin nie mogą wpływać na 
układ endokrynny [60].

Biotesty komórkowe są alternatywą dla tradycyj-
nych technik analitycznych i testów przeprowadza-
nych na całych organizmach [52]. Biotesty te prze-
ważnie wykorzystują komórki ludzkie (takie jak na 
przykład komórki raka piersi lub nerki) w celu okreś-
lenia zakresu zakłóceń procesów hormonalnych [2]. 
Obecnie dostępne są także komercyjne biotesty wyko-
rzystujące komórki drożdży. Grzyby te nie mają natu-
ralnych receptorów estrogenu, ale może zostać do 
ich komórek wprowadzony taki receptor z genomu 

Bakterie Bacillus, Escherichia, Pseudomonas, Salmonella, Vibrio
Grzyby Aspergillus, Candida, Saccharomyces, Penicillium
Glony Chlorella, Scenedesmus, Selenastrum
Pierwotniaki Paramaecium, Spirostomum, Vorticella
Wrotki Brachionus
Skorupiaki Artemia, Asellus, Ceriodaphnia, Daphnia, Gammarus, Hyalella, Mysis, Thamnocephalus
Owady Chironomus, Ephemerella, Hydropsyche
Mięczaki Dreissena polymorpha, Physa acuta, Planorbarius corneus
Ryby Brachydania rerio, Lebistes reticulatus oraz wiele innych

Tabela V
Przykłady organizmów wykorzystywanych w testach toksyczności

Według Klimiuk, Łebkowska [38]

Organizm Rodzaj/gatunek
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ludzkiego lub ryb. Raz wbudowane receptory będą 
przyczyniać się do ekspresji mierzonych białek, takich 
jak lucyferaza czy β-galaktozydaza, które mogą być 
monitorowane kolorymetrycznie lub luminescen-
cyjnie [2]. Jednym z najczęściej wykorzystywanych 
takich testów jest test aktywności estrogennej z użyciem 
drożdży (Yeast Estrogen Screen, YES) [57]. Otrzymane 
wyniki są znormalizowane w stosunku do najpow-
szechniejszego, naturalnego estrogenu używanego jako 
standard. Komercyjne testy Yeast Estrogen Screen (YES), 
Yeast Androgen Screen (YAS) łącznie z wariantami LYES 
i BLYES są obecnie szeroko stosowane. Test YES został 
opisany po raz pierwszy przez Arnold i wsp. [2] w celu 
określenie powinowactwa DDT, oktylofenolu i natural-
nych substancji do ludzkiego receptora estrogenowego 
w porównaniu z 17β-estradiolem. W celu zwiększenia 
czułości i szybkości testu YES opracowano test LYES, 
w którym wprowadzono dodatkowo etap fermentacji 
enzymatycznej z litykazą [64]. 

Pojawiła się obawa, że część środków ochrony roślin, 
w tym środki owadobójcze są zdolne do naśladowania 
działania 17β-estradiolu w wyniku interakcji z ludzkim 
receptorem estrogenu [53]. Powszechnie stosowanymi 
środkami owadobójczymi są pyretroidy i kilka z nich 
oceniano różnymi metodami pod kątem ewentualnej 
aktywności wobec układu hormonalnego. Zaobserwo-
wano, że niektóre metabolity pyretroidów, zwłaszcza 
permetryny i cypermetryny, mają struktury chemiczne, 
które są predysponowane do oddziaływania z komór-
kowym receptorem estrogenu w teście YES bardziej niż 
pyretroidy macierzyste. Mimo, że aktywność estroge-
nowa tych związków była około 105 razy mniejsza niż 
17β-estradiolu należy je uznać za zagrożenie dla zdro-
wia ludzkiego, a także środowiska [53]. Kolle i wsp. [39] 
zastosowali test YAS w celu oceny aktywacji receptora 
androgenowego przez winklozolinę (fungicyd) i fluta-
mid (lek) oraz przez mieszaniny tych związków zasto-
sowane w różnych stężeniach. Działanie tych związków 
nie było synergistyczne a ich efekt estrogeny widoczny 
był tylko przy wyższych stężeniach – ale nie sumował 
się. Badania Taxvig i wsp. [69] dowiodły także, że tebu-
konazol i epoksykonazol (fungicydy) mogą działać na 
układ endokrynny szczurów, na co wskazywała między 
innymi feminizacja samców lub zwiększenie masy uro-
dzeniowej tych zwierząt. 

4. Drożdże w toksykogenomice 

4.1. Zalety drożdży wykorzystywanych
 w toksykogenomice

Toksygenomika jest interdyscyplinarną dziedziną 
nauki, która łączy toksykologię z naukami „omicznymi” 
w celu wyjaśnienia reakcji na stresy środowiskowe na 

poziomie genomu [29, 56]. Duży potencjał wynikający 
z połączenia tych dyscyplin z bioinformatyką zapewnia 
bardziej kompleksową wiedzę odnośnie oddziaływań 
substancji chemicznych na poziomach molekular-
nym i  komórkowym [28, 70]. Gatunek S. cerevisiae 
jest dokładnie poznany i powszechnie stosowany jako 
eukariotyczny model w tego typu badaniach. Kilka cech 
drożdży sprawia, że są one dobrym modelem: (1)  są 
jednokomórkowymi, niepatogenicznymi mikroorga-
nizmami o szybkim wzroście i prostych warunkach 
hodowli, (2)  są podatne na manipulacje genetyczne, 
(3) została już przeprowadzona analiza całego genomu 
i  wypracowano w tym zakresie dużo prostych tech-
nik eksperymentalnych, (4) genom drożdży posiada 
uderzająco wysoki stopień funkcjonalnej homologii 
z genomem człowieka i innych wyższych eukariotów, 
i (5) mają unikalną zaletę posiadania informacji funk-
cjonalnych dostępnych dla niemal każdego genu [31]. 
Od 20 lat znana jest sekwencja genomu S. cerevisiae 
[25]. Składa się on z 12 068 kilopar zasad (ponad 12 mln 
par zasad) i zawiera około 6000 genów. Obecnie baza 
danych genomu drożdży piekarniczych Saccharomyces 
Genome Database (SGD; [78]) dostarcza wiadomości 
o każdym genie tych drożdży. Po zsekwencjonowaniu 
genomu drożdży piekarniczych można było ostatecz-
nie stwierdzić, że geny drożdży piekarniczych i ssaków 
kodują podobne białka oraz określić, ile z genów, które 
odkryto u drożdży piekarniczych, ma swoje homologi 
wśród genów ssaków [6]. 

Liczne informacje zebrane w ciągu kilku ostatnich 
lat badań znajdują się w łatwo dostępnych bazach 
danych. Pionierskie badania nad S. cerevisiae przyczy-
niły się do rozwoju kilku postgenomowych technik 
i  narzędzi obliczeniowych, zmieniając obszar zasto-
sowań drożdży w metodach funkcjonalnej genomiki 
i  proteomiki [7, 49, 67]. I chociaż wiele związków 
cytotoksycznych działa na organizmy za pośrednic-
twem mechanizmów fizjologicznych, które nie istnieją 
u drożdży, wiele podstawowych mechanizmów, takich 
jak adaptacja i odporność na presje chemiczne i śro-
dowiskowe znajdują się w komórkach tych grzybów 
i organizmów odległych filogenetycznie [58]. 

4.2. Narzędzia transkrypto-, proteo- i matabolomiczne
 stosowane  w toksykogenomice drożdży

Badanie zmian w ekspresji genów i białek lub po- 
ziomów metabolitów po ekspozycji na substancje 
toksyczne może pomóc w identyfikacji komponen-
tów komórkowych i szlaków metabolicznych, które są 
najbardziej istotne z toksykologicznego punktu widze-
nia [29, 56]. S. cerevisiae stanowi doskonały ekspery-
mentalny model do uzyskania zintegrowanej oceny 
odpowiedzi całego genomu na stres poprzez połącze-
nie transkryptomiki i proteomiki ilościowej do oceny 
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ekspresji genomu, metabolomiki, czyli badaniu profilu 
metabolitów komórkowych jako ostatecznej odpowie-
dzi na toksyny i chemogenomiki, do identyfikacji mole-
kuł będących celem ataków toksyn w komórce. Po eks-
pozycji komórek drożdży na toksyny następuje zmiana 
ekspresji mRNA, w celu dostosowania się do nowych 
warunków środowiskowych. W ten sposób tworzy się 
specyficzny wzór ekspresji genów charakterystyczny dla 
danego związku [65, 66]. Takie transkrypcyjne wzory 
są podobne dla związków o podobnych mechanizmach 
działania i mogą być stosowane do wnioskowania 
o  mechanizmach działania i przewidywaniu efektów 
niescharakteryzowanych toksyn [46, 70]. W rzeczywi-
stości, zmiana ekspresji genów może wystąpić niemal 
natychmiast po ekspozycji i ocena tych zmian może 
potencjalnie zapewnić wcześniejszą i bardziej czułą 
reakcję biomarkera niż tradycyjne metody toksykolo-
giczne [29, 66]. Jednakże ocena samej ekspresji genów 
jest niewystarczająca, aby w pełni zrozumieć działanie 
toksyny i wynikające stąd konsekwencje [29], ponieważ 
spodziewane są również zaburzenia w produkcji i/lub 
funkcji białka. Analizy profili białek mogą być stoso-
wane w celu identyfikacji zmian jakie w nich zachodzą 
po ekspozycji na toksynę [17, 62, 71, 72]. Genomowe 
i proteomiczne metody nie uwzględniają dynamicznego 
stanu metabolicznego komórki. Metabolomika jest 
podejściem, które umożliwia badanie profili metabo-
licznych w oparciu o założenie, że zmiany wywołane są 
przez toksyczne substancje. Niestety tego typu badania 
z wykorzystaniem drożdży są nadal rzadkie [30, 47]. 

4.3. Toksykogenomika funkcjonalna genów drożdży

Toksykogenomika funkcjonalna bada funkcje ge- 
nów związanych z działaniem toksycznego związku 
lub stresu środowiskowego, czyli określa bezpośredni 
związek między genem i toksycznością [29, 56]. W tym 
kontekście, przełomem w  badaniach nad mechani-
zmem działania toksyn, i jedną z głównych zalet sto-
sowania drożdży do oceny toksyczności substancji było 
uzyskanie zbioru haploidalnych i heterozygotycznych/
homozygotycznych diploidalnych drożdży z  delecją 
określonego genu [63]. Kolekcje tych drożdży umoż-
liwiają kompleksowe i systematyczne badania gene-
tyczne, które wskazują na bezpośredni związek między 
specyficznym genem i jego funkcjonalnym produktem 
tworzącym się w odpowiedzi na dany ksenobiotyk [3, 
32, 77]. Badania skryningowe są często prowadzone 
w celu identyfikacji genów, które są ważnymi czynni-
kami decydującymi o oporności na stres. Możliwe jest 
także wykrywanie delecji, które warunkują oporność 
na związek toksyczny, wówczas gdy jest on szkodliwy 
dla szczepu typu dzikiego. Testy te wykonuje się na 
szczepach homozygotycznych i haploidalnych [77]. 
Obecnie dostępnych jest wiele narzędzi bioinforma-

tycznych, które ułatwiają interpretację wyników [54]. 
Jak dotychczas co najmniej kilkadziesiąt publikacji 
napisano w oparciu o badania z wykorzystaniem kolek-
cji delecyjnych drożdży [16, 17]. 

4.4. Toksykogenomika drożdży w ocenie
 zanieczyszczenia środowiska rolniczego

Badania toksykologiczne związków chemicznych 
stosowanych w rolnictwie, w tym herbicydów i fungi-
cydów, rozwijają się od wielu lat, ale długofalowe skutki 
stosowania tych substancji są trudne do przewidzenia. 
Analiza całego genomu drożdży jest z powodzeniem 
stosowana do identyfikacji genów odpowiedzialnych 
za odpowiedzi i odporność na stresy wywołane przez 
środki ochrony roślin [8, 9]. Opisywana jest między 
innymi odpowiedź drożdży na sulfometuron metylowy 
(herbicyd), mankozeb (fungicyd ditiokarbaminianowy), 
tiuram, zineb, maneb i benomyl (fungicydy), lindan 
(inektycyd), kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D), 
parakwat i cyperquat (herbicydy) [14–16, 70, 72]. Podejś-
cie toksy kogenomiczne zaproponowano do zdefiniowa-
nia i przewidzenia nowych efektów toksykologicznych 
dla fungicydu mankozeb [14, 16] i  herbicydu 2,4-D 
[72, 73]. Mankozeb jest nieselektywnym fungicydem 
zawierającym kompleks cynku z etyleno-bis-ditiokar-
baminianem manganu o szerokim spektrum działa-
nia powszechnie stosowanym wobec fitopatogennych 
grzybów w różnych uprawach, o niskiej toksyczności 
ostrej [4, 50]. Jednak w ostatnich latach jest coraz więcej 
dowodów wskazujących, że przewlekła ekspozycja na 
ten fungicyd zwiększa prawdopodobieństwo zachoro-
wania na chorobę Parkinsona i niektóre formy raka [11, 
81]. Metody proteomiki ekspresyjnej wykazały, że 70% 
białek inaczej wyraża się w komórkach eksponowanych 
na mankozeb [16] i aż 53% determinantów oporności 
drożdży na fungicyd ma ludzkie ortologi [14]. 

Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) należy do 
rodziny herbicydów auksynopodobnych. Pomimo, że 
jego stosowanie jest uznane za stosunkowo bezpieczne, 
ekspozycja na 2,4-D może być związana z  rozwojem 
nieziarniczego chłoniaka i mięsaka [33]. W badaniach 
Teixeira i wsp. [75] dotyczących oceny mechanizmów 
reakcji na stres i powstawania odporności na 2,4-D 
zastosowano cały genom S. cerevisiae. Reakcja trans-
krypcji drożdży na ekspozycję na 2,4-D skutkowała 
zmianami w regulacji kilku genów zaangażowanych 
w odpowiedzi na stres oksydacyjny, co korelowało ze 
wzrostem stężenia rodników hydroksylowych i pero-
ksydacji lipidów zarejestrowanych w wyniku ostrego 
stresu na 2,4-D w komórkach drożdży [73]. 

Opisane przypadki podkreślają podobieństwa skut-
ków toksykologicznego działania fungicydów i herbicy-
dów u drożdży i u innych organizmów eukariotycznych, 
takich jak ludzie i rośliny. W związku z tym oczekuje 
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się, że zastosowanie układu modelowego z drożdżami 
będzie nadal przyczyniać się do zrozumienia mechaniz-
mów molekularnych leżących u podstaw toksyczności 
środków ochrony roślin dla bardziej skomplikowanych 
i mniej dostępnych w badaniach eukariontów. 

5. Podsumowanie

Reasumując należy podkreślić, że wzrasta znacze-
nie drożdży wykorzystywanych w nauce, szczególnie 
w badaniach środowiskowych, jako organizmów mode-
lowych. Zainteresowanie budzą przede wszystkim eks-
perymenty nad oddziaływaniem toksyn na geny, pro-
wadzone na drożdżach w celu określenia podobieństw 
reakcji, także na środki ochrony roślin, pomiędzy róż-
nymi organizmami. Dostępnych jest także kilka komer-
cyjnych biotestów wykorzystujących drożdże do oceny 
zagrożeń zanieczyszczeń rolniczych dla środowiska.
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1. Wstęp

Do rodzaju Enterococcus należą Gram-dodatnie 
ziarniaki, fakultatywnie beztlenowe, które w rozmazach 
przybierają formę krótkich łańcuchów, bądź występują 
w  parach lub jako pojedyncze kuliste komórki [32]. 
Znacząca większość jest zdolna do wzrostu w przedziale 
temperatur 10–45°C, w obecności NaCl o stężeniu 6,5% 
i szerokim zakresie pH od 4,5 do 9,6. Wykazują także 
zdolność do przetrwania w ciągu 30 min w tempera-
turze 60°C. Cechą charakterystyczną enterokoków jest 
zdolność do hydrolizy esculiny w obecności wysokiego 
stężenia soli żółciowych. W teście tym stosuje się 40% 
żółć wołową lub 4% roztwór soli kwasów żółciowych. 
W  tych warunkach wzrost większości bakterii jest 
hamowany. Enterokoki zaś hydrolizują eskulinę z pod-
łoża, co jest widoczne w postaci charakterystycznego 
zaciemnienia podłoża (czarny strąt wokół kolonii) [42].

Ze względu na zdolność hydrolizy argininy i wytwa-
rzania kwasów podczas rozkładu mannitolu, sorbitolu 

i sorbozy rodzaj Enterococcus podzielono na pięć grup. 
Jako drobnoustrój hydrolizujący argininę, wytwarza-
jący kwasy w podłożu z mannitolem a nie posiadający 
cech kwasotwórczych w obecności sorbozy, E. faecalis 
przyporządkowany został do grupy II.

Bakterie z rodzaju Enterococcus występują w środo-
wisku, np. w wodzie, glebie, roślinach, oraz jako orga niz- 
my komensalne występują w przewodzie pokarmowym 
oraz jamie ustnej człowieka. Jednocześnie są czynnikami 
etiologicznymi takich chorób jak zapalenie wsierdzia, 
zakażenie układu moczowo-płciowego, jamy brzusznej 
oraz ogólne zakażenia pooperacyjne. W większości tych 
infekcji stwierdza się obecność E. faecalis (w około 80% 
przypadków) oraz E. faecium (5–25% zakażeń) [40]. 
Ponadto uważa się, że enterokoki są jednymi z głównych 
drobnoustrojów powodujących szpitalne bakteriemie. 
Z drugiej strony, jako bakterie mlekowe mające zdolność 
wytwarzania bakteriocyn, są powszechnie wykorzysty-
wane w przemyśle spożywczym i weterynaryjnym, jako 
probiotyki i kultury starterowe [16]. 
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2. Znaczenie E. faecalis w zakażeniach
 endodontycznych zębów

Gatunek E. faecalis jest jednym ze składników 
naturalnej mikroflory jamy ustnej. Jednocześnie jest 
to trudny do eradykacji patogen, odpowiedzialny za 
niektóre infekcje stomatologiczne. Dominuje we wtór-
nych przewlekłych stanach zapalnych kanałów korze-
niowych. Ponadto wykrywany jest w infekcjach tka-
nek przyzębia oraz rzadko w przebiegu periimplantitis 
(zapalenie tkanek wokół implantu). Badania wykazały 
dodatnią korelację pomiędzy liczbą bakterii w  ślinie 
i na powierzchni błony śluzowej jamy ustnej, a zabie-
giem leczenia endodontycznego. Odnotowano wzrost 
liczby szczepów E. faecalis w obrębie jamy ustnej u osób 
w trakcie lub po chemo-mechanicznym opracowaniu, 
a następnie wypełnieniu kanałów korzeniowych [41]. 
U pacjentów, u których nie doszło do utraty żywotności 
zębów, ich poziom w ślinie i na błonie śluzowej jamy 
ustnej pozostaje znacząco niższy.

Obecność E. faecalis jest ściśle powiązana z występo-
waniem stanów zapalnych tkanek okolicy wierzchołka 
korzenia, towarzyszących pierwotnym i przetrwałym 
infekcjom zlokalizowanym w świetle kanałów zębo-
wych. W  przypadku zakażeń pierwotnych wykry-
wany jest w  4–40% przypadków, którym towarzyszą 
przewlekłe bezobjawowe zmiany okołowierzchołkowe 
[38]. Jeżeli w przebiegu pierwotnego zapalenia miazgi 
dochodzi do ostrego zapalenia tkanek okołowierzchoł-
kowych, z lub bez uformowania ropnia, E. faecalis nie 
jest wykrywany. W  przypadku przetrwałych stanów 
zapalnych endodontium, odsetek wykrywalności tego 
patogenu jest znacząco wyższy. Z kanałów zębowych 
wymagających rewizji leczenia endodontycznego 
E. faecalis izolowany jest 9-krotnie częściej niż z pier-
wotnych infekcji wewnątrzkanałowych [38]. Wyniki 
badań wykazały, że E. faecalis jest wykrywany w 24 do 
77% przypadków przetrwałych infekcji endodontycz-
nych, którym towarzyszą zmiany zapalne w tkankach 
okołowierzchołkowych [34, 38, 45, 20]. Znaczące róż-
nice pomiędzy wynikami mogą być efektem następują-
cych czynników: zastosowanych technik identyfikacji 
szczepu oraz wielkości badanej grupy [3]. W przypadku 
badań opartych o metodę posiewu i identyfikacji kultur 
bakteryjnych, rzadziej wykrywano patogen. Technika 
PCR (łańcuchowa reakcja polimerazy), jako metoda 
szybsza i bardziej czuła, potwierdziła obecność E. faeca-
lis w większej liczbie leczonych kanałów.

Najnowsze doniesienia naukowe są źródłem cieka-
wych informacji o pochodzeniu szczepów eneteroko-
ków, wykrytych w przebiegu zakażeń korzeni zębów. 
W jednym z badań E. faecalis wyizolowany ze światła 
zainfekowanych kanałów nie odpowiadał genetycznie 
szczepom enterokoków, występujących w  naturalnej 
mikroflorze gospodarza [58]. Obserwacji poddano 

grupę 50  pacjentów. Materiał do analizy mikrobiolo-
gicznej pozyskano ze śliny, wnętrza korzeni objętych 
stanem zapalnym oraz z kału. Szczepy E. faecalis odpo- 
wiedzialne za rozwój infekcji endodontycznych nie odpo - 
wiadały genetycznie szczepom wyizolowanym z prze-
wodu pokarmowego. Ponadto w żadnej z próbek śliny 
nie potwierdzono obecności tego drobnoustroju. We 
wszystkich poddanych obserwacji przypadkach, choro-
botwórcze dla pacjentów były tylko bakterie egzogenne. 
Wniosek jednak wymaga dalszych badań i weryfikacji. 

3. Czynniki wirulencji E. faecalis

E. faecalis jest drobnoustrojem o wielu skompliko-
wanych mechanizmach wirulencji. Ma zdolność ada-
ptacji do warunków środowiska poprzez wytwarzanie 
szeregu substancji i uruchamianie procesów, które uła-
twiają adhezję i inwazję komórek gospodarza, modyfi-
kują jego odpowiedź immunologiczną oraz powodują 
uszkodzenia w obrębie tkanek (rys. 1).

Do najważniejszych czynników zjadliwości zalicza się:
AS (aggregation substance – substancja agregująca) 

– powierzchniowa adhezyna odpowiadająca za przyle-
ganie enterokoków do komórek eukariotycznych oraz 
agregację komórek bakteryjnych, co ułatwia wymianę 
plazmidowego DNA pomiędzy nimi [35]. Białko AS 
kodowane jest przez geny umiejscowione na wyspie 
patogenności (PAI) i plazmidach zależnych od feromo-
nów. Najlepiej poznanymi plazmidami zawierającymi 
geny kodujące białka AS są: pAD1 – białko Asa1 [51], 
pPD1 – białko Asp1 [16] oraz pCF10 – białko Asc10 
[24]. Wszystkie białka AS posiadają motyw RGD (Arg-
-Gly-Asp) w N-końcowej części cząsteczki odpowia-
dający za wiązanie bakterii do powierzchni komórek 
eukariotycznych [56]. Ponadto białku AS przypisuje się 
liczne funkcje wpływające na chorobotwórczość ente-
rokoków. Umożliwia ono enterokokom przyleganie do 
białek macierzy zewnątrzkomórkowej gospodarza. Jego 
obecność zwiększa hydrofobowość komórki bakteryjnej 
oraz hamuje aktywność granulocytów obojętnochłon-
nych, skierowaną przeciwko tym drobnoustrojom. 
AS jest także czynnikiem sprzyjającym koniugacji. 
U bakterii Gram-dodatnich koniugacja jest warunko-
wana obecnością związków powodujących agregację 
komórek, a nie wytwarzaniem pili płciowych, jak u bak-
terii Gram-ujemnych. Koniugacyjny transfer plazmi-
dowego DNA pomiędzy komórkami E. faecalis, powo-
duje rozprzestrzenianie się oporności na antybiotyki 
wśród szczepów enerokoków. Ponadto, w zakażeniach 
układów pokarmowego i moczowego AS zwiększa 
poziom adhezji do komórek nabłonkowych przewodu 
pokarmowego i nerek [26]. Substancja agregująca ma 
także działanie synergistyczne z cytolizyną – innym 
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czynnikiem wirulencji enterokoków [4]. W badaniu 
przeprowadzonym na królikach oceniano śmiertelność 
w wyniku zapalenia wsierdzia spowodowanego infek-
cją E. faecalis, w zależności od możliwości wytwarza-
nia przez te bakterie substancji agregującej i cytolizyny. 
Statystycznie znamiennie wyższą śmiertelność wyka-
zano w  grupie zwierząt, gdzie źródłem infekcji był 
szczep posiadający geny odpowiedzialne za wytwarza-
nie zarówno AS jak i cytolizyny [4]. 

Ace (adhesion of collagen from E. faecalis) jest 
białkiem powierzchniowym o masie cząsteczkowej 
74 kDa, które wraz z AS bierze udział w  kolonizacji 
tkanek gospodarza. Cząsteczka białka Ace zbudowana 
jest z: N-terminalnego końca utworzonego z 31 ami-
nokwasów, domeny A o 335 aminokwasach, domeny B 
składającej się z 4,5-krotnego powtórzenia 47 rodniko-
wych jednostek, końcowego regionu C zakotwiczonego 
w ścianie komórkowej przez tzw. motyw LPXTG (leu-
cyna, prolina, X-dowolny aminokwas, treonina, gli-
cyna). Ace należy do grupy powierzchniowych kom-
ponentów MSCRAMM (microbal surface component 
recognizng adhesive matrix molecules), gdyż posiada 
zdolność wiązania się z białkami macierzy zewnątrz-
komórkowej [25]. 

Białko Ace posiada zdolność łączenia się z  kola-
genem typu I i  IV. Zawiera motyw homologiczny do 
domeny wiążącej kolagen, występującej w białku Cna 
u Staphylococcus aureus. Podobną homologię w budo-
wie potwierdzono również w stosunku do białka Acm 
występującego u E. faecium i odpowiedzialnego za 
wiązanie do kolagenu typu  I. Białka Acm E. faecium 
i  Ace E. faecalis wykazują podobieństwa w  budowie 
domeny A[32].

Esp (enterococcal surface protein) jest białkiem 
o masie cząsteczkowej przekraczającej 200 kDa, związa-
nym ze ścianą komórkową bakterii. Gen esp ma specy-

ficzną strukturę, zawiera 3 bloki licznych tandemowych 
powtórzeń. Znaczenie tych struktur nie zostało jedno-
znacznie stwierdzone. Podejrzewa się, że umożliwiają 
one powstawanie różnych wariantów białka Esp, co 
pozwala na efektywne unikanie mechanizmów obron-
nych układu odpornościowego gospodarza [36]. Białku 
Esp przypisuje się również bardzo ważną rolę – udział 
w procesie tworzenia biofilmu [51]. Szczepy E. faecalis 
z mutacjami w genie esp traciły zdolność do tworzenia 
biofilmu w warunkach doświadczalnych. Wzrost ente-
rokoków w postaci biofilmu pozwala na zwiększenie 
oporności bakterii na antybiotyki i spadek podatności 
na fagocytozę i mechanizmy obronne układu immu-
nologicznego [9].

Białka adhezyjne enterokoków biorą udział w kolo-
nizacji, pierwszym stadium inwazji tkanek gospodarza. 
Szczepy E. faecalis wytwarzają także substancje o właś-
ciwościach toksycznych oraz destrukcyjnych dla ata-
kowanego organizmu: cytolizyna Cyl, żelatynaza GelE, 
hialuronidaza Hyl oraz proteza serynowa SpreE. 

Cytolizyna Cyl (zwana też hemolizyną) jest jedną 
z toksyn produkowanych przez enterokoki. Cytolizyna 
jest bakteriocyną zaliczaną do grupy lantybiotyków. 
Powoduje rozpad erytrocytów (wywołuje hemolizę 
typu  β), leukocytów obojętnochłonnych i  makrofa-
gów. Posiada także właściwości bójcze w stosunku do 
wielu bakterii Gram-dodatnich [19]. Szczepy E. faeca-
lis wytwarzające cytolizynę charakteryzują się większą 
zjadliwością w porównaniu do szczepów cytolizyno-
-negatywnych [57] 

Żelatynaza GelE jest wydzielaną zewnątrzkomór-
kowo endopeptydazą zależną od jonów cynku. Enzym 
ten hydrolizuje kolagen, hemoglobinę, kazeinę, żela-
tynę, w następstwie czego dochodzi do powstawa-
nia zmian patologicznych w tkankach [46]. Białko 
o  takiej samej aktywności jest również wytwarzane 

Rys. 1. Czynniki zjadliwości E. faecalis i ich rola
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w  organiz mie człowieka przez komórki zapalne, 
nabłonkowe, fibroblasty oraz osteoklasty, i uczestniczy 
w procesach przebudowy tkanek. Żelatynaza w pod-
wyższonych stężeniach wykrywana jest w chorobach 
przyzębia, infekcjach miazgi i zmianach okołowierz-
chołkowych [43]. Rozpad kolagenu w tych stanach 
patologicznych ma działanie chemotaktyczne w sto-
sunku do monocytów, makrofagów, neutrofili, akty-
wuje produkcję reaktywnych form tlenu i enzymów 
litycznych, a zatem jest inicjatorem uszkodzeń proza-
palnych. Analogiczne znaczenie przypisuje się bakteryj-
nej hialuronidazie, która poprzez indukcję tych samych 
mechanizmów może pełnić istotną funkcję w patoge-
nezie zapaleń okołowierzchołkowych. 

Hialuronidaza jest enzymem, który powoduje roz-
kład kwasu hialuronowego. W następstwie wytwarza-
nia hialuronidazy przez szczepy E. faecalis, dochodzi do 
niszczenia tkanki chrzęstnej i kostnej [25]. Obecność 
E. faecalis w zmianach okołowierzchołkowych może 
wynikać z właściwości osteolitycznych hialuronidazy 
[1]. Wytwarzanie hialuronidazy może ułatwiać pato-
genom migrację z kanału korzeniowego do okolicy 
okołowierzchołkowej. Jednakże teoria ta, choć pojawia 
się w piśmiennictwie wielokrotnie, wymaga dalszych 
badań i potwierdzenia. 

W mechanizmach wirulencji enterokoków biorą 
także udział tzw. feromony płciowe. Są to krótkie hydro-
fobowe peptydy, które pełnią rolę swoistego sygnału 
w procesie wymiany materiału genetycznego pomiędzy 
szczepami E. faecalis [10]. Komórka bakteryjna poten-
cjalnego biorcy wydziela feromon, który oddziałuje 
z białkami dawcy kodowanymi plazmidowo, aktywując 
gen AS, czego następstwem jest rozpoczęcie koniugacji. 
Wytwarzane feromony są swoiste dla konkretnych plaz-
midów, np.: feromon cAD1 – plazmid pAD1. 

W ten sposób, na drodze horyzontalnego transferu 
genów, bakterie uzyskują i modyfikują swoją odpor-
ność na antybiotyki (plasmid warunkujący oporność 
na tetracyklinę pCF10, feromon cCF10) [5], możliwość 
wytwarzania innych czynników wirulencji, np. cytoli-
zyny (plazmid kodujący aktywność cytolizyny pOB1, 
feromon cOB1) [7]. Niektóre feromony płciowe posia-
dają także właściwości chemotaktyczne dla neutrofilów 
oraz powodują wzrost wytwarzania przez nie enzymów 
lizosomalnych oraz zewnątrzkomórkowych nadtlen-
ków [12]. Zwiększone miano enzymów lizosomalnych 
skorelowane jest natomiast z rozwojem wielu stanów 
patologicznych zębów i tkanek przyzębia, takich jak 
przewlekła choroba przyzębia oraz zmiany okołowierz-
chołkowe związane z zapaleniem miazgi. Enzymy lizo-
somalne wpływają także na resorpcje kości wyrostka 
zębodołowego poprzez destrukcję oraz hamowanie 
tworzenia nowej tkanki kostnej [52].

Kwas lipotejchojowy (LTA) jest związkiem orga-
nicznym zawierającym część lipidową diacylglicerolową 

oraz powtarzające się jednostki glicerofosforanowe. 
LTA jest wbudowany w błonę komórkową bakterii 
Gram-dodatnich. Pełni funkcję receptora w agregacji 
i koniugacji plazmidów bakteryjnych pomiędzy komór-
kami enterokoków [11]. Jednak jego zasadniczą rolą 
jest stymulacja odpowiedzi prozapalnej w reakcji na 
czynnik infekcyjny. Następuje to poprzez pobudzanie 
leukocytów do wzmożonego uwalniania cytokin, takich 
jak: TNF alfa, IL-1beta, IL-6, makrofagów do produkcji 
prostaglandyny PGE2 oraz monocytów do wytwarzania 
anionów nadtlenowych [56]. Wszystkie wymienione 
wyżej czynniki wykrywane są w zmianach około-
wierzchołkowych i odpowiadają za uszkodzenia tka-
nek tej okolicy w przebiegu procesów zapalnych. Inne 
znaczenie LTA to stymulacja uwalniania mediatorów 
w fazie ostrej, co powoduje wzrost przepuszczal ności 
naczyń krwionośnych oraz angiogenezę. Natomiast 
poprzez hamowanie wytwarzania śródbłonkowych 
czynników wzrostu zaburza angiogenezę, wpływając na 
powolny rozwój przewlekłych stanów patologicznych 
okolicy otaczającej wierzchołek zęba [54]. Typowym 
ich objawem jest rozrzedzenie i zniszczenie struktury 
kostnej, a LTA może mieć istotny wpływ w przebieg 
tego procesu. Badania in vitro wykazały ponadto wpływ 
kwasu lipotejchojowego na indukcję apoptozy ludzkich 
komórek osteoblastycznych [49] oraz wpływ na eks-
presję związków regulujących dojrzewanie komórek 
osteoklastycznych: ligandu RANKL na osteoblastach 
i osteoprotegryny OPG [59]. Wzrost ekspresji RANKL 
z jednoczesną redukcją ekspresji OPG stymuluje pro-
ces różnicowania, dojrzewania i aktywacji osteoklastów, 
powodując niszczenie tkanki kostnej w przebiegu cho-
rób przyzębia [59].

Laboratoryjna ocena podatności komórek bakte-
ryjnych na działanie antybiotyków dostarczyła innych 
ważnych informacji na temat znaczenia cząsteczek LTA. 
Potwierdzono rolę kwasu lipotejchojowego w wytwa-
rzaniu oporności na przenikanie antybiotyków do 
wnętrza komórek, w zmniejszaniu wrażliwości na 
działanie detergentów oraz wzroście przeżywalności 
enterokoków w środowisku pozbawionym składników 
odżywczych [44]. Kwas lipotejchojowy może być tym 
samym odpowiedzialny za brak skuteczności opatrun-
ków wewnątrzkanałowych, aplikowanych w trakcie 
leczenia endodontycznego, mających na celu erady-
kację E. faecalis. 

4. Mechanizmy zjadliwości E. faecalis 

Warunkiem uznania bakterii za chorobotwórcze jest 
posiadanie przez nie zdolności do przylegania, wni-
kania i wzrostu w tkankach. Zjadliwosć bakterii jest 
ponadto warunkowana przez mechanizmy obronne, 
pozwalające unikać działania systemu odpornościo-
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wego gospodarza i jednocześnie umożliwić współ-
zawodnictwo o przetrwanie z innymi bakteriami bytu-
jącymi w tej samej niszy (Rys. 2). 

W obrębie jamy ustnej miejscem bytowania choro-
botwórczych szczepów E. faecalis jest wnętrze korzeni 
zębowych. Po wniknięciu do kanału korzeniowego 
E. faecalis kolonizuje ścianę zębinową. Poprzez kwas 
lipotejchojowy wiąże się z częścią mineralną zrębu, 
natomiast dzięki adhezynie powierzchniowej Ace 
przylega do kolagenu. Środowisko to charakteryzuje 
się szeregiem niesprzyjających czynników bytowych: 
niedobór składników pokarmowych, obecność innych 
bakterii i ich toksyn oraz działanie różnego rodzaju che-
mioterapeutyków. Patogen wytworzył szereg mechaniz-
mów przystosowawczych do bytowania w tych warun-
kach. Posiada zdolność wnikania do wnętrza kanalików 
zębinowych, gdzie staje się niewidoczny dla immunolo-
gicznego układu odpornościowego gospodarza. W śro-
dowisku tlenowym, bogatym w składniki odżywcze 
E. faecalis wnika do wnętrza kanalików zębowych na 
średnią głębokość 1483 µm. W  warunkach beztleno-
wych głębokość wnikania zmniejsza się do 1166 µm, 
a  najmniejszą głębokość kolonizacji kanalików, na 
poziomie 620 µm osiąga w środowisku beztlenowym, 
pozbawionym składników odżywczych [22]. Po zaapli-
kowaniu do światła kanału korzeniowego wodorotlenku 
wapnia, związku powszechnie stosowanego w  lecze-
niu endodontycznym, pH gwałtownie wzrasta. Jednak 
w głębi kanalików zębinowych, daleko od światła kanału 
głównego, pH pozostaje na znacząco niższym poziomie, 
a bakterie bytujące w tym obszarze są mniej narażone 
na działanie uszkadzających substancji chemicznych 
[53]. Pomiary wykonane na powierzchni korzenia po 
dokanałowej aplikacji pasty wodorotlenkowo-wapnio-
wej, wykazywały wartości pH 7,3–8,9, nie wywierające 
negatywnego wpływu na wzrostu bakterii [29, 30]. 
Utrzymanie odpowiednio niskiego pH jest także moż-
liwe dzięki działaniu pasywnych i aktywnych mechaniz-
mów obronnych bakterii. Mechanizmem pasywnym 

jest przepuszczalna błona E. faecalis pozwalająca na 
swobodny przepływ jonów, zaś aktywnym – działanie 
pompy protonowej, będącej integralną częś cią błony. 
Transport protonów do komórki wspomaga utrzymanie 
wewnętrznej hemostazy jonowej i odczynu kwasowo-
-zasadowego na odpowiednio niskim poziomie [47]. 
Przy pH środowiska przewyższającym 11,5 E. faecalis 
nie jest zdolny do przetrwania [13]. Wyżej opisane 
kompensacyjne mechanizmy wewnętrzne patogenu 
pozostają nieaktywne. Jednak zębina kolonizowana 
przez bakterie, także posiada zdolności buforujące 
i w warunkach in vivo niemożliwe jest utrzymanie sta-
łego pH na tak wysokim poziomie [18, 53]. Niskie pH, 
jako jeden z czynników stresowych, wpływa również na 
zmianę metabolizmu komórki bakteryjnej. Zwiększa się 
synteza i transport nukleotydów, a zmniejsza ekspresja 
genów odpowiedzialnych za wytwarzanie energii, meta-
bolizm węglowodanów i aminokwasów [37].

E. faecalis wytwarza cytolizynę oraz szereg bakterio-
cyn o działaniu toksycznym na inne bakterie, zarówno 
Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne [33]. Dzięki temu, 
w  przetrwałych przewlekłych infekcjach endodon- 
tycznych, liczba gatunków bakterii innych niż entero-
koki jest niska. 

Enterokoki rozwinęły mechanizmy adaptacyjne do 
życia w środowisku o ograniczonym dostępie do skład-
ników odżywczych. Wytwarzana hialuronidaza powo-
duje depolimeryzację kwasu hialuronowego dostępnego 
w zębinie. Produkty rozpadu kwasu hialuronowego 
wykorzystywane są następnie w podstawowych proce-
sów metabolicznych. Innym źródłem bakteryjnych sub-
stratów pokarmowych są składniki płynu surowiczego, 
występujące w kanalikach zębinowych. Niedostatecznie 
szczelne zamknięcie otworu wierzchołkowego w prze-
biegu leczenia endodontycznego stanowi drogę prze-
pływu dla surowicy i umożliwia dostęp do składników 
odżywczych. Jednak, gdy źródła energii zostaną dra-
stycznie ograniczone, bakterie przechodzą w tzw. stan 
stacjonarny [37]. Komórki spowalniają i ograniczają 

Rys. 2. Mechanizmy zjadliwości E. faecalis warunkujące oporność na substancje dezynfekujące i antybiotyki
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metaboliczne procesy syntezy oraz zmniejszają swoje 
rozmiary [27]. Po kilku tygodniach bytowania w wa- 
runkach oligotropowych powierzchnia komórki staje 
się wyraźnie pofałdowana z  licznymi zagłębieniami. 
W  odróżnieniu od komórek w  fazie logarytmicznej, 
w  fazie stacjonarnej komórki organizują się w  pary. 
W  stanie tym utrzymywana jest synteza specyficz-
nych białek głodowych [21]. W jednym z badań pod-
jęto próbę wyizolowania białek wytwarzanych przez 
komórki bakteryjne w środowisku pozbawionym glu-
kozy oraz substratów pokarmowych. W  warunkach 
oligotrofowych zidentyfikowano 51 białek O (O – oli-
gotrophic proteins), natomiast całkowite ogranicze-
nie dostępu glukozy skutkowało syntezą 42 białek Gls 
(Gls – glucose starvation-inducible proteins). W obu 
grupach badawczych stwierdzono występowanie 
16 białek o tej samej strukturze . Autorzy badania uznali 
je za kluczowe w rozwoju stanu stacjonarnego bak-
terii E. faecalis i ich długoczasowej odporności na nie-
sprzyjające warunki bytowe. W innym doświadczeniu 
poddano ocenie wrażliwość komórek bakteryjnych na 
działanie różnego rodzaju czynników fizycznych i che-
micznych, po wcześniejszej inkubacji w środowisku 
pozbawionym glukozy [17]. Badane szczepy E. faecalis, 
przy braku dostępu do glukozy, wykazały wzrost odpor-
ności na następujące czynniki stresowe: wysoką tempe-
raturę, H2O2, odczyn kwaśny, etanol oraz podchloryn 
sodu stosowany w leczeniu endodontycznym zębów. 
Zmiany morfologiczne w budowie komórki bakteryj-
nej i synteza specyficznych białek stresowych (O i Gls), 
zachodzące w warunkach stresowych, stanowią element 
mechanizmów obronnych szczepu E. faecalis. Mecha-
nizmy te mogą jednoczesnie być odpowiedzialne za 
brak podatności komórek bakteryjnych na terapię sta-
nów zapalnych korzeni zębowych [28].

Gatunek E. faecalis posiada zdolność formowania 
biofilmu. Biofilm definiowany jest jako wysoce zorga-
nizowane skupisko bakterii otoczone białkowo-poli-
sacharydową substancją – macierzą, która stanowi ok. 
85% tej struktury [36]. Organizacja komórek bakteryj-
nych w strukturze biofilmu sprzyja wymianie pomię-
dzy nimi materiału genetycznego na drodze koniugacji. 
Ponadto zdolność formowania biofilmu ma kluczowe 
znaczenie dla rozwoju bakteryjnej oporności na dzia-
łanie antybiotyków, chemioterapeutyków i substancji 
dezynfekujących, stosowanych w leczeniu endodon-
tycznym. Istnieje kilka hipotez wyjaśniających to zja-
wisko. Pierwsza teoria mówi o zwolnionej, utrudnio-
nej penetracji antybiotyków poprzez macierz biofilmu. 
Środki chemiczne są potencjalnie dezaktywowane 
w trakcie penetracji biofilmu [2] lub też absorbowane 
przez macierz otaczającą bakterie [7]. Badania laborato-
ryjne potwierdziły utrudnioną penetrację tej struktury 
przez związki chloranu stosowane w trakcie chemo-
-mechanicznego opracowania kanałów korzeniowych 

[8]. Inna hipoteza zakłada zróżnicowanie środowiska 
chemicznego w obrębie biofilmu. Badania Hu i współ-
pracowników wykazały, że na powierzchni biofilmu 
dochodzi do całkowitej konsumpcji tlenu, co powo-
duje zmianę mikrośrodowiska wewnątrz biofilmu na 
beztlenowe [24] i uniemożliwia tym samym działanie 
niektórych antybiotyków. Założenie to zostało potwier-
dzone w laboratoryjnej analizie skuteczności aminogli-
kozydów, która to była znacząco niższa w warunkach 
beztlenowych [48]. Wedle innej hipotezy enterokoki 
zorganizowane w biofilmie przyjmują specyficzny 
stan fenotypowy cechujący się wysoką odpornością na 
uszkadzające działanie substancji chemicznych [14]. 
Wszystkie powyższe hipotezy o roli biofilmu w mecha-
nizmach obronnych enterokoków potwierdzają wysoki 
stopień zorganizowania i złożoność tej struktury.

5. Podsumowanie 

E. faecalis jest organizmem komensalnym dla czło-
wieka. W warunkach normalnych bytuje w jamie ustnej. 
W warunkach patologicznych, gdy dojdzie do zakaże-
nia i rozwoju stanu zapalnego, wykrywany jest w prze-
biegu chorób miazgi i tkanek okołowierzchołkowych, 
a szczególnie w przetrwałych infekcjach endodontycz-
nych. E. faecalis posiada złożone mechanizmy wiru-
lencji umożliwiające kolonizację korzenia zębowego 
oraz przetrwanie w niesprzyjającym pH, w warunkach 
o  ograniczonym dostępie substratów pokarmowych 
i glukozy. Białka adhezyjne AS, Ace i Esp umożliwiają 
enterokokom przyleganie do komórek gospodarza. 
Enzymy lityczne cytolizyna Cyl, żelatynaza GelE, hia-
luronidaza Hyl oraz proteza serynowa SpreE mają 
działanie toksyczne i powodują uszkadzanie atakowa-
nych tkanek. W przebiegu zakażeń korzeni zębowych, 
po zastosowaniu konwencjonalnej terapii chemo- 
mechanicznej szczepy E. faecalis nie ulegają komplet-
nej eradykacji. Ze względu na wzrastającą oporności 
antybiotykowej bakterie są niepodatne na powszech-
nie stosowane w endodoncji środki do dezynfekcji 
i chemioterapeutyki. E. faecalis posiada także zdolność 
tworzenia biofilmu oraz zasiedlania wnętrza kanalików 
zębinowych, w wyniku czego staje się niewidoczny dla 
systemu odpornościowego gospodarza. E. faecalis jest 
drobnoustrojem, który wytworzył bardzo skompliko-
wane mechanizmy adaptacyjne. Niewątpliwie mikro-
biologia endodontyczna musi skupić się na dokładnym 
ich zdefiniowaniu i zrozumieniu. Konieczne jest pod-
jęcie nowych strategii leczenia chorób miazgi i  tka-
nek endodontycznych, skierowanych bezpośrednio 
na zneutralizowanie tych czynników i mechanizmów 
wirulencji. Tylko dogłębne poznanie patogenu pozwoli 
na zapobieganie występowania zakażeń oraz minimali-
zacje skutków ich występowania. 
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1. Wstęp

Bakteria Pseudomonas aeruginosa jest drobnoustro-
jem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Natu-
ralnym miejscem występowania tej bakterii są gleba, 
woda, ścieki, powietrze, powierzchnia roślin, orga-
niz my ludzi i zwierząt. Jest groźnym oportunistycznym 
patogenem człowieka. U ludzi z upośledzoną odpor-
nością, wywołuje zakażenia układu oddechowego 
(zwłaszcza u osób z mukowiscydozą), zakażenia ran, 
układu moczowego, kości, stawów, skóry oraz zapale-
nie rogówki. Małe wymagania odżywcze, różnorodne 
mechanizmy oporności na antybiotyki, niewrażliwość 
na stosowane powszechnie środki dezynfekcyjne, łat-
wość rozprzestrzeniania się w środowisku wodnym 

sprawiają, że bakteria P. aeruginosa należy do najpow-
szechniejszych i najgroźniejszych czynników etiologicz-
nych wielu postaci zakażeń szpitalnych. Warunkiem 
efektywnego leczenia infekcji spowodowanych pałeczką 
Pseudomonas jest dokładne poznanie mechanizmów 
odpowiedzialnych za chorobotwórczość tej bakterii.

Patogenne szczepy P. aeruginosa charakteryzują się 
szeregiem mechanizmów i czynników warunkujących 
zjadliwość tego organizmu. Czynniki te można podzie-
lić na związane z powierzchnią komórki bakteryjnej: 
lipopolisacharydy (LPS), fimbrie, rzęski, śluz, lektyny 
oraz uwalniane na zewnątrz komórki: egzotoksynę A, 
egzoenzym S, T, U i Y, enzymy proteolityczne, neura-
minidazę, fosfolipazę hemolityczną i niehemolityczną 
oraz barwnik piocyjaninę. Enzymy proteolityczne 
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warunkują inwazyjność i rozprzestrzenianie się pato-
genu (degradacja tkanek, liza komórek), modulację 
mechaniz mów odpowiedzi odpornościowej gospoda-
rza (degradacja czynników immunologicznych, akty-
wacja cytotoksycznych mediatorów gospodarza) a także 
aktywację toksyn bakteryjnych. Pałeczki Pseudomonas 
wytwarzają co najmniej cztery proteazy zewnątrz ko-
mórkowe: elastazę B (LasB), elastazę A (LasA), sery-
nową proteazę IV oraz alkaliczną proteazę [17].

U ludzi elastaza B jest ważnym czynnikiem wiru-
lencji w infekcjach układu oddechowego, zakażeniach 
rogówki, tkanki łącznej i skóry po oparzeniach [64]. 
Uszkodzenie tkanek gospodarza związane jest z degra-
dacją elastyny i kolagenu typu IV jak również z akty-
wacją tkankowych metaloproteaz (MMP’s) [62, 79]. 
Obserwowano ponadto udział tej proteazy w modulacji 
mechanizmów odpowiedzi odpornościowej gospodarza 
przez degradację m.in. immunoglobulin IgA i IgG, bia-
łek surfaktantu SP-A i SP-D, elementów układu dopeł-
niacza (C5a i C3) oraz peptydów antybakteryjnych 
(α-defensyn i LL-37) [61, 78]. Należąca do metalopro-
teaz elastaza A, degraduje elastynę, zwiększa aktywność 
elastolityczną elastazy B poprzez modyfikację substratu, 
dzięki czemu jest zaangażowana w rozwój infekcji 
rogówki i chronicznych infekcji układu oddechowego 
[72]. Serynowa proteaza IV o masie cząsteczkowej 
26 kDa jest aktywna wobec składników układu dopeł-
niacza C3 i C1, immunoglobuliny IgG, plazminogenu, 
fibrynogenu. Enzym ten degraduje również komórki 
nabłonkowe rogówki, przez co stanowi ważny czynnik 
etiologiczny zakażeń rogówki. Alkaliczna proteaza (AP) 
odgrywa istotną rolę w rozwoju zapalenia rogówki, bak-
teriemii, infekcji ucha środkowego, zakażeń układu 
oddechowego u chorych na mukowiscydozę. AP degra-
duje składniki układu dopełniacza C1q i C3, fibryno-
gen, fibrynę, lamininę, jak również interferon (INF-γ) 
i czynnik martwicy nowotworów (TNF-α) [17].

W badaniach patogenności i czynników wirulencji 
bakterii P. aeruginosa stosowane są organizmy mode-
lowe takie jak Caenorhabditis elegans, Drosophila mela-
nogaster oraz coraz częściej barciak większy Galleria 
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae). Ten ostatni orga-
nizm wydaje się być niedoceniany przez wielu badaczy 
choć należy odnotować, że w ciągu 12 lat (od 2000 do 
2012 roku) ponad 7-krotnie wzrosła ilość oryginalnych 
prac dostępnych w bazie Web of Science, opisujących 
badania wirulencji ludzkich patogenów z  użyciem 
gąsienic G. mellonella [29]. Pomimo tego, niewiele jest 
publikacji dotyczących zależności w układzie gospodarz 
(G. mellonella) – patogen (P. aeruginosa). Dokładne 
poznanie mechanizmów patogenezy bakterii P. aerugi-
nosa, jest ważne ze względu na opracowanie skutecz-
nych sposobów unieszkodliwienia tego groźnego pato-
genu. Natomiast poznanie procesów składających się 
na wrodzoną odpowiedź odpornościową owada może 

przyczynić się do odkrycia nowych skutecznych metod 
zwalczania szkodników. Poniższe opracowanie dotyczy 
molekularnych i biochemicznych aspektów interakcji 
tych dwóch organizmów, ze szczególnym uwzględ-
nieniem roli bakteryjnych enzymów proteolitycznych 
w procesie indukowania i przełamywania odpowiedzi 
odpornościowej gąsienic barciaka większego.

2. Barciak większy (Galleria mellonella)
 jako organizm modelowy

Barciak większy w naturalnych warunkach jest 
szkodnikiem pasiek. Jest organizmem kosmopolitycz-
nym, łatwo namnaża się na sztucznych pożywkach 
a  koszty hodowli dużej liczby owadów są niskie. 
Gąsienice mają względnie duży rozmiar (12–20 mm), 
co umożliwia stosunkowo łatwą iniekcję badanych 
patogenów a także pobieranie próbek np. hemolimfy, 
ciała tłuszczowego i in. Znacznym ułatwieniem dla 
eksperymentatora jest możliwość precyzyjnego zaapli-
kowania dokładnej ilości komórek mikroorganizmów, 
miejscowo, per os czy też przez iniekcję, co jest utrud-
nione u większości gospodarzy nie będących ssakami. 
Dodatkową zaletą jest możliwość uzyskania wyni-
ków w  krótkim czasie, nawet w ciągu 24–48  godzin. 
Ponadto, hodowla barciaka w laboratorium może być 
prowadzona w zakresie temperatur od 25 do 37°C, 
co jest istotne ze względu na udowodniony wpływ 
temperatury na wytwarzanie czynników wirulencji 
przez drobnoustroje [19, 36, 45, 83]. Należy podkreś-
lić, że w  ostatnich latach zwrócono uwagę na duże 
podobieństwo strukturalne i funkcjonalne pomiędzy 
wieloma składnikami wrodzonej odporności ssaków 
i  owadów. Dlatego też, użycie bezkręgowców jako 
organizmu modelowego jest wskazane szczególnie 
gdy celem badań są interakcje pomiędzy patogenem 
a wrodzonym układem odpornościowym gospodarza, 
ponieważ owady nie mają odporności nabytej, opar-
tej na limfocytach pamięci immunologicznej, które 
powstały u kręgowców podczas ewolucji. Wirulencja 
wielu patogenów jest podobna u gąsienic G. mellonella 
i  ssaków, włączając człowieka, dlatego też poznanie 
mechanizmów regulujących funkcjonowanie układu 
odpornościowego owadów może dostarczyć cennych 
informacji na temat wrodzonego układu odpornościo-
wego ssaków [45, 50, 83].

Chociaż genom barciaka większego G. mellonella nie 
został dotychczas zsekwencjonowany, w laboratoriach 
na całym świecie coraz chętniej stosuje się gąsienice 
barciaka większego G. mellonella jako alternatywny 
orga nizm modelowy w badaniach:

•	 interakcji	patogen-gospodarz,
•	mechanizmu	patogenezy	drobnoustrojów	(w tym	

mikroorganizmów patogennych dla człowieka), 
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•	 czynników	wirulencji	drobnoustrojów,	
•	 skuteczności	leków	terapeutycznych.
Barciak większy G. mellonella okazał się przydat-

nym modelem mini gospodarza w badaniach infek-
cji patogennymi grzybami, jak również odpowiedzi 
odpornościowej gospodarza po zakażeniu tymi drob-
noustrojami, a także do testowania skutecz ności sub-
stancji przeciwko grzybom [19, 83]. Jak pod kreśla wielu 
autorów, owad ten zapewnia wyjątkową moż liwość 
jednoczesnego zbadania molekularnych mechaniz-
mów patogenności grzybów oraz działania środków 
przeciwgrzybowych. Szczególnie obiecujące rezultaty 
otrzymano stosując gąsienice G. mellonella w badaniach 
infekcji takimi grzybami jak Aspergillus spp., Candida 
spp., Cryptococcus spp. czyli gatunkami ważnymi ze 
względu na szerokie rozprzestrzenienie i  częstość 
występowania zakażeń u ludzi. W większości badań 
stwierdzono znaczącą korelację pomiędzy wirulencją 
tych organizmów u barciaka oraz u modelowych orga-
nizmów ssaków. Należy zaznaczyć, że istotną zaletą 
gąsienic G. mellonella w  przypadku badań infekcji 
patogennymi grzybami jest możliwość wykonywania 
eksperymentów w temperaturze fizjologicznej ssaków, 
co jest niemożliwe w przypadku innych modeli bez-
kręgowych, u których doświadczenia są standardowo 
wykonywane w temperaturze 22–30°C.

Gąsienice G. mellonella są z powodzeniem stoso-
wane do analizowania patogenności drożdży z gatunku 
C. albicans. Na przykład, uszeregowano szczepy Candida 
według wzrastającej zjadliwości w stosunku do gąsie-
nic Galleria, co w dużym stopniu odpowiada wirulencji 
szczepów obserwowanej u ssaków, w tym u człowieka 
[24]. W badaniach tych wykorzystywano m.in. obser-
wacje zmian w gęstości hemocytów występujących 
w  hemolimfie owadów. Otrzymane wyniki sugerują, 
że bakterie patogenne powodują wyraźny spadek ilości 
hemocytów podczas gdy szczepy niepatogenne tylko 
nieznacznie zmieniają ilość tych komórek. Zaobserwo-
wano też, że o stopniu zjadliwości badanych szczepów 
mogą świadczyć zmiany w ekspresji wybranych prze-
ciwdrobnoustrojowych peptydów pojawiających się 
w hemolimfie zakażonego owada. Ponadto wykazano, 
że pre-ekspozycja na drożdże chroni gąsienice przed 
letalną infekcją C. albicans, co jest związane z większą 
ekspresją peptydów przeciwdrobnoustrojowych w orga-
nizmie owada [13, 14]. Wykorzystanie G. mellonella 
pozwoliło zidentyfikować wiele czynników wpływają-
cych na wirulencję mutantów C. albicans [33].

Gąsienice G. mellonella są stosowane w badaniach 
korelacji pomiędzy produkcją toksyn a wirulencją 
grzyba z gatunku A. fumigatus. Na przykład, owady 
stosowano do ustalenia roli gliotoksyny, metabolitu 
który wykazuje immunosupresyjną i apoptotyczną 
aktywność w stosunku do efektorowych komórek 
odpornoś ciowych w warunkach in vitro [74]. Wyka-

zano również, że zjadliwość grzybów wobec gąsienic 
barciaka jest zależna od stadium kiełkowania konidiów, 
co jest związane z różnicami w skuteczności przebiegu 
procesu fagocytozy [75]. 

Stwierdzono, że te same geny ulegają ekspresji w cza-
sie zakażenia grzybem C. neoformans ssaków oraz gąsie-
nic G. mellonella, co może ułatwić badania czynników 
wirulencji in vivo oraz skuteczności terapii przeciwgrzy-
bowej. Można wymienić kilka genów takich jak CAP59, 
GRA1, RAS1, PKA1 uznanych za istotne w procesie 
infekcji ssaków, pełniących jak się okazało podobną rolę 
w interakcji z układem odpornościowym Galleria [83]. 
W jednym z wielu badań dotyczących działania czynni-
ków przeciwgrzybowych, testowano działanie dwu anty-
biotyków amfoterycyny B i flucytozyny do zwalczania 
infekcji C. neoformans. Okazało się, że zastosowanie 
mieszanki antybiotyków jest skuteczniejsze i znacznie 
przedłuża życie gąsienic G. mellonella w  porównaniu 
z terapią z użyciem jednego antybiotyku [65].

Gąsienice Galleria są wrażliwe zarówno na kli-
niczne jak i środowiskowe szczepy grzybów z rodzaju 
Fusarium oraz podobnie jak w przypadku wcześniej 
opisanych gatunków grzybów, zaobserwowano pozy-
tywną korelację w szybkości uśmiercania owadów oraz 
myszy przez ten mikroorganizm. Ponadto okazało się, 
że gąsienice skuteczniej i szybciej zamierają w tempera-
turze 30°C w porównaniu z temperaturą 37°C, dlatego 
też wyciągnięto wniosek, że na efektywność działania 
grzybów Fusarium oprócz takich czynników jak rodzaj 
szczepu, dawka konidiów, którą infekowane są zwie-
rzęta, duży wpływ ma temperatura w jakiej rozwija się 
zakażenie [23].

Barciak większy G. mellonella jest wrażliwy na sze-
reg bakterii patogennych dla człowieka, dlatego też 
jest wykorzystywany w badaniach czynników wiru-
lencji tych mikroorganizmów, oraz do testowania sku-
teczności przeciwbakteryjnej różnych antybiotyków. 
Owad uznany został za alternatywny model organiz-
mu-gospodarza do badania przebiegu infekcji różnych 
gatunków Burkholderia cepacia complex (Bcc). Wyka-
zano związek zmniejszonej wirulencji Bcc ze zwięk-
szoną przeżywalnością gąsienic G. mellonella kiedy 
porównywano odpowiednio zmutowany szczep Bcc 
do szczepu dzikiego [81, 83]. Mutanty B. mallei mające 
mniejszą zjadliwość w przypadku chomików i myszy 
wykazują podobnie obniżoną zjadliwość w  stosunku 
do gąsienic G. mellonella. Ponadto, udało się zidentyfi-
kować trzy nowe geny wirulencji, stąd wykorzystanie 
gąsienic barciaka daje możliwość szybkiej i precyzyjnej 
identyfikacji genów w przypadku B. mallei, B. pseudo-
mallei i innych patogenów [77].

Celem kolejnych przykładowych badań, w których 
stosowane są gąsienice G. mellonella jest analiza 
czynników wirulencji, szczególnie enzymów proteo- 
litycz nych wytwarzanych przez Enterococcus faecalis. 
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Zaobserwowano, że bakteria produkuje metalopro-
teinazy niszczące czynniki układu odpornościowego 
obecne zarówno w hemolimfie barciaka jak i w ludz-
kiej surowicy. Na przykład, pozakomórkowa żelatynaza 
(GelE) degraduje indukowane peptydy odpornościowe 
(cekropiny), które odgrywają kluczową rolę w obronie 
gospodarza we wczesnej fazie zakażenia bakteryjnego. 
Przypuszczalnie GelE może też odgrywać istotną 
rolę w patogenezie enterokoków u ludzi. Natomiast, 
nie stwierdzono wpływu proteaz serynowych (SprE) 
wytwarzanych przez bakterię E. faecalis na skład- 
niki układu odpornościowego zarówno u owadów jak 
i u ludzi [70, 83]. 

Gąsienice G. mellonella wykorzystywane są w bada-
niach patogenezy bakterii Yersinia pseudotuberculosis, 
głównie w badaniach interakcji patogenu z fagocytami. 
Został skonstruowany mutant mający mutacje w genie 
dla dysmutazy ponadtlenkowej (sodC), wykazujący 
większą wrażliwość na nadtlenki w porównaniu ze 
szczepem dzikim. Wykazano, że w temperaturze 37°C, 
bakterie mają obniżoną zdolność do kolonizacji orga-
nizmu owada, podobnie ich działanie jest osłabione 
w  stosunku do myszy. Ponadto, wyniki tych testów 
przyczyniły się do potwierdzenia istotnej roli dysmu-
taz ponadtlenkowych w przełamywaniu odporności 
komórkowej podczas zakażenia zarówno organizmu 
owada jak i ssaka [20].

Kolejnym przykładem zastosowania G. mellonella są 
badania dotyczące przebiegu infekcji bakterii Strepto-
coccus. Autorzy zaobserwowali prawie liniową pozy-
tywną korelację pomiędzy dawkami LD50 tej bakterii 
u  gąsienic G. mellonella oraz u myszy infekowanych 
różnymi klinicznymi szczepami Streptococcus [51, 68].

Gąsienice G. mellonella są też coraz częściej wyko-
rzystywane w badaniach aktywności przeciwbakteryjnej 
różnych antybiotyków wobec wielu bakterii patogen-
nych m.in. Acinetobacter baumanni czy Francisella tula-
rensis. Zamieszczone poniżej przykładowe badania ilu-
strują potencjał G. mellonella jako wygodnego układu do 
wstępnego testowania skuteczności antybiotyków przed 
ich zastosowaniem w modelowych organizmach ssaków. 

Po zainfekowaniu owadów referencyjnym szcze-
pem bakterii A. baumanni zaobserwowano, że liczba 
zabitych gąsienic zależy nie tylko od podanej dawki 
bakterii ale i od poinfekcyjnej temperatury inkubacji. 
W  temperaturze 37°C uzyskano zdecydowanie wyż-
szą śmiertelność owadów niż w temperaturze 30°C. 
Ponadto stwierdzono, że zastosowanie antybiotyków 
mających aktywność in vitro w stosunku do zakażają-
cych szczepów bakterii znacznie wydłużało przeżycie 
gąsienic barciaka w porównaniu z antybiotykami, na 
które bakteria jest oporna [71].

Barciak większy jest stosowany do testowania aktyw-
ności przeciwbakteryjnej antybiotyków w warunkach 
in vivo w przypadku jednego z groźniejszych dla ludzi 

patogenów bakteryjnych Francisella tularensis LVS, bak-
terii będącej przyczyną tularemii. Zastosowanie terapii 
antybiotykami takimi jak ciprofloksacyna, lewofloksa-
cyna oraz streptomycyna przed lub po inokulacji bak-
terii znacznie przedłużało okres przeżycia owadów [11].

Jednymi z pierwszych, którzy opublikowali wyniki 
badań dotyczące patogenezy oraz czynników wirulen-
cji bakterii P. aeruginosa, w których użyte zostały gąsie-
nice barciaka byli m.in. Aston i wsp. [12], Chad wick 
i Aston [18], Lysenko [47–48, 52–55], Lysenko i Kučera 
[56] Niszczenie hemocytów w hemolimfie G. mello-
nella przez proteinazę P. aeruginosa zaobserwowali 
Madziara-Borusewicz i Lysenko [58]. Należy jeszcze 
wspomnieć o badaniach dotyczących toksyczności 
proteazy P. aeruginosa dla gąsienic barciaka oraz bada-
niach, w których wykazano różnice w patogen ności 
mutantów LPS P. aeruginosa [32, 44]. 

W ostatnich latach coraz częściej, stosuje się gąsie-
nice G. mellonella w badaniach dotyczących mecha-
nizmów patogenezy bakterii P. aeruginosa. Między 
innymi, zaobserwowano korelację pomiędzy wzrostem 
wartości dawki LD50 oszacowanej na podstawie śmier-
telności gąsienic barciaka większego a zwiększoną prze-
żywalnością myszy zakażonych różnymi mutantami 
klinicznego szczepu Pseudomonas (PA14) [43]. 

Inni badacze stosują gąsienice G. mellonella w bada-
niach dotyczących roli oraz komponentów systemu 
sekre cji typu III (TTSS) w patogenezie P. aeruginosa. 
Stwier dzono m.in. że główną rolę w zabijaniu bar-
ciaka odgrywają białka efektorowe ExoT i  ExoU, 
które wykazują również toksyczność w stosunku do 
ko mórek jajnika chomika chińskiego linii komórkowej 
CHO [63]. Gąsienice G. mellonella stosowane są rów-
nież jako model badawczy do wyjaśnienia fizjologicz-
nych aspektów interakcji gospodarz-patogen (G. mello-
nella – P. aeruginosa) a także procesów składających się 
na wrodzoną odpowiedź odpornościową owada [3–10]. 
Praca ta powstała w dużym stopniu w oparciu o bada-
nia własne, wskazujące na przydatność tego organizmu 
do testowania zjadliwości jak i identyfikacji czynników 
wirulencji Pseudomonas. 

3. Wrażliwość gąsienic G. mellonella na zakażenie
 P. aeruginosa

Zakażenie gąsienic G. mellonella bakteriami P. aeru-
ginosa (LD50 wynosi 10–20 komórek) powoduje śmierć 
osobników po 38–40 godzinach od infekcji. Zamarłe 
gąsienice są silnie zmelanizowane, tracą turgor oraz nie-
kiedy integralność. Zaobserwowano również destrukcję 
tkanek i organów wewnętrznych. Po zakażeniu entomo-
patogennym szczepem Pseudomonas wytwarzającym 
barwnik – piocyjaninę, owady przybierają charaktery-
styczne niebieskozielone zabarwienie. 
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Należy zaznaczyć, że gąsienice przeżywają zakażenie 
bardzo dużymi dawkami (nawet 6 × 108) saprofitycznej 
bakterii E. coli, ponadto w tych warunkach następuje 
aktywacja układu odpornościowego owada. Po infek-
cji bakterią P. aeruginosa również następuje induk-
cja odpowiedzi odpornościowej, ale zaobserwowano 
wyraźne różnice w kinetyce pojawiania się i zanikania 
aktywności przeciwbakteryjnej w hemolimfie owadów 
zakażonych bakteriami saprofitycznymi i entomopato-
gennymi. Po zakażeniu gąsienic bakterią E. coli aktyw-
ność przeciwbakteryjna pojawia się już po 5 godzinach, 
natomiast po iniekcji bakterii P. aeruginosa aktywność 
jest wykrywana dopiero po 9  godzinach zakażenia. 
Maksymalną aktywność w przypadku entomopatogena 
obserwuje się po 18 godzinach, po czym następuje dra-
styczny spadek aktywności, aż do całkowitego jej zaniku 
po około 38  godzinach od zakażenia. W przypadku 
bakterii E. coli najwyższą aktywność notuje się zwykle 
po około 30 godzinach i na podobnym poziomie utrzy-
muje się w kolejnych godzinach po infekcji (rys. 1). 

Na podstawie powyższych obserwacji można 
wywnioskować, że w ciągu pierwszych godzin zaka-
żenia owadów bakterią P. aeruginosa, podobnie jak 
w przypadku E. coli, następuje aktywacja reakcji obron-
nych gospodarza. Następnie w miarę rozwoju infekcji, 
dochodzi do przełamania tych reakcji i  ten etap jest 
charakterystyczny tylko dla zakażenia bakterią entomo-
patogenną. Zaobserwowano również, że w czasie trwa-
nia infekcji wyraźnie wzrasta poziom aktywności pro-
teolitycznej w hemolimfie owada. Pojawia się w takim 
razie pytanie, jaką rolę w modulacji reakcji obronnych 
owada odgrywają enzymy proteolityczne?

Toksyczność płynów pohodowlanych zawierają-
cych zewnątrzkomórkowe proteazy P. aeruginosa, dla 
gąsienic barciaka uzależniona jest od rodzaju podłoża, 

w którym namnażane są bakterie. Wartości średnich 
dawek śmiertelnych (LD50) płynów pohodowlanych 
pochodzących z podłoża minimalnego – M9, okazały 
się kilkudziesięciokrotnie mniejsze w porównaniu do 
dawek LD50 płynów pohodowlanych pochodzących 
z podłoża LB. Znacznie bardziej toksyczne są superna-
tanty zawierające alkaliczną proteazę, w porównaniu do 
tych zawierających głównie elastazę B, co może wska-
zywać na istotną rolę alkalicznej proteazy w przełamy-
waniu mechanizmów obronnych owada [9]. Nie można 
jednak wykluczyć obecności innych czynników w pły-
nie pohodowlanym, które mogą dodatkowo zwiększać 
toksyczność tych preparatów. Na przykład, Miyata i wsp. 
[63] podkreślają znaczącą rolę ADP-rybozylotransferazy 
(ExoT) i  fosfolipazy (ExoU) P. aeruginosa w zabijaniu 
gąsienic G. mellonella. Należy podkreślić, że wytwarza-
nie elastazy B oraz alkalicznej proteazy zarówno przez 
szczep entomopatogenny jak i kliniczne szczepy P. aeru-
ginosa potwierdzono w warunkach in vivo, w zakażo-
nych gąsienicach G. mellonella, co wyraźne sugeruje, że 
te dwa czynniki wirulencji pełnią istotną rolę podczas 
infekcji bakterią P. aeruginosa. Analiza PCR potwier-
dziła obecność genu lasB kodującego elastazę B oraz 
genu aprA kodującego alkaliczną proteazę w genomach 
wszystkich badanych szczepów P. aeruginosa [8, 9].

4. Wpływ proteaz Pseudomonas aeruginosa
 na reakcje odpornościowe Galleria mellonella

Owady wykształciły bardzo sprawnie działający 
układ odpornościowy, zapewniający wysoką skutecz-
ność obrony przeciwzakaźnej, składający się z  zew-
nętrznych barier ochronnych, do których należą ba- 
riery fizykochemiczne i odporność behawioralna, oraz 
z wewnętrznych mechanizmów odpowiedzi odporno-
ściowej (odpowiedź komórkowa i  humoralna) [37]. 
Oparta na nieswoistej odpowiedzi odpornościowej 
reakcja owada na zakażenie patogenem, wykazuje 
wiele elementów wspólnych z występującą u człowieka. 
U kręgowców możemy wyróżnić dwa typy odporności: 
wrodzoną oraz nabytą, podczas gdy bezkręgowce jako 
filogenetycznie starsze dysponują tylko dobrze rozwi-
niętym układem odporności wrodzonej, nie wytwarzają 
przeciwciał jak również komórek o charakterze limfo-
cytów. Jednakże uzyskane w ostatnich latach wyniki 
badań sugerują możliwość specyficznego rozpozna-
wania patogenów oraz funkcjonowanie mechanizmów 
pamięci immunologicznej u owadów i innych bezkrę-
gowców, co może świadczyć o istnieniu alternatywnych 
mechanizmów odporności [25].

W badaniach przeprowadzonych w warunkach 
in vivo wykazano, że szczepy P. aeruginosa, charakte- 
ryzujące się odmiennym profilem enzymów proteo-
litycznych, wywołują zróżnicowaną reakcję układu 

Rys. 1. Porównanie aktywności przeciwbakteryjnej hemolimfy 
gąsienic G. mellonella po zakażeniu entomopatogennym szcze-
pem ATCC 27853 P. aeruginosa lub bakterią saprofityczną E. coli. 
Aktywność przeciwbakteryjną oznaczano metodą dyfuzji radialnej 
w podłożu agarowym zawierającym bakterię wskaźnikową E. coli 
D31. Hemolimfa była zbierana po czasie od podania komórek bak-

terii wskazanym na wykresie. Średnia ± SD.
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odpornościowego G. mellonella w odpowiedzi na infek-
cję tymi bakteriami. Końcowy efekt zakażenia w każdym 
przypadku jest jednakowy, bakterie powodują śmierć 
owada po około 38–40 godzinach od iniekcji, jednak 
zaobserwowano znaczne różnice w przebiegu odpowie-
dzi odpornościowej, zależne od użytego szczepu P. aeru-
ginosa oraz od składu podłoża, w którym bakterie są 
hodowane [8]. Inni autorzy wykazali, że kliniczne izo-
laty P. aeruginosa różnią się ekspresją elastazy B i alka-
licznej proteazy [80, 90]. Ponadto, odmienne czynniki 
wirulencji są wytwarzane w zależności od miejsca czy 
też czasu trwania infekcji [76]. Ekspresja wielu czynni-
ków zjadliwości, takich jak: elastaza B (lasB), elastaza A 
(lasA), proteaza alkaliczna (aprA) jest regulowana przez 
systemy quorum sensing (QS). Komórki P. aeruginosa 
dysponują dwoma systemami QS homologicznymi 
do LuxR1: system las obejmujący białka LasR i Las1 
i system rhl obejmujący białka RhlR i Rhl1 [89]. Duan 
i  Surette [31] wykazali, że poziom ekspresji składni-
ków systemu quorum sensing jest zależny od warunków 
wzrostu, wpływając tym samym na ekspresję czynni-
ków zjadliwości regulowanych przez ten system np. eks-
presja genu aprA w podłożu M9 zaczyna się już w fazie 
logarytmicznej podczas gdy w bogatym podłożu LB we 
wczesnej fazie stacjonarnej. 

Odpowiedź humoralna u owadów indukowana jest 
w  wyniku zranienia lub zakażenia organizmu. Obej-
muje głównie działanie składników rozpuszczonych 
w hemolimfie, do których zalicza się między innymi, 
układ oksydazy fenolowej, lizozym, peptydy odpornoś-
ciowe oraz inne białka, które oprócz podstawowych dla 
nich funkcji biorą udział w reakcjach obronnych orga-
nizmu, jak np. apolipoforyna III.

4.1. Układ oksydazy fenolowej

Aktywacja układu oksydazy fenolowej jest jedną 
z najszybszych reakcji immunologicznych organizmu 
owada. W układ zaangażowana jest oksydaza fenolowa 
typu lakazy, która bierze udział w procesach ciemnienia 
i twardnienia oskórka oraz gojenia ran, oraz oksydaza 
fenolowa typu tyrozynazy (fenolaza), która uczestniczy 
w rozpoznawaniu ciał obcych, tworzeniu toksycznych 
chinonów oraz zmelanizowanych otoczek w trakcie 
inkapsulacji. Aktywacja proPO następuje w rezultacie 
uruchomienia kaskady enzymów proteolitycznych, 
określanej jako układ oksydazy fenolowej lub system 
profenolooksydazy. Układ oksydazy fenolowej jest 
zespołem reakcji biochemicznych zależnych od jonów 
Ca+2, w które zaangażowane są przynajmniej dwie pro-
teazy serynowe. Końcową reakcją systemu proPO jest 
konwersja profenoloksydazy do formy aktywnej drogą 
ograniczonej proteolizy. 

Wpływ patogenów na układ oksydazy fenolowej 
owada może przybierać różne formy. U gąsienic G. mel-

lonella zainfekowanych nicieniem Steinernema feltiae 
obserwowano zmniejszenie aktywności układu profeno-
looksydazy (proPo) [15]. Natomiast owadobójcze białka 
produkowane przez Gram-ujemne bakterie Xenorhab-
dus spp., symbionta entomopatogennych nicieni, akty-
wują układ proPO prowadząc do intensywnego tworze-
nia melaniny i w konsekwencji do śmierci owadów [91].

U gąsienic G. mellonella zainfekowanych bakterią 
P. aeruginosa pojawiają się brunatne plamy na po- 
wierzchni ciała świadczące o aktywacji układu feno-
looksydazy, który prowadzi do całkowitej melanizacji 
ciała w momencie śmierci. Stwierdzono, że szczepy 
Pseudomonas indukują wzrost aktywności układu 
profenolooksydazy w hemolimfie, ale zarówno poziom 
jak i kinetyka tych zmian wyraźnie zależą od użytego 
do infekcji szczepu bakteryjnego. W przypadku bak- 
terii produkujących alkaliczną proteazę, notuje się 
wyraźny wzrost poziomu aktywności enzymu już 
w  pierwszych 6  godzinach od zakażenia. Następnie, 
wraz z rozwojem bakteriemii w hemolimfie następuje 
stopniowy spadek aktywności oksydazy fenolowej. 
Warto wspomnieć, że poziom aktywności enzymu 
w hemolimfie gąsienic G. mellonella immunizowanych 
zabitymi wysoką temperaturą komórkami P. aeruginosa 
okazał się zdecydowanie wyższy (nawet 4,5-krotnie) niż 
po iniekcji żywych bakterii [8]. 

Wiadomo, że warunki środowiskowe regulują 
ekspresję wielu czynników zjadliwości, dzięki czemu 
bakteria szybko adaptuje się do zmian otoczenia, na 
przykład wytwarzanie przez bakterię egzotoksyny  A, 
elastazy  B i alkalicznej proteazy jest uzależnione od 
obecności żelaza [82]. Zastosowanie do hodowli bak-
terii podłoży znacznie różniących się składem (bogate 
– LB lub minimalne – M9) może wywoływać zmiany 
składników powierzchniowych komórki, włącznie 
z czynnikami wirulencji, co z kolei może utrudniać pra-
widłowe rozpoznanie bakterii przez układ odpornoś-
ciowy G. mellonella oraz spowodować odmienną reak-
cję układu profenolooksydazy. Rozpoznanie ciał obcych 
w zainfekowanym organizmie jest istotnym elementem 
odpowiedzi odpornościowej. U owadów w rozpozna-
nie immunologiczne zaangażowane są receptory PRR 
(pattern recognition receptors) układu odpornościo-
wego gospodarza, które rozpoznają powierzchniowe 
determinanty o  określonej strukturze molekularnej 
(PAMPs, pathogen associated molecular patterns, 
wzorce molekularne związane z patogenami) zlokali-
zowane w ścianach komórkowych mikroorganizmów. 
Można przypuszczać, że wpływ na aktywność systemu 
proPO jest jednym z mechanizmów stosowanych przez 
bakterię P. aeruginosa do przełamywania odpowiedzi 
odpornościowej zainfekowanych owadów. Natomiast, 
wykryte różnice w kinetyce i poziomie aktywności 
oksydazy, zależne od szczepu bakteryjnego zakaża- 
jącego owada, mogą sugerować że bakteria P. aerugi- 
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nosa wykorzystuje podczas patogenezy różne czynniki 
wirulencji i/lub różne strategie przełamywania odpor-
ności gospodarza [8].

4.2. Lizozym (muramidaza, glikohydrolaza
 mukopeptydowa, EC 3.2.1.17)

Innym składnikiem hemolimfy owada, którego 
poziom i aktywność wzrasta podczas zakażenia bak-
teryjnego jest lizozym. Enzym wykazuje aktywność 
bakteriolityczną – degraduje peptydoglikan, budu-
jący ścianę komórkową bakterii poprzez hydrolizę 
wiązania β-1,4-glikozydowego. Lizozym G. mellonella 
wywiera działanie w stosunku do żywych i martwych 
bakterii, zarówno Gram-dodatnich jak i  niektórych 
Gram-ujemnych oraz grzybów [42, 84]. Jest białkiem 
odpornościowym konstytutywnie obecnym w hemo-
limfie na niskim poziomie a jego aktywność wzra-
sta gwałtownie po zakażeniu i immunizacji [60, 92]. 
W oparciu o doświadczenia wykonane z użyciem EWL 
stwierdzono, że lizozym G. mellonella wykazuje syner-
gistyczne działanie z niektórymi peptydami przeciw-
bakteryjnymi i apolipoforyną III, obecnymi w hemo-
limfie owada. Aktywność muramidazowa lizozymu 
ułatwia dostęp peptydów antybakteryjnych do błony 
komórkowej bakterii [95, 96]. Obserwowano również, 
że w obecności lizozymu bakteria E. coli staje się bar-
dziej wrażliwa na attacyny, cekropiny i defensyny [34].

Podczas zakażenia gąsienic G. mellonella bakterią 
P. aeruginosa zmiany poziomu aktywności lizozymu 
w  hemolimfie są zależne od użytego do zakażenia 
szczepu oraz od stosowanej do hodowli drobnoustro-
jów pożywki. Iniekcja owadom bakterii produkują-
cych elastazę B jak również szczepów wytwarzających 
zarówno elastazę B jak i elastazę A i proteazę IV, powo-
duje początkowo wyraźny spadek, a po około 12 godzi-
nach od infekcji wzrost aktywności lizozymu (nawet 
2-krotny w  porównaniu do aktywności w  hemolim-
fie owadów niezakażonych). W przypadku szczepów 
wytwarzających alkaliczną proteazę aktywność bak-
teriolityczna nie wykazuje istotnych zmian w porów-
naniu z poziomem kontrolnym Zaobserwowany spa-
dek aktywności lizozymu w pierwszych godzinach od 
zakażenia może być spowodowany mobilizacją układu 
odpornościowego, a tym samym zaangażowaniem lizo-
zymu w różne mechanizmy przeciwzakaźne [8].

Wyniki badań wskazują, że wzrost aktywności lizo - 
zymu jest skorelowany ze wzrostem jego poziomu 
w hemolimfie zainfekowanych owadów. Po 18–30 godzi- 
nach infekcji obserwowano nawet ponad 60% wzrost 
stężenia lizozymu w hemolimfie, w porównaniu z nie-
zakażonymi owadami kontrolnymi. Dopiero po około 
42 godzinach następuje stopniowy spadek stężenia lizo-
zymu, co można tłumaczyć zahamowaniem biosyntezy 
enzymu spowodowanym intensywnym rozwojem bak-

teriemii P. aeruginosa w hemolimfie zakażonych gąsie-
nic [5]. Stężenie lizozymu w hemocytach i ciele tłuszczo-
wym gąsienic G. mellonella zainfekowanych szczepem 
entomopatogennym P. aeruginosa, stopniowo wzrasta 
a następnie po 24–30 godzinach, ulega zmniejszeniu, 
co może być rezultatem intensywnej sekrecji tego białka 
z miejsca syntezy do hemolimfy, jak również osłabienia 
funkcji ciała tłuszczowego spowodowane rozprzestrze-
niającą się infekcją bakteryjną Wzrost zarówno stężenia 
jak i aktywności lizozymu w hemolimfie gąsienic zaka-
żonych bakterią P. aeruginosa wskazuje, że enzym ten 
jest mało wrażliwy na działanie proteaz wytwarzanych 
przez bakterię podczas patogenezy [5].

Z danych literaturowych wiadomo, że metalopro-
teazy wytwarzane przez mikroorganizmy patogenne 
funkcjonują nie tylko jako czynniki wirulencji, ale 
również mogą uczestniczyć w mechanizmach indukcji 
odpowiedzi odpornościowej gospodarza [1]. Elastaza B 
P. aeruginosa, należąca do rodziny metaloproteaz 
podobnych do termolizyny, okazała się doskonałym 
induktorem odpowiedzi odpornościowej G. mellonella 
powodując m.in. wzrost aktywności i poziomu lizo-
zymu. Jednak na podstawie uzyskanych wyników nie 
można stwierdzić czy jest to spowodowane zwiększoną 
sekrecją białka z miejsc syntezy, jakimi są komórki ciała 
tłuszczowego i hemocyty, czy może ze zwiększoną eks-
presją lizozymu [4]. Należy zaznaczyć, że w ekspery-
mentach in vitro, po ekspozycji hemolimfy owadów na 
działanie enzymów proteolitycznych, wytwarzanych 
przez różne szczepy P. aeruginosa, aktywność lizozymu 
nie ulega zmianie i pozostaje na poziomie kontrolnym. 
Te obserwacje mogą wskazywać na obecność w hemo-
limfie, inhibitorów hamujących aktywność proteaz. 
Obecność w  hemolimfie G. mellonella inhibitorów, 
które są aktywne przeciwko metaloproteazom (IMPI) 
jak również serynowym proteazom (ISPI) obserwowali 
m.in. Wedde i wsp. [85] oraz Fröbius i wsp. [35]. IMPI’s 
wykazują aktywność w stosunku do metaloproteaz 
z rodziny M4 wytwarzanych przez bakterie patogenne 
jako czynniki wirulencji m.in. w stosunku do elastazy B 
P. aeruginosa [22]. Po iniekcji gąsienicom barciaka ela-
stazy B następuje indukcja syntezy inhibitorów hamu-
jących aktywność metaloproteaz na porównywalnym 
poziomie do termolizyny [4]. 

Frakcje proteolityczne, które wykazują nieznaczną 
aktywność w warunkach in vitro przeciwko lizozy-
mowi, zawierają przede wszystkim alkaliczną proteazę, 
co może sugerować, że właśnie ten enzym jest zaan-
gażowany w degradację lizozymu, wymaga to jednak 
potwierdzenia w dalszych badaniach. Natomiast prote-
aza serynowa P. aeruginosa – proteaza IV, nie powoduje 
degradacji lizozymu w warunkach in vitro, pomimo 
tego, że enzym zawiera w swojej strukturze 13  reszt 
lizyny, które mogą stanowić potencjalne miejsca cięcia 
dla tej proteazy [3].
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4.3. Peptydy o właściwościach przeciwdrobno-
 ustrojowych (peptydy odpornościowe)

W humoralnej odpowiedzi odpornościowej owa-
dów, kluczową rolę odgrywają peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe (AMP’s), które są aktywowane bądź syn-
tetyzowane de novo głównie w ciele tłuszczowym 
i hemocytach, skąd są wydzielane do hemolimfy zaka-
żonych gąsienic. Peptydy o właściwościach przeciw-
drobnoustrojowych to zazwyczaj niewielkie cząsteczki 
o charakterze kationowym, zawierające 12–50 amino-
kwasów o masie cząsteczkowej od 3 do 10 kDa. Peptydy 
oddziałują na ujemnie naładowaną błonę komórkową 
bakterii, prowadząc do utworzenia w niej kanałów 
i  depolaryzacji a nawet fragmentacji, czego efektem 
jest śmierć drobnoustroju. Każdy gatunek wytwarza 
zazwyczaj zestaw peptydów odpornościowych zróżni-
cowanych pod względem właściwości biochemicznych 
i  spektrum aktywności. U G. mellonella poznano jak 
dotąd kilkanaście peptydów przeciwdrobnoustrojo-
wych. Są wśród nich peptydy α-helikalne (cekropiny A 
i  D, moricyny), peptydy o strukturze stabilizowanej 
mostkami disiarczkowymi (defensyny, gallerimycyna), 
peptydy bogate w  prolinę, peptydy bogate w glicynę 
(gloweryny) a także peptydy anionowe [16, 26, 41, 46, 
49, 59, 67, 88]. Różnice w zestawie peptydów i kinetyce 
ich pojawiania się w hemolimfie gąsienic G. mellonella 
obserwowano po zakażeniu owadów różnymi bakte-
riami i grzybami [60].

W wyniku zakażenia gąsienic bakteriami P. aeru-
ginosa, następuje indukcja syntezy peptydów odpor-
nościowych, podobnie jak po iniekcji do hemocelu 
komórek saprofitycznej bakterii E. coli. W hemolimfie 
gąsienic obserwowano pojawienie się aktywności prze-
ciwbakteryjnej, ale czas pojawienia się oraz poziom tej 
aktywności jest wyraźnie zależny od użytego do infek-
cji szczepu Pseudomonas. Zdecydowanie najlepszym 
induktorem aktywności przeciwbakteryjnej w hemo-
limfie okazała się bakteria entomopatogenna (ATCC 
27853), wytwarzająca cztery proteazy wykorzystywane 
jako czynniki wirulencji. Najwyższy poziom aktyw-
ności, odpowiadający 20 μM cekropiny B, oceniony 
metodą dyfuzyjną na podstawie strefy zahamowania 
wzrostu bakterii wskaźnikowej E. coli, stwierdzono 
w hemolimfie gąsienic po 18 godzinach infekcji. Nato-
miast, szczepy kliniczne P. aeruginosa wytwarzające 
przede wszystkim alkaliczną proteazę, mało efektywnie 
indukują syntezę peptydów odpornościowych u zain-
fekowanych owadów. Należy zaznaczyć, że aktywność 
przeciwbakteryjna indukowana obecnością w  hemo-
limfie bakterii patogennej P. aeruginosa okazała się 
zdecydowanie niższa w porównaniu z  aktywnością 
obserwowaną po zakażeniu owadów bakterią saprofi-
tyczną E. coli. Ponadto, w przypadku saprofita aktyw-
ność przeciwbakteryjna pozostaje na wysokim pozio-

mie nawet po 48 godzinach po iniekcji bakterii do jamy 
ciała owada. Natomiast, po zakażeniu patogenem nie 
obserwuje się aktywności przeciwko E. coli w hemo-
limfie owadów, już po 30 godzinach [7, 8]. Pojawienie 
się aktywności przeciwbakteryjnej w hemolimfie jest 
związane z syntezą peptydów o masie poniżej 6,5 kDa. 
Udział poszczególnych proteaz P. aeruginosa w induk-
cji peptydów odpornościowych w hemolimfie barciaka 
większego wymaga szczegółowych badań. Dotychczas 
udało się wykazać, że stymulacja humoralnej reakcji 
obronnej gąsienic G. mellonella, m.in. poprzez zwięk-
szenie aktywności przeciwbakteryjnej w hemolimfie na 
skutek indukcji syntezy peptydów odpornościowych ma 
miejsce po iniekcji do hemocelu owada elastazy B [7, 8].

Badania przeprowadzone na gąsienicach G. mello-
nella i D. melanogaster dowiodły, że obecność enzymów 
proteolitycznych jest odbierana przez organizm gospo-
darza jako „sygnał zagrożenia”. W wyniku aktywności 
proteinaz endo- i egzogennych w hemolimfie powstają 
fragmenty peptydowe mające zdolność do indukcji syn-
tezy humoralnych czynników odpowiedzi immunolo-
gicznej. Proteinazy biorą też udział w bezpośredniej 
aktywacji kaskad sygnałowych indukujących syntezę 
peptydów odpornościowych. U  G. mellonella stwier-
dzono, że w  wyniku działania termolizyny, znanego 
induktora mechanizmów odpowiedzi odpornościowej, 
wytwarzane są fragmenty peptydowe (o masie cząstecz-
kowej < 3 kDa) wykazujące zdolność do indukcji humo-
ralnych czynników odpowiedzi odpornościowej [39]. 
Substratem dla metaloproteinaz jest kolagen typu IV [2].

Wiadomo, że czynniki wirulencji takie jak enzymy 
proteolityczne, wytwarzane przez bakterie podczas 
zakażenia, niszczą przede wszystkim struktury ciała 
owada bądź osłabiają lub niszczą komórkowe i humo-
ralne odczyny obronne. Na przykład, selektywna degra-
dacja cekropin i  attacyn w  hemolimfie Hyalophora 
cecropia zachodzi pod wpływem proteaz wytwarza-
nych przez bakterie B. thuringiensis [28] jak również 
przez bakterie Xenorhabdus nematophilus związane 
mutualistycznie z nicieniami Steinernema carpocapsae 
[38]. Proteazy produkowane przez takie patogeny jak 
P. aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, 
Streptococcus pyogenes degradują peptydy przeciwbak-
teryjne występujące u człowieka, LL-37 i α-defensyny 
[78]. W przypadku gąsienic G. mellonella zakażonych 
bakterią P. aeruginosa wyraźny spadek aktywności prze-
ciwbakteryjnej w hemolimfie owadów po 30 godzinach 
infekcji, może być rezultatem proteolitycznej degrada-
cji peptydów spowodowanej przez enzymy wytwarzane 
przez tę bakterię w czasie patogenezy [8].

Wrażliwość peptydów przeciwbakteryjnych Galleria 
na proteazy produkowane przez P. aeruginosa udowod-
niono w warunkach in vitro. Na przykład, aktywność 
przeciwbakteryjna w  hemolimfie immunizowanych 
owadów jest całkowicie hamowana po ekspozycji na 
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płyny pohodowlane zawierające cztery enzymy pro-
teolityczne (elastaza A, elastaza B, proteaza IV i alka-
liczna proteaza) produkowane przez szczep entomopa-
togenny P. aeruginosa. Natomiast, bakterie hodowane 
w  podłożu minimalnym M9 i wytwarzające w  tych 
warunkach głównie alkaliczną proteazę, mają mniejszy 
wpływ na aktywność przeciwbakteryjną, co wskazuje, 
że ten enzym tylko w niewielkim stopniu wpływa na 
degradację peptydów odpowiedzialnych za aktywność 
przeciwbakteryjną w hemolimfie zakażonych owadów 
[9, 10]. Jednym z enzymów wytwarzanych przez więk-
szość szczepów P. aeruginosa jest elastaza B i udział tej 
metaloproteazy w degradacji peptydów odpornościo-
wych G. mellonella został potwierdzony w warunkach in 
vitro. Wstępnie ustalono również, że w tych warunkach 
peptydy przeciwbakteryjne nie są degradowane przez 
serynową proteazę IV [7, 8].

Przedstawione wyniki badań wskazują na zróżnico-
wane zaangażowanie proteaz P. aeruginosa w degradację 
peptydów odpornościowych i/lub na różną wrażliwość 
peptydów na proteolityczną aktywność badanych enzy-
mów. Można również wnioskować, że pojawienie się 
bakterii patogennej w hemocelu owada jest sygnałem 
dla układu odpornościowego gospodarza do urucho-
mienia reakcji obronnej. Wydaje się, że w procesie 
patogenezy enzymy proteolityczne mogą odgrywać 
odmienną rolę, co zostało wykazane na przykładzie ela-
stazy B, w początkowej fazie infekcji powodują aktywa-
cję układu odpornościowego, tym samym zwiększając 
aktywność przeciwbakteryjną hemolimfy zakażonego 
owada, następnie w miarę postępującej bakteriemii, 
mogą degradować niektóre białka/peptydy np. peptydy 
odpornościowe. 

4.4. Apolipoforyna III (apoLp-III)

Apolipoforyna jest ważnym składnikiem hemolimfy 
owadów zaangażowanym w transport lipidów, aktywa-
cję układu odpornościowego, rozpoznawanie deter-
minant molekularnych drobnoustrojów oraz w pro-
cesie apoptozy [69, 94]. ApoLp-III należy do rodziny 
wymiennych apolipoprotein opisanych zarówno u krę-
gowców jak i bezkręgowców. Cechą wspólną tych białek 
jest obecność w strukturze cząsteczki amfipatycznych 
α-helis [66]. Synteza apoLp-III u owadów zachodzi 
głównie w ciele tłuszczowym, skąd białko jest uwal-
niane do hemolimfy. Wiadomo, że apoLp-III wiąże 
kwasy lipotejchojowe (LTA), które są składnikami ścian 
komórkowych bakterii Gram-dodatnich, lipopolisa-
charyd (LPS) bakterii Gram-ujemnych, β-1,3-glukan 
obecny w ścianie komórkowej drożdży oraz uczestniczy 
w ich detoksykacji [40, 57, 73, 87]. ApoLp-III wykazuje 
również aktywność przeciwbakteryjną [86, 93]. 

Poziom apoLp-III w hemolimfie barciaka znacznie 
wzrasta po zakażeniu bakteriami Gram-ujemnymi, 

takimi jak E. coli i Klebsiella pneumoniae, czy też bak-
terią Gram-dodatnią Micrococcus luteus [93]. Dane 
literaturowe wskazują, ze białko to zwiększa aktywność 
bakteriolityczną lizozymu oraz bierze udział w aktywa-
cji syntezy peptydów przeciwdrobnoustrojowych [30]. 
ApoLp-III może współpracować z peptydami odpor-
nościowymi zwiększając ich skuteczność w zwalczaniu 
drobnoustrojów, wzmacniać odpowiedź komórkową 
(fagocytoza i  enkapsulacja) oraz aktywować kaskadę 
oksydazy fenolowej. Wyniki badań wskazują, że trzy 
czynniki obecne konstytutywnie w hemolimfie G. mel-
lonella, takie jak apoLp-III, lizozym oraz peptyd anio-
nowy 2 (jeden z peptydów przeciwbakteryjnych), dzia-
łają synergistycznie przeciwko bakteriom. Wydaje się 
że, apoLp-III zwiększa enzymatyczną aktywność lizo-
zymu, podczas gdy peptyd stymuluje nie-enzymatyczną 
aktywność enzymu [96].

W warunkach in vitro zaobserwowano wyraźną 
degradację apoLp-III gąsienic G. mellonella, po inku-
bacji hemolimfy owada z płynami pohodowlanymi 
bakterii entomopatogennej P. aeruginosa. W tym przy-
padku, zmniejszenie ilości białka a nawet jego całkowita 
degradacja jest prawdopodobnie związane z działaniem 
proteazy serynowej – proteazy typu IV. ApoLp-III jest 
degradowana stopniowo, o czym świadczy pojawienie 
się w hemolimfie czterech produktów o masie cząstecz-
kowej  15, 13,3, 11,9 oraz 9,5  kDa (po 30  minutach) 
oraz tylko pojedynczego produktu degradacji o masie 
5,6 kDa – po 60 minutach inkubacji. Analiza sekwen-
cji peptydu wykazała, że produkt ten stanowi fragment 
apoLp-III licząc od 71 aminokwasu dojrzałego białka. 
Wyniki te wyraźnie wskazują, że apoLp-III G. mello-
nella jest substratem dla proteazy serynowej P. aerugi-
nosa, która hydrolizuje białka po karboksylowej stro-
nie lizyny. Analiza strukturalna apoLp-III uwidoczniła 
obecność 8 reszt lizyny na N-końcu (reszty 1–70) oraz 
9 reszt na C-końcu (118–163), które są potencjalnymi 
miejscami cięcia dla proteazy IV. Fragment cząsteczki 
od 71 do 117 aminokwasu nie zawiera reszt lizyny 
a obliczona teoretycznie masa cząsteczkowa tego frag-
mentu wynosi około 5,515 kDa [3, 9, 10].

Po zakażeniu owada entomopatogenną bakterią 
P. aeruginosa, wraz z czasem trwania infekcji, zmienia 
się poziom apoLp-III w hemolimfie, hemocytach oraz 
w  ciele tłuszczowym gąsienic G. mellonella. Spadek 
ilości apoLp-III w hemocytach i ciele tłuszczowym, ob- 
serwowany odpowiednio po 3,5 oraz 24 godzinach od 
zakażenia, jest prawdopodobnie rezultatem intensyw-
niejszej sekrecji tego białka do hemolimfy, gdzie bierze 
udział w odpowiedzi odpornościowej. W hemolimfie, 
w krótkim czasie po infekcji, poziom apoLp-III wzrasta, 
natomiast po 24 godzinach ilość białka zmniejsza się 
i pojawiają się produkty degradacji o masie około 15 
i 13,3 kDa, które są szczególnie dobrze widoczne po 
24 godzinach od zakażenia, natomiast po 48 godzinach 
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dominują produkty degradacji o masie 12 i 9,5 kDa. 
Wyniki uzyskane w warunkach in vivo, w zakażonym 
owadzie, potwierdziły, że w proteolityczną degradację 
apoLp-III zaangażowana jest serynowa proteaza  IV. 
Należy dodać, że degradacja apoLp-III i innych elemen-
tów układ odpornościowego, wydaje się być skorelo-
wana z ogólnym wzrostem aktywności proteolitycznej 
w hemolimfie gąsienic zakażonych entomopatogenną 
bakterią P. aeruginosa [6]. Natomiast na podstawie 
wyników badań uzyskanych po zakażeniu owadów 
szczepami klinicznymi P. aeruginosa, charakteryzu-
jącymi się obniżonym poziomem ekspresji proteaz, 
można stwierdzić, że alkaliczna proteaza, która jest 
głównym enzymem produkowanym przez te bakte-
rie, ma niewielki udział w proteolitycznej degradacji 
apoLp-III G. mellonella [8, 10].

Należy zaznaczyć, że wzrost poziomu apoLp-III 
w hemolimfie gąsienic, obserwowany w krótkim cza-
sie po zakażeniu bakterią P. aeruginosa jest dowodem, 
że wydzielane przez patogena proteazy mogą stymulo-
wać humoralne odczyny obronne owada. Wiadomo, że 
u bezkręgowców indukcja mechanizmów odpowiedzi 
immunologicznej następuje po rozpoznaniu PAMPs, 
albo po rozpoznaniu cząstek sygnałowych powstałych 
w  wyniku uszkodzenia organizmu gospodarza przez 
ciało obce lub w wyniku działania czynników wirulen-
cji patogenów [21]. Istotną rolę w tym modelu indukcji 
odpowiedzi immunologicznej odgrywają metaloprote-
azy z rodziny termolizyny, do której należy elastaza B 
(LasB) P. aeruginosa. W  badaniach, w  których jako 
organizm modelowy zastosowano barciaka większego 
zaobserwowano, że po iniekcji do hemolimfy LasB, 
w  subletalnej dawce, ilość apoLp-III wzrasta nawet 
1,6-krotnie po 24 godzinach od iniekcji enzymu, nato-
miast w przypadku termolizyny obserwowano tylko 
1,3-krotny wzrost w porównaniu do poziomu obser-
wowanego u owadów kontrolnych.

5. Podsumowanie

Barciak większy G. mellonella okazał się przydatnym 
organizmem modelowym do badań na poziomie całego 
organizmu jak i cząstkowych reakcji składających się na 
odpowiedź odpornościową owadów oraz do testowa-
nia patogenności i identyfikacji czynników wirulencji 
bakterii P. aeruginosa.

Wyniki badań przedstawione w opracowaniu suge-
rują, że odmienny wpływ różnych szczepów P. aeru-
ginosa na poszczególne elementy układu odpornoś-
cio wego G. mellonella można wytłumaczyć różnym 
profilem enzymów proteolitycznych produkowanych 
przez bakterie podczas zakażenia gąsienic. W każdym 
przypadku efektem infekcji jest śmierć owadów, jednak 
zaobserwowano znaczne różnice w przebiegu odpowie-

dzi odpornościowej, zależne od użytego szczepu oraz 
od składu podłoża, w którym bakterie są hodowane. 
Odmienna wrażliwość gąsienic G. mellonella na różno-
rodne szczepy i mutanty najprawdopodobniej odzwier-
ciedla różnice w wytwarzanych czynnikach wirulencji, 
zarówno tych związanych ze ścianą komórkową jak 
i sekrecyjnych. 

Enzymy proteolityczne wytwarzane przez bakterię 
P. aeruginosa w początkowej fazie infekcji powodują 
aktywację układu odpornościowego przez: zwięk-
szenie syntezy lizozymu, indukcję syntezy peptydów 
odpor noś ciowych i inhibitorów metaloproteaz, zmianę 
poziomu apolipoforyny  III, tym samym zwiększając 
aktywność przeciwbakteryjną hemolimfy zakażonych 
owadów. W  miarę rozwoju bakteriemii przełamują 
humoralną odpowiedź odpornościową gospodarza 
przez: hamowanie aktywności układu oksydazy feno-
lowej, degradację peptydów odpornościowych oraz 
apolipoforyny III.

Poszczególne proteazy wykazują zróżnicowane zaan - 
ga żowanie w degradację tych kluczowych elementów 
odpowiedzi odpornościowej owadów i/lub różna też 
jest wrażliwość białek i peptydów odpornościowych na 
aktywność proteolityczną. Peptydy przeciwbakteryjne 
są podatne na proteolizę pod wpływem elastazy B oraz 
w niewielkim stopniu alkalicznej proteazy. Apolipofo-
ryna III jest substratem dla proteazy IV oraz alkalicz-
nej proteazy. Peptydy przeciwbakteryjne są niewrażliwe 
na proteolizę pod wpływem proteazy IV w warunkach 
in vitro.

Elastaza B bakterii P. aeruginosa pełni podczas zaka-
żenia podwójną rolę: induktora odpowiedzi odpornoś-
ciowej gąsienic oraz czynnika wirulencji. Jako czynnik 
aktywujący mechanizmy odpowiedzi odpornościowej 
powoduje indukcję syntezy peptydów przeciwdrobno-
ustrojowych i inhibitorów metaloproteaz, oraz zwięk-
szenie poziomu ekspresji i aktywności lizozymu a także 
poziomu apolipoforyny III. Elastaza B jako czynnik 
wirulencji bierze udział w degradacji peptydów prze-
ciwbakteryjnych. 

Wzrost stężenia jak i aktywności lizozymu w hemo-
limfie gąsienic G. mellonella zakażonych bakterią 
P. aeruginosa wskazuje, że lizozym jest mało wrażliwy 
na działanie proteaz tej bakterii, na przykład, prote-
aza serynowa IV nie powoduje degradacji lizozymu 
w warunkach in vitro, pomimo tego, że enzym zawiera 
w  swojej strukturze reszty lizyny, stanowiące poten-
cjalne miejsca cięcia dla tej proteazy.

Wydaje się, że u G. mellonella w indukcję syntezy 
humoralnych czynników odpowiedzi odpornościowej 
zaangażowane są różne mechanizmy tj. zależny od 
obecności obcych struktur (model odporności „infec-
tious-non self) jak i bakteryjnych czynników wirulencji 
odbieranych przez organizm gospodarza jako „sygnał 
zagrożenia”.
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1. Wstęp

Kultury starterowe stosowane są powszechnie 
w prze myśle spożywczym od lat 60. XX wieku. Począt-
kowo celem ich wprowadzania było przede wszyst-
kim podniesienie poziomu higieny i bezpieczeństwa 
produkcji żywności poprzez inicjowanie fermentacji 
i opanowanie środowiska przez drobnoustroje zawarte 
w  kulturach. W tamtym okresie drobnoustroje włą-
czane w skład kultur starterowych izolowane były z róż-
nych środowisk i pochodziły w większości z uznanych 
kolekcji kultur. Za dobre źródło bakterii fermentacji 
mlekowej (lactic acid bacteria, LAB) uważane były na 
przykład fermentowane produkty mleczarskie [61, 62]. 

Mikroorganizmy do kultur starterowych dobierano na 
podstawie ich poznanych właściwości oraz ustalonych 
warunków prawidłowego przebiegu procesu produk-
cyjnego. Taki dobór składu kultur starterowych uznano 
z  czasem za jedną z przyczyn ujednolicenia smaku 
i  utraty tradycyjnych cech organoleptycznych wielu 
produktów m.in. pieczywa.

W ostatnich latach dominował pogląd, że kultury 
starterowe powinny zawierać mikroorganizmy cha-
rakterystyczne dla mikrobiota danego środowiska np. 
zakwasów piekarskich, kiszonek warzywnych, przetwo-
rów mlecznych otrzymanych w efekcie spontanicznej 
fermentacji. Dlatego też środowiska naturalnie fer-
mentowanej żywności (tradycyjnie fermentowanych 
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Abstract: Application of sourdough, an old fermentation technology, in artisanal bakery allows us to obtain bread with specific flavor 
and texture. In recent years, this technology has been also reintroduced to the industrial practice, especially due to increased consumer 
demand for natural bread, without technological additives and preservatives, characterized by traditionally aroma and taste. In order to 
ensure reproducible and constant quality of bread, specific starter cultures containing lactic acid bacteria (LAB) or, optionally, LAB and 
yeast strains, are used. The paper discusses issues related to the biodiversity of LAB species representing biota of natural sourdoughs 
obtained from different cereals. It also presents the specific properties of the LAB strains which allow them to colonize and dominate in 
the souerdough environment. Moreover, is this review we focuse on the role of autochthonous bacterial strains in starter cultures. The use 
of such strains results in better quality of bread, its originalsensory properties and allows the industry to avoid the standardization of taste 
and smell of baked goods.

1. Introduction. 2. Microbial biodiversity of sourdough. 3. The ability of LAB to grow and adapt to different types of sourdough. 
Competition of bacteria introduced with the starter culture with the autochthonous microbiota of sourdough. 4. Selected properties of 
LAB giving them a competitive advantage in sourdough 5. Microbiota of sourdough non-bread cereals and pseudo-cereals. 6. Selection 
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wyrobów) stały się przedmiotem intensywnych badań 
mikrobiologicznych mających na celu wykazanie ich 
bioróżnorodności poprzez izolację i identyfikację moż-
liwie największej liczby drobnoustrojów, które zaczęto 
włączać w skład kultur starterowych nowej generacji 
[17]. Kultury starterowe stosowane są nie tylko do 
zapewnienia stałej i powtarzalnej jakości zakwasów 
i  wypieków, lecz również w celu skrócenia procesu 
technologicznego w piekarni (rys. 1).

Jednymi z najczęściej badanych środowisk były 
tradycyjnie prowadzone/rzemieślnicze zakwasy pie-
karskie, przede wszystkim żytnie i pszenne, w których 
poszukiwano szczepów bakterii fermentacji mlekowej 
i drożdży [30]. Pieczywo zakwasowe wytwarzane było 
tradycyjnie na Północy Europy ze względu na wyko-
rzystywanie w piekarstwie mąki żytniej, natomiast na 
południu kontynentu proces fermentacji z udziałem 
LAB stosowano do polepszenia cech technologicznych 
mąki niskiej jakości, najczęściej pszennej. Pieczywo 
przygotowywane z udziałem mąki żytniej (w różnych 
proporcjach do mąki pszennej lub będącej jedynym 

surowcem) oraz jęczmiennej jest charakterystyczne dla 
Europy Środkowej, Wschodniej i Skandynawii. Mąka 
żytnia stosowana jako surowiec „wymusza” ukwasza-
nie ciast ponieważ zawiera ona, w stosunku do mąki 
pszennej, znacznie mniej glutenu, którego obecność 
powoduje powstawanie pożądanej struktury ciasta 
pszennego. Proces fermentacji, prowadzonej przez 
bakterie fermentacji mlekowej, umożliwia powstanie 
siatki z pentozanów zatrzymującej wodę i dwutlenek 
węgla oraz pęcznienie skrobi, co w konsekwencji nadaje 
pieczywu właściwe cechy, takie jak np. porowatość i ela-
styczność miękiszu. Sposób otrzymywania pieczywa 
zakwasowego jest bardzo różnorodny w zależności od 
regionu geograficznego i tradycji kulturowych. Różne 
rodzaje chlebów i bułek pszennych wypiekanych 
z  ciast ukwaszanych są charakterystyczne dla krajów 
rejonu Morza Śródziemnego, np. francuskie pain au 
levain, madre lub biga we Włoszech [10]. Tradycyjne 
włoskie ciasta Panettone lub Pandoro są otrzymywane 
z działem ciasta zakwasowego [40, 52]. We Włoszech 
zakwasy stosowane są w produkcji około 30% pieczywa 

Rys. 1. Wpływ zastosowania kultury starterowej na skrócenie procesu przygotowania ciasta chlebowego
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w  wyniku czego powstaje ponad 200 różnych typów 
wypieków regionalnych.

W piśmiennictwie istnieją umowne klasyfikacje 
ciast zakwasowych różniące się w zależności od tego 
czy są formułowane na potrzeby badań naukowych czy 
praktyki przemysłowej [10, 27, 44, 82, 87]. W zależności 
od inicjowania fermentacji ciasta, sposobu i warunków 
fizycznych prowadzenia procesu fermentacji, zakwasy 
dzieli się na trzy podstawowe typy. Typ pierwszy to 
zakwasy prowadzone w sposób tradycyjny, najczęściej 
poprzez fermentację spontaniczną. Charakteryzują 
się ciągłym sposobem propagacji, to jest codziennym 
lub częstszym zaszczepianiem (inokulowaniem) nowej 
porcji mąki wymieszanej z wodą częścią zakwasu (tzw. 
zaczątkiem) i powtarzaniem takiego sposobu postępo-
wania przez dłuższy czas, co służy utrzymaniu mikro-
organizmów zakwasu w stanie wysokiej aktywności 
metabolicznej. Proces przebiega w temperaturze od 
20°C do 30°C. Zakwasy typu pierwszego wykorzy-
stywane są w  produkcji tradycyjnych rodzajów pie-
czywa: Panaettone, Pugliese, Toscanon, zakwasowy 
chleb French, pieczywo San Francisco. Zakwasy typu 
drugiego prowadzone są w temperaturze powyżej 
30°C, przy dużej wydajności ciasta w celu otrzymania 
zakwasu o wysokiej kwasowości i aromacie. Ten typ 
ciasta wykorzystywany jest najczęściej w produkcji 
przemysłowej pieczywa. Obecnie w wyprowadzeniu 
tego typu zakwasu na ogół stosowane są bakteryjne 
lub bakteryjno-drożdżowe kultury starterowe [86, 90]. 
Typ trzeci ciast zakwasowych odnosi się do fermentacji 
rozpoczynanej przez zastosowanie kultury starterowej, 
a następnie kontynuowanej przez codzienne odświe-
żanie. Natomiast w produkcji przemysłowej odnosi się 
do suszonego zakwasu stosowanego jako nośnik smaku 
i aromatu. W zależności od typu ciasta i sposobu pro-
pagacji oraz warunków procesu ustala się specyficzny 
skład mikrobiota [50, 87, 89, 92]. 

2. Bioróżnorodność mikrobiologiczna zakwasów

Wyniki wieloletnich badań, prowadzonych w róż-
nych krajach, wskazują na związek mikroorganizmów 
zasiedlających ciasta zakwasowe z regionem geogra-
ficznym, gatunkiem zboża, z którego sporządzona jest 
mąka, rodzajem mąki (całoziarnowa lub oczyszczona), 
co wiąże się z zawartością popiołu, stopniem jej roz-
drobnienia, oraz ze sposobem prowadzenia zakwasów 
(proporcja mąki i wody czyli wydajność ciasta, tem-
peratura, czas prowadzenie, liczba odnawiań zakwasu) 
[5, 21, 33, 83, 85, 87]. 

W ekosystemach ciast fermentowanych stwierdzono 
obecność zróżnicowanych gatunków bakterii fermenta-
cji mlekowej [6, 8, 88]. Największy wpływ na przebieg 
fermentacji ciast zakwasowych mają, charakterystyczne 

dla tych środowisk, LAB hetrofermentywne, w mniej-
szym stopniu szczepy fakultatywnie heterofermentywne 
i obligatoryjnie homofermentywne [6, 8, 86]. Spośród 
ponad sześćdziesięciu gatunków bakterii fermentacji 
mlekowej, występujących w ciastach zakwasowych, 
większość należy do rodzaju Lactobacillus; w mniejszej 
liczbie reprezentowane są rodzaje Lactococcus, Pedio-
coccus, Weissella, Carnobacterium i Leuconostoc. Biorąc 
pod uwagę, że środowisko zakwasów jest specyficzną, 
złożoną niszą ekologiczną, trudną do odtworzenia 
przy użyciu podłoży laboratoryjnych, należy założyć, 
że wiele związanych z tym środowiskiem drobnoustro-
jów, nie zostało jeszcze poznanych [49, 50]. W zakwa-
sach piekarskich powszechnie stwierdza się obecność 
takich gatunków, jak L. plantarum, L. brevis, L. pentosus, 
L. sanfranciscensis, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, 
L. alimentarius, L. paralimentarius, L. fermentum, L. reu-
teri, L. amylophilus, L. delbruecki, L. helveticus, L. min-
densis. Wraz z intensyfikacją eksploracji mikrobiota 
ciast zakwasowych stale powiększa się liczba gatunków 
Lactobacillus spp. wykrywanych w ciastach, wyizo- 
lowano także bakterie należące do innych rodzajów 
jak na przykład Weissella cibaria, Weissella confusa, 
Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidililactici. 
Gatunkami nietypowymi, rzadziej izolowanymi 
z  zakwasów są Carnobacterium divergens, Carnobac-
terium maltaromaticum i Carnobacterium piscicola [4, 
25]. Niektóre spośród bakterii spotykanych w ciastach 
są szeroko rozpowszechnione w żywności, przede 
wszystkim produktach fermentowanych; należą do tej 
grupy L. plantarum, L. reuteri, L. amylovorus [6, 87]. 
Istnieją także szczepy LAB, które w dotychczasowych 
badaniach mikrobiologicznych wykryto wyłącznie 
w środowisku zakwasów np. L. acidifarinae, L. hammesi, 
L. secaliphilus, L. zymae, L. rosiae [13]. Ze środowi-
skiem zakwasów związane są również gatunki L. pontis, 
L. panis, L. paralimentarius, L. frumenti, L. mindensis, 
wyizolowane z ciast pszennych i opisane jako mikro-
flora autochtoniczna. Spośród bakterii fakultatywnie 
heterofermentywnych gatunkiem najczęściej spotyka-
nym w zakwasach jest L. plantarum, natomiast wśród 
obligatoryjnie heterofermentywnych wymieniane są 
szczepy z gatunków L. brevis, L. fermentum, L. buchneri, 
L. sanfranciscensis oraz należące do gatunków Weissella 
cibaria i Weissella confusa [69, 70, 78, 80, 88]. 

Wprowadzanie do rutynowej praktyki laboratoryj-
nej technik molekularnych spowodowało reklasyfika- 
cję niektórych szczepów LAB izolowanych z ekosyste-
mów zakwasów. Przykładowo, niektóre szczepy przy-
pisane początkowo do gatunku L. plantarum zostały 
obecnie zaliczone do gatunków L. paraplantarum lub 
L. pentosus [77].

Spośród szeregu czynników determinujących skład 
mikrobiota zakwasów jednymi z najważniejszych są 
surowiec, z którego powstała mąka oraz sposób jej 
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przemiału; od nich bowiem zależy obecność związków 
mających istotny wpływ na wzrost mikroorganizmów. 
Należą do nich ilość i rodzaj węglowodanów dostępnych 
do fermentacji (maltoza, sacharoza, glukoza, fruktoza), 
obecność aminokwasów, kwasów tłuszczowych, wita-
min, mikroelementów, a także błonnika pokarmowego, 
β-glukanu, polifenoli, kwasów fitynowych. Składniki te 
i enzymatyczna aktywność mąki stymulują aktywność 
metaboliczną bakterii, co wpływa na ilość syntetyzowa-
nych kwasów (mlekowego i octowego) oraz związków 
tworzących aromat ciast i pieczywa [28, 33, 68, 90]. 

Przykłady LAB związanych ze środowiskiem zakwa-
sów z różnych mąk przedstawiono w tabeli I. Najwięcej 
uwagi poświęcono zakwasom z żyta i pszenicy, będą-
cych podstawowymi zbożami chlebowymi. W  tabeli 
uwzględniono również bakterie związane z ekosys- 
temami zbóż niechlebowych i pseudozbóż, gdyż obec- 
nie zaczynają one odgrywać coraz większą rolę w pro-

dukcji pieczywa. Wynika to z trendów związanych 
z tzw. zdrowym żywieniem i wzrastającym zapotrzebo-
waniem na żywność funkcjonalną, ekologiczną, a także 
bezglutenową. 

Szeroko opisanym obligatoryjnie heterofermenta-
tywnym gatunkiem autochtonicznym dla zakwasów, 
zwłaszcza pszennych, jest L. sanfranciscensis. Bakterie 
te zostały po raz pierwszy scharakteryzowane i opisane 
jako L. sanfrancisco w 1971 roku przez Kline i Sugihara 
[38]. Na podstawie badań materiału genetycznego 
zidentyfikowano w tym gatunku około 50  szczepów 
[2, 36, 84]. Jak dotychczas jest to gatunek izolowany 
wyłącznie z zakwasów i uważany za najlepiej zaadapto-
wany do specyficznych warunków ciast zakwasowych 
i konkurencyjny wobec innych LAB [22, 84]. Decydują 
o tym unikatowe cechy L. sanfranciscensis, wyrażające 
się wysoką efektywnością wykorzystywania znajdują- 
cych się w środowisku ciasta węglowodanów: maltozy 

Pszenica Lactobacillus sanfranciscensis [22, 38]
 Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii, L. casei, L. fermentum, L. buchneri, L. brevis [72]
 L. sanfranciscensis, L. brevis, L. paralimentarius, Weissella cibaria [91]
 L. sanfranciscensis [95, 96]
 L. plantarum, L. casei, L. delbrueckii, L. acidophilus, L. brevis, Leuconostoc mesenteroides 1. [32]
 L. sanfranciscensis, L. plantarum, L. farciminis [23]
 L. sanfranciscensis, L. alimentarius, L. brevis, Leuconostoc citreum, L. lactis subs. lactis, L. fermentum,
 L. acidophilus, Weissella confusa, L. delbrueckii subsp. bulgaricus  

[7]

 L. sanfranciscensis, L. plantarum, P. pentosaceus [58]
 L. acidophilus, L. plantarum, L. sake, L. acetottolerans, Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus,
 Carnobacterium divergens 

[25]

 L. sanfranciscensis, L. plantarum, L. hammesi, L. paralimentarius, L. spicheri, L. sakei [78]
 L. plantarum, L. sanfranciscensis, L. rossiae, L. paraalimentarius  [69] 
 L. plantarum, L. brevis, W. cibaria, P. pentosaceus [31]
 L. plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei ssp. paracasei [65]
 L. plantarum, L. curvatus, L. graminis [81]
Żyto L. plantarum, L. brevis, L. fermentum  [34]
 L. acidophilus, L. plantarum, L. casei [71]
 L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. farciminis, L. alimentarius, L. brevis, L. buchneri,
 L. fermentum, L. fructivorans, L. sanfranciscensis, Pediococcus spp. [73]

 L. fermentum, L. delbrueckii, L. acidophilus, L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. rhamnosus,
 L. farciminis, L. sanfranciscensis, W. viridescens 

[74]

 L. reuteri, L. panis, L. amylovorus [67]
 L. amylovoru, L. pontis, L. frumenti, L. reuteri [55
Otręby żytnie L. sanfranciscensis, L. mindensis, L. crispatus, L. pontis, L. panis, L. fermentum, L. frumenti,
 L. johnsonii, L. reuteri [44]

Jęczmień L. plantarum, L. brevis [94]
Gryka L. plantarum, W. cibaria, Leuconostoc holzapfelii, L. fermentum, L. gallinarum, L. crispatus,
 L. vaginalis, P. pentosaceus [53, 54]

Tabela I
Bakterie fermentacji mlekowej związane z ekosystemami zakwasów z mąki ze zbóż chlebowych (pszenica i żyto)

niechlebowych (jęczmień) i pseudozbóż (gryka)

Rodzaj zboża Gatunki bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane z zakwasów Piśmiennictwo
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i  fruktozy, a także rybozy i glukonianu, wysokimi 
uzdolnieniami proteolitycznymi i aktywnością kwa-
szącą, syntezą związków o charakterze antymikrobiolo-
gicznym, bogactwem uwalnianych prekursorów związ-
ków lotnych, a także fizjologicznym powinowactwem 
do drożdży obecnych w zakwasach.

L. sanfranciscensis jest auksotrofem w odniesieniu 
do 12 aminokwasów, natomiast wykazuje zdolność do 
syntezy m.in. argininy, lizyny, cysteiny, asparaginianu. 
Obecność dwóch genów dla oligo-1,6-glukozydazy 
(LSA_05810; LSA_01770) wskazuje na zdolność do 
hydrolizy wiązania α-1,6-D-glukozydowego oligosa-
charydów powstających ze skrobi i glikogenu (izomal-
toza, izomaltotrioza, izomaltuloza, panoza). Wzrost 
L. sanfranciscensis, przy wykorzystaniu maltozy jako 
źródła węgla, przebiega szybciej przy obecności w śro-
dowisku takich związków jak fruktoza, cytrynian lub 
α-ketoglutaran, które mogą stanowić alternatywne 
akceptory elektronów [84,90]. 

Poza bakteriami fermentacji mlekowej drugą ważną 
grupę drobnoustrojów tworzących ekosystem ciast 
zakwasowych stanowią drożdże. Wchodzą one w róż-
nego rodzaju interakcje z bakteriami i współkształtującą 
właściwości zakwasów piekarskich i ciast. Wzajemne 
oddziaływania określonych gatunków LAB i drożdży 
mają duży wpływ na skład ekosystemów i dominację 
określonych gatunków w zależności od sposobu pro-
wadzenia ciast. W przypadku zakwasów pszennych 
fermentujących spontanicznie obecność i wzrost L. san-
franciscensis, preferującego jako źródło energii maltozę, 
stwarza korzystne warunki do rozwoju nie metabolizu-
jących maltozy drożdży Saccharomyces exiguus i Can-
dida humilis. W efekcie hydrolizy maltozy z udziałem 
konstytutywnej, wewnątrzkomórkowej fosforylazy mal-
tozy L. sanfranciscensis uwalniana jest do środowiska 
glukoza, co dostarcza substratu do wzrostu tych drożdży, 
nadając wzajemnym relacjom drobnoustrojów charak-
ter związku mutualistycznego [2, 85]. W ekosystemach 
ciast zakwasowych powstają stabilne konsorcja LAB 
i drożdży, w których interakcje pomiędzy drobnoustro-
jami są zależne od szeregu czynników, jak na przykład 
temperatury i czasu prowadzenia fermentacji, rodzaju 
mąki i wydajności ciasta. W tworzeniu takich związ- 
ków w zakwasach pszennych poza L. sanfanciscensis 
biorą udział szczepy z gatunku L. plantarum [45], nato-
miast w zakwasach żytnich występują stabilne związki 
pomiędzy L. reuteri, L. johnsonii a Issachienkia orien- 
talia. Zdolność do tworzenia związków bakteryjno-
-drożdżowych ma charakter szczepowy, a nie gatun-
kowy [47, 49, 50, 70, 85]. 

W ciastach zakwasowych zidentyfikowano ponad 
20  gatunków drożdży, w większości należących do 
rodzajów Saccharomyces i Candida [63]. W nowszych 
publikacjach jako częsty izololat wymieniany jest gatu-
nek Issatchenkia orientalis, będący teleomorfem Candida 

krusei. Gatunkiem najczęściej izolowanym z zakwasów 
żytnich, dobrze adaptującym się do tego środowiska 
jest S. cerevisiae [3, 16, 45]. Badania zakwasów żytnich 
pochodzących z rzemieślniczych piekarni, działających 
w różnych regionach Polski, wykazały powszechną 
obecność drożdży S. cerevisiae [4]. Każda z grup dro- 
bnoustrojów, aktywnych w procesie fermentacji, speł-
nia określone zadanie i dopiero suma ich oddziały-
wań pozwala uzyskać dojrzały zakwas, a  następnie 
pieczywo o odpowiednich właściwościach. Niniejsze 
rozważania uwzględniają rolę drożdży w kształtowaniu 
cech zakwasów piekarskich jedynie w odniesieniu do 
ich specyficznych relacji z bakteriami fermentacji mle-
kowej. W celu zapewnienia powtarzalnej i pożądanej 
jakości zakwasów i pieczywa stosowane są kultury star-
terowe zarówno bakteryjno-drożdżowe jak i bakteryjne, 
zawierające jeden lub więcej szczepów LAB. W skład 
bakteryjno-drożdżowych starterów piekarskich włą-
czane są S. cerevisiae i S. exiguus oraz drożdże z rodzaju 
Candida i Torulopsis, które biorą udział w kształtowaniu 
cech smakowo-zapachowych pieczywa [24, 28, 29, 44, 
56, 59]. W miarę postępu badań nad drobnoustrojami 
zakwasów piekarskich opracowywane są również nowe 
kultury starterowe o specyficznych zastosowaniach.

3. Zdolność do rozwoju i adaptacji LAB w różnych
 typach zakwasów. Niektóre właściwości LAB
 umożliwiające im konkurencyjną przewagę
 w ciastach zakwasowych 

Na kształtowanie się i stabilność mikrobiologicz-
nych ekosystemów zakwasów istotny wpływ mają 
warunki w jakich prowadzona jest fermentacja, głównie 
temperatura, a także wartość pH i potencjał oksydo-
redukcyjny [44]. Przykładowo związek bakterii L. san-
franciscensis i drożdży Candida humilis utrzymuje się 
trwale w  zakwasach pszennych i żytnich w tempe-
raturze pomiędzy 20°C a 30°C, przy odświeżaniu co 
12–24 godziny, gdy zakwas poprzedniej fazy stanowi 
5–20% kolejnej fazy ciasta [83]. Wykazano również, 
że L. sanfranciscensis nie rośnie przy wartościach pH 
niższych niż 3,8–4,0 [80]. Z kolei konsorcjum L. reu-
teri, L. johsonii i I. orientalis utrzymuje się w zakwasach 
pszennych i żytnich dopóki ich temperatura pozostaje 
w  zakresie 35–40°C, przy czym drożdże I. orienta-
lis wymagają do wzrostu odpowiedniej ilości tlenu, 
dlatego ich rozwojowi sprzyja obecność w zakwasie 
otrąb, zwiększających porowatość ciasta [85]. Jak już 
wspom niano, interakcje pomiędzy drożdżami a bakte-
riami w  zakwasach mogą mieć charakter szczepowy, 
a nie gatunkowy [59]. Obecność w zakwasach pszen-
nych drożdży S. cerevisiae i bakterii L. sanfranciscensis, 
L. paralimentarius, L. brevis oraz w mniejszej liczbie 
P. pentosaceus i W. cibaria może powodować wolniej-
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szy wzrost obydwu grup drobnoustrojów (ze względu 
na antagonizm o źródło węgla) oraz zwiększenie przez 
bakterie syntezy niektórych metabolitów mogących 
hamować wzrost drożdży np. mannitolu [59]. Sygnali-
zowano również możliwość negatywnego oddziaływa-
nia L. paralimentarius na wzrost L. sanfranciscensis [57].

Ewolucyjne przystosowania metaboliczne bakterii 
fermentacji mlekowej pozwalają im miedzy innymi na 
adaptację do środowiska ciasta, a ich metabolity przy-
czyniają się do kształtowania właściwości reologicznych 
i  organoleptycznych ciasta oraz jakości sensorycznej 
pieczywa. Związane jest to z możliwością wykorzysty-
wania przez LAB różnych źródeł węgla i akceptorów 
elektronów, a także przekształcaniem aminokwasów 
w związki tworzące aromat pieczywa.

W wyniku fermentacji heksoz przez homofermen-
tywne LAB szlakiem EMP (poprzez glikolizę) powstaje 
kwas mlekowy, podczas gdy fermentacja glukozy szla-
kiem fosfoketolazy pentozowej przez bakterie hetero-
fermentywne prowadzi do powstawania, oprócz kwasu 
mlekowego, kwasu octowego, CO2 i etanolu, w zależ-
ności od dostępności kosubstratów pozwalających na 
regenerację zredukowanych kofaktorów. Biorąc pod 
uwagę zapotrzebowanie na regenerację zredukowanych 
kofaktorów, homofermentywne i heterofermentywne 
LAB z rodzaju Lactobacillus wykazują różny wpływ na 
reakcje redox (potencjał oksydoredukcyjny) w ciastach 
[17, 18]. Disacharydy są rozkładane przy udziale specy-
ficznych hydrolaz i fosfohydrolaz do monosacharydów.

Przewaga konkurencyjna heterofermentywnych bak- 
terii fermentacji mlekowej w ciastach zakwasowych 
jest związana z ich łączną zdolnością do wykorzysta-
nia maltozy jako źródła węgla oraz kosubstratów takich 
jak tlen i fruktoza jako akceptorów elektronów, co jest 
sprzężone ze zwiększoną syntezą kwasu octowego [8, 
60]. Tlen i fruktoza są redukowane odpowiednio do 
H2O i mannitolu, czemu towarzyszy utlenianie NADH, 
NADPH do odpowiednio NAD i NADP.

Większość szczepów L. sanfranciscensis fermentuje 
glukozę i maltozę, ale nie jest zdolna do wykorzysty-
wania fruktozy jako źródła węgla. Szczepy te jednak 
wykazują aktywność dehydrogenazy mannitolu i redu-
kują fruktozę do mannitolu z wysoką specyficznością 
[39]. Preferencyjne zużywanie fruktozy jako akcep-
tora elektronów jest obserwowane w przypadku więk- 
szości obligatoryjnie heterofermentatywnych pałeczek 
Lactobacillus spp.

Obligatoryjnie homofermentatywne i fakultatywnie 
heterofermentatywne laktobacillusy degradują maltozę 
i  fruktozę po wyczerpaniu dostępnej w środowisku 
glukozy [20]. Fermentacja pentoz przez obligatoryjnie 
i fakultatywnie heterofermentatywne LAB prowadzona 
jest szlakiem fosfoketolazy pentozanowej. Stwierdzono, 
że heterofermentatywne bakterie L. brevis, L. fermen-
tum i Lactobacillus hilgardii podczas wzrostu w zakwa-

sach charakteryzują się symultanicznym metabolizmem 
maltozy i pentoz [20]. 

Akumulacja tioli przez L. reuteri i L. sanfranciscen-
sis chroni komórki bakteryjne przed stresem oksyda-
cyjnym. Tiole podlegają następnie reakcjom wymiany 
z mostkami dwusiarczkowymi w białkach i w ten spo-
sób zakłócają polimeryzację białek glutenowych w cia-
stach pszennych. Technologiczną konsekwencją tego 
procesu jest zwiększenie rozpuszczalność białek glu-
tenowych, co w efekcie zmienia reologię ciast i ułatwia 
proteolityczny rozkład protein mąki [17]. Degradacja 
białek zbożowych podczas fermentacji zakwasów ma 
zasadniczy wpływ na zapach pieczywa, a  także jego 
teksturę i objętość [19].

Większość zakwasowych LAB nie wykazuje związa-
nej ze ściana komórkową aktywności proteolitycznej, 
choć niektórzy autorzy wskazują na zdolność nielicz-
nych szczepów do hydrolizy frakcji białek glutenowych 
tj. albumin, globulin i gliadyn [12, 14, 97]. W  celu 
zaspokojenia zapotrzebowania na związki azotowe 
bakterie fermentacji mlekowej zużywają głównie pep-
tydy hydrolizowane w większości przez wewnątrzko-
mórkowe peptydazy [20]. Metabolizm aminokwasów 
przez LAB przyczynia się do powstawania związków 
zapachowych, a zatem kształtowania się aromatu ciast 
zakwasowych i pieczywa. Przykładowo ornityna, jest 
prekursorem powstającej podczas pieczenia 2-acetyl-1 
pyrroliny, kształtującej zapach skórki pieczywa. Szczepy 
LAB np. L. amylolyticus, L. brevis, L. fermentum, L. fru-
menti, L. pontis, L. reuteri, L. sakei i  niektóre szczepy 
L. sanfranciscensis konwertują (przekształcają) ornitynę 
do argininy poprzez szlak deiminazy argininy – ADI 
(arginine deiminase pathwey). Szlak ten przyczynia 
się do homeostazy pH i tolerancji bakterii fermentacji 
mlekowej na kwasy.

4. Mikrobiota zakwasów ze zbóż niechlebowych
 i pseudozbóż

W ostatnich latach poświęca się coraz więcej uwagi 
badaniom ekosystemów zakwasów otrzymanych ze 
zbóż niechlebowych (owies, jęczmień), prosa, ze sta-
rych odmian pszenicy (samopsza, płaskurka, orkisz), 
z pseudo zbóż (gryka, quinoa) i innych roślin nie wyko-
rzystywanych dotychczas w Europie do produkcji pie-
czywa jak cassawa, amarantus [89]. Obecne zaintereso-
wanie tymi surowcami wynika z bogactwa zawartych 
w  nich składników odżywczych i prozdrowotnych, 
ponadto większość z nich nie zawiera glutenu. 

Zakwasy przygotowane z mąki otrzymanej z takich 
surowców stanowią specyficzne nisze ekologiczne. 
Badania ich bioróżnorodności wykazały obecność 
gatunków bakterii, znanych ze środowisk zakwasów 
pszennych i żytnich, często jednak dominują w  tych 
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środowiskach gatunki specyficznie do nich przystoso-
wane. Przykładem jest występowanie i utrzymywanie 
się L. brevis w zakwasach jęczmiennych, co jest zwią-
zane ze zdolnością tego gatunku do degradowania 
β-glukanu zbożowego, obecnego w jęczmieniu w sto-
sunkowo dużych ilościach [43, 94]. L. plantarum jest 
gatunkiem powszechnie występującym w  zakwasach 
niezależnie od rodzaju mąki, z której zostały sporzą-
dzone. Jest to związane z jego zdolnością do wykorzy-
stywania różnych węglowodanów [37, 47, 51] oraz do 
syntezy większości aminokwasów. Opisano na przykład 
szczep L. plantarum będący auksotrofem w odniesie-
niu tylko do 3 aminokwasów [84]. Obecność szcze-
pów z gatunku L. plantarum wykazywana jest również 
w naturalnie fermentujących, tradycyjnych produktach 
z prosa, kukurydzy, amarantusa, orkiszu. W zakwasach 
z gryki, fermentujących przy udziale autochtonicznej 
bioty LAB, stwierdzono obecność gatunków z rodzajów 
Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici i Weissella cibaria 
[54, 56]. Różnorodność gatunków LAB wchodzących 
w skład mikrobiota zakwasów z gryki zależy od warun-
ków prowadzenia procesu. Na przykład przy prowadze-
niu zakwasu gryczanego w temperaturze 35°C, wydaj-
ności ciasta 275 i odświeżaniu co 24 godziny, po 2–5 dni 
fermentacji stwierdzono przede wszystkim obecność 
L. plantarum, zanikały natomiast obecne na początku 
fermentacji szczepy z gatunków L. fermentum, L. galli-
narum, L. crispatus, L. vaginalis, Leuconostoc holzapfelii. 
Z kolei przy fermentacji w 25°C, wydajności ciasta 200 
i  przeszczepianiu co 12 h dominowały P. pentosaceus 
i L. amylovorus; wykazano także obecność L. plantarum, 
W. cibaria, L. holzapfelii, L. sakei [53]. 

5. Komponowanie składu kultur starterowych
 z autochtonicznych gatunków LAB
 czy unifikacja w oparciu o gatunki najbardziej
 rozpowszechnione

W piśmiennictwie przeważał w ostatnich latach 
pogląd, że w kulturach starterowych do zakwasów 
piekarskich powinny być wykorzystywane autochto-
niczne szczepy bakterii fermentacji mlekowej, które 
są lepiej przystosowane do specyficznych warunków 
panujących w ekosystemie ciast i dostępnych w nich 
substratów. Jest to związane z coraz większym zain-
teresowaniem zastosowaniem nietypowych dla pie-
karstwa surowców, w tym mąk bezglutenowych [14]. 
Jakość pieczywa otrzymywanego z takich mąk może 
ulec znacznej poprawie przy wykorzystaniu techno-
logii opartej na zakwasach [11, 26]. Wprowadzenie do 
badań bioróżnorodności zakwasów piekarskich tech-
nik umożliwiających monitorowania dynamiki zmian 
składu populacji mikroorganizmów podczas prowadze-
nia fermentacji – jak PCR-DGGE (PCR i elektroforeza 

we wzrastającym stężeniu czynnika denaturującego) 
pozwoliło na wykazanie zdolności bakterii i drożdży do 
adaptacji i opanowania środowiska, a także zdomino-
wania mikrobiota zakwasów [ 44, 45,47, 53, 54, 57, 86].

W komercyjnych kulturach starterowych najpow-
szechniej stosowanymi szczepami bakterii są L. plan-
tarum, L. sanfranciscensis, L. brevis oraz L. reuteri, 
L. pontis. W aktualnych publikacjach i patentach pro-
ponowane są dla piekarstwa kultury starterowe o spe-
cyficznych właściwościach, np. zapewniające wydłu-
żenie czasu przydatności pieczywa do spożycia dzięki 
zastosowaniu szczepów bakterii wykazujących zdolność 
do syntezy kwasu propionowego lub aktywność prze-
ciwpleśniową [9, 15, 48, 79]. W kulturach starterowych 
do pieczywa pszennego mogą znaleźć zastosowanie 
szczepy LAB syntetyzujące egzopolisacharydy, które 
wpływają korzystnie na właściwości reologiczne ciast 
i  sprzyjają powstawaniu właściwej tekstury pieczywa 
[35, 75, 76, 93]. Dominacji określonych szczepów LAB 
w zakwasach sprzyja także zdolność do syntezy bak-
teriocyn jak w przypadku L. reuteri. Pomimo tej właś-
ciwości L. reuteri zastosowany jako składnik kultury 
starterowej nie utrzymuje się w zakwasach z gryki [55]. 

W zakwasach żytnich, po wielokrotnych przeszcze-
pieniach, obecność szczepów bakterii, wprowadzonych 
z kulturą starterową, stwierdzano najczęściej w przy-
padku gatunków L. sanfranciscensis, L. johnsonii, L. reu-
teri a także L. pontis, L. panis, L. frumenti, L. fermentum, 
L. crispatus. Przy czym głównym czynnikiem selekcyj-
nym była temperatura prowadzenia zakwasów; niektóre 
szczepy bakterii rosły lepiej poniżej 30°C inne powyżej 
tej temperatury [45]. W odniesieniu do ekosystemów 
ciast pszennych wykazano stabilność starterów złożo-
nych z L. sanfranciscensis lub L. plantarum, przy czym 
niektóre szczepy zasiedlały ekosystem zakwasów wspól-
nie ze szczepami autochtonicznymi gatunków P. pento-
saceus, L. rosiae [47].

Konkurencja środowiskowa pomiędzy szczepami 
LAB wprowadzonymi z kulturą starterową a autochto-
niczną biotą bakteryjną zakwasów prowadzić może do 
eliminacji LAB pochodzących z kultury starterowej 
[54, 86, 94]. Specyfikę zakwasów z różnych surowców 
jako zróżnicowanych nisz ekologicznych do zasiedlania 
przez bakterie z kultur starterowych potwierdziły bada-
nia, w których porównano skład bioty LAB w zakwa-
sach pszennych i z udziałem mąki jęczmiennej [94]. 
Spośród 19 szczepów reprezentujących 10  gatunków 
bakterii, wchodzących w skład kultur starterowych, 
zastosowanych do wszystkich zakwasów, w zakwasach 
pszennych, po dwumiesięcznym prowadzeniu zakwa-
sów dominowały bakterie z gatunku L. plantarum. 
Natomiast w analogicznie przygotowanych zakwasach 
jęczmienno-pszennych i jęczmiennych, poza L. planta-
rum, utrzymywała się większa liczba gatunków w tym 
L. paralimentarius (w mieszanym) i L. brevis; nieocze-
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kiwanie w żadnym zakwasie nie wykryto obecności 
L. sanfranciscensis, pomimo wprowadzenia 3 szczepów 
tego gatunku w kulturach starterowych [94]. 

W przypadku gdy jako składniki kultur starte-
rowych do fermentacji takich surowców jak: gryka, 
quinoa, amarantus, proso, kukurydza i ryż stosowano 
autochtoniczne szczepy LAB z gatunków L. fermentum, 
L. helveticus, L. plantarum, L. paralimentarius, L. pontis, 
skład mikrobiota tych zakwasów pozostawał stabilny 
pomimo wielokrotnego przeszczepiania [86]. W ostat-
nio przeprowadzonych badaniach wykazano przydat-
ność wybranych szczepów L. plantarum do prowadze-
nia zakwasów pszennych. Szczepy te dominowały lub 
razem z  L. sanfranciscensis współdominowały w  śro-
dowisku tych zakwasów [81]. Zapewnia to uzyskanie 
zakwasów (i ciast) o dobrych parametrach technolo-
gicznych. Potwierdzono jednocześnie, że szczepy auto-
chtoniczne łatwiej uzyskują przewagę w  środowisku, 
zatem ich pochodzenie jest istotne przy komponowaniu 
składu kultur [81].

Badania wskazują, że z punktu widzenia produkcji 
pieczywa w ciągłym systemie przemysłowym uniwer-
salne powinno być wykorzystywanie kultur startero-
wych zawierających szczepy Lactobacillus plantarum, 
ponieważ ten gatunek jest nie tylko szeroko rozpo-
wszechniony w zakwasach, ale również wykazuje zdol-
ność do dominacji w ekosystemie. 

Większość badań dotyczących dominacji L. plan-
tarum przeprowadzono jednak w cistach pszennych. 
W  zakwasach z mąk niechlebowych i  pseudozbóż 
występują w większej liczbie składniki mogące wpły-
wać na wzrost bakterii, takie jak np. związki mine-
ralne, błonnik, polifenole. Zatem przy projektowaniu 
starterów do pieczywa należy uwzględnić różne gatunki 
i szczepy LAB w zależności od przeznaczenia kultury 
starterowej. Biorąc pod uwagę jakość otrzymanego 
pieczywa pszennego wykazano, że zastosowanie kultur 
starterowych zawierających szczepy L. plantarum lub 
Leuconostoc spp. w przemysłowym procesie produk-
cji pieczywa pszennego pozwala osiągnąć odpowied-
nie parametry technologiczne ciasta (kwasowość, pH, 
zawartość kwasu mlekowego i octowego) jeżeli fermen-
tacja jest prowadzona przez około 20 godzin i każdora-
zowo proces jest powtarzany od początku, tj. od inoku-
lacji mąki i wody przy użyciu startera [66]. W  takim 
systemie produkcji nie jest konieczne uzyskanie stabil-
nego konsorcjum mikroorganizmów zakwasu w długim 
czasie, nie ma też zagrożenia, że mikroorganizmy star-
tera zostaną zdominowane przez drobnoustroje auto-
chtoniczne. Zapewniona jest natomiast powtarzalna 
jakość zakwasu i ciasta. Mimo wielokrotnego potwier-
dzenia, że zastosowanie L. plantarum wpływa pozytyw-
nie na cechy zakwasów i otrzymanego pieczywa, sto-
sowanie jednoskładnikowej kultury starterowej może 
jednak prowadzić do zubożenia cech smakowo-zapa-

chowych pieczywa i jego ujednolicenia [33]. Zakwasy 
otrzymywane przy użyciu kilku gatunków i szczepów 
LAB różnią się nie tylko pod względem zawartości 
kwasów organicznych lecz także związków tworzących 
aromat czy też egzopolisacharydów istotnych w kształ-
towaniu tekstury pieczywa. Skład kultur starterowych 
można zatem dobierać, uwzględniając np. różnorodne 
szczepy gatunków Weissella spp., Pediococcus spp. 
i innych [1] uzyskując unikalne, charakterystyczne dla 
wyrobu i piekarni cechy sensoryczne pieczywa. 

6. Podsumowanie

W przemysłowej produkcji pieczywa kultury star-
terowe są powszechnie stosowane w celu uzyskiwania 
pieczywa dobrej jakości. Wprowadzanie zróżnicowa-
nych kultur starterowych jest w zgodzie z aktualnym 
trendem konsumenckim polegającym na powrocie do 
tradycyjnych metod produkcji żywności, gdyż zastępuje 
lub ogranicza używanie technologicznych dodatków 
piekarskich (np. polepszacze, enzymy, kwasy). Różno-
rodność bakterii fermentacji mlekowej, zasiedlających 
specyficzne nisze ekologiczne zakwasów, sięga około 
60 gatunków przy czym szczególnie rozpowszechnione 
są heterofermentatywne LAB z rodzaju Lactobacillus. 
Do kultur starterowych dla piekarstwa selekcjonowane 
są szczepy bakterii charakteryzujące się zdolnością 
do szybkiego zakwaszania środowiska ciasta, syntezy 
związków kształtujących aromat pieczywa, wpływa-
jących pozytywnie na właściwości reologiczne ciast 
i  teksturę pieczywa, a  także jednoczesną zdolnością 
do szybkiego opanowywania i zasiedlania środowiska 
zakwasów. Różnicowanie składu kultur starterowych 
jest również jednym ze sposobów przeciwdziałania 
ujednolicaniu smaku pieczywa [64]. Obecnie, poszu-
kuje się również szczepów syntetyzujących związki 
o charakterze antypleśniowym co pozwala na wydłu-
żenie trwałości pieczywa [41, 42]. Wzrastająca popular-
ność pieczywa z udziałem mąk innych niż tradycyjnie 
stosowane pszenna i żytnia (tzw. mąki niechlebowe 
i z pseudozbóż) wymaga dostosowania technologii oraz 
składu kultur starterowych do tych surowców. W takich 
kulturach starterowych najlepiej sprawdzają się szczepy 
bakterii wywodzące się z ekosystemów tych środowisk.
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1. Wprowadzenie

Ludzkie ciało jest siedliskiem milionów symbiotycz-
nych mikroorganizmów obejmujących m.in. powłoki 
skórne, przewód pokarmowy oraz część zewnętrzną, 
skórę i błony śluzowe układu moczowo-płciowego [20]. 
Ten „ludzki mikrobiom” odpowiada za około 1–3% 
masy ciała człowieka, a całkowita liczba drobnoustro-
jów znajdujących się w ludzkim organizmie jest ponad 
dziesięciokrotnie wyższa niż liczba komórek somatycz-
nych [43]. Podobnie jak ciało człowieka, tak i zasiedla-
jące je drobnoustroje to niezwykle złożony ekosystem, 
który warunkuje homeostazę makroorganizmu i jego 
zdrowie, jako że wpływa m.in. na stan immunolo-
giczny organizmu [19, 37]. W 2007 roku amerykański 
National Insitute of Health, rozpoczął program Human 
Microbiome Project (HMP), który zakładał określe-
nie ludzkiej mikroflory oraz jej roli tak w zdrowym 
organiz mie jak i  w  trakcie choroby. Projekt ten miał 
za zadanie scharakteryzować mikrobiom człowieka na 
poziomie sekwencji nukleotydowej całego genomowego 
DNA mikro orga niz mów człowieka, sekwencji nukleo-
tydowej mitochondrialnego RNA oraz zsyntetyzowa-
nych białek bakteryjnych i produktów metabolizmu 
drobnoustrojów, pochodzących ze skóry, jamy ustnej 
i przewodu pokarmowego oraz układu moczowo-płcio-

wego. Zakładał on zbadanie i analizę różnic w ludzkiej 
mikroflorze, w tym różnic w zależności od populacji 
ludzi i ich genotypu, wieku, sposobu odżywiania, jak 
też środowiska życia i czynników socjalnych oraz ich 
stanu zdrowia [2, 25, 43].

W 2011 roku badania z tego zakresu poszerzono 
nowym projektem prowadzonym przez Narodowy 
Instytut Serca, Płuc i Krwi (NHLBI), który ma na celu 
określenie mikrobiomu układu oddechowego nie tylko 
u osób zdrowych, ale także zakażonych wirusem HIV 
(Lung HIV Microbiome Project) [28]. Dotychczas ze 
względu na brak skutecznych technik hodowli mikro-
organizmów, które pozwoliłyby na odtworzenie ich 
siedliska, w tym izolację bakterii z popłuczyn oskrze-
lowo-pęcherzykowych uważano, że drogi oddechowe, 
głównie dolne (płuca) są jałowe [31]. Obecnie mikro-
biom płuc analizowany jest najczęściej wysokowydaj-
nym sekwencjonowaniem małego i wysoce konserwa-
tywnego locus w bakteryjnym DNA – genu 16S rRNA 
zawierającego regiony hiperzmienne, które mogą 
stanowić ,,podpis’’ gatunkowo specyficznych sekwen-
cji użytecznych do identyfikacji bakterii. Dzięki tym 
metodom wykazano, że dolne drogi oddechowe (płuca) 
zasiedlane są drobnoustrojami, które są odmienne od 
mikroflory górnych dróg oddechowych. Wykazano 
także, że flora bakteryjna płuc zdrowych ludzi znacznie 
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różni się od flory bakteryjnej płuc osób z chorobami 
takimi jak chociażby astma czy przewlekła obturacyjna 
choroba płuc (PoChP) [13, 23].

2. Charakterystyka mikrobiomu dróg oddechowych
 w warunkach fizjologicznych

Chcąc przybliżyć mikrobiom dróg oddechowych, 
w tym dolnych dróg oddechowych konieczne jest wska-
zanie na czynniki, które wpływają i warunkują skład 
mikroorganizmów w tym układzie. Otóż wiadomo, że 
wzrost drobnoustrojów zależy od warunków odżyw-
czych, temperaturowych oraz gazowych, w tym stężenia 
tlenu, stąd w badaniach dotyczących mikrobiomu dróg 
oddechowych ważne są m.in. warunki ludzkiego odde-
chu – zarówno w zdrowiu jak i w chorobie oraz dyna-
mika migracji drobnoustrojów oraz ich eliminacja [11]. 
Wiadomo, że drogi oddechowe wraz z pęcherzykami 
płucnymi są stale narażone poprzez wymianę powietrza 
na działanie środowiska, gdyż każdej doby obszar ten 
wystawiony jest na ekspozycję ponad 8000 litrów wdy-
chanego powietrza, w którym mikroorganizmy mogą 
występować w liczbie 104–106 komórek bakteryjnych na 
1 m3. Także ich występowanie i liczba w drogach odde-
chowych związana jest z mikroaspiracjami oraz z bez-
pośrednio występującymi zawiesinami, które występują 
wzdłuż powierzchni śluzówki tego układu [34]. Nato-
miast ich usuwanie z tych dróg następuje wskutek 
oczyszczania śluzowo-rzęskowego, kaszlu oraz w wyniku 
przeciwbakteryjnego mechanizmu odpor ności wrodzo-
nej i nabytej [11]. Środowisko określające regionalne 
warunki wzrostu drobnoustrojów w płucach, dotyczy 
zarówno wspomnianych powyżej wspólnych cech dla 
wszystkich nisz ekologicznych tj. warunków odżyw-
czych, temperaturowych, gazowych, ale także liczby 
i aktywacji stanu komórek odpornościowych gospoda-
rza. W zdrowiu tj. w prawidłowych warunkach fizjolo-
gicznych czynniki te są na ogół niesprzyjające dla roz-
woju bakterii, wpływając na stosunkowo ich niewielkie 
namnażanie, co pozwala na stwierdzenie, że głównym 
elementem, który kształtuje mikrobiom płuc w zdro- 
wiu jest bilans migracji mikroorganizmów. Natomiast 
w trakcie choroby, warunki te zmieniają się na nieko-
rzystne i to one głównie stwarzają dobre środowisko do 
namnażania się bakterii [10]. Dodatkowo płuca, podob-
nie jak i jelita, są organami pokrytymi błoną śluzową, 
jednakże ich cechy jak i ich budowa anatomiczna są na 
tyle odmienne, że to one właśnie powodują różnice 
w składzie populacji flory bakteryjnej [10]. Ponadto 
w przewodzie pokarmowym, w przeciwieństwie do dróg 
oddechowych, migracja bakterii jest jednokierunkowa 
– od jamy ustnej do jelita prostego (z wyjątkiem odru-
chu wymiotnego), na drodze której występują liczne 
bariery fizyczne i chemiczne. Aby wprowadzony doust-

nie mikroorganizm mógł znaleźć się w jelicie prostym, 
musi pokonać niskie pH znajdujące się w żołądku oraz 
wysokie pH dwunastnicy, a dodatkowo konkurować 
z innymi drobnoustrojami znajdującymi się w przewo-
dzie pokarmowym. Z kolei przepływ powietrza i śluzu, 
a więc i mikroorganizmów w drogach oddechowych, 
w tym w dolnych drogach oddechowych – płucach jest 
dwukierunkowy, bez potrzeby pokonywania wspom- 
nianych barier fizycznych, chemicznych czy biologicz-
nych. Zatem mikrobiom dróg oddechowych z  tego 
powodu jest bardziej dynamiczny, przejściowy, jako że 
zmienia się w czasie, ponieważ wynika to z ruchu po- 
wietrza w tym narządzie. Wyłączając tchawicę i oskrzela, 
które podobnie jak jelita zawierają glikolizowane białka 
wydzielane przez śluz, powierzchnia płuc zawiera tylko 
bogaty w lipidy surfaktant, który działa bakteriostatycz-
nie przeciwko wybranych gatunkom bakterii np. nie-
którym szczepom Escherichia coli, oraz innym bakte-
riom Gram-ujemnych [46]. Zatem także ze względu 
i na te warunki, rejestruje się duże różnice w popula-
cjach flory bakteryjnej tych narządów. Jak dotychczas 
w jamie ustnej zidentyfikowano około 247  filotypów 
(jednostka taksonomiczna różnej rangi, uwzględniająca 
szczepy, gatunki, rodzaje), zaliczanych do 9 typów bak-
terii, z  tym, że w ślinie stwierdzono także obecność 
bakterii charakterystycznych dla mikrobiomu skóry 
np.: bakterie z rodzin Staphylococcaceae, Propionibac-
teriaceae, Burkholderiaceae oraz Neisseriaceae i Fuso-
bacteriaceae [20]. Z kolei na zębach, a w szczególności 
w cienkiej warstwy glikoprotein śliny, która je pokrywa 
występują bakterie Gram-dodatnie np. Actinomyces spp., 
Streptococcus (S.) sanguinis, S. mutant czy S. oralis [20]. 
Natomiast wśród flory drobnoustrojów dróg odde- 
chowych najbardziej rozpowszechnione są bakterie 
z gromad: Bacteroidetes oraz Firmicutes, choć również 
w mniejszym stopniu występują Proteobacteria i Acti-
nobacteria [31]. W drogach tych zarejestrowano obec-
ność takich bakterii jak: Prevotella spp. (Bacteroidetes), 
Porphyromonas spp. (Bacteroidetes), Streptococcus spp. 
(Firmicutes), Veillonella spp. (Firmicutes), Pseudomonas 
spp. (Proteobacteria), Haemophilus spp. (Proteobacte-
ria), Neisseria spp. (Proteobacteria). Przyjmuje się także, 
że skład mikroflory bakteryjnej tego układu jest różny 
w  zależności od regionu dróg oddechowych, co jest 
wynikiem różnych siedlisk w różnych obszarach dróg 
oddechowych [31]. Przegroda nosowa, jako początek 
układu oddechowego, wyścielona jest nabłonkiem wie-
lorzędowym migawkowym i wraz z licznymi komór-
kami śluzowymi stanowi kluczowe miejsce dla zakażeń 
bakteryjnych i wirusowych. Rasmussen i wsp. wykazali, 
że typowymi bakteriami dla tego obszaru są: Coryne-
bacterium spp., Aureobacterium spp., Rhodococcus spp.,  
a także: Staphylococcus (S.) epidermidis, S. capitis, S. ho- 
minis, S. haemolyticus. S. lugdunensis oraz S. warneri 
[40]. Stwierdzono także, że gatunki Haemophilus influ-
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enzae  i  Streptococcus pneumoniae, dzięki obecności 
specyficznego enzymu – proteazy IgA1, mogą domino-
wać w określonych obszarach błony śluzowej przegrody 
nosowej [40]. Z kolei inne badania stwierdzają, że 
mikroflora jamy nosowej jest zdominowana przez Acti-
nobacteria, tj.: Propionibacterium spp. i Corynebacte-
rium spp. oraz przez bakterie z gromady Firmicutes, 
w tym S. aureus i S. epidermidis [16, 41]. Oprócz jamy 
nosowej drobnoustroje występują także w zatokach 
przynosowych, jako że w ich obrębie istnieją dobre 
warunki dla rozwoju mikroorganizmów. W kontekście 
występowania tam komensali bakteryjnych należy 
stwierdzić, że zatoki, a w zasadzie ich błona śluzowa 
istotnie kształtuje homeostazę organizmu oraz wpływa 
na występowanie chorób [17]. Wykazano, że przy prze-
wlekłym zapaleniu zatok przynosowych (chronic rhi-
nosinusitis – CRS) u ludzi obniżone jest zróżnicowanie 
bakteryjne w porównaniu do grupy kontrolnej oraz to, 
że u pacjentów z CRS obniża się liczba bakterii kwasu 
mlekowego, a wzrasta liczba Corynebacterium tubercu-
lostrealiticum. Natomiast badając mikrobiom płuc 
u 14 pacjentów (w tym zdrowych palaczy) pobierając 
od nich próbki BAL (popłuczyny pęcherzykowo-
-oskrzelowe, bronchoalveolar lavage) wykazano obec-
ność następujących drobnoustrojów w płucach: Pseu-
domonas spp., Streptococcus spp., Prevotella spp., Fuso - 
bacterium spp., Haemophilus spp., Veilonella spp. oraz 
Porphyromonas spp. [1, 13]. Obserwacje te wykazały 
także duże zróżnicowanie mikroflory w zależności 
od mikrośrodowiska poszczególnych obszarów płuc. 
Wykazano, że bakterie z rodzaju Haemophilus domino-
wały w lewym górnym płacie płuca, a z kolei minimalna 
liczba komórek bakteryjnych tego gatunku była 
w  innym mikroanatomicznym obszarze innego płata 
płuc [13]. Wykazano, że mikrobiom układu oddecho-
wego oprócz bakterii, reprezentowany jest także przez 
grzyby, które znajdują się w różnych miejscach orga-
nizmu człowieka (jelita, drogi rodne), w tym w płucach 
ponad 75 rodzajów [31]. Dowiedziono, że grzyby zasie-
dlające drogi oddechowe człowieka to głównie rodzaje 
Aspergillus, Candida, Cladosporium, Malassesia, Saccha-
romyces, a ich skład i liczba gatunkowa uzależniona jest 
w głównej mierze od miejsca w drogach oddechowych, 
które są kolonizowane [5,31]. Badania Charlsona i wsp. 
wykazały, że u osób zdrowych najczęściej obecne były 
grzyby z rodzajów: Davidiellaceae, Cladosporium, Euro-
tium i  Penicillium [4, 36]. Podobnie van Woerdena 
stwierdził, że najbardziej rozpowszechnionymi gatun-
kami były Cladosporium cladosporium i Eremothecium 
sinecaudum, które zwykle izolowane są z wody i roślin 
[36, 45]. Tworzące przetrwalniki formy nitkowate grzy-
bów rodzajów Aspergillus i Scedosporium są także po- 
wszechne w środowisku, stąd ich spory są regularnie 
wdychane i usuwane, bez wywoływania zmian choro-
bowych u osób z prawidłową odpornością [44]. 

Wirusy jako składniki mikrobiomu układu odde-
chowego stanowią najmniej scharakteryzowany ele-
ment, chociaż ich wpływ na ludzkie zdrowie i homeo-
stazę jest duży. Jak do tej pory w tym ekosystemie 
stwierdzono obecność wirusów ssaczych i bakteryj-
nych (bakteriofagów) i wykazano, że ich skład zmienia 
się zasadniczo w zależności od regionu układu odde-
chowego [31, 47]. Wykazano, że występujące wirusy 
w  przewodzie oddechowych, podobnie jak bakterie 
i grzyby stanowią barierę odpornościową w tym ukła-
dzie, jako że związane są z licznymi komórkami bio-
rącymi udział w odporności, począwszy od komórek 
nabłonkowych, makrofagów uwalniających peptydy 
antybakteryjne, jak również subpopulacji limfocytów T 
i komórek B, syntetyzujących cytokiny i przeciwciała. 
Wzajemne oddziaływania pomiędzy tymi komórkami 
układu odpornościowego a mikroorganizmami, w tym 
wirusami obecnymi w układzie oddechowym bez wąt-
pienia w ogromny sposób wpływa na skład mikroflory 
dróg oddechowych [31].

3. Mikrobiom dróg oddechowych w warunkach
 patologicznych

Rola mikrobiomu dróg oddechowych ważna jest 
w szczególności w stanach patologicznych płuc, głów-
nie chorobach o przebiegu przewlekłym. Przyjmuje się, 
że infekcje wirusowe są główną przyczyną zaostrzenia 
chorób płuc, zwłaszcza astmy oraz przewlekłej obtu-
racyjnej choroby płuc, jako że w ich przypadku mają 
one wyraźny wpływ na liczbę i rodzaj drobnoustrojów 
zasiedlających drogi oddechowe [29]. Choroby takie 
jak zwłóknienie lub rozedma płuc, powodują ograni-
czenie powierzchni wewnętrznej płuc o ponad 90% 
[8]. Także zaburzenia czynności przełyku i refluks, 
często występujące u osób z zaawansowanymi choro-
bami płuc, wpływają na natężenie migracji bakterii, 
wprowadzając dodatkowe źródło drobnoustrojów [12, 
39]. Również zwłóknienie torbielowate lub przewlekłe 
zapalenie oskrzeli charakteryzujące się zaburzeniami 
oczyszczania śluzowo-rzęskowego, poprzez ogranicze-
nie eliminacji mikroorganizmów prowadzi do zwięk-
szenia liczby komórek bakteryjnych mikroflory [11]. 
Dodatkowo wykazano, że wiele terapii przewlekłych 
chorób dróg oddechowych wpływa na warunki wzro-
stu mikroorganizmu m.in. poprzez dopływ tlenu, 
stosowanie wziewnych kortykosteroidów czy antybio-
tyków, co także warunkuje imigrację zarazków, ich eli-
minację, ale także ich namnażanie w płucach [11, 14, 
48]. Istnieją również powiązania pomiędzy rozwojem 
przewlekłych chorób płuc a zmianami w mikroflorze 
w tym układzie, głównie w odniesieniu do chorób jelita 
(choroba Crohna) i skóry (atopowe zapalenie skóry), 
a także takich chorób jak mukowiscydoza, astma oraz 
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przewlekła obturacyjna choroba płuc (POChP) [17, 
18, 23, 27, 42], gdzie zaobserwowano dysbiozę drobno-
ustrojów oraz obniżenie różnorodności bakterii. Dys-
bioza wskazuje na chorą tkankę, jednak wciąż jest brak 
dowodów na to czy występuje ona jako przyczyna lub 
skutek w danej chorobie [31]. Badania na zarodkach 
mysich wykazały, że brak kolonizacji drobnoustrojów 
prowadzi do nasilenia alergicznego zapalenia dróg 
oddechowych, a ponowna kolonizacja przed ekspozycją 
na alergen jest w stanie utrwalić fenotyp bakterii [21]. 
Wykazano, że bezpośrednie podawanie nieszkodliwych 
bakterii do dróg oddechowych jest bardzo korzystne 
w przypadku alergicznego zapalenia dróg oddechowych 
[35]. Obserwacje te wykazały, że wczesna kolonizacja 
mikrobiologiczna dróg oddechowych jest istotna w celu 
indukcji tolerancji na alergeny wziewne w późniejszym 
życiu [21, 35]. Wykazano, że mikrobiom płuc jest fun-
damentalny w przypadku osób chorych na mukowiscy-
dozę, ponieważ patogeny bakteryjne powodują wysoką 
śmiertelność. Badania dotyczące tej choroby dowiodły 
znaczenie takich mikroorganizmów jak: Haemophilus 
influenzae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeru-
ginosa, Stenotrophomonas maltophilia i Burkholderia 
spp., choć istnieją także prace, wskazujące na Prevotella 
spp., Rothia spp. i Veilonella spp. , których wcześniej nie 
wiązano z zaostrzeniem tej choroby [9, 18, 41]. Cox 
i wsp. wykazali, że różnorodność bakteryjnego mikro-
biomu układu oddechowego obniża się wraz z  wie-
kiem, a także stopniem nasilenia np. mukowiscydozy 
[7]. Inni autorzy stwierdzili zmniejszone zróżnicowa-
nie mikroorganizmów wraz z wiekiem, a dodatkowo 
wykazali negatywny wpływ stosowanych antybiotyków 
systemowych i wziewnych na różnorodność mikro-
biom [26]. Obecnie przyjmuje się, że u chorych z prze-
wlekłą obturacyjną chorobą płuc (POChP) znajomość 
mikrobiomu jest bardzo pomocna, lecz nadal nie jest 
wyjaśnione czy występuje swoisty mikrobiom płuc we 
wczesnym stadium POChP. Stwierdzono jednak, ze 
wzrost liczby bakterii i nawracające infekcje w bardziej 
zaawansowanym stadium tej choroby podnoszą ryzyko 
wystąpienia przyśpieszonej utraty funkcji płuc. Millares 
i wsp. dowiedli, że zaostrzenie przewlekłej obturacyj-
nej choroby płuc związane jest ze zmianami w mikro-
florze dróg oddechowych, jak i to, że zaostrzenia jej 
związane jest z selektywnym wzrostem względnej liczby 
bak terii takich jak Haemophilus spp. oraz Pseudomonas 
spp. [33]. Według Huang i wsp. tak na początku jak 
i w trakcie zaostrzenia choroby POChP, występują także 
wyraźne zmiany ilościowe w składzie bakterii gromady 
Proteobacteria [24]. Analizując mikrobiom człowieka 
stwierdzono zależność między obniżoną liczbą zakażeń 
w dzieciństwie i rosnącym rozwojem astmy i alergii, co 
stanowiło podstawę do opracowania ,,hipotezy higieny’’ 
mówiącej o tym, że podniesiony poziom czystości śro-
dowiska i  higieny człowieka, prowadzi do rozwoju 

wielu schorzeń, w tym także o podłożu alergicznym 
[32]. Potwierdzono to także w badaniach dotyczących 
częstszego stosowania antybiotyków we wczesnym 
dzieciństwie, a późniejszą zachorowalnością na astmę 
i alergie, co wskazuje, że zakłócenia w mikrobiomie 
mogą stać się przyczyną pojawienia się tych chorób [9]. 
Hilty i wsp. porównując mikrobiom jamy ustnej i jamy 
nosowej oraz BALT (bronchus associated lymphoid 
tissue) u osób zdrowych i chorych na astmę, wykazali 
wyższą częstotliwość występowania gromad Proteobac-
teria, a obniżoną Bacteroidetes, a także zarejestrowali 
wzrost takich gatunków jak Haemophilus spp., Mora-
xella spp., Neisseria spp. [18, 22].

4. Podsumowanie

Badania dotyczące mikrobiomu układu oddecho-
wego to ważne zagadnienie, ponieważ mogą one umoż-
liwić wskazanie interakcji pomiędzy drobnoustrojami, 
w tym ich metabolitami, a komórkami układu odpor-
nościowego makroorganizmu. Poznanie tych faktów 
może nie tylko przyczynić się do scharakteryzowania 
środowiska płuc w zdrowiu, ale także w chorobie, co 
może stanowić podstawę budowania fundamentów 
patogenezy wielu chorób tego układu. Działanie w tym 
zakresie może stanowić podstawę dla nowych, innowa-
cyjnych terapii, bardzo potrzebnych w leczeniu takich 
chorób jak np. mukowiscydoza, astma czy przewlekła 
obturacyjna choroba płuc.
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1. Wprowadzenie

Informacja genetyczna zawarta w RNA stanowi 
niezbędny element funkcjonowania każdej komórki, 
jednakże ze względu na fakt, że w większości przypad-
ków występuje ono jako jednoniciowe, zwiększa się jego 
podatność na zniszczenie. Przyjmuje się, że w  czasie 
ewolucji wykształciły się mechanizmy chroniące RNA 
przed degradacją informacji w nim zawartej, jako że 
materiał ten nadzoruje i kontroluje ekspresję genów, 
zapewniając komórce m.in. możliwość do dostosowa-
nia się do różnych sytuacji, w tym takich jak ekspo-
zycja na stres wywołana różnymi czynnikami, w tym 
np. zakażeniami wirusowymi [2]. W obrębie RNA 
wyróżnia się RNA kodujące – informacyjne – mRNA 
(messenger RNA), które są traskryptami genów kodu-
jących białka, stąd ulegają translacji do białek w dru-
gim etapie ekspresji genomu oraz RNA niekodujące, 
w  skład którego wchodzi RNA rybosomowy (rRNA) 
oraz RNA transportujący (tRNA) [7]. Wspomniane 
mechanizmy ochronne dotyczą głównie RNA infor-
macyjnego –  mRNA i jedną z jego strategii ochron-
nych, jest tworzenie się struktur komórkowych, okreś-
lanych jako granule RNA, do których zaliczyć należy 
granule stresu (SG – stress granules), ciałka degradujące 
(PB –  processing bodies) [27], granule egzosomalne 
(exosome granules), a także niedawno opisane granule 

powodowane promieniowaniem UV oraz granule EGP 
(glucose depletion P-bodies) [2, 10, 13, 30]. Ochronna 
rola tych elementów polega na przechowywaniu mRNA 
w komórce w postaci skupiska, tworzącego pęcherzyk 
(granulę), których rolę wykazano w wielu procesach, 
w tym patologicznych, np. w zakażeniach wirusowych, 
przez co uznaje się je także za nowy element odpor- 
ności naturalnej [27].

2. Granule stresu (SG – stress granules) 

Elementy te występują głównie w cytoplazmie, 
choć także jako mRNP (messenger ribonucleoprotein) 
w jądrze i są to struktury dynamiczne, pojawiające się 
w czasie występowania niesprzyjających warunków. 
Tworzenie ich u wielu gatunków jest procesem kon-
serwatywnym i dotyczy zarówno komórek zwierzęcych, 
jak i roślinnych [7]. SG cechują się dużą koncentracją 
czynników inicjujących translację np. eIF4e (euka-
ryotic translation initiation factor 4E), podjednostek 
rybosomu 40S oraz szeregu białek, takich jak m.in.: 
Ago2 (argonaute protein), APOBEC3 (polipoprotein B 
mRNA-editing, enzyme-catalytic, polypeptide-like 3G), 
PCB2 (3,8-divinyl protochlorophyllide a 8-vinyl reduc-
tase), TTP (tristetraprolin), występujących również 
w ciałkach degradujących (PB) [3, 5, 29, 34]. Ponadto 
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w  tych granulach znajdują się także białka wiążące 
RNA, takie jak TIA-1 (cytotoxic granule-associated 
RNA binding protein) i G3BP (Ras GTPase-activating 
protein-binding protein 1), które zawierają domeny 
istotne dla agregacji granul stresu i są to elementy 
wyciszające komórkowy mRNA [3, 5]. Ze względu na 
zawartość w SG kompleksów inicjujących podjednostki 
głównie rybosomu 43S i 48S (43S and 48S ribosomal 
preinitiation complexes), granule te stanowią tymcza-
sowe „magazyny”, dzięki czemu w momencie stresu 
oksydacyjnego w komórce lub w czasie zakażenia wiru-
sowego, kompleksy te mogą zostać w szybkim tempie 
uaktywnione [29]. W granulach SG występują także 
białka, które nie są w sposób jednoznaczny związane 
z metabolizmem RNA, takie jak TRAF 2 (TNF-receptor 
associated factor 2), fakofylina 1 i 3, będące elementami 
cytoszkieletu komórki, co ma szczególne znaczenie 
podczas zakażeń wirusowych [3]. Początkowo uważano, 
że SG są jedynie biernymi magazynami funkcjonalnego 
mRNA, który akumuluje w warunkach niekorzystnych 
dla komórki, jednakże okazało się, że w wyniku takiej 
akumulacji SG mogą chronić komórkowy mRNA 
i ponownie inicjować jego translację, gdy warunki staną 
się korzystne [3]. Najbardziej prawdopodobny scena-
riusz tworzenia się SG pod wpływem stresu wskutek np. 
zakażenia wirusowego, rozpoczyna się aktywacją jednej 
z kinaz eIF2α, która fosforyluje podjednostkę alfa tej 
kinazy i blokuje translację, wymuszając w ten sposób 
akumulację aktywnych kompleksów 43S i 48S [29] i to 
jest charakterystyczna i swoista cecha tylko dla granul 
SG [3]. Nie zawsze aktywacja SG, jak i  ich zawartość 
jest jednakowa, jako że zależy to od rodzaju czynnika 
niekorzystnego oddziałującego na komórki makroor-
ganizmu [29]. Na skutek stresu wywołanego szokiem 
cieplnym, tworzą się HS-SG (heat shock SG), zawiera-
jące dużą koncentrację białek szoku cieplnego – hsp27 
[29], zaś pod wpływem działania czynników chemicz-
nych, np. arszeniku, tworzą się Ars-SG (arsenite SG), 
natomiast w wyniku stresu powstającego w  wyniku 
zakażenia wirusowego, tworzą się V-SG (viral SG). Stres 
prowadzi do wstępnego łączenia się SG, co związane jest 
z działaniem białek wiążących RNA, takich jak TIA-1 
(cytotoxic granule-associated RNA binding protein), 
CPEB (cytoplasmic polyadenylation element binding 
protein), G3BP (Ras GTPase-activating protein-bin-
ding protein 1) oraz czynników BRF1 (TBP associated 
factor 1), FMRP (fragile X mental retardation 1), SMN 
(survival of motor neuron), a także receptorów TIAR 
(cytotoxic granule-associated RNA binding protein 
receptor) i genu FXR1 (gene coding fragile X mental 
retardation 1) – co łączy się z powstawaniem „jądra” SG 
[3]. W czasie, gdy „jądro” SG jest już w pewnym stop-
niu ukonstytuowane, następuje tworzenie się „pnia” SG, 
który utworzony jest przez czynniki translacyjne, to jest 
eIF3 i eIF4F oraz białko PABP-1 (poly(A)-binding pro-

tein 1) [3]. Następnie dochodzi do tzw. drugorzędowej 
agregacji, w wyniku której SG stają się strukturą więk-
szą –  widzialną w mikroskopie i mającą zdolność do 
przekazywania sygnałów w obrębie całej komórki [3]. 
Należy także wspomnieć o roli białek będących skład-
nikami cytozolu, których zadanie polega na „eskorto-
waniu” mRNA do i z SG i jest to TTP (tristetraprolin), 
BFR1 (TBP associated factor 1) i ZBP1 (zipcode-binding 
protein 1) [3]. W przypadku ustabilizowania się home-
ostazy w komórce, w przeciągu kilku minut dochodzi do 
rozpadu SG, co w obrazie mikroskopowym przypomina 
bardziej rozpuszczenie, niż defragmentację. 

Jak dotychczas, rolę SG udokumentowano w zaka-
żeniach wirusowych [1, 3–5, 8, 17–19, 26, 29, 32, 34], 
a także w procesie nowotworzenia [23] oraz w wyniku 
działania radioterapeutycznego i w chorobach gene-
tycznych, np. zespole łamliwego chromosomu X [11], 
rdzeniowym zaniku mięśni [25] oraz w zespole pore-
perfuzyjnym [15]. Według wielu Autorów [16, 21, 33], 
że SG to coś więcej niż tylko struktury służące do prze-
chowywania materiału genetycznego, jako że tworze-
nie się SG w komórce narażonej np. na stres, dochodzi 
do zmniejszenia produkcji reaktywnych form tlenu, 
co między innymi zapobiega apoptozie [33]. Ponadto 
niezwykłość struktur SG, ściśle powiązana jest z mecha-
nizmami obronnymi organizmu [16], jako że granule te 
służą nie tylko do przechowywania mRNA, ale w czasie 
zagrożenia w komórce, stają się centrami sygnałowymi 
i informacyjnymi, bo przekazują sygnał zagrożenia 
do całej komórki, co wydaje się być bardzo ważnym 
elementem w teorii zagrożenia opisanej przez Polly 
Metzinger w 1994 roku, która jest odmienną od fun-
damentalnych założeń w immunologii – polegających 
na rozróżnianiu struktur własnych (self) od struktur 
obcych (non-self) i reagowaniu na te drugie odpo-
wiedzią odpornościową. W teorii zagrożenia ważnymi 
i fundamentalnymi elementami są sygnały „niebezpie-
czeństwa” –  DAMP (damage-associated molecular 
patterns – wzorce molekularne towarzyszące zniszcze-
niu), które są przyczyną rozpoczęcia reakcji obronnej 
– odpornościowej, mimo faktu, iż stanowią one fizjolo-
giczny, a nie obcy element komórki, bo są to m.in. HSP, 
DNA mitochondrialne, czy też ATP i kwas moczowy, 
a także białka powstające w trakcie martwicy czy apop-
tozy komórek np. białko S100 i S200 [20]. Stąd teoria 
zagrożenia pozwala w odróżnieniu od zasady self-non-
self na wyjaśnienie zjawisk związanych m.in. z reakcją 
immunologiczną na sygnały niebezpieczeństwa, np. 
uszkodzenie tkanek [20]. Wśród białek sygnalnych, 
które związane są z SG, a jednocześnie znane są także 
ze swej roli uaktywniania wielu mechanizmów odpor-
nościowych, należy wymienić ścieżkę RACK1/p38/
JNK, jak też ścieżkę sygnałową mTOR (mechanistic 
TOR), których rola jest udokumentowana przy aktywa-
cji receptorów TLR, które dzięki swoistemu wiązaniu 



286 PAULINA NIEDŹWIEDZKA-RYSTWEJ, BEATA TOKARZ-DEPTUŁA, WIESŁAW DEPTUŁA

PAMP (pathogen-associated molecular patterns) bak-
terii, wirusów, grzybów i pierwotniaków, są super-
aktywatorami układu odpornościowego [16]. Rolę SG 
udowodniono również przy przekazywaniu informacji 
[21], wykazując, że są one ściśle powiązane z jąderkiem 
komórkowym, którego rolą jest właśnie „wyczuwanie” 
nadchodzącego stresu w komórce i stanie na straży 
homeostazy komórkowej. Stąd można by przyjąć, że 
tworzenie się SG jest ważnym elementem i podstawą 
warunkującą homeostazę, bo stabilizują mRNA, wpły-
wając na przeżycie komórki, blokując apoptozę oraz, 
co wspomniano, wpływają na uaktywnienie szeregu 
ścieżek sygnalnych, które aktywują procesy odporności 
naturalnej, m.in. poprzez TLR [21].

3. Ciałka degradujące (PB – processing bodies) 

PB w komórkach wielu organizmów eukariotycz-
nych, są stałymi strukturami głównie cytoplazmatycz-
nymi, jednak nie tworzącymi się, tak jak SG, tylko 
w niesprzyjających warunkach [5, 6, 29]. Składają się 
one z wielu enzymów i białek fizjologicznie występują-
cych w komórkach w stanie spoczynku, choć ciągle nie-
znana jest do końca ich budowa i zawartość, a jedynie 
udokumentowano, że występują w nich takie enzymy, 
jak Dcp1/Dcp2 (decapping enzymes) i eksonukleazy 
Xrn1 [5], które stanowią ogniwo pośrednie produktów 
degradacji mRNA [2]. Początkowo uważano [2], że PB 
mogą służyć jako miejsca, w których labilne RNA „ocze-
kuje” na degradację, co potwierdzone zostało odkry-
ciem, że inaktywacja białek zaangażowanych w rozpad 
mRNA, takich jak Xrn1, wzmaga formowanie PB. Pod-
stawą mechanizmu molekularnego tworzenia się PB jest 
agregacja białek łączących RNA na zasadzie białko-
-białko, jak też samego mRNA, czego konsekwencją 
jest fakt, że PB łatwo ulegają degradacji, chociażby na 
skutek działania RNAz [5, 29]. Przypuszcza się, że PB 
współdziałają z SG, poprzez dynamiczną wymianę swo-
ich zawartości, co najprawdopodobniej dzieje się dzięki 
białkom Roquin [2, 29]. Adjibade i Mazroui wykazali 
[2], że oprócz informacyjnego mRNA, również regula-
torowe miRNA, może być w niektórych przypadkach 
kierowane do PB, co jest bardzo ważnym faktem w kon-
tekście roli miRNA w komórkach, w tym w procesach 
odpornościowych [14]. Ponadto istnieje przypuszcze-
nie, że po odzyskaniu homeostazy w komórce, kiedy 
nie zachodzi już potrzeba formowania się SG, mRNA 
może być w komórce przechowywany, w celu później-
szej translacji, właśnie w PB [5]. W przypadku roli PB, 
w odróżnieniu od SG, mówi się jedynie o ich znaczeniu 
w zakażeniach wirusowych takimi wirusami jak polio, 
wirus Coxsackie, adenowirusy, wirus grypy typu  A, 
wirus żółtej febry, Dengue i Zachodniego Nilu oraz 
wirus zapalenia wątroby typu C [5, 6, 9, 24, 29, 31, 35].

4. Granule egzosomalne (EG – exosome granules)

Oprócz zarejestrowania występowania granul SG, 
PB, opisano także granule EG, które powstają zarówno 
w warunkach stresowych, jak i też w warunkach braku 
stresu i są związane z egzosomami – pęcherzykami 
spontanicznie tworzącymi się w komórkach [2]. Egzo-
somy, zwane także pęcherzykami zewnątrzkomórko-
wymi (extracellular vesicles) produkowane są przez 
niemal wszystkie komórki ustroju i mogą swobodnie 
przenikać do płynów ustrojowych [30]. Zawierają one 
białka, tłuszcze i kwasy nukleinowe swoiste dla komórki 
macierzystej, z której się wywodzą [30]. Są to nie zwykle 
istotne struktury w komunikacji międzykomórkowej 
– tak lokalnej, jak i systemowej, jako że zdolne są trans-
ferować swoistą zawartość pomiędzy komórkami [30]. 
Są one również uważane za elementy mające zdol ności 
zarezerwowane uprzednio jedynie dla SG i PB, tj. 
ochronę mRNA w warunkach stresowych dla komórki 
[2, 30]. Według Zurla i wsp. [36], granule EG tworzą 
się jedynie wtedy, gdy zagrożony transkrypt (odcinek 
RNA powstały w wyniki transkrypcji odcinka DNA) 
jest związany z siateczką śródplazmatyczną, co wyka-
zano w stosunku do komórek epitelialnych, w których 
mRNA związane z centrum organizującym mikrotubule 
MTOC (microtubule organizing center), tworzyły EG, 
zaś te związane z cytoszkieletem formowały SG [36]. 
Wykazano, że EG, podobnie jak SG, odgrywają rolę 
w procesach zapalnych, chorobach autoimmunizacyj-
nych i nowotworowych, jak też stwierdzono ich udział 
w procesach immunologicznych [30]. Według Robbins 
i Morelli [30], pęcherzyki EG pochodzące z linii lim-
focytów B biorą udział w reakcjach odpornościowych, 
jako że posiadają na swej powierzchni antygeny MHC 
klasy II oraz szereg cząsteczek kostymulujących i adhe-
zyjnych, co dowodzi, że mogą one stymulować limfo-
cyty T z receptorem CD4+. Podobnie pęcherzyki EG 
uwalniane z komórek prezentujących antygen, wyka-
zują na swej powierzchni antygeny MHC klasy I i II, 
przez co zdolne są do aktywacji limfocytów T CD8+, 
jak i T CD4+ [30]. Nadto wykazano, że aktywacja lim-
focytów T CD8+ i CD4+, choćby poprzez EG, może 
być wzmagana dodatkowo przez interakcję z komór-
kami dendrytycznymi, poprzez interakcje z cząstecz-
kami adhezyjnymi CD54 [30]. Rolę EG wykazano także 
w trakcie infekcji takimi wirusami jak wirus Epstein-
-Barr, cytomegalowirus i wirus grypy, podczas których 
aktywowały one wydzielanie IFNγ [30]. Stwierdzono 
także, że EG, oprócz funkcji swoistego transportera 
mRNA, mogą także służyć jako „nosiciele” antygenów, 
co zaobserwowano w przypadku chorób bakteryjnych 
i  wirusowych, a co może wskazywać na ich rolę 
jako nośników antygenu szczepionkowego [30]. Dodać 
należy, że oprócz ich roli w promowaniu odpowiedzi 
immunologicznej, wykazują one także efekt immu-
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nosupresyjny, gdyż doustne podanie albuminy (OVA) 
powodowało pojawienie się w  surowicy EG posia-
dających antygeny MHC klasy II, które wykazywały 
zdolność hamowania reakcji specyficznych dla OVA 
i okreś lono je jako tolerosomy [28]. 

5. Granule powodowane promieniowaniem UV
 (UVG – UV granules)

Granule UV zostały niedawno po raz pierwszy 
zidentyfikowane w komórkach drożdży i różnią się 
one zarówno od SG, jak i PB [2]. Formowanie UVG 
koreluje z destabilizacją mRNA powodowaną przez 
promieniowanie UV, jako że UVG, niezależnie od dzia-
łania promieni UV, posiadają stabilny reporter mRNA 
(stable mRNA reporter), który wraz z endogennym 
RNA posiadającym łańcuch poli (A), doprowadza do 
sytuacji, że mRNA związane z UVG, ulega zniszczeniu, 
choć według Adjibae i Mazroui [2] promieniowanie UV 
zapobiega deadenylacji niektórych rodzajów mRNA. 
Stąd uważa się obecnie, że UVG to granule występu-
jące tylko u drożdży, w których znajduje się uszkodzony 
poli(A) RNA [2], zaś u innych organizmów rolę tę speł-
niają granule SG [2]. Według Gaillard i Aguilera [10] 
UVG są jednak zbliżone do PB, a to, co je różni od 
PB, to fakt, że tworzą się w wyniku działania UV, nie 
w trakcie innych sytuacji stresowych dla komórki. Nie-
zależnie jednak od tych faktów, badania dotyczące UVG 
wykazują [2], że istnieje związek między odpowiedzią 
na zniszczenie DNA pojawiające się w jądrze, a formo-
waniem się granul RNA w cytoplazmie, co dowodziłoby 
roli UVG w ochronie organizmu.

6. Granule EGP (glucose depletion granules)

Powstawanie granul EGP udokumentowano jedy-
nie, tak jak w przypadku granul UV, u drożdży, w sytu-
acji braku niezbędnej dla ich rozwoju glukozy w środo-
wisku [10]. Zarejestrowano, że w momencie inaktywacji 
translacji w komórce, na skutek obniżonego poziomu 
glukozy, mRNA przechowywane jest w EGP [13]. 
Wykazano, że w obrębie tych struktur znajdują się rów-
nież takie czynniki translacyjne jak eIF4E i eIF4G, które 
występują także w innych typach granul mRNA, np. SG 
[10]. Gaillard i Aguilera wykazali [10], że ciałka EGP są 
odmienne od granul UVG, ale cechuje ich współwystę-
powanie z granulami PB [10]. Od granul UVG różnią 
się tym, że w czasie ich tworzenia dochodzi do rozpadu 
polisomu, czego nie obserwuje się w przypadku granul 
UVG [10]. Natomiast współistnienie z PB [13] nastę-
puje w warunkach braku glukozy, choć w niektórych 
przypadkach mogą konkurować o wytworzenie swo-
istych granuli w celu ochrony mRNA. Ponadto granule 

EGP mogą tworzyć się dzięki procesowi dojrzewania 
PB, w trakcie którego dochodzi do wydalania takich 
komponentów jak Dcp1 i Dcp2, które są niezbędne 
dla dalszego funkcjonowania komórki, a które stają się 
integralną częścią EGP. Wyniki badań dotyczących EGP 
sugerują również możliwość ich tworzenia de novo, nie-
zależnie od ścieżki dojrzewania PB [13]. 

7. Podsumowanie

Poznanie nowych struktur komórkowych – granul 
RNA, takich jak granule stresu (SG), ciałka degradu-
jące (PB), granule egzosomalne (EG) oraz granule UV 
(UVG) i granule EGP, stanowi istotne rozszerzenie 
wiedzy na temat mechanizmów, których zadaniem jest 
szeroko rozumiane utrzymanie homeostazy w ustroju. 
Mechanizm ich funkcjonowania, polegający na ochro-
nie materiału genetycznego, jest także bardzo ważnym 
elementem odporności ustroju. Jednakże wciąż wiele 
kwestii związanych z granulami RNA jest nierozwią-
zanych i wymaga dalszych badań.
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1. Znaczenie biologicznego wiązania azotu

Azot (N), jako składnik wielu biocząsteczek, takich 
jak białka, kwasy nukleinowe i witaminy, jest niezbęd-
nym elementem warunkującym istnienie wszelkich 
form życia. Pomimo dużej zawartości azotu cząstecz-
kowego (N2) w atmosferze, jego redukcja do form 
łatwo przyswajalnych przez organizmy jest trudna, ze 
względu na potrójne kowalencyjne wiązanie między 
atomami N. Zdolność redukcji azotu atmosferycznego 
do amoniaku mają wyłącznie organizmy prokario-
tyczne: bakterie i archeony [43, 44]. Proces mikrobio-
logicznej redukcji azotu do form dostępnych dla roślin 
jest nazywany biologicznym wiązaniem azotu (BNF, 
biological nitrogen fixation) i obok fotosyntezy stanowi 
podstawę życia na ziemi. Ograniczona dostępność zre-
dukowanych związków azotowych (NO2

–, NO3
–, NH4

+) 
w glebie często jest głównym czynnikiem limitującym 

wzrost i produktywność roślin [44, 91], w  tym także 
tych uprawianych w celach żywieniowych. Niektóre 
rośliny mogą wykorzystywać N2 obecny w atmosferze 
poprzez tworzenie symbiozy z bakteriami, które mogą 
wiązać i redukować azot cząsteczkowy. Takie rośliny 
nie wymagają nawożenia azotowego i rozwijają się 
dobrze na glebach ubogich w azot, znacznie zwiększa-
jąc poziom globalnego obiegu azotu w przyrodzie [70]. 
Najlepiej poznaną grupą roślin tworzącą układy sym-
biotyczne są rośliny bobowate (motylkowate), Fabaceae, 
które wchodzą w interakcję z Gram-ujemnymi bak- 
teriami, ogólnie nazywanymi rizobiami, należącymi 
do klas α- i β-proteobakterii [12, 38, 57]. W odróżnie-
niu od wielu wolno żyjących diazotrofów, rizobia są 
zdolne do wysoko wydajnego wiązania azotu wyłącznie 
wtedy, gdy znajdują się w komórkach brodawki korze-
niowej gospodarza roślinnego, w formie endosymbio-
tycznych bakteroidów [71].
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Symbiosis of rhizobia with legume plants (Fabaceae)

Abstract: Biological nitrogen fixation is one of the most important processes in which atmospheric nitrogen is reduced to ammonia 
by symbiotic bacteria called rhizobia, which belong to α- and β-proteobacteria. Legume plants (Fabaceae) have the capacity to enter 
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Całkowite globalne wiązanie N2 w procesie BNF 
zostało oszacowane na 100–290 Tg N/rok (1 Tg = 1012 g), 
w  tym około 50–70 Tg N/rok stanowi azot wiązany 
w  uprawach rolniczych [43]. BNF jest uzupełniane 
przez sztuczne nawożenie azotowe w ilości 85 Tg N/rok 
[70]. Na przemysłową produkcję nawozów azoto-
wych stosowanych w  rolnictwie zużywane jest około 
50% paliw kopalnych, a azot wprowadzany do gleby 
w postaci sztucznych nawozów jest tylko w części (poni-
żej 50%) wykorzystywany przez rośliny [91]. Pozostała 
część jest tracona z gleby w wyniku wymywania lub 
mikrobiologicznej nitryfikacji i denitryfikacji, co może 
być przyczyną zanieczyszczenia środowiska. Eutrofi-
zacja i  hipoksja w ekosystemach wodnych powoduje 
zmniejszenie bioróżnorodności organizmów. Obecność 
azotanów (NO3

–) w zbiornikach wodnych ma również 
negatywny wpływ na stan powietrza atmosferycznego 
poprzez emisję tlenków azotu NOx [91]. BNF jest pro-
cesem przyjaznym dla środowiska i stanowi podstawę 
zrównoważonego, ekologicznego rolnictwa. Uprawy 
bobowatych, dzięki symbiozie z rizobiami wyma- 
gają 35–60% mniej energii w porównaniu do upraw, 
w  których stosuje się nawozy sztuczne [44]. Rośliny 
bobowate, poza dużym znaczeniem w produkcji war-
tościowej, wysokobiałkowej żywności (np. groch, fasola, 
soja) oraz pasz (np. koniczyna, lucerna, wyka), są rów-
nież cenione, jako wysokobiałkowy zielony nawóz.

2. Partnerzy symbiozy

Do nawiązania efektywnej symbiozy potrzebne są 
dwa biologicznie zgodne organizmy, tj. bakterie zdolne 
do wiązania N2 oraz rośliny, zapewniające odpowied-
nie warunki dla tego procesu, tzn. beztlenowe środo- 
wisko i energię konieczną dla przebiegu reakcji redukcji 
azotu cząsteczkowego. Symbioza oznacza duże koszty 
energetyczne, ale także ogromne korzyści dla obu part-
nerów [16].

Rizobia są bakteriami heterotroficznymi, wykazują-
cymi dużą plastyczność metaboliczną, która pozwala im 
przetrwać w różnych warunkach środowiskowych. Róż-
nią się od innych mikroorganizmów glebowych tym, że 
bytują w dwóch formach: wolno żyjącej, saprofitycznej 
– w glebie, oraz symbiotycznej – w brodawkach roślin 
bobowatych. Rizobia to ponad 90 gatunków sklasyfi-
kowanych w kilku rodzajach klasy α-proteobakterii: 
Rhizobium, Shinella, Ensifer (wcześniej Sinorhizo-
bium), Mesorhizobium, Phyllobacterium, Azorhizobium, 
Devosia, Ochrobactrum, Methylobacterium, Microvirga 
i Bradyrhizobium [93]. W ostatnich latach udokumen-
towano zdolność do tworzenia brodawek na korze-
niach roślin bobowatych i do symbiotycznego wiązania 
azotu w przypadku kilku gatunków bakterii należących 
do klasy β-proteobakterii z rodzajów Burkholderia 

i Cupriavidus [12, 38, 64]. Rośliny bobowate (Fabaceae), 
które są gospodarzami dla tej grupy rizobiów, są bardzo 
zróżnicowane taksonomicznie [93].

Znakiem szczególnym symbiozy jest wysoka spe-
cyficzność. Poszczególne gatunki rizobiów tworzą bro-
dawki na określonej liczbie gatunków roślin-gospodarzy. 
Zgodność genetyczna pomiędzy roślinami bobowatymi 
i mikrosymbiontami zależy zarówno od swoistych bak-
teryjnych sygnałów molekularnych, jak i specyficznej 
odpowiedzi rośliny-gospodarza [10, 66, 78]. O cha-
rakterystycznej dla rizobiów wysokiej specyficzności 
brodawkowania mówimy, gdy mikrosymbiont i gospo-
darz mają zestaw genów, który pozwala na nawiązanie 
efektywnej symbiozy [10]. Głównymi bakteryjnymi 
sygnałami molekularnymi w symbiozie są czynniki 
Nod (NF, Nodulation Factors) produkowane przez rizo-
bia w odpowiedzi na związki flawonoidowe wydzielane 
przez nasiona i korzenie gospodarza roślinnego [45, 71]. 
Wyjątkowo szeroki zakres gospodarza wykazuje gatunek 
Ensifer (Sinorhizobium) fredii NGR234 tworzący bro-
dawki na ponad 120 rodzajach roślin motylkowatych, 
a także na niemotylkowatej Parasponia andersonii [75]. 
Skrajnie specyficznym gatunkiem jest Rhizobium legu-
minosarum bv. trifolii, który zakaża tylko różne gatunki 
rodzaju Trifolium –  koniczyna. Rośliny motylkowate 
także mogą wykazywać niską specyficzność w stosunku 
do mikrosymbionta, np. Macroptilium lub Phaseolus 
tworzą brodawki w układach symbiotycznych z kilkoma 
gatunkami rizobiów [71].

3. Etapy symbiozy

Nawiązanie efektywnej symbiozy pomiędzy rizo-
biami i rośliną jest złożonym i ściśle kontrolowanym 
procesem. Obejmuje skoordynowaną wymianę sygna-
łów pomiędzy rośliną i bakteriami, prowadzącą do stop-
niowego różnicowania morfologicznego rośliny i bak-
terii oraz dostosowania metabolizmu obu partnerów [9].

3.1. Inicjacja symbiozy

Pierwszym etapem infekcji jest adsorpcja rizobiów 
na włośnikach korzeniowych, w której biorą udział 
różne cząsteczki i struktury powierzchniowe obu sym-
biontów, takie jak: powierzchniowe białko wiążące Ca2+ 
–  rikadhezyna, fimbrie bakteryjne, lektyny roślinne 
oraz bakteryjne polisacharydy, w tym fibryle celulo-
zowe [80]. Głównymi cząsteczkami sygnalnymi zaan-
gażowanymi w inicjację symbiozy są roślinne flawono-
idy oraz czynniki Nod syntetyzowane przez rizobia [13, 
52]. Flawonoidy są roślinnymi metabolitami wtórnymi, 
których synteza jest indukowana przez czynniki stre-
sogenne, m.in. głód azotowy. Związki te działają jako 
chemoatraktanty dla rizobiów; w  największej ilości 
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są wydzielane w pobliżu wierzchołków korzeni, a ich 
optymalne stężenie występuje w strefie pojawiania się 
włośników korzeniowych w miejscu infekcji rizobiów 
[96]. Wydzieliny korzeni roślin motylkowatych zawie-
rają specyficzny gatunkowo koktajl flawonoidów, a ilość 
i  spektrum działania tych związków może różnić się 
w zależności od wieku i stanu fizjologicznego rośliny 
[96]. W dialogu molekularnym miedzy rośliną i bakte-
rią poza flawonoidami mogą brać udział inne metabo-
lity roślinne, m.in. betainy (stachydryna i trygonelina), 
kwasy aldonowe (erytronowy i tetronowy), ksantony, 
proste związki fenolowe (wanilina i izowanilina) i kwas 
jasmonowy [13, 81]. Ze strony mikrosymbiontów na 
inicjację symbiozy mają wpływ, poza czynnikami Nod, 
także polisacharydy powierzchniowe [26, 80], białka 
sekrecyjne, N-acylowane laktony homoseryny (AHL), 
które pełnią funkcję cząsteczek sygnalnych w procesie 
quorum sensing oraz inne związki [11, 20, 26] (Rys. 1).

Flawonoidy produkowane przez roślinnego gospo-
darza aktywują geny brodawkowania (nod, nodulation 
genes) kompetentnych symbiontów poprzez wiąza-
nie z  białkiem regulatorowym NodD, należącym do 
rodziny białek regulatorowych LysR [45, 69]. Białko 
NodD przyłącza się do konserwowanych sekwencji 
DNA, tzw. kaset nod (nod box), które zidentyfikowano 
w  regionach promotorowych indukowalnych genów 
nod [2, 10, 32]. Wiązanie NodD z DNA nie wymaga 
obecności flawonoidów, natomiast aktywacja promoto-
rów genów nod jest możliwa wyłącznie w ich obecności 
[9]. Zaktywowany flawonoidem NodD indukuje syn-

tezę i wydzielanie lipochitooligosacharydowych czyn-
ników Nod (LCO). NF są zbudowane z reszt N-ace-
tylo-d-glukozaminy połączonych wiązaniami β-1,4 
i  modyfikowanych kwasem tłuszczowym na końcu 
nieredukującym. Różnice w strukturze chemicznej NF 
produkowanych przez różne gatunki rizobiów dotyczą 
długości rdzenia oligosacharydowego (dwie do sześciu 
reszt N-acetyloglukozaminy), typu kwasu tłuszczowego 
na końcu nieredukującym oraz liczby i typu podstaw-
ników (np. reszta acetylowa, arabinozowa, fukozylowa, 
mannozylowa, sulfonowa i in.) modyfikujących czą-
steczkę w redukującym końcu NF [13, 15].

Synteza NF zachodzi na skutek działania produktów 
dwóch grup genów nod, kontrolowanych przez NodD 
aktywowane flawonoidem. Są to geny wspólne nodu-
lacji (common nodulation genes), czyli geny operonu 
nodABC występujące niemal we wszystkich gatunkach 
rizobiów, odpowiedzialne za syntezę enzymów niezbęd-
nych do tworzenia struktury rdzeniowej NF (szkie-
let N-acetyloglukozaminowy). Natomiast produkty 
innych genów: nod, noe i nol (w E. meliloti: nodEF, 
nodG, nodH, nodPQ, nodL) wprowadzają modyfikacje 
chemiczne w NF, które nadają rizobiom specyficzność 
w stosunku do gospodarza [20, 71]. Wiele gatunków 
rizobiów produkuje więcej niż jeden typ NF (nawet 
do 60 różnych typów), ale dotychczas nie wykazano 
zależności między strukturą NF i zakresem potencjal-
nych roślinnych gospodarzy [45, 87]. NF są morfoge-
nami biologicznie aktywnymi w bardzo niskich stę-
żeniach: 10–9–10–12 M, co sugeruje, że w ich percepcję 

Rys. 1. Inicjacja symbiozy rizobiów z roślinami bobowatymi.
(1) wydzieliny korzeni roślin zawierające związki flawonoidowe aktywują białko NodD; (2) Białko NodD indukuje ekspresję genów nod odpowiedzial-
nych za syntezę czynnika Nod (NF); (3) czynnik Nod oraz EPS poprzez swoje receptory NFR i EPR (4 i 5) inicjuje kaskadę sygnałów prowadzących do 

powstania charakterystycznego zagięcia włośników korzeniowych (6) oraz powstania zawiązka brodawki korzeniowej.
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zaangażowane są receptory roślinne (NFR, Nod Factor 
Receptors) o dużym powinowactwie [31, 42, 66]. NF są 
rozpoznawane przez receptory typu kinaz LysM w epi-
dermie korzenia i wyzwalają kaskadę sygnałów, która 
w roślinie wywołuje szereg reakcji prowadzących do 
utworzenia brodawki [31, 36, 76].

Specyficzność infekcji roślin bobowatych przez kom-
petentne mikrosymbionty jest realizowana nie tylko na 
wyżej opisanej drodze poprzez molekularne sygnały, 
jakimi są flawonoidy i bakteryjny NF, uwalniający 
kaskadę reakcji poprzez wysoko specyficzne roślinne 
receptory kinazowe typu LysM (NFR). Rozwój prawi-
dłowo funkcjonującej brodawki, w której bakteroidy 
wiążą azot zależy także od struktur powierzchniowych 
bakterii, takich jak zewnątrzkomórkowe polisacharydy 
(EPS), kapsularne polisacharydy (CPS) oraz lipopoli-
sacharydy (LPS) [26, 80]. Skład cukrów i struktura EPS 
jest szczepowo zróżnicowana u rizobiów, sugerując spe-
cyficzne funkcje w interakcji z roślinami bobowatymi. 
Mutanty bakterii pozbawione EPS lub zawierające zmie-
nioną strukturę egzopolisacharydu indukują defektywne 
brodawki, w których bakterie nie są zdolne do wiązania 
azotu [20, 45, 80]. Ostatnio, specyficzny mechanizm 
działania EPS w symbiozie rizobiów z roślinami bro-
dawkowymi przedstawili Kawaharada i wsp. [47]. Na 
modelu symbiozy Lotus japonicus – Mesorhizobium loti 
udowodniono, że roślina gospodarza może monitoro-
wać strukturę EPS wydzielanego przez bakterie na etapie 
inicjacji infekcji poprzez receptor EPR3. Receptor ten 
jest specyficzną dla EPS kinazą membranową typu LysM 
o dużym podobieństwie do NFR1 – receptora czynnika 
Nod. Co więcej, stwierdzono, że w roślinnych mutantach 
w EPR3 tworzących nieefektywną symbiozę domeny 
LysM są zmienione, wskazując na korelację zmiany 
w LysM ze zmianą funkcji receptora EPS. Ekspresja 
receptora EPR3 jest zależna od czynnika Nod. Sygnał 
inicjujący powstanie brodawki, jakim jest czynnik Nod, 
poza aktywacją całego szlaku transmisji sygnału, inicjo-
wałby także transkrypcję receptora dla specyficznego 
sygnału, jakim jest bakteryjny EPS [47] [Rys. 1].

3.2. Rozwój brodawki

Pierwszą widoczną zmianą morfologiczną rośliny 
wywołaną adsorpcją bakterii na włośnikach i syn-
tezą NF jest charakterystyczna deformacja włośników 
korzeniowych, tzw. „laska pasterza” (shepherd’s crook), 
wynikająca z depolaryzacji błony cytoplazmatycznej, 
szybkich fluktuacji poziomu wewnątrzkomórkowego 
Ca2+ we włośnikach (calcium spiking), przebudowy 
cytoszkieletu włośnika i tworzenia nici preinfekcyjnej 
w zdeformowanym włośniku [40, 66]. Bakterie schwy-
tane w kieszeń powstałą w wyniku skręcenia włośnika 
namnażają się produkując znaczną ilość NF. Powodują 
miejscową hydrolizę ściany i wpuklenie błony komór-

kowej, co inicjuje powstanie nici infekcyjnej (IT, infec-
tion thread) – rurkowatej struktury pochodzenia roślin-
nego wypełnioną dzielącymi się bakteriami [28]. Nić 
infekcyjna początkowo rozwija się w zainfekowanym 
włośniku korzeniowym, a następnie przemieszcza się 
poprzez kilka warstw komórek kory korzenia. Bakterie 
są uwalniane z nici infekcyjnej i przenoszone w pro-
cesie endocytozy do komórek powstałego zawiązka 
brodawki korzeniowej (primordium) [28, 63]. W cza-
sie powstawania brodawki następuje zahamowanie 
aktywności systemu immunologicznego rośliny two-
rzącego reaktywne formy tlenu, następują zaburzenia 
przepływu auksyn w korzeniach oraz indukcja genów 
roślinnych kodujących noduliny, czyli białka istotne we 
wszystkich etapach symbiozy [28, 66]. Czynniki Nod 
wpływają również na wykształcenie dojrzałego biofilmu 
rizobiowego na korzeniach roślin bobowatych [27].

Opisano dwa główne typy infekcji roślin motyl-
kowatych wymagające udziału NF [20, 57]: zakażenie 
poprzez włośniki korzeniowe, które zachodzi zwy-
kle u  roślin klimatu umiarkowanego oraz penetracja 
korzenia rośliny w wyniku międzykomórkowej infek-
cji w miejscu uszkodzenia epidermy (crack entry), np. 
w miejscu powstawania korzenia bocznego u tropikal-
nych roślin motylkowatych (Sesbania rostrata, Neptu-
nia sp.). Ten mechanizm infekcji jest uważany za star-
szy ewolucyjnie [82]. Wyjątek stanowi wodna roślina 
motylkowata Aeschynomene afraspera zakażana przez 
szczep Bradyrhizobium sp. ORS278, w której zaobser-
wowano infekcję niezależną od NF i bez tworzenia nici 
infekcyjnej, co uznano za najstarszy ewolucyjnie typ 
infekcji [33] [Rys. 1].

3.3. Typy brodawek korzeniowych

Czynniki Nod aktywują komórki kory korzenia do 
podziałów i tworzenia zawiązka brodawki (nodule pri-
mordium), który lokalizuje się poniżej miejsca infekcji 
bakteryjnej i daje początek funkcjonalnej brodawce 
[62]. Pod względem morfologicznym i anatomicznym 
wyróżniamy dwa główne typy brodawek: zdetermi-
nowane i niezdeterminowane, różniące się trwałością 
merystemów, oraz brodawki kołnierzykowate, dzie-
lące własności obydwu typów brodawek [39, 87, 92]. 
W zależności od gatunku rośliny gospodarza, brodawki 
powstają w  wewnętrznej (brodawki niezdetermino-
wane) lub zewnętrznej korze korzenia (brodawki zde-
terminowane) [73]. Nici infekcyjne rosną w kierunku 
zawiązka brodawki i po dotarciu do niego uwalniają 
rizobia w tzw. kropelkach infekcyjnych, w  których 
bakterie przekształcają się w wiążące azot bakteroidy 
[73]. Struktury powstałe w podobnym do endocytozy 
procesie, zawierające jeden lub kilka bakteroidów oto-
czonych błoną peribakteroidalną pochodzenia roślin-
nego, są nazywane symbiosomami i funkcjonują jako 



SYMBIOZA RIZOBIÓW Z ROŚLINAMI BOBOWATYMI (FABACEAE) 293

organelle wiążące azot, zależne od energii i związków 
węgla dostarczanych przez rośliny [89] [Tabela I]. 

Brodawki niezdeterminowane charakteryzują się 
trwałym dystalnym merystemem, którego ciągła 
aktywność sprawia, że mają one kształt cylindryczny, 
gradientowe strefy rozwojowe i zawierają heterogenną 
populację endosymbiontów [2, 28]. Za niezakażoną 
strefą merystematyczną (strefa I) znajdują się kolejno: 
II – strefa zakażania, w której rizobia są uwalniane z nici 
infekcyjnych do komórek roślinnych; II–III  –  strefa 
przejściowa, gdzie komórki roślinne zawierające bak-
teroidy osiągają ostateczny stopień zróżnicowania; 
III  –  strefa, w której dojrzałe symbiosomy aktywnie 
wiążą azot; strefa IV – w której terminalnie wyróżni-
cowane i  niewiążące azotu bakteroidy oraz komórki 
roślinne są degradowane. Wyróżnia się także strefę V 
– saprofityczną, gdzie obumarłe komórki roślinne są 
kolonizowane przez pałeczkowate rizobia pochodzące 
głównie z nici infekcyjnych. Te bakterie wracają do 
saprofitycznego bytowania w glebie [88, 90, 98].

Brodawki zdeterminowane nie wykształcają trwa-
łego merystemu, mają kształt kulisty i nie wykazują gra-
dientu rozwojowego. Różnicowanie się zainfekowanych 
komórek gospodarza jest synchroniczne i dojrzałe bro-
dawki zawierają komórki symbiotyczne z homogenną 
populacją bakteroidów wiążących azot. Bakteroidy nie 
tracą swojej żywotności i są zdolne do rozmnażania 
po degradacji brodawki [62]. W obu typach brodawek 
wzrost i różnicowanie zainfekowanych komórek roślin-
nych skutkuje wzrostem brodawki. W brodawkach nie-
zdeterminowanych powstają ekstremalnie powiększone 
komórki symbiotyczne, poliploidalne na skutek powta-
rzających się cykli endoreduplikacji genomu [85].

Wewnątrz brodawek rizobia ulegają fizjologicznemu 
i morfologicznemu różnicowaniu w wiążące azot bak-
teroidy. Wielkość i  kształt bakteroidów zależą głów-
nie od rośliny oraz, w pewnym stopniu, od genotypu 

rizobiów [62, 65]. W przypadku niektórych gatunków 
roślin motylkowatych, takich jak koniczyna (Trifolium 
spp.), wyka (Vicia spp.) czy lucerna (Medicago sativa), 
zróżnicowanie bakteroidów jest terminalne, co jest spo-
wodowane ekstremalnym zwielokrotnieniem genomu 
i  zahamowaniem podziału bakterii [67]. Możliwość 
rozwoju następnych wiążących azot bakteroidów oraz 
populacji glebowej zakażającej kolejne pokolenia roślin 
zależy od rizobiów zasiedlających brodawkę, zlokali-
zowanych w  niciach infekcyjnych, które nie zostały 
zróżnicowane do bakteroidów [67, 88]. W gatunkach 
takich jak groch (Pisum sativum), soja (Glycine max) 
czy komonica (Lotus sp.), tworzących brodawki zdeter-
minowane, wielkość, kształt i żywotność bakteroidów 
jest zbliżona do wolno żyjących rizobiów. Genomy tych 
komórek symbiotycznych nie są zwielokrotnione i bak-
terie mogą ulegać normalnym podziałom komórko-
wym, gdy znajdą się poza brodawką [67, 88] (Tab. I). 

Ostatnie badania sugerują, że nieodwracalne róż-
nicowanie bakteroidów jest charakterystyczne tylko 
dla bobowatych z grupy IRLC (inverted-repeat-lacking 
clade) i nie zależy od typu brodawek [48]. W modelu 
Medicago truncatula wykazano, że ostateczne różni-
cowanie bakteroidów jest wymuszane przez białka 
roślinne specyficzne dla brodawek, bogate w cysteinę 
(NCR, nodule-specific cysteine-rich peptides) [39, 90]. 
W  genomie Medicago truncatula zidentyfikowano 
ponad 600 genów dla NCR, które wykazują niewiel-
kie wzajemne podobieństwo sekwencji nukleotydowej, 
lecz zawsze mają sześć cystein w 160 aminokwasowym 
peptydzie, N-końcową sekwencję sygnalną potrzebną 
dla transportu peptydu do symbiosomu oraz wiązanie 
dwusiarczkowe między cysteinami. Geny dla NCR ule-
gają ekspresji tylko w czasie symbiozy, a peptydy zostały 
zidentyfikowane w bakteroidach [39, 61]. NCR mają 
właściwości podobne do przeciwbakteryjnych defen-
syn, blokujących podziały komórek bakteryjnych, co 

Rośliny bobowate (Fabaceae) soja (Glycine max), fasola (Phaseolus vulgaris), lucerna (Medicago sativa), groch (Pisum sativum),
 komonica (Lotus japonicus) koniczyna (Trifolium sp.), wyka (Vicia sp.)
Mikrosymbionty Bradyrhizobium sp., R. phaseoli, R. etli, M. loti E. meliloti, R. leguminosarum bv. viciae, bv. trifolii
Kształt brodawki kulisty  cylindryczny/rozgałęziony
Miejsce początkowych kora zewnętrzna lub środkowa korzenia kora wewnętrzna
podziałów komórkowych 
Transport związków N ureidy amidy
Bakteroidy pałeczka wielkości (1–2 µm),  powiększone (5–10 µm), rozgałęzione
Zawartość DNA 1C/2C poliploid, średnio 24C
w komórkach rośliny
Terminalne różnicowanie nie tak
Zdolność do rozmnażania wysoka niska 

Tabela I
Charakterystyka brodawek korzeniowych tworzonych w symbiozie rizobiów z roślinami bobowatymi

Brodawki o nietrwałym merystemie
(zdeterminowane)

Brodawki o trwałym merystemie
(niezdeterminowane)
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jest przyczyną endoreduplikacji genomu i  zmiany 
kształtu bakteroidów. Eksperymenty in vitro z izolowa-
nymi NCR potwierdziły ich kluczową rolę w różnico-
waniu bakteroidów oraz ich aktywność antybakteryjną 
[39, 90]. Geny kodujące białka NCR występują również 
w  innych motylkowatych z grupy IRLC, tworzących 
terminalnie zróżnicowane bakteroidy, natomiast nie 
wykryto ich w roślinnych gospodarzach, w  których 
nie dochodzi do ostatecznego zróżnicowania bakte-
roidów [1, 48]. W rizobiach, za transport peptydów 
NCR kontrolujących różnicowanie i przetrwanie bak-
teroidów wewnątrz komórek roślinnych, odpowiadają 
transportery ABC, takie jak białko BacA, które wystę-
puje tylko w rizobiach infekujących motylkowate typu 
IRLC [32, 63]. BacA prawdopodobnie pełni także funk-
cję ochronną w stosunku do rizobiów redukując anty-
bakteryjne działanie peptydów NCR [39]. Wprawdzie 
trudno zrozumieć, dlaczego niektóre rośliny bobowate 
wykształciły mechanizm terminalnego różnicowania 
wiążących azot bakteroidów, ale stwierdzono, że ten 
typ bakteroidów bardziej wydajnie wiąże azot niż bak-
teroidy terminalnie niezróżnicowane [67]. 

4. Wiązanie azotu 

Redukcja azotu cząsteczkowego N2 do amoniaku jest 
główną funkcją rizobiów w symbiozie. Bakterie, które 
ukończyły program różnicowania i zostały zamknięte 
wewnątrz błony funkcjonalnego symbiosomu, znajdują 
się w środowisku mikroaerofilnym, w którym zacho-
dzi indukowana ekspresja genów kodujących enzymy 
kompleksu nitrogenazy, który jest odpowiedzialny za 
proces wiązania azotu [45]. Środowisko mikroaerofilne 
jest tworzone w wyniku działania kilku mechanizmów. 
W komórkach brodawki przepuszczalność błon komór-
kowych jest kontrolowana przez barierę dyfuzyjną dla 
tlenu, regulowaną przez wrażliwy na tlen dwuskładni-
kowy system białek FixJ-FixL, które kontrolują ekspre-
sję NifA, głównego regulatora procesu wiązania azotu 
[19, 32]. Z kolei dzięki wysokiej ekspresji roślinnych 
genów dla leghemoglobiny, stanowiącej nawet 25% 
białek rozpuszczalnych w komórkach brodawki, stęże-
nie O2 w strefie wiązania azotu utrzymuje się na pozio-
mie od 3 do 22 nM [32, 68]. W ochronie nitrogenazy 
przed tlenem ważna jest również struktura brodawki, 
a  zwłaszcza warstwa ciasno upakowanych komórek 
kory stanowiących powierzchnię brodawki, która two-
rzy barierę dla dyfuzji tlenu i chroni bakteroidy zloka-
lizowane w strefie centralnej [19]. 

W procesie wiązania azotu, cząsteczkowy N2 jest 
redukowany w wielokrotnych reakcjach transferu elek-
tronów w kompleksie nitrogenazy, w wyniku których 
powstaje amoniak i jest uwalniany wodór [95]. Bakte-
ryjny kompleks nitrogenazy katalizuje reakcję:

N2 + 8 e– + 16 MgATP + 8 H+ → 2 NH3 + H2 +
+ 16 MgADP + Pi
Rizobia zawierają najbardziej powszechną formę 

nitrogenazy – nitrogenazę molibdenową. Mo-nitroge-
naza ma dwie niekorzystne właściwości: duże wyma-
gania energetyczne z minimalną stechiometrią 16 moli 
ATP na każdą zredukowaną cząsteczkę N2 oraz bardzo 
dużą wrażliwość na tlen, która stoi w sprzecz ności ze ści-
śle tlenowym metabolizmem rizobiów [57]. Kompleks 
nitrogenazy jest złożony z dwóch głównych funkcjo-
nalnych podjednostek: reduktazy dinitrogenazy NifH 
(białko Fe, azoferredoksyna) o masie cząsteczkowej ok. 
60 kDa oraz dinitrogenazy NifD/NifK, heterotetrame-
rycznego białka (białko Mo-Fe, molibdoferredoksyna) 
o masie cząsteczkowej ok. 240 kDa [79]. Do ekspresji 
i aktywności nitrogenazy wymagana jest ponadto 
obecność kilkunastu białek, kodowanych przez geny 
nif tworzące kilka operonów [19, 57, 99]. Dla porówna-
nia, u wolno żyjących diazotrofów Klebsiella pneumo-
niae aktywność nitrogenazy zależy od grupy 20 genów, 
w S. meliloti i R. leguminosarum bv. viciae, poza struk-
turalnymi genami kodującymi reduktazę dinitrogenazy 
(nifH) i dinitrogenazę (nifDK), do istotnych genów nif 
należą: nifEN, nifB, kodujące odpowiednio prekursor 
Fe-S i kofaktor Fe-Mo, oraz regulatorowy gen nifA [19, 
57]. Dodatkowo, w symbiotyczne wiązanie azotu w rizo-
biach są zaangażowane geny fix (fixation), m.in. fixL, 
fixJ oraz fixK, kodujące dwuskładnikowy system regu-
latorowy FixL/FixJ oraz regulatorowe białko FixK [4].

Symbiotyczne wiązanie azotu jest mutualistycz-
nym związkiem między bakterią i rośliną [97], w któ-
rym wysoka aktywność nitrogenazy utrzymuje się 
poprzez zapewnienie bakteroidom odpowiedniego 
stężenia tlenu i  stałego źródła energii w formie kwa-
sów dikarboksylowych pochodzących z fotosyntezy [32, 
74]. Produktem metabolicznym reakcji katalizowanej 
przez nitrogenazę jest amoniak, który jest dostarczany 
roślinie zarówno bezpośrednio przez kanały amonowe 
w błonie komórek roślinnych, jak i pośrednio, w formie 
aminokwasów: alaniny, glutaminy i glutaminianu syn-
tetyzowanych przez enzymy bakteryjne. W brodawkach 
zdeterminowanych duże, zainfekowane bakteriami 
komórki roślinne sąsiadują z małymi, niezakażonymi 
komórkami wyspecjalizowanymi w dalszej asymilacji 
azotu, poprzez konwersję aminokwasów do ureidów, 
które są eksportowane z brodawki do rośliny [32, 97]. 

5. Genomy rizobiów

Ryzosfera roślin jest dynamicznym środowiskiem, 
w  którym dystrybucja zasobów zmienia się w  czasie 
i  przestrzeni, a korzenie roślin, poprzez wydzielanie 
różnorodnych związków (aminokwasów, białek, kwasów 
organicznych, cukrów, witamin, związków aromatycz-
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nych i innych metabolitów wtórnych), wywierają silną 
presję selekcyjną i mają duży wpływ na rozwój i funkcjo-
nowanie mikroorganizmów glebowych [7]. Rizobia, jako 
bakterie glebowe, muszą być dobrze przystosowane do 
zmiennego środowiska, gdzie zarówno związki odżyw-
cze, zawartość tlenu, jak i  różnorodne czynniki stre-
sowe bezpośrednio wpływają na ich wzrost. Potencjał 
adaptacyjny rizobiów jest znacznie zwiększony dzięki 
dużym, wieloczęściowym genomom, typowym również 
dla innych glebowych α-proteobakterii [22, 46]. Wielo-
replikonowa struktura genomu, w którym informacja 
genetyczna jest podzielona pomiędzy różne replikony, 
wydaje się być korzystna dla bakterii. Jedną z korzyści 
wynikających z takiej organizacji genomów może być 
krótszy czas replikacji całego genomu, co pozwala na 
utrzymanie większego genomu przy zachowaniu wyso-
kiego tempa podziałów komórkowych [21, 37]. 

Genomy rizobiów zwykle składają się z  jednego 
dużego chromosomu i różnej liczby plazmidów, których 
wielkość waha się od kilku kpz do ponad 2 Mpz [3, 30, 
34, 35, 77, 100]. Wyjątkiem są wolno rosnące bradyri-
zobia: np. nie wykryto replikonów pozachromosomal-
nych w Bradyrhizobium japonicum USDA110, który ma 
największy spośród zsekwencjonowanych genomów 
rizobiowych (ok. 9,1 Mpz). Podczas gdy wolno rosnące 
bradyrizobia nie mają plazmidów, w genomach szybko 
rosnących rizobiów są one powszechne i mogą stano-
wić od 30% do niemal 50% wielkości genomu [54, 58]. 
Genomy blisko spokrewnionych gatunków R. etli oraz 
R. leguminosarum bv. trifolii i bv. viciae mają podobną 
organizację i składają się z chromosomu oraz kilku 
dużych plazmidów [35, 77, 100]. R. etli CFN42 ma sześć 
plazmidów o wielkości od 184 kpz do 643 kpz. R. legu-
minosarum bv. viciae 3841 ma również sześć plazmidów 
o wielkości 151 kpz – 870 kpz [100]. Podobną strukturę 
genomową mają zsekwencjonowane szczepy R. legumi-
nosarum bv. trifolii WSM1325 oraz WSM2304 [77]. 

Kompletne sekwencje genomowe rizobiów wyka-
zały, że genomy rizobiów są złożone z elementów rdze-
niowych (core) i dodatkowych (accessory) [14, 41, 51, 
100]. Chromosomy stanowią stabilny rdzeń genomu, 
zawierający głównie geny podstawowego metabolizmu 
(housekeeping genes) niezbędne do funkcjonowania 
komórki bakteryjnej. Replikony te są konserwowane 
pod względem zawartości genów (syntenia), a w blisko 
spokrewnionych gatunkach zachowywany jest również 
układ genów (kolinearność) [49, 50]. Plazmidy, prze-
ciwnie do chromosomu, są zróżnicowane, zarówno pod 
względem liczby i wielkości replikonów, jak i zawartości 
genów w poszczególnych replikonach. Niosą one głów-
nie geny dodatkowe, często nieistotne dla przeżywa-
nia komórek, kodujące m.in. systemy transportu oraz 
liczne szlaki kataboliczne, przyczyniające się do ada-
ptacji bakterii do różnorodnego i zmiennego środowi-
ska glebowego. Plazmidy symbiotyczne są wyposażone 

w geny odpowiedzialne za brodawkowanie i wiązanie 
azotu, lecz nie są istotne dla podstawowego metabo-
lizmu komórek [30, 35, 100].

6. Chromidy i megaplazmidy

Większość genów rdzeniowych istotnych dla prze-
żywania komórek lokalizuje się w chromosomie, tylko 
niektóre z nich zidentyfikowano w plazmidach rizo-
biów. Takie replikony plazmidowe, niezbędne dla wzro-
stu bakterii i zawierające cechy zarówno plazmidów jak 
i chromosomów, nazwano chromidami lub „chromo-
somami dodatkowymi” [41, 51]. Chromidy są często 
większe od plazmidów współwystępujących w komórce, 
ale znacznie mniejsze od chromosomu. Uważa się je za 
elementy genetyczne specyficzne dla rodzaju (mogące 
wpływać na różnice międzygatunkowe w  obrębie 
rodzaju) i starsze ewolucyjnie niż megaplazmidy. Skład 
nukleotydowy chromidów, jak również częstość wyko-
rzystywania kodonów (codon usage) w zlokalizowanych 
na nich sekwencjach kodujących są zbliżone do chro-
mosomu, podczas gdy systemy replikacji i partycji są 
typu plazmidowego [41]. Chromidy wykazują także 
wysoką zmienność genetyczną, która wynika głównie 
z małej liczby genów metabolizmu podstawowego zlo-
kalizowanych w tych replikonach [29]. 

Petersen i wsp. [72] zdefiniowali chromidy, które 
mogą być wyeliminowane z komórki w  warunkach 
laboratoryjnych, lecz są niezbędne do przeżycia w śro-
dowisku naturalnym, jako istotne sensu lato. Chro-
midy, których nie można wyeliminować ze względu na 
obecność przynajmniej jednego genu z uniwersalnego 
minimalnego zestawu genów są istotne sensu stricto. 
Podobnie, Dziewit i wsp. [21] sklasyfikowali chromidy 
bakteryjne do dwóch typów: chromidy główne (pod-
stawowe, primary), niezbędne do utrzymania przy 
życiu gospodarza bakteryjnego, oraz chromidy wtórne 
(drugorzędne, secondary), które są niezbędne wyłącz-
nie w pewnych warunkach środowiskowych i które są 
prawdopodobnie ewolucyjnie młodsze.

Przykładami chromidów w genomach rizobiów są 
dwa największe plazmidy R. leguminosarum bv. viciae 
– pRL12 i pRL11, o wysokiej zawartości G+C, zbliżonej 
do chromosomu, zawierające niektóre geny rdzeniowe 
genomu. Blisko spokrewnione z nimi replikony z niemal 
identycznymi systemami replikacyjnymi wykryto także 
w innych zsekwencjonowanych genomach R. legumino-
sarum WSM1325 i WSM2304, R. etli CFN42, CIAT 625 
i  Mim1 [41, 58]. Cechy chromidów mają również 
mniejsze replikony, takie jak pRL9 oraz p42b [41]. 

Plazmidy i chromidy α-proteobakterii zwykle zawie-
rają systemy replikacji i partycji typu repABC [5, 54, 
55, 56, 58]. Systemy replikacyjne typu repABC znajdują 
się także w niektórych chromosomach drugorzędowych 
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rizobiów i innych bakterii glebowych [29, 72, 100]. 
Szczególną cechą replikonów repABC jest połączenie 
funkcji replikacji i segregacji w obrębie jednej kasety 
[14, 58, 59]. W  tego typu replikonach wszystkie ele-
menty zaangażowane zarówno w replikację, partycję 
oraz niezgodność plazmidów występują w obrębie poje-
dynczej jednostki transkrypcyjnej – operonu repABC. 
Operon repABC składa się z trzech genów, ulokowa-
nych zawsze w tej samej kolejności, kodujących białka 
(RepA, RepB i RepC) oraz genu kodującego mały 
antysensowny RNA (ctRNA), który jest zlokalizowany 
w regionie międzygenowym repB-repC i transkrybo-
wany w kierunku przeciwnym do kierunku transkrypcji 
genów repABC [94]. Białko RepC jest istotne dla inicja-
cji replikacji plazmidów [5, 34, 55, 56, 58].

Na megaplazmidach rizobiów zlokalizowane są 
zwykle geny odpowiedzialne za interakcje symbio-
tyczne z  roślinami motylkowatymi (tzw. plazmidy 
symbiotyczne – pSym); tylko w niektórych gatunkach 
geny te tworzą tzw. wyspy symbiotyczne (GI, genomic 
island), lub też są rozproszone w genomie [23, 24, 25, 
30]. W Rhizobium spp. większość genów symbiotycz-
nych znajduje się w plazmidach, podczas gdy w Meso-
rhizobium loti geny odpowiedzialne za symbiozę tworzą 
wyspę genomową o wielkości ok. 500 kpz [84]. W S. fre-
dii NGR234 operony nif i nod są zlokalizowane w plaz-
midzie, zaś geny fix w  chromosomie [25]. Regiony 
symbiotyczne genomów bakterii rzędu Rhizobiales są 
strukturami mozaikowatymi, które ulegały częstym 
rekombinacjom, horyzontalnemu transferowi i trans-
pozycji [8, 14, 25, 59]. Poza pSym, inne części genomów 
rizobiowych, szczególnie plazmidy niesymbiotyczne, 
mogą wpływać na wydajność symbiotyczną bakterii, 
kodując dodatkowe czynniki, takie jak białka i polisa-
charydy powierzchniowe komórki, które wpływają na 
konkurencyjność i poziom wiązania azotu [49, 53, 83]. 

W replikonach pozachromosomalnych rizobiów 
ziden tyfikowano geny zaangażowane w chemotaksję, 
transport metabolitów, asymilację różnych źródeł węgla, 
biosyntezę witamin, takich jak biotyna, tiamina czy 
pantotenian, syntezę bakteriocyn, melaniny, syntezę 
autoinduktorów quorum sensing, systemów modyfika-
cji-restrykcji oraz białek opiekuńczych [18, 20, 39, 58].

Replikony pozachromosomalne mogą istotnie przy-
czyniać się do kształtowania fenotypu całego gatunku, 
którego genomy tworzą tzw. pangenom [6, 53]. Koncep-
cja pangenomu powstała dla zaznaczenia istotności róż-
nic między genomami poszczególnych szczepów, które 
wspólnie kształtują gatunek [29, 86]. W pangenomie 
można wyróżnić „genom rdzeniowy” obejmujący te 
geny, które występowały we wszystkich zsekwencjono-
wanych szczepach danego gatunku oraz „genom dodat-
kowy” reprezentujący wszystkie pozostałe geny obecne 
w  pewnych, ale nie wszystkich badanych szczepach, 
a także geny specyficzne dla danego szczepu [6, 72, 86]. 

Wielkość pangenomu prawdopodobnie odzwierciedla 
różnice w niszach ekologicznych i stylu życia poszcze-
gólnych gatunków [6]. 

7. Plastyczność genomów rizobiów

Rizobia mogą włączać do swoich genomów dodat-
kowe elementy genetyczne m.in. w wyniku horyzon-
talnego transferu genów (HGT, horizontal gene trans-
fer), co wpływa zarówno na stabilność ewolucyjną 
genomu wymaganą do utrzymania podstawowych 
funkcji komórki, jak i na jego plastyczność potrzebną 
do szybkiej adaptacji do nowych nisz [23, 25]. Obcy 
DNA jest pobierany za pośrednictwem plazmidów, 
fagów lub ruchomych elementów genetycznych, takich 
jak transpozony, czy wyspy genomowe. Wyspy geno-
mowe są rozpoznawane w genomie ze względu na 
odmienny skład zasad (zawartość G+C) w porównaniu 
do genomu gospodarza, jak również odmienną częstość 
wykorzystywania kodonów [34, 35]. Obecność w geno-
mach DNA pochodzącego z innych bakterii, nazywana 
mozaikowatością genomu, uwidacznia złożoność ich 
historii ewolucyjnej [35]. 

Plastyczność i niestabilność genomów rizobiowych 
wynika ponadto z obecności powtórzonych sekwencji 
DNA oraz złożonej organizacji genomów. Profile plaz-
midowe rizobiów są stosunkowo stałe, jednakże mogą 
zachodzić trudne do obserwacji, częściowe delecje plaz-
midów, przypadki rekombinacji i rearanżacji plazmi-
dów, co może z kolei pociągać za sobą zmiany w meta-
bolizmie bakterii [60]. Dowodem znacznej zmienności 
i rearanżacji plazmidów jest obecność całych kontigów 
podobnych genów w replikonach plazmidowych w spo-
krewnionych gatunkach bakterii [49, 50, 53]. Mimo 
znacznej plastyczności genomów rizobiów, zaobser-
wowano równocześnie względnie wysoką stabilność 
regionów symbiotycznych [58]. 

Zaproponowano kilka hipotez, które próbują uzasad-
nić zalety występowania wieloreplikonowych genomów: 
1) podział genomu może wpływać na skrócenie czasu 
replikacji i tym samym potencjalnie umożliwiać szybszy 
wzrost komórek; 2) wieloczęściowe genomy mogą uła-
twiać kontrolę tzw. dawki genu i poziomu jego ekspre-
sji; 3) mogą umożliwiać dalszą ekspansję genomu, gdy 
chromosom osiąga swoją maksymalną wielkość, lokując 
część materiału genetycznego w plaz midach [17]. Wie-
loczęściowe genomy umożliwiają podział funkcjonalny 
genów pomiędzy poszczególne replikony, co jest szcze-
gólnie widoczne w bakteriach, które wchodzą w interak-
cje z organizmem gospodarza [17]. Geny kodujące cechy 
adaptacyjne znajdują się w genomach bakteryjnych 
głównie w tzw. strefach plastyczności, które zawierają 
elementy mobilne i są wysoce zmienne w poszczegól-
nych szczepach. Dzięki fizycznemu oddzieleniu genów 
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podstawowego metabolizmu (chromosom) od genów 
zaangażowanych w interakcje z otaczającym środowi-
skiem (plazmidy), poziom zmian ewolucyjnych genów 
adaptacyjnych może być zwiększony w istotny sposób, 
co prawdopodobnie wyjaśnia sukces ewolucyjny wielu 
gatunków α-proteobakterii [22].

8. Podsumowanie

Symbioza roślin bobowatych z rizobiami, w której 
bakterie redukują azot atmosferyczny, ma duże znacze-
nie ekologiczne i rolnicze; pozwala na znaczne zredu-
kowanie ilości nawozów azotowych w uprawach roślin 
ważnych dla gospodarki i jest przyjazna dla środowiska. 
W przedstawionym przeglądzie literatury, obok opisu 
kolejnych etapów rozwoju symbiozy, chcieliśmy zwrócić 
szczególną uwagę na nowe odkrycia, jakimi są:
1) identyfikacja mikrosymbiontów należących do klasy 

β-proteobakterii wiążących wydajnie azot;
2) opisanie rizobiów, które nie wymagają do inicjacji 

symbiozy czynnika Nod; 
3) odkrycie dużej klasy roślinnych, bogatych w cyste-

inę peptydów antybakteryjnych NCR, decydujących 
o terminalnym zróżnicowaniu bakteroidów tworzo-
nych przez rośliny z grupy IRLC; 

4) poznanie mechanizmu działania bakteryjnego EPS 
na inicjację symbiozy poprzez specyficzny recep-
tor typu kinazy LysM. To ostatnie odkrycie stanowi 
ważną perspektywę dla zrozumienia roli polisacha-
rydów w transmisji sygnałów komórkowych w wielu 
procesach, nie tylko w bakteriach. 
Druga część artykułu dotyczy genetycznych uwa-

runkowań symbiozy. Genomy rizobiów są duże i zwy-
kle podzielone na kilka replikonów: chromosom i duże 
plazmidy, w tym plazmidy o cechach chromosomów, 
nazwane chromidami. Megaplazmidy, dzięki dużemu 
ładunkowi genetycznemu wpływają znacząco nie tylko 
na kształtowanie symbiozy, lecz także na cały metabo-
lizm komórki. Ta zróżnicowana architektura geno-
mów rizobiów, zwłaszcza plastyczność plazmidów, 
przyczyniła się do zwiększenia zdolności adaptacyj-
nych rizobiów w zmiennym środowisku glebowym, co 
z kolei pozwoliło na skuteczne konkurowanie z innymi 
mikroorganizmami. Zwiększone możliwości adapta-
cyjne rizobiów mogły przypuszczalnie doprowadzić 
do rozszerzenia swoistości interakcji symbiotycznych 
z partnerami roślinnymi, co jest korzystne zarówno dla 
środowiska, jak i dla rolnictwa.
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1. Wprowadzenie

Rozprzestrzeniająca się oporność bakterii na anty-
biotyki i brak pojawiania się na rynku nowych związ-
ków tego typu zmuszają do poszukiwania innych 
substancji i  opracowywania strategii antybakteryj-
nych [48, 53]. Duży i dobrze udowodniony potencjał 
antybakteryjny posiadają związki organiczne, głów-
nie pochodzenia roślinnego [17] oraz nanocząstki, 
zwłaszcza metali ciężkich i ich tlenków [63, 85]. Oba 
wymienione czynniki wywierają efekt plejotropowy na 
komórki bakteryjne, a różnorodne cele i mechanizmy 
ich działania w wielu wypadkach nie zostały do końca 
poznane. Do antybakteryjnej aktywności przyczynia 
się, między innymi, zdolność tych związków do zaha-
mowania systemu przekazywania sygnału opartego na 
wyczuwaniu liczebności, QS (quorum sensing), często 
określane angielskim terminem quorum quenching, QQ. 
Zja wisko QQ zachodzi w różnych środowiskach, włą-
czając wnętrze makroorganizmów. Z globalnych czyn-
ników mających wpływ na ten proces należy wymienić 
stopień uwodnienia środowiska, pH i temperaturę [7]. 
Ze względu na olbrzymie znaczenie QS w  fizjologii 
komórek bakteryjnych, a co za tym idzie adaptacji do 

różnych środowisk, zachowań zbiorowych (np. zdol-
ności do tworzenia biofilmu), jak również wirulencji 
bakterii patogennych, możliwości zahamowania tej 
drogi przekazywania sygnału mają duże znaczenie 
biologiczne, a w ostatnim czasie również aplikacyjne. 
Należy nadmienić, że związki hamujące QS wpływają 
na wirulencję bakterii, a nie ich podstawowe funkcje, 
szczególnie jeśli są stosowane w w subletalnych stęże-
niach [49]. W następnych rozdziałach pracy przedsta-
wiona zostanie krótka charakterystyka QS. Następnie 
wymienione zostaną organiczne inhibitory QS i różne 
rodzaje nanocząstek, w miarę możliwości zostanie 
podany mechanizm ich działania. 

2. Wyczuwanie liczebności jako sposób
 komunikowania się bakterii

Bakterie wielu gatunków komunikują się ze sobą, 
wykorzystując system wyczuwania liczebności [72]. 
Mechanizm QS został po raz pierwszy opisany pra-
wie 50  lat temu u morskiej bakterii, Vibrio fisheri 
[71]. Od tego czasu ten sposób porozumiewania się 
komórek jest intensywnie badany, a uzyskane wyniki 
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były przedmiotem ogromnej liczby publikacji, w tym 
również przeglądowych [18, 27, 68, 89, 103]. Przekro-
czenie przez liczbę bakterii wartości progowej, różnej 
dla różnych gatunków a nawet szczepów, i  zależnej 
od środowiska, przekłada się na osiągnięcie wartości 
progowej stężenia drobnocząsteczkowych substancji 
sygnałowych – autoinduktorów. Sygnał ten odbierany 
jest przez bakterie obecne w danym środowisku, co 
skutkuje zmianą ekspresji genów, w czym kluczową 
rolę odgrywają regulatory transkrypcji. Liczba genów 
kontrolowanych przez QS jest duża, może przekraczać 
10% genomu [102]. Zgodnie z podziałem przedsta-
wionym w pracy Grandclément i wsp. [25], geny kon-
trolowane przez QS mogą być podzielone na 4 kate-
gorie funkcjonalne. Do pierwszej należą niektóre 
geny kodujące funkcje konieczne do życia i  wzrostu 
komórek, do drugiej geny rządzące zachowaniem się 
komórek w danym środowisku, do trzeciej geny warun-
kujące horyzontalny transfer DNA, w końcu do czwartej 
geny, których ekspresja umożliwia interakcje z innymi 
organizmami (np. przez syntezę czynników wirulen-
cji). Postulowana jest także dodatkowa rola QS, a mia-
nowicie jako sygnału pozwalającego poszczególnym 
komórkom na monitorowanie swojego umiejscowienia 
w grupie [82]. Sposób komunikowania się oparty na QS 
jest powszechny wśród organizmów żywych. Sygnały 
QS produkowane przez bakterie mogą być odbierane 
nie tylko przez prokarionty. Na przykład opisano ich 

percepcję przez drożdże Candida albicans [32], rośliny 
z rodzaju Arabidopsis [66] oraz zwierzęta [35]. Mole-
kularne mechanizmy działania systemów u  poszcze-
gólnych bakterii różnią się zarówno chemiczną naturą 
autoinduktorów, jak i sposobem wewnątrzkomór- 
kowego przekazywania sygnałów; różnice są szcze-
gólnie wyraźne między bakteriami Gram-ujemnymi 
a Gram-dodatnimi. Schematy sygnalizacji QS u  tych 
dwóch grup bakterii zostały przedstawione na Rys. 1. 
Do najlepiej poznanych należą systemy opisane u Pseu-
domonas aeruginosa: [73, 78], u Staphylococcus aureus 
[11, 59], Staphylococcus epidermidis [101] i u bakterii 
z rodzaju Vibrio [72].

Rolę cząsteczek sygnałowych u α-, β- i γ-pro- 
 teo bakterii pełnią laktony N-acetylo-homoserynowe 
(N-ace tylhomoserine lactones, AHL) syntetyzowane 
przez dodanie łańcucha acylowego do cząsteczki 
S-ade no zylo-metioniny – SAM [77]. Te cząsteczki lub 
ich pochodne, pełnią również rolę autoinduktorów 
u  archeonów [109]. Prototypami sygnalizacji przy 
udziale AHL są 2 podobne systemy u P. aeruginosa: las, 
w którym rolę autioinduktora pełni 3-oxo-C12-AHL 
a  regulatorem transkrypcji jest LasR oraz rhl, gdzie 
autoinduktorem jest C4-AHL a regulatorem RhlR [38]. 
Trzecią cząsteczką sygnałową funkcjonującą w  syste-
mach las, a szczególnie rhl, jest PQS – 2-heptyl-3-hy-
droxy-4(1H)-chinolon; cząsteczka ta jest syntetyzowana 
w  późnej wykładniczej i wczesnej-stacjonarnej fazie 

Rys. 1. Przekazywanie sygnału QS u bakterii Gram-dodatnich (A) i Gram-ujemnych (B)
A. Induktorami QS są krótkie peptydy, które syntetyzowane w formie pre-peptydów podlegają modyfikacji (często cyklizacji) i eksporcie na zewnątrz 
komórki za pośrednictwem systemu transportu ABC (ang. ATP binding cassette). Cząsteczki autoinduktorów, po osiągnięciu progowego stężenia w śro-
dowisku, zostają związane przez białka sensorowe o aktywności kinazowej. Po fosforylacyjnej aktywacji kinazy, grupa fosforanowa zostaje przekazana 
na regulator transkrypcji, co skutkuje regulacją (najczęściej aktywacją) transkrypcji genów kontrolowanych przez QS. B. Induktorami QS są AHL i inne 
związki swobodnie dyfundujące zarówno na zewnątrz, jak i do wnętrza komórki. Po przekroczeniu progowego stężenia w środowisku cząsteczki sygna-
łowe wiążą się z regulatorami transkrypcji o funkcji receptorowej. Powstały kompleks induktor – regulator łączy się z obszarem promotorowym genu, co 
skutkuje regulacją transkrypcji. Na rysunku graficznie (tępo zakończonymi liniami) zaznaczono kolejne etapy hamowane przez inhibitory QS: bakterie 
Gram-dodatnie (A) 1 – modyfikacja pre-peptydów, 2 – transport cząsteczek sygnałowych, 3 – wiązanie autoinduktorów przez kinazy, 4 – fosforylacja 
regulatora transkrypcji; bakterie Gram-ujemne (B), 5 – synteza autoinduktorów, 6 i 7 – transport cząsteczek sygnałowych, 8 – tworzenie kompleksu 

induktor-regulator transkrypcji.
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wzrostu hodowli [80]. Liczne bakterie Gram-ujemne 
i niektóre Gram-dodatnie produkują inny rodzaj czą-
steczek sygnałowych, znanych pod ogólną nazwą AI-2, 
a będących borowanymi tetrafuranami, nie u wszyst-
kich gatunków udowodniono jednak ich bezpośrednią 
rolę w komunikacji QS [79]. Z pozostałych cząsteczek 
sygnałowych należy wymienić cyklopeptydy syntety-
zowane przez bakterie Gram-dodatnie [68] i pochodne 
kwasów tłuszczowych lub aminokwasów produkowane 
przez niektóre proteobakterie [28, 31].

3. Organiczne inhibitory QS

Liczba naturalnych i syntetycznych związków ha- 
mujących QS działających w sposób mniej lub bar-
dziej specyficzny, jest bardzo duża [40]. Według kla-
syfikacji podanej przez Bhardwaja i wsp. [4] kryteria, 
które musi spełniać idealny inhibitor są następujące: 
1) mała masa cząsteczkowa, 2) aktywność skierowana 
tylko przeciwko sygnalizacji QS, 3) brak toksyczności 
dla komórek eukariotycznych, 4)  brak interferencji 
z podstawowymi procesami metabolicznymi komórki, 
co zmniejsza selekcyjną presję wywieraną na bakte-
rie, a  w  konsekwencji obniża powstanie oporności 
na te związki. 

Inhibitory QS mogą interferować z różnymi etapami 
komunikacji QS [89]. Duża ich grupa hamuje syntezę 
autoinduktorów lub ich prekursorów. Szczególnie 
wiele z nich hamuje syntezę AHL, np. analogi SAM, 
takie jak sinefungina [77] lub kwas indolo-3-octowy 
hamujący syntetazę AHL [15]. Znane są również inhi-
bitory innych typów autoinduktorów. Enzym MTAN 
(5’-methylthioadenosine/S-adenosinehomocysteine nuc-
leosidase) mający aktywność nukleazy hamuje syntezę 
AI-2 [26], z kolei synteza PQS (Pseudomonas quinolone 
signal), chinolonowego autoinduktora P. aeruginosa 
jest zmniejszona przez antranilany [10]. Induktory 
peptydowe u  bakterii Gram-dodatnich hamowane są 
między innymi przez drugorzędowe metabolity pro-
dukowane przez grzyby [69]. Jeszcze inne inhibitory, 
głównie enzymy lub przeciwciała, unieczynniają a nawet 
degradują cząsteczki induktorów [41]. Na przykład 
AHL-laktonazy hydrolizują laktony homoserynowe, 
a oksydoreduktazy redukują grupy karbonylowe lub 
hydroksylowe [91], z kolei induktory zawierające długie 
łańcuchy acylowe degradowane są przez AHL-acylazy 
[34]. Udowodniono także, że monoklonalne przeciw-
ciała skutecznie inaktywują induktory QS S. aureus [75] 
i P. aeruginosa [74]. Osobna grupa inhibitorów hamuje 
zarówno odbiór sygnałów jak i inicjowaną przez nie 
odpowiedź transkrypcyjną komórek. Odbywa się to 
zazwyczaj przez blokowanie receptorów odbierających 
sygnał od różnych autoinduktorów. I tak, sygnalizacja 
za pośrednictwem acylowanych laktonów homoseryny 

hamowana jest przez analogi tiolaktonów [65], alkaloid 
solanopsynę lub ekstrakty z kilku owoców, ziół i przy-
praw, np. goździków, którego głównym składnikiem jest 
eugenol należący do grupy terpenów [36, 100]. Mecha-
nizm działania tych inhibitorów polega na zablokowaniu 
wiązania induktora z receptorem, choć znane są przy-
padki indukcji proteolitycznej degradacji kompleksu 
induktor – receptor [59]. Przekazywanie sygnału QS 
przez inne rodzaje induktorów, takie jak AI-2 lub PQS 
może być również zahamowane, odpowiednio przez 
aldehyd cynamonowy [9] lub farnezol syntetyzowany 
przez C. albicans [33]. Szczególnie podatne na inhibi-
cję jest przekazywanie sygnału u bakterii Gram-dodat-
nich, które zazwyczaj zachodzi przy udziale cyklicznych 
peptydów i dwuskładnikowego systemu przekazywania 
sygnału, kinaza – regulator transkrypcji. Wykazano, że 
u S. aureus kinaza ArgC hamowana jest przez modyfi-
kowane (skrócone) peptydy, pochodne induktorów pep-
tydowych, AIP (arg-signalling peptide) [59], natomiast 
regulator transkrypcji ArgA przez niskocząsteczkowy 
inhibitor, sawarynę (S. aureus virulence inhibitor) [97].

Tradycyjna izolacja inhibitorów QS opiera się na 
selekcji organizmów (komórek, tkanek) lub przeszuki-
waniu bibliotek związków chemicznych, czemu służą 
liczne metody zazwyczaj posługujące się biosensorami. 
Spis literatury dotyczącej tego zagadnienia zawarty jest 
w pracy przeglądowej [25]. Jako biosensory stosuje się 
często takie organizmy jak: (i) Chromobacterium vio-
laceum z wykorzystaniem jego zdolności do QS-zale-
znej syntezy fioletowego barwnika – wiolaceiny [14], 
(ii)  Yersinia enterocolitica, gdzie monitoruje się ruch 
[3] lub (iii) P. aeruginosa, u którego mierzy się syntezę 
barwników np. piowerdyny [1]. Do monitorowania 
aktywności QQ wykorzystuje się także zdolność bada-
nych związków do hamowania tworzenia biofilmów 
przez różne gatunki mikroorganizmów [98]. Wszyst-
kie tradycyjne metody mają ograniczony zasięg (niską 
przepustowość) i  dlatego obecnie do poszukiwania 
inhibitorów QS preferuje się metod wysoko-przepu-
stowe. Przykładem jest metoda identyfikacji inhibito-
rów QS u bakterii Gram-dodatnich oparta na pomiarze 
ekspresji genów kodujących lucyferazę i genów kodu-
jących białko zielonej fluorescencji będących pod kon-
trolą QS-zależnego promotora arg [19]. Wysoko-prze-
pustowe metody pozwalają na analizę całych bibliotek 
złożonych z ogromnej liczby związków. Za ich pomocą 
zbadano 1,7 miliona związków, wśród których ziden-
tyfikowano 12 zdolnych do inhibicji induktorów AI-2 
u  Vibrio harveyi [34]. Należy również nadmienić, że 
poznanie struktury naturalnie występujących inhibi-
torów QS stwarza możliwość chemicznej syntezy ich 
analogów o jeszcze większym potencjale anty-QS. Na 
przykład zsyntetyzowano, a następnie udowodniono 
silną inhibicję QS przez peptydy tiolaktonowe będące 
analogami autoinduktorów S. aureus [58].
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Poniżej opisano niektóre z naturalnych, organicz-
nych inhibitorów. Lista przykładowych związków 
została również przedstawiona w Tabeli I, gdzie podano 
nazwy ich producentów i gatunki bakterii, u których 
udowodniono hamowanie QS.

3.1. Inhibitory roślinne

Największa grupa naturalnych inhibitorów QS syn-
tetyzowana jest przez rośliny, zwłaszcza rośliny wyższe. 
Wśród nich znajdują się gatunki lecznicze i jadalne, 
co sprawia, że roślinne związki antagonistyczne uwa-
żane są za nietoksyczne lub o znikomej toksyczności 
[100]. Inhibitory izolowane są ze wszystkich części 
roślin: korzeni, łodyg, liści, owoców i nasion [23, 39, 
46]. Największą ich grupę stanowią związki cykliczne, 
np. fenole i ich pochodne, choć znane są także związki 
niecykliczne np. organiczne związki siarki [8]. Związki 
antagonistyczne izolowane z roślin zdolne są hamować 
sygnalizację QS na wszystkich etapach opisanych w 
poprzednim rozdziale. Najlepiej poznane są furanony, 
oryginalnie izolowane z morskiego glona Delisea pul-
chra. Wykazano, że halogenowane furanony zdolne są 
do usuwania AHL z komórek E. coli nadprodukujących 
LuxR, przez co hamują funkcje QS-zależne, poza tym 
zwiększają degradację LuxR [60, 61]. Furanony oraz 
zawarte w soku grejpfruta fluorokumaryny interferują 
także z działaniem induktorów AI-1 i AI-2 [24, 29]. 
Ostatnio wykazano, że ekstrakt z liści kasztana jadal-
nego zawierający pochodne kwasów oleanolowego 
i ursolowego interferuje z systemem Agr (accesory gene 
regulator) S. aureus, który pełni zasadniczą rolę w funk-
cjonowaniu sygnalizacji QS u tej bakterii [84]. Stwier-
dzono, że hamowanie QS może być pomocne w terapii 
ostrych infekcji wywoływanych przez ten gatunek, ale 
nie infekcji przewlekłych związanych z tworzeniem się 

biofilmów [50]. Inhibitory QS izolowane były również 
z grzybów żyjących w symbiozie z korzeniami roślin, 
ich hamujące działanie polega na degradacji laktonów 
homoserynowych [99]. Należy zaznaczyć, że niekiedy 
hamujący efekt inhibitorów QS widoczny jest dopiero 
w obecności dwóch i więcej związków, jak na przykład 
w  przypadku łącznego działania betonicyny, florido-
zydu i kwasu izotionowego izolowanych z glona Ahnfel-
tipsis flabelliformis [56].

3.2. Inhibitory QS pochodzenia zwierzęcego 

Stosunkowo niewiele inhibitorów QS izolowano 
ze zwierząt, te znane pochodzą zwłaszcza od organi-
zmów morskich, w tym głównie koralowców, gąbek, 
myszowiołów i meduz. Wykazano między innymi, że 
pochodne alkaloidów izolowane z myszowiołów blo-
kują ekspresję genów indukowanych przez AHL u róż-
nych bakterii [81]. Również wtórne metabolity syntety-
zowane przez gąbkę Luffariella variabilis mają zdolność 
do inhibicji QS [95]. Z innych zwierząt, należy wymie-
nić mrówkę ogniową, produkowany przez nią alkaloid 
jest bardzo silnym inhibitorem QS u P. aeruginosa [76]. 
Jeszcze innymi inhibitorami QS są paraksonazy pro-
dukowane przez człowieka i inne kręgowce, a to dzięki 
swej zdolności do hydrolizy AHL [21]. Z kolei długo-
łańcuchowe kwasy tłuszczowe izolowane z mrożonych 
ryb i drobiu zdolne są do hamowania induktorów AI-2 
u Vibrio harveyi [104].

3.3. Inhibitory produkowane przez bakterie

Inhibitory QS produkowane są przez liczne gatunki 
bakteryjne np. należące do rodzajów Bacillus, Pseudo-
monas i Rhizobium [31]. Do najlepiej poznanych należą 
fenolo-etylamidy i cyklo-L-prolina-L-tyrozyna [79]. 

Rośliny Furanony Glon D. pulchna Ervinia carotovora [60]
 Fluorokumaryny Grejfrut (owoce) Liczne gatunki [29]
 Triterpenoidy Kasztan jadalny S. aureus [84]
Zwierzęta  Metabolity wtórne Koralowce, gąbki P. aeruginosa [95]
 Alkaloidy Mrówka ogniowa P. aeruginosa [76]
 Kwasy tłuszczowe Ryby morskie, drób Vibrio harveyi [104]
 Paraksonazy Człowiek P. aeruginosa [21]
Bakterie Indol Liczne gatunki Bakterie Gram-ujemne [30, 45, 51]
 Polisacharydy Np. E. coli, LAB Liczne gatunki [88]
 Laktonazy Np. Agrobacterium Bakterie Gram-ujemne [108]
 Amidazy Ralstonia XJ12B Bakterie Gram-ujemne [55]
 Dioxygenazy Arthrobcater nitrogualacolicus P. aeruginosa [83]

Tabela I
Przykłady organicznych inhibitorów QS

LAB – bakterie kwasu mlekowego (lactic acid bacteria). Szerszy opis w tekście

Pochodzenie Hanowanie QS u:ProducentZwiązek Piśmiennictwo



304 KRYSTYNA I. WOLSKA, ANNA M. GRUDNIAK, KATARZYNA MARKOWSKA

Wykazano również, że indol, cząsteczka biorąca udział 
w przekazywaniu sygnału między licznymi gatunkami 
bakterii, może silnie zahamować QS u szczepów nie 
mających zdolności do jej produkcji, szczególnie jeśli 
autoinduktorami QS są AHL. Inhibicję QS przez indol 
wykazano u P. aeruginosa [51], Chromobacterium vio-
laceum [30] oraz Acinetobacter oleivorans [45]. Udo-
wodniono, że u  tej ostatniej bakterii indol hamuje 
prawidłowe sfałdowanie, a więc przybranie właściwej 
konformacji przez białko AqsR, które jest regulatorem 
transkrypcji [45]. Hamująca aktywność indolu przy-
czynia się do zmniejszenia zjadliwości bakteryjnych 
patogenów, co wyraża się inhibicją tworzenia biofilmu 
i syntezy kilku czynników wirulencji [51]. Liczną grupą 
czynników QQ syntetyzowanych przez bakterie są 
enzymy degradujące induktory, w tym głównie laktony 
homoserynowe. Enzymy te należą do czterech klas: 
laktonazy, hydrolizujące pierścień laktonowy [109], 
amidazy, zwane inaczej acylazami odcinające resztę 
kwasów tłuszczowych od pierścienia laktonowego [55], 
reduktazy, degradujące tylko laktony zawierające grupę 
3-oxo, co zachodzi na drodze jej konwersji do grupy 
hydroksylowej [5] oraz oksydazy cytochromowe [10]. 
Inne rodzaje induktorów np. PQS u P. aeruginosa mogą 
być rozkładane przez enzymy należące do grupy dio-
ksygenaz [83]. Enzymy QQ produkowane przez bak-
terie pełnią ważną biologicznie rolę, zarówno w środo-
wisku, gdzie działają hamująco na wzrost konkurentów 
jak i podczas infekcji makroorganizmów [20]. 

4. Nanocząstki

3.1. Ogólna charakterystyka i antybakteryjne
 działanie

Nanocząstki, NPs (nanoparticles) definiowane są 
jako skupiska atomów o średnicy od 1 do 100 nm cha-
rakteryzujące się dużym stosunkiem powierzchni do 
objętości [85]. Różnorodność NPs jest bardzo duża, 
jednak szczególne zainteresowanie skupione jest na 
nanocząstkach metali, a zwłaszcza srebra [105]. Poten-
cjał antybakteryjny NPs jest znaczny, generalizując, 
działają silniej na bakterie Gram-ujemne niż Gram-
-dodatnie [44, 63]. Przykładami nanocząstek nieorga-
nicznych o dużym potencjale antybakteryjnym są: 
nanocząstki srebra, złota oraz tlenków tytanu, cynku, 
żelaza, miedzi magnezu, aluminium i azotu. Z nano-
cząstek organicznych należy wymienić poli-ε-lizynę, 
czwartorzędowe sole amonowe, triklosan, 5-chloro-
-8-hydroksychinoliy, polimery organometaliczne, chi-
tosan i nanocząstki polikationowe. Z terapeutycznym 
zastosowaniem nanocząstek wiąże się duże nadzieje, 
głównie ze względu na fakt, że są również aktywne 
wobec szczepów opornych na antybiotyki. Jednak, jak 

dotąd, używane są głównie w higienie osobistej i lecze-
niu infekcji powierzchniowych. Być może przyczyna 
tego zjawiska leży w nie do końca poznanym mechaniz-
mie ich działania na komórki bakteryjne, jak również 
w braku specyficzności działania – opisano ich wpływ 
także na komórki eukariotyczne. W dodatku antybakte-
ryjne działanie NPs zależy od bardzo wielu czynników 
związanych zarówno z ich fizykochemicznym charak-
terem, np. wielkością, kształtem, rodzajem odczynnika 
stosowanego do sporządzania zawiesin, jak i ze środo-
wiskiem, np. obecnością tlenu, pH i temperaturą [27]. 

Uogólniając, antybakteryjne działanie NPs opiera 
się na dwóch, niewykluczających się sposobach: znisz-
czeniu struktury i zahamowaniu funkcji osłon bakte-
ryjnych oraz indukowaniu tworzenia się reaktywnych 
form tlenu, ROS (reactive oxygen species) [6]. NPs 
wiążą się elektrostatycznie z powierzchnią komórek 
bakteryjnych, co prowadzi do zmian potencjału błono-
wego, depolaryzacji osłon, a nawet przerwania ich inte-
gralności, a w konsekwencji do zaburzeń transportu, 
funkcjonowania łańcucha oddechowego i ewentualnej 
lizy komórek. Z kolei produkcja ROS powoduje stres 
oksydacyjny prowadzący do uszkodzenia wszystkich 
makromolekuł i zahamowania wielu funkcji komórko-
wych [70]. U E. coli obserwowano uszkodzenia DNA 
prowadzące do śmierci komórki lub powstania mutacji, 
co wiąże się z  inhibicją działania systemów naprawy 
DNA [86], peroksydację lipidów osłonowych skutku-
jącą zaburzeniami w funkcjonowaniu łańcucha odde-
chowego [62] oraz destrukcję białek, głównie przez 
oddziaływania z białkami zawierającymi siarkę [85]. 
U tej bakterii stwierdzono także zahamowanie syntezy 
i funkcji takich białek jak poryny błony zewnętrznej, 
OmpA i OmpC, oraz białka szoku cieplnego IbpA 
i  IbpB [48, 57]. Na specjalne podkreślenie zasługuje 
zdolność nanocząstek do hamowania tworzenia się 
biofilmów bakteryjnych, u podstaw czego leży obni-
żenie adhezji komórek do kolonizowanej powierzchni 
[42]. Obserwowano również zmniejszenie żywot ności 
ko mórek w biofilmie [86]. Nanocząstki nie tylko cha-
rakteryzują się działaniem antybakteryjnym, lecz rów-
nież zdolnością do synergistycznego oddziaływania 
z  antybiotykami, co prowadzi do spotęgowania ich 
aktywności i sprawia, że antybiotyk może być skuteczny 
wobec szczepu uznanego za oporny [64, 107].

Istnieje spora liczba doniesień literaturowych wska-
zujących, że różne rodzaje nanocząstek zdolne są do 
hamowania QS, co skutkuje ich negatywnym wpływem 
na funkcje kontrolowane przez ten system, takie jak 
synteza czynników wirulencji i tworzenie biofilmu 
bakteryjnego [106]. Publikowane dane dotyczą głównie 
dwóch patogenów – P. aeruginosa i S. aureus, których 
genetyka i wpływ QS na fizjologię komórek są najle- 
piej poznane. Na przykład udowodniono, że u P. aeru-
ginosa QS kontroluje głównie syntezę ramnolipidów 
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(składników macierzy biofilmu) i autolizę komórek 
w biofilmie [52]. Wykazano, że nanocząstki srebra syn-
tetyzowane przez grzyb Rhizopus arrhizus w wyniku 
tzw. „zielonej syntezy” obniżają poziom ekspresji genów 
związanych z QS u P. aeruginosa – lasIR i rhlIR, a co za 
tym idzie hamują produkcję nie tylko autoregulatorów, 
lecz także wielu QS-zależnych czynników wirulencji 
takich jak: proteaza LasA, elastyna LasB, piocyjanina, 
piowerdyna, piochelina, ramnolipidy i alginian. Udo-
wodniono również znaczną, bo sięgającą nawet 96%, 
inhibicję tworzenia się biofilmu, po dodaniu subletal-
nych stężeń nanocząstek [99]. U innej Gram-ujemnej 
bakterii, E. coli, obserwowano znaczne zahamowanie 
tworzenia się biofilmu w obecności nanocząstek sre-
bra, a przy większym ich stężeniu nawet eradykację już 
utworzonego biofilmu [86]. Natomiast u S. aureus po 
dodaniu AgNPs stwierdzono uwalnianie się komórek 
z  dojrzałej struktury biofilmu, co doprowadza do 
możliwości kolonizacji innych powierzchni. Powyżej 
przytoczono wyniki badań in vitro, znacznie mniej eks- 
perymentów było prowadzonych w układzie in vivo. 
Do ciekawszych osiągnięć należy wykazanie na modelu 
królików, że nanocząstki tlenku srebra skomplekso- 
wane z  hydroksyapatytem zapobiegają wywołanym 
przez S. aureus infekcjom zdarzającym się po opera-
cjach ortopedycznych [2], jednak w tym wypadku zwią-
zek między antybakteryjnym działaniem nanocząstek, 
a  ich aktywnością QQ nie został eksperymentalnie 
udowodniony [16]. 

Obecnie dostępne metody biotechnologiczne pozwa- 
 lają na zaprojektowanie nanocząstek skutecznie i spe-
cyficznie hamujących QQ, a zarazem stosunkowo mało 
interferujących z podstawowymi funkcjami komórki. 
Na przykład otrzymano nanocząstki dwutlenku sili-
konu pokryte β-cyklodekstryną, która wiąże laktony 
homoserynowe i hamuje QS u bakterii Gram-ujem-
nych [43]. Wykazano, że zależna od QS luminescen-
cja u Vibrio fisheri jest hamowana wydajniej przez te 
koniugaty niż przez samą cyklodekstrynę [67].

5. Uwagi końcowe

Antybakteryjny potencjał omówionych w arty-
kule związków organicznych i nanocząstek oparty jest 
zarówno na ich destrukcyjnym działaniu na struk-
tury komórek bakteryjnych, jak i hamowaniu przez 
nie funkcji fizjologicznych, w tym zależnych od QS, 
co jest obserwowane nawet, gdy inhibitory obecne są 
w subletalnych, niskich stężeniach. Badania dotyczące 
aktywności QQ, a co za tym idzie modulacji wirulencji 
bakterii przez związki opisane w pracy eksperymenty 
do tej pory nie zostały zastosowane w  praktyce. Jednak 
już teraz wiadomo, że zwalczanie infekcji bakteryjnych 
przez interferencję z QS ma dwie duże zalety [92]. Jest 

metodą mało cytotoksyczną i  zarazem ograniczającą 
rozwój oporności na użyte związki [87, 90]. Stoso-
wanie związków organicznych i nanocząstek stanowi 
alternatywę do podejmowanych prób hamowania QS 
przy pomocy monoklonalnych przeciwciał, które mogą 
być użyte do zablokowania działania autoinduktorów 
QS u S. aureus i P. aeruginosa [74, 75] Na zakończenie 
należy wspomnieć, że także niektóre antybiotyki: ery-
tromycyna, cefalosporyna, fluorochinolony i azytromy-
cyna mają zdolność do hamowania QS przez interferen-
cję z syntezą autoinduktorów [94, 96]. Ta ostatnia, jako 
jedyna, pozytywnie przeszła testy kliniczne w terapii 
infekcji wywołanych przez P. aeruginosa [37]. Hamowa-
nie QS przez antybiotyki jest uważane za alternatywny 
i drugorzędny sposób przeciwbakteryjnej aktywności 
tych związków. Co więcej, na przykładzie azytromy-
cyny wykazano, że zakończenie terapii antybiotykowej 
prowadzi do niepożądanego zaostrzenia infekcji powo-
dowanych przez P. aeruginosa, ta wielce niebezpieczna 
obserwacja dostarcza argumentu przeciwko stosowaniu 
antybiotyków jako inhibitorów QS [12, 47]. 
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1. Wstęp

Dysponujemy wieloma definicjami biologicznej 
różnorodności, jednak najprościej można określić ją 
jako całe bogactwo form życia występujących na Ziemi 
[86]. W 1992 roku na szczycie ONZ w Rio de Janeiro 
uchwalono Konwencję o Różnorodności Biologicznej 
(Convention on Biological Diversity, CBD). Pojęcie 
to definiowane jest jako „zróżnicowanie wszystkich 
żywych organizmów pochodzących z ekosystemów 
lądowych, morskich i innych wodnych oraz zespołów 
ekologicznych. Dotyczy to różnorodności w  obrębie 
gatunku, pomiędzy gatunkami oraz ekosystemami” [4, 
21, 30, 49, 86]. Istnieją trzy aspekty bioróżnorodności, 
a mianowicie środowisko (ekosystem), gatunki i geny. 
Różnorodność genetyczna określa róznorodność bio-
logiczną  na poziomie molekularnym. Carl Woese [99] 
schematycznie podzielił wszystkie organizmy żywe są 

na trzy domeny: Archaea, Bacteria i Eucaryota dzięki 
badaniom, które opierały się na analizie sekwencji genu 
kodującego rybosomalne RNA. Królestwo Monera 
obejmujące dwie domeny: bakterie i archeony sklasyfi-
kowane zgodnie z teorią Woese. Teoria pięciu królestwo 
koncentruje się na różno rod ności gatunkowej, pod-
czas gdy teoria trzech domen koncentruje się na róż-
norodności genetycznej. Z  powodu mikroskopijnych 
rozmiarów bakterii, trudno jest ocenić ich stopień róż-
norodności genetycznej, który jest odzwierciedleniem 
różnorodności cząsteczek budujących komórkę [86]. 
W dniu 15 maja 2015 roku liczba opisanych i umiesz-
czonych na oficjalnej liście gatunków, obejmujących 
bakterie i archeony wynosiła 15 974 [58]. Isaac Newton 
powiedział „Co my wiemy to tylko kropelka. Czego 
nie wiemy, to cały ocean” [15]. Zgodnie z tym, obecnie 
poznane gatunki mikroorganizmów stanowią zaledwie 
niewielki procent różnorodności form żywych. 
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Uważa się, że do chwili obecnej udało się scharak-
teryzować i wyhodować w warunkach laboratoryj-
nych zaledwie jedną setną lub też dużo mniejszą ilość 
orga niz mów prokariotycznych. Jak podaje literatura 
poznano około 12% bakterii i 5% grzybów [17, 19, 20, 
29]. Niska liczba dotychczas sklasyfikowanych mikro-
organizmów wynika po pierwsze z trudności w ich izo-
lacji w postaci czystych kultur, a po drugie z ograniczo-
nej wiedzy na temat metod oznaczania genomowych 
i fenotypowych cech osobniczych [36, 65]. 

Najbogatszym rezerwuarem mikroorganizmów jest 
środowisko naturalne ze szczególnym uwzględnieniem 
gleby. Jeden gram gleby leśnej zawiera szacunkowo 
4 × 107 prokariotycznych komórek, podczas gdy jeden 
gram uprawianej gleby i łąki zawiera około 2 × 109 pro-
kariotycznych komórek. Genomowe DNA wyizolowane 
bezpośrednio z gleby, wskazuje na to, iż w  1  gramie 
gleby znajduje się około 2 000 do 18 000 genomów pro-
kariotycznych [16, 91, 92]. 

Gleba jest układem wysoce złożonym i bogatym 
pod względem liczebności i różnorodności mikro-
organizmów. Mikroorganizmy odgrywają kluczowa 
rolę w prawidłowym przebiegu większości procesów 
zachodzących w glebie m.in. w obiegu podstawowych 
pierwiastków, rozkładzie ksenobiotyków, przebiegu 
podstawowych cykli biogeochemicznych. Mikroorga-
nizmy stanowią wysoce zróżnicowaną grupę organiz-
mów żywych, stanowiącą blisko 60% całej ziemskiej 
biomasy z czego 5 × 1030 komórek występuje w środo-
wisku glebowym. Stanowi to ogromny i nie do końca 
poznany, bardzo zróżnicowany genetycznie świat drob-
noustrojów [35, 68]. 

Wszystkie wyżej wymienione aspekty oraz gene-
tyczna różnorodność drobnoustrojów glebowych stwa-
rzają duże pole do działania dla mikrobiologów poszu-
kujących nowych szczepów o różnych właściwościach 
metabolicznych [17, 29]. 

2. Metody klasyczne stosowane do identyfikacji
 bakterii

Rozwój technik badawczych umożliwił precyzyjne 
klasyfikowanie i właściwe identyfikowanie badanych 
drobnoustrojów. Obecnie taksonomia bakterii oparta 
jest na badaniach wielokierunkowych, które doty- 
czą danych uzyskanych z analizy cech fenotypowych, 
genomowych, a także z analizy filogenetycznej [13, 14, 
29, 82, 94]. 

Dane fenotypowe identyfikacji mikroorganizmów 
glebowych służą do:

•	 cech	morfologicznych	np.	kształt	czy	wynik	bar-
wienia metodą Grama;

•	 cech	fizjologicznych	i	biochemicznych	np.	zdol-
ność do wzrostu w różnych zakresach pH, obec-
ność lub brak aktywności enzymów;

•	danych	z	analiz	serologicznych	np.	różnice	w budo- 
wie antygenów rzęskowych, somatycznych i po- 
wierzchniowych;

•	danych	z	analiz	chemotaksonomicznych	np.	skład	
chemiczny ściany komórkowej, skład kwasów 
tłuszczowych [36, 41, 71, 82, 94]. 

Z kolei źródłem informacji genomowych są kwasy 
nukleinowe DNA i RNA, a najczęściej wykorzystywa-
nymi markerami filogenetycznymi są konserwatywne 
sekwencje DNA: 16S rDNA i 23S rDNA oraz sekwencje 
genów podstawowych szlaków metabolicznych tj.: dnaK, 
amoA, gyrA, rpoD, recA [6, 16, 31, 34, 55, 82, 96, 98].

W badaniach taksonomicznych wykorzystywane są 
zarówno klasyczne techniki hodowlane jak i techniki 
molekularne. Obowiązuje określony schemat trój po-
ziomowej piramidy przedstawiającej trzy etapy obec-
nie przeprowadzanych badań w identyfikacji drobno-
ustrojów (rys. 1) [34, 64, 97]. W niniejszej piramidzie 
wyróżniamy trzy poziomy badań, a każdy kolejny jej 
poziom dostarcza bardziej szczegółowych informa- 
cji i zawęża liczbę izolatów poddawanych analizie [34, 
63, 64, 94, 97].

Rys. 1. Trzy etapy badań wykorzystywane w celu ustalenia pozycji 
taksonomicznej badanych szczepów [34] (zmodyfikowano).

DDH – hybrydyzacja DNA-DNA

Podstawą piramidy są metody przesiewowe tzw. 
screening. Mają one na celu szybkie zróżnicowanie 
dużej liczby izolatów mikroorganizmów glebowych 
i pogrupowanie ich w zależności od stopnia podobień-
stwa. W tym celu do badań użyte są testy biochemiczne, 
fizjologiczne oraz metody typowania oparte o analizę 
DNA [34, 64, 94]. Kolejnym szczeblem piramidy jest 
ustalenie pozycji filogenetycznej poszczególnych grup 
(scharakteryzowanych na podstawie poprzedniego 
poziomu) w oparciu o analizę porównawczą sekwen-
cji genu 16S rRNA. Ostatni etap badań to oznaczenie 
metodą hybrydyzacji stopnia podobieństwa DNA-DNA 
i oznaczenie przynależności gatunkowej badanego 
szczepu [34, 65, 94, 97]. 
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3. Metody molekularne stosowane do identyfikacji
 mikroorganizmów glebowych

Przez wiele lat identyfikacja mikroorganizmów 
dotyczyła metod opartych na podłożach hodowlanych 
[52]. W latach osiemdziesiątych XX wieku wraz z roz-
wojem technik molekularnych nastąpił intensywny 
postęp w badaniach z zakresu mikrobiologii. Okazało 
się, że w przypadku bakterii glebowych jedynie około 
0,1% do 1% może wyrosnąć na tradycyjnych podłożach 
mikrobiologicznych [46, 87, 91].

Znaczna większość aktywnych metabolicznie mikro- 
 organizmów glebowych jest niezdolna do wzrostu 
w  postaci kolonii na selektywnych podłożach agaro-
wych. Szacuje się że zaledwie ok. 1% z  109  komórek 
bakteryjnych występujących w 1 g gleby jest zdolnych do 
wzrostu na sztucznych podłożach mikrobiologicznych. 
W latach 90. XX wieku po raz pierwszy w  literaturze 
pojawiło się określenie mikroorganizmów „żywych, lecz 
niedających się hodować” (VBNC – viable but noncultu-
rable) [31, 64, 65]. Istnieje zatem potrzeba opracowania 
szybkich, czułych i rzetelnych metod dających możli-
wość zarówno bezpośredniej oceny pełnego obrazu 
mikrobiologicznego z pominięciem etapu hodowli, jak 
i identyfikacji wcześniej wyhodowanego drobnoustroju. 
Stosowanie bowiem klasycznych metod mikrobiologicz-
nych opartych na analizie cech fenotypowych drobno-
ustrojów pozwala jedynie na określenie zaledwie 1–10% 
składu populacji mikroorganizmów glebowych [31].

Badanie genomu drobnoustrojów stało się dopeł-
nieniem metod fenotypowych, a nawet nadrzędnym 
narzędziem w identyfikacji bakterii. Metody geno-

mowe oparte na technologii badań molekularnych, 
nie zależą od warunków hodowli i są bardziej powta-
rzalne w  porównaniu do metod klasycznej analizy 
fenotypowej. Dodatkowym aspektem przemawiającym 
za przewagą metod genomowych jest fakt, iż kwasy 
nukleinowe występują u wszystkich żywych organiz-
mów [36, 82, 94].

U podstaw metod molekularnych leży detekcja 
makrocząsteczek (kwasów nukleinowych, białek, kwa-
sów tłuszczowych) występujących w organizmach 
żywych [31]. Dodatkową zaletą tych metod jest możli-
wość bezpośredniej ekstrakcji tych cząstek z gleby, bez 
konieczności hodowli mikroorganizmów. Iloś ciowe lub 
jakościowe zmiany w obrębie tych cząsteczek świadczą 
o bezpośrednich zmianach w zespołach mikroorga-
nizmów w reakcji na biotyczne i abiotyczne czynniki 
środowiska [31, 65].

Wykorzystywane w identyfikacji drobnoustrojów 
glebowych metody molekularne charakteryzują się 
zróżnicowaną rozdzielczością, czyli umożliwiają kla-
syfikowanie szczepów na różnych poziomach takso-
nomicznych tzn. od szczepu, przez gatunek do rodzaju 
i  rodziny. Przykładowo sekwencjonowanie rDNA 
pozwala przyporządkować szczep do rodzaju, hybry-
dyzacja DNA-DNA klasyfikuje do rangi gatunku, 
a w obrębie gatunku szczepy różnicuje się w oparciu np. 
o polimorfizm długości amplifikowanych fragmentów 
restrykcyjnych (AFLP – Amplified Fragment Length 
Polymorphism), (rys. 2) [13, 94]. 

Na przełomie ostatnich dziesięcioleci obserwuje się 
ogromny postęp w ocenie zróżnicowania drobnoustro-
jów. Jest to związane z intensywnym rozwojem szeregu 

Rys. 2. Rozdzielczość metod stosowanych w identyfikacji bakterii [94], zmodyfikowano
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zaawansowanych metod diagnostycznych opartych na 
analizie kwasów nukleinowych. Metody te umożliwiają 
charakterystykę mikroorganizmów na poziomie funk-
cjonalnym i  filogenetycznym. Metody molekularne 
stosowane w  analizie mikroorganizmów glebowych 
umożliwiają pełną analizę zespołu mikroorganizmów 
lub też częściową analizę charakterystycznej puli drob-
noustrojów w oparciu o wybrane geny metabolizmu 
podstawowego (rys. 3) [31].

4. Analiza zawartości zasad G+C w DNA

W DNA występują cztery zasady azotowe: dwie 
puryny: adenina (A) i guanina (G) oraz dwie pirymi-
dyny: cytozyna (C) i tymina (T), których kolejność 
wyznacza informację genetyczną zawartą w genomie 
danego mikroorganizmu [82]. Określenie zawartości 
zasad guaniny i cytozyny (G+C) w DNA było jedną 
z  pierwszych metod molekularnej charakterystyki 
mikroorganizmów [6, 26, 56, 90]. W połowie XX wieku 
opisano reguły dotyczące składu nukleotydowego DNA 
tzw. reguły Chargraffa [10]. Z przeprowadzonych badań 
wynikało, że: suma puryn (adenina – A i guanina – G) 
równa się sumie pirymidyn (cytozyna –  C i  tymina 
– T), stosunek molarny adeniny do tyminy równa się 1, 
a guaniny do cytozyny także wynosi 1, czyli zasady azo-
towe występujące w DNA znajdują się w równoważnych 
ilościach: stosunek A:T = 1 oraz G:C = 1 [10, 12, 28, 82]. 

Jednakże, względny współczynnik (G+C)/(A+T) 
wykazuje różnice w stosunku do badanych mikroorga-

nizmów, a dla danego gatunku jest on stały. Zawartość 
zasad G+C wyrażana jest w mol% a oblicza następują-
cego wzoru [6, 82]:

Różnice zawartości zasad guaniny i cytozyny (G + C). 
jest wykorzystywana do badania różnorodności mikro-
organizmów środowisk glebowych [48, 70]. W  DNA 
prokaryota zawartość G+C waha się w granicach od 
25 mol% do 75 mol% [26, 90]. Z gleby uprawnej zawiera-
jącej 2,3% substancji organicznej i 12% iłu wyizolowano 
DNA różniący się zawartością zasad G+C, po czym 
porównano te wartości do znanych rodzajów drobno-
ustrojów glebowych i określono, iż zawartość zasad G+C 
równa 65% oznacza, że w glebie znajdowały się bakte-
rie nieleżące do rodzajów Arthrobacter, Agrobacterium 
i Pseudomonas, 69% wskazuje na Strepto myces, z kolei 
45% wyróżnia Bacillus i Streptococucus [73]. Natomiast 
Nusslein i Tiedje [70] analizowali bioróżnorodność 
pastwisk i gleb leśnych używając metody określenia 
zawartości zasad G+C w połączeniu z techniką ARDRA 
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) 
i sekwencjonowaniem rDNA. Każda z zastosowanych 
metod pokazała, iż rośliny mają duży wpływ na kształ-
towanie się drobnoustrojów w środowisku glebowym. 
Autorzy stwierdzili, że wszystkie trzy metody badań 
społeczności mikroorganizmów charakteryzowały się 
innym poziomem rozdzielczości oraz, że metody te 
tworzą komplementarną grupę testów do dokładnego 
badania mikrobiologicznej różnorodności [29, 48]. 

Rys. 3. Metody molekularne stosowane w analizie zróżnicowania genetycznego mikroorganizmów glebowych [31]

mol% G + C = –––––––––––––––––––– × 100%
mol (G + C)

mol (A + T + C + G)
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Przyjęto, że organizmy ściśle ze sobą spokrewnione 
różnią się zawartością zasad G+C od 3 do 5 mol%, co 
wskazuje, że należą do tego samego gatunku [48, 56, 64, 
65, 70, 82]. Natomiast w obrębie rodzaju różnica ta nie 
może przekraczać 10 mol% [64, 65, 82]. Teoretycznie 
im większa różnica w zawartości zasad G+C w DNA 
między dwoma organizmami, tym mniej są one ze sobą 
powiązane. Jednakże, należy zauważyć, że jakiekolwiek 
różnice w  mol% G+C są ważne w taksonomicznym 
określaniu grup, to podobieństwo zawartości zasad 
G+C niekoniecznie wskazuje na bliskie pokrewieństwo 
organizmów, ponieważ w oznaczeniach nie brane są po 
uwagę liniowe sekwencje w cząsteczkach. Z kolei nie-
które rodzaje jak np. Clostridium (21–54 mol%) i Bacil-
lus (32–69 mol%) wykazują dużą rozpiętość zawartości 
zasad G+C [6, 64, 65, 82]. Aspektem przemawiającym 
za metodą oznaczania zawartości zasad G+C jest fakt, 
że jest to analiza niezależna od techniki PCR, obejmuje 
cały wyizolowany DNA oraz jest to metoda ilościowa, 
która pozwala wykryć unikalne gatunki drobnoustro-
jów, jednak wymagane są duże ilości wyizolowanego 
genomowego DNA (do 50 μg) [26, 29, 56, 90].

5. Hybrydyzacja kwasów nukleinowych

Hybrydyzacja DNA jest miarą stopnia złożoności 
genetycznej drobnoustrojów i jest stosowana w celu 
oszacowania bioróżnorodności mikroorganizmów 
[91]. Hybrydyzacja kwasów nukleinowych to proces 
łączenia dwóch nici DNA lub RNA-DNA na podsta-
wie komplementarności zasad. W metodzie oznaczania 
stopnia podobieństwa DNA-DNA pomiędzy dwoma 
organizmami wykorzystuje się właściwości fizykoche-
miczne dwuniciowych kwasów nukleinowych. Wiąza-
nia wodorowe w dwuniciowej cząsteczce kwasu nukle-
inowego mogą ulec rozerwaniu. Dwie nici mogą być 
rozdzielone do form jednoniciowych drogą denaturacji 
(wysoką temperaturą) lub w warunkach alkalicznego 
pH. Reakcja ta jest odwracalna, tzn. pojedyncze nici 
mogą ponownie zostać połączone (reasocjacja) na zasa-
dzie komplementarności nukleotydów po powrocie do 
optymalnej temperatury (rys. 4) [63, 82]. Warunkiem 
reasocjacji jednoniciowych cząsteczek jest fakt, że róż-
nica w sekwencji nukleotydowej nie może być większa 
niż 20% – a więc musi być spełniony warunek identycz-
ność sekwencji sięgającej przynajmniej 80% [13, 63, 82].

W doświadczeniach, w których przeprowadzana 
jest hybrydyzacja dwóch cząsteczek, jedna z nich jest 
wyznakowana i tworzy tzw. sondę molekularną, która 
służą do identyfikacji sekwencji komplementarnych 
w  materiale genetycznym wyizolowanym z  mikro-
organizmów. Sondy najczęściej znakuje się fluores- 
cencyjnie np. fluoresceiną lub rodaminą ale, także 
można znakować radioaktywnym izotopem np. 32P 

lub 3H lub nieradioaktywnie np. digoskygeniną [6, 25, 
27, 40, 73, 85, 89]. 

Wszystkie techniki hybrydyzacyjne używane do 
określania względnego podobieństwa drobnoustro-
jów, pomimo różnic metodycznych opierają się na 
tych samych podstawach. Izolaty DNA pochodzące 
z próbek środowiskowych miesza się ze sobą i denatu-
ruje w celu uzyskania jednoniciowych struktur DNA. 
W  ściśle określonych warunkach reakcji następuje 
reasocjacja i tworzenie cząsteczek hybrydowych. Im 
wyższe podobieństwo genetyczne dwóch badanych 
organizmów, tym więcej mają one wspólnych sekwen-
cji nukleotydowych, a co za tym idzie powstaje więcej 
struktur hybrydowych. Porównanie wyników uzyska-
nych dla heterodupleksów z tymi dla referencyjnego 
DNA (homodupleksu), daje nam stopień podobieństwa 
DNA-DNA [27, 82, 89].

Wyróżniamy dwa główne parametry, które służą do 
pomiaru stopnia podobieństwa cząsteczek DNA: RBR 
oraz ΔTm.

•	RBR	(Relative	Binding	Ratio	–	względny	współ-
czynnik wiązania) to wskaźnik ilości heteroduple-
ksów względem homodupleksów, które są wzor-
cem 100% reasocjacji. 

•	ΔTm (różnica w temperaturze denaturacji ter-
micznej dupleksów) to wskaźnik stabilności ter-
micznej dupleksów DNA, czyli jest to różnica 
w  temperaturze denaturacji homodupleksów 
i  heterodupleksów. Stopień denaturacji DNA 
zależy od zawar tości w nim zawartości G+C, siły 
jonowej roztworu oraz temperatury. Wartość Tm 
wskazuje na temperaturę, przy której 50% DNA 
znajduje się w stanie denaturowanym [39, 64, 82]. 

Hybrydyzacja genomowego DNA jest podstawą 
do klasyfikacji mikroorganizmów do rangi gatunku 
[64, 82]. Do jednego gatunku genomowego zaliczamy 
szczepy o wartości hybrydyzacji 70% i  więcej oraz 
charakteryzujące się ΔTm mniejszą niż 5°C [20, 82, 
94, 97]. Metodą hybrydyzacji oceniono różnorodność 
drobnoustrojów w 1 gramie różnych gleb i oszacowano 
ją na poziomie od 500 tysięcy do nawet 10 milionów 
genomów organizmów prokariotycznych [33]. Obec-
nie stosowanych jest kilka technik hybrydyzacji DNA-
-DNA, m.in. wprowadzona w  latach  70. XX  wieku 
hybrydyzacja w roztworze tzw. metoda De Ley’a, czy 
opisana pod koniec lat 80. metoda hybrydyzacji DNA 
wyznakowanego np. biotyną z DNA związanym kowa-
lencyjnie do powierzchni specjalnej mikropłytki [18, 
25, 63]. Hybrydyzacja może być również przeprowa-
dzona na poziomie komórkowym i może być wykonana 
in situ. Ta metoda dostarcza cennych informacji doty-
czących rozkładu przestrzennego mikroorganizmów 
w  próbkach środowiskowych [42]. Jednym z  najbar-
dziej popularnych sposobów hybrydyzacji DNA jest 
technika FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 
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– fluorescent in situ hybridization). Za pomocą tech-
niki FISH możemy określać rozkład przestrzenny bak-
terii w różnych środowiskach, takich jak np. biofilm 
[85]. Ograniczeniem hybrydyzacji FISH jest fakt, że 
bezpośrednie badanie próbek środowiskowych wyka-

zuje niską czułość. Związane jest to z obecnością małej 
liczby kopii sekwencji pochodzących z gatunków domi-
nujących, które prawdopodobnie nie zostaną wykryte. 
Rozwiązaniem problemu jest technika PCR, gdzie DNA 
uzyskany bezpośrednio ze środowiska będzie stanowił 
matrycę w reakcji PCR i zostanie zamplifikowany [48]. 

W identyfikacji mikroorganizmów i badaniu bio-
różnorodności coraz częściej używa się metody łacącej 
hybrydyzację DNA-DNA z  mikromacierzami DNA 
z ang. microarry (inaczej DNA chip). Metoda mikro-
macierzy DNA opiera się na klasycznych technikach 
hybrydyzacyjnych używanych do analizy ekspresji 
genów. Wyznakowana próbka (badany materiał mikro-
biologiczny) jest umieszczana na płytce zawierającej 
sondy DNA o znanej sekwencji nukleotydowej. Następ-
nie pytka taka poddawana jest skanowaniu przez czyt-
nik laserowy, co w efekcie daje punkty świecące z różną 
intensywnością co spowodowane jest występowaniem 
charakterystycznych sond dla określonych genów. 
Następny etap polega na przyporządkowaniu każdemu 
punktowi liczby określającej natężenie fluores cencji. 
Uzyskane w ten sposób dane liczbowe poddawane są 
analizie bioinformatycznej [5, 11, 44, 56, 62]. 

Mikromacierze DNA określane są jako uporząd-
kowane zbiory fragmentów genów (sond molekular-
nych) (rys. 5). Zbiory te występują w postaci jednoni-
ciowych odcinków DNA, charakteryzujących się różną 
długością, skorelowaną z typem mikromacierzy [44]. 
Mikromacierze zbudowane są z kilku tysięcy punk-
tów unieruchomionych w określonych miejscach na 
podłożu, z których każdy zawiera fragmenty DNA, 
czyli pojedyncze sondy. Obecnie używane technologie 
wytwarzania mikromacierzy zawierają sondy oligo - 
nukleotydowe lub sondy cDNA [44, 56, 62, 100]. Tech-
nika ta umożliwia porównanie profili ekspresji genów 
komórek, tkanek, organizmów pod wpływem różnych 
czynników. Metoda charakteryzuje się możliwością 
jednoczesnego analizowania tysięcy genów [22, 62, 
84]. Mikromacierze mogą posiadać charakterystyczne 
geny tzw. tarcze w postaci np. reduktazy azotanowej czy 
też nitrogenazy, dzięki czemu możliwe jest precyzyjne 
określenie różnorodności mikrobiologicznej. Macierze 
mogą, także zawierać fragmenty DNA, pochodzące od 
referencyjnych gatunków występujących w próbkach 
środowiskowych [38, 56].

Rys. 5. Schemat techniki z wykorzystaniem mikromacierzy [5, 95]
(zmodyfikowano)

Rys. 4. Schemat przedstawiający hybrydyzację kwasów nukleinowych [82] (zmodyfikowano)
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6. Analiza sekwencji kwasów nukleinowych

Sekwencjonowaniem nazywamy ustalenie kolej ności 
nukleotydów, które stanowią informację genetyczną 
o  badanym organizmie, o budowie genów ich funk-
cjonowaniu oraz o regulacji ich ekspresji [53]. Genom 
spełnia kluczową rolę w funkcjonowaniu organizmu, 
a  jego znajomość ma decydujący wpływ na rozwój 
wielu dziedzin nauki. Duże znaczenie analizy sekwen-
cyjnej odzwierciedla się w  wzrastającym rozwoju 
technik sekwencjonowania. Metody sekwencjonowa-
nia bazują zasadniczo na dwóch metodach: metodzie 
terminacji łańcucha zwanej inaczej dideoksy sekwen-
cjonowaniem i metodzie Maxama i Gilberta opartej na 
chemicznej degradacji DNA [54, 66, 75, 79, 83]. Wiele 
grup badawczych na całym świecie prowadziło badania 
na rzecz rozwoju alternatywnych zasad sekwencjono-
wania DNA. Trzy metody, które wydają się być bardzo 
obiecujące to sekwencjonowanie przez hybrydyzację 
[47, 72], sekwencjonowanie oparte równolegle na liga-
cji i rozszczepieniu [9] oraz pirosekwencjonowanie 
[80, 81]. Stosunkowo nową ale powszechnie stosowaną 
technologią oznaczania sekwencji kwasów nukleino-
wych jest pirosekwencjonowanie [79] (rys. 6). Metoda 
ta nazywana jest też sekwencjonowaniem w czasie rze-
czywistym. Podstawą metody jest pomiar ilości pirofos-
foranu (PPi), uwalnianego w momencie wbudowywania 
komplementarnej zasady do nowosyntetyzowanej nici 
DNA. Detekcji dokonuje się pośrednio, poprzez reje-
strację sygnału świetlnego, będącego wynikiem serii 

reakcji enzymatycznych. Reakcja przeprowadzana jest 
w obecności specyficznego startera i  czterech enzy-
mów: fragmentu Klenowa polimerazy DNA, sulfury-
lazy ATP, lucyferazy i apyrazy oraz substratów (dNTP). 
Sulfurylaza ATP katalizuje przekształcenie PPi w ATP 
w  obecności adenozyno-5’-fosfosiarczanu. ATP przy 
udziale lucyferazy indukuje konwersję lucyferyny do 
oksylucyferyny czego efektem jest emisja światła o natę-
żeniu proporcjonalnym do liczby wbudowywanych 
nukleotydów. Jest ono rejestrowane przez kamerę CCD 
i uwidaczniane w postaci pyrogramu. Ostatni etap to 
degradacja nadmiaru dNTP i ATP przez apyrazę (rys. 6 
i rys. 7) [3, 7, 27, 43, 53, 79, 88]. 

Dzięki szybkiemu postępowi w analizie bioinforma-
tycznej, informacje uzyskane z metod sekwencjonowa-
nia, każdy badacz może przeanalizować samodzielnie 
wykorzystując powszechnie dostępne bazy danych, 
w  których zgromadzono sekwencje genomowe orga-
nizmów. Istnieją dwa główne serwery, w których prze-
chowywane są sekwencje genomowe: europejski EMBL 
oraz amerykański GenBank [34, 69]. Obecnie obser-
wujemy wykładniczy wzrost liczby kompletnie zse-
kwencjonowanych genomów. Na początku 2015 roku 
liczba zsekwencjonowanych genomów wynosiła 63 170 
(wg bazy danych GOLD) w tym z królestwa (domeny) 
Archaea – 1 078, Bacteria – 45 076, Eukaryota – 9 059 
[45, 60]. Zsekwencjonowane zostały także genomy 
bakterii glebowych. W pełni poznany jest chociażby 
genom Bradyrhizobium sp. BTAi1, Bradyrhizobium sp. 
ORS278, Pseudomonas putida F1, Pseudomonas stutzeri 
A1501, Sinorhizobium meliloti 1021, Rhizobium legumi-
nosarum bv. viciae 3841, Nitrosomonas eutropha C91, 
Bacillus subtilis TPK 210909 [45].

Porównawcza charakterystyka (molekularna) izo-
latów bakterii i dokładna ich identyfikacja jest jednym 
z  głównych problemów w mikrobiologii. Dla wielu 
gatunków mikroroganzimów technika MLST – Mul-
tilocus Sequence Typing uważana jest za „złoty stan-
dard” [57, 74]. Metoda ta polega na analizie zazwyczaj 
siedmiu sekwencji genów metabolizmu podstawowego 
(housekeeping genes) rozproszonych na chromosomie 
i powszechnie występujących u wszystkich badanych 

Rys. 7. Przykładowy pyrogram [80], zmodyfikowano

Rys. 6. Schemat procedury pirosekwencjonowania, X – jeden
z czterech nukleotydów [80, 81], zmodyfikowano
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organizmów. Technika ta charakteryzuje się bardzo 
wysoką powtarzalnością, ponieważ opiera się na ana-
lizie zmian (mutacji punktowych) w sekwencji nukleo-
tydowej genów metabolizmu podstawowego [1, 23, 61, 
93]. Sekwencje każdego fragmentu są porównywane ze 
wszystkimi wcześniej zidentyfikowanymi sekwencjami 
(allelami) w tym locus [1]. Allele siedmiu loci tworzą 
profil alleliczny, a następnie typ sekwencyjny ST (Sequ-
ence Type). Technika MLST pozwoliła utworzyć dwie 
główne sieci ogólnodostępnych międzynarodowych baz 
danych znajdujących się w Imperial College w Londy-
nie [67] i Oxford University [1, 24, 76].

Badania nad identyfikacją mikroorganizmów doty-
czą, także pomiaru średniego podobieństwa sekwencji 
nukleotydowych ANI (Average Nucleotide Identtity) 
pomiędzy wspólnymi genami dwóch szczepów, których 
genom został zsekwencjonowany [51]. Szczepy z  co 
najmniej 95% ANI należą do tego samego gatunku. 
Parametr ten jest rzetelnym i niezawodnym kryterium 
określania pokrewieństwa mikroorganizmów. Technika 
ANI jest wyjątkowo czułą metodą pomiaru ewolucyj-
nego pokrewieństwa pomiędzy ściśle spokrewnionymi 
szczepami bakterii, czyli takimi, które wykazują więk-
sze niż 60% ANI, większy niż 97% stopień identycz-
ności sekwencji genu 16S rRNA [50, 51]. W badaniach 
Gorisa i wsp. stwierdzono zbieżność 95% ANI i 70% 
DDH (hybrydyzacja DNA-DNA, ponadto wykazano, że 
parametr ANI wskazuje największą korelację z wartoś-
ciami DDH, pośród kilku badanych parametrów[37].

Analiza sekwencji rRNA jest jednym z najczęściej 
stosowanych parametrów umożliwiających ustalenie 
powiązań filogenetycznych pomiędzy mikroorganiz-
mami [94]. Cząsteczka rRNA spełnia jednocześnie 
kilka ważnych kryteriów, a mianowicie występuje 
powszechnie u wszystkich badanych organizmów, jest 
funkcjonalnie stała (wchodzi w skład rybosomu, któ-
rego podstawową funkcją jest synteza białka), zawiera 
domeny konserwowane i zmienne oraz posiada odpo-
wiednią wielkość, niosącą wystarczającą ilość infor-
macji [64, 82, 94]. W  ciągu ostatnich 25  lat, metody 
obejmujące analizę rRNA lub geny kodujące rRNA 
(rDNA) zrewolucjonizowały taksonomię organizmów 
prokariotycznych [82]. Rybosomy Procaryota zbu-
dowane są z  trzech typów rRNA o stałych sedymen-
tacji 5S rRNA (120  nukleotydów), 16S  rRNA (1 650 
nukleotydów) i  23S  rRNA (3 300 nukleotydów) [8, 
82]. Obecnie ze względu na niewielką ilość informa-
cji genetycznej niesionej przez cząsteczkę 5S  rRNA 
nie jest ona stosowana przy identyfikacji mikroorga-
nizmów. Sekwencjonowanie cząsteczki 23S  rRNA ze 
względu na jej wielkość, także nie jest powszechnie 
stosowane w analizach filogenetycznych. Natomiast 
sekwencjonowanie cząsteczki 16S rRNA stało się 
obecnie standardem w  badaniach taksonomicznych 
bakterii [94]. Bazy danych zawierające znaczne ilości 

sekwencji 16S  rDNA z pewnością przyczyniły się do 
częstego stosowania tego markera w badaniach porów-
nawczych mikroorganizmów [82, 94]. Przykładowo 
na stronie internetowej Ribosomal Database Project 
Relasae zgromadzono 3 224 600  sekwencji 16S rDNA 
bakterii i archeonów (stan na dzień 26 maj 2015 rok) 
[78]. Jednakże istnieją pewne ograniczenia w zasto-
sowaniu genu 16S rDNA w  identyfikacji mikroorga-
nizmów. Należy pamiętać, że ze względu na wolne 
tempo ewolucji, które charakteryzuje 16S rDNA, że nie 
powinna być stosowana do klasyfikacji blisko spokrew-
nionych organizmów [59, 94]. Dodatkowym proble-
mem może być fakt, że genomy bakteryjne mogą zwie-
rać kilka kopii genów rDNA, które w obrębie jednego 
organizmu mogą różnić się sekwencją np. u Sinorhizo-
bium meliloti 1021 i Rhiozbium etli CFN42 jest ich trzy 
[2, 64]. Gdy stopień podobieństwa sekwencji 16S rDNA 
dwóch szczepów wynosi przynajmniej 95%, wówczas 
organizmy zaliczane są do tego samego rodzaju. Z kolei, 
gdy identyczność sekwencji 16S rDNA wynosi więcej 
niż 97%, wówczas organizmy można uznać za ten sam 
gatunek [13, 77, 82, 94]. 

7. Podsumowanie

W pracy przedstawiono wybrane metody moleku-
larne wykorzystywane do badań mikroorganizmów 
glebowych. Analiza bioróżnorodności środowiska gle-
bowego jest ważna nie tylko dla podstawowych badań 
naukowych, ale także dla badań dotyczących poszuki-
wania nowych szczepów. Liczba dotychczas zidentyfi-
kowanych mikroorganizmów jest niska. Ograniczeniem 
w  klasyfikacji drobnoustrojów są problemy w  izo-
lacji w  postaci czystych kultur i ograniczona wiedza 
na temat cech fenotypowych i genomowych. Metody 
molekularne stosowane w identyfikacji drobnoustrojów 
glebowych mają przewagę nad klasycznymi metodami 
fenotypowymi, ponieważ są niezależne od warunków 
hodowli, są bardziej powtarzalne i czułe. Genomika 
w sposób znaczący weryfikuje dotychczasową analizę 
bioróżnorodności oraz rozbudza olbrzymie nadzieje 
na dotarcie do mikroorganizmów niehodowanych. 
Wykorzystywane metody molekularne umożliwiają 
klasyfikowanie szczepów. I tak analiza zawartości zasad 
G+C wyznacza granice gatunku, podobnie jest w przy-
padku metody hybrydyzacji. Sekwencjonowanie DNA 
pozwala różnicować szczepy od gatunku przez rodzaj, 
aż do rodziny. Natomiast analiza sekwencji 16S rRNA 
umożliwia klasyfikację mikroorganizmów na poziomie 
gatunku i rodzaju. Postęp technologiczny i malejące 
koszty analiz genomowych są czynnikiem zachęcającym 
do coraz powszechniejszego stosowania metod moleku-
larnych. Wyzwaniem dla mikrobiologów jest udoskona-
lanie i rozpowszechnienie metod genomowych.
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Podziękowania
Opracowanie wykonano w ramach realizacji zadania 1.4. Ocena 

i kształtowanie bioróżnorodności środowiska glebowego oraz aktyw-
ności mikrobiologicznej gleb z uwzględnieniem różnych warunków 
siedliskowych i systemów gospodarowania. Program Wieloletni 
IUNG-PIB na lata (2016–2020).
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1. Wstęp

Hodowla bakterii uznawana jest za „złoty standard” 
w  diagnostyce bakteriologicznej. Umożliwia m.in. 
wstępną identyfikację bakterii poprzez określenie ich 
właściwości biochemicznych, oznaczenie lekowrażli-
wości oraz stanowi źródło materiału do badań mole-
kularnych. Aby hodowla spełniała swoje zadanie, pod-
łoża należy dobrać do wymagań patogenów obecnych 
w  badanym materiale, zapewniając im optymalne 
warunki wzrostu. Kontrola jakości podłoży mikrobio-
logicznych jest jednym z podstawowych elementów pro-
gramu zapewniania jakości w laboratorium mikrobiolo-
gicznym, jednak na ich użyteczność składa się nie tylko 
odpowiednie przygotowanie i przechowywanie, ale i do- 
branie pożywki do rodzaju badanego materiału [18, 19].

W celu zapewnienia właściwych warunków rozwoju 
bakterii podłoża muszą spełniać szereg wymagań. Mogą 
się one od siebie znacząco różnić, jednak wszystkie 
powinny zawierać odpowiednią ilość przyswajalnych 
form pierwiastków biogennych: C, O, H, N, P, S, źródeł 
energii, soli mineralnych, mikroelementów: Zn, Mn, 
Cu, Mo, Co, Ni oraz innych substancji potrzebnych do 
wzrostu bakterii, takich jak witaminy i aminokwasy. 

Ponadto, muszą odznaczać się odpowiednim poten-
cjałem oksydoredukcyjnym, ciśnieniem osmotycznym 
i pH. Większość bakterii wykazuje najobfitszy wzrost 
na podłożach o odczynie obojętnym, jednak niektóre 
wymagają szczególnie niskiego lub wysokiego pH. Pod-
łoża powinny być również jednorodne i przejrzyste, 
o ile w ich skład nie wchodzą związki nierozpuszczalne, 
np. CaCO3 lub tłuszcze. Podłoża specjalne, przezna-
czone dla wybranych grup bakterii, zawierają dodat-
kowo składniki selekcyjne lub różnicujące [6, 18]. 

Hodowle bakterii obligatoryjnie wewnątrzkomór-
kowych, którym tradycyjne podłoża bakteriologiczne 
nie są w stanie zapewnić właściwych warunków roz-
woju, prowadzone są w zarodkach kurzych lub hodow-
lach komórkowych. Do tej grupy zaliczają się m.in. 
Chlamydia spp., Coxiella spp., Rickettsia spp. i Myco-
bacterium leprae [2, 3, 5].

2. Przygotowywanie i przechowywanie podłoży

Podłoża mikrobiologiczne dzielimy na dwie grupy: 
•	przygotowywane	w	 laboratorium	ze	 składników	

podstawowych lub komercyjnie dostępnych gra-
nulatów i odwodnionych proszków,
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•	 gotowe	do	użycia,	w	probówkach	lub	na	płytkach	
Petriego. 

Jeśli podłoża przygotowywane są w laboratorium, to 
właśnie na nim spoczywa odpowiedzialność za jakość 
przygotowywanych pożywek. W przypadku podłoży 
komercyjnych producenci zobowiązani są do kontroli 
jakości swoich produktów, czego potwierdzeniem jest 
certyfikat przedstawiający jej wyniki. Certyfikaty dla 
składników podstawowych i podłoży w proszku odno-
szą się tylko do takiej postaci, jaka została dostarczona 
do laboratorium, ponieważ właściwości ostatecznej 
postaci pożywki zależą także od sposobu jej przygo-
towania. Bez względu na to, czy podłoża pochodzą od 
wytwórców komercyjnych, czy powstają w laborato-
rium, należy zapewnić nadzór nad wszystkimi czyn-
nikami i etapami przygotowania, które mają wpływ 
na właściwości fizyko-chemiczne i użytkowe podłoży. 
Nadzór ten obejmuje standaryzację produkcji i prze-
chowywania podłoży oraz wdrożenie programu kon-
troli ich jakości [13, 19, 20]. 

Do najistotniejszych elementów wpływających na 
jakość pożywek należą [9, 13, 19, 20]: 

•	 zastosowane	 surowce	 lub	 podłoża	 sypkie,	 które	
powinny być przechowywane w szczelnych po- 
jemnikach w przewiewnym, chłodnym i ciemnym 
miejscu,

•	woda,	której	pH	powinno	zawierać	się	w	zakre-
sie 5,5–7,5, a przewodność właściwa mierzona 
w 25°C wynosić nie więcej niż 25 μS/cm – prze-
wodność zależy wprost proporcjonalnie od za- 
wartości jonów soli, w tym jonów miedzi, które 
hamują wzrost drobnoustrojów,

•	 skład	pożywki	–	odpowiednie	proporcje	poszcze-
gólnych składników warunkują właściwości od- 
żywcze i użytkowe,

•	 sposób	przygotowania	pożywki	zgodny	z	obowią-
zującymi procedurami i udokumentowany tak, by 
umożliwić odtworzenie przebiegu wytwarzania 
danej partii,

•	przebieg	procesu	sterylizacji	przeprowadzanej	za	
pomocą pary wodnej pod ciśnieniem lub filtracji,

•	 opakowanie,	warunki	transportu	i	przechowywa-
nia zapewniające stabilność właściwości pożywki: 
zabezpieczające przed kontaminacją, uszkodze-
niami mechanicznymi, odwodnieniem skutkują-
cym zmianą stężenia poszczególnych składników, 
destrukcyjnym działaniem światła, które przy 
dłuższej ekspozycji może doprowadzić do zmiany 
składu chemicznego poprzez niepożądane reakcje 
między składnikami podłoża lub ich degradację, 
skrajnymi temperaturami – zbyt wysoka tempera-
tura może doprowadzić do degradacji lub zmian 
stężenia komponentów, zbyt niska do wytrącenia 
niektórych składników, a duże wahania tempera-
tury do nadmiernej kondensacji wody.

Aby umożliwić pełną identyfikację danej serii po - 
żywki, każde naczynie z podłożem (płytka, kolba, 
butelka czy probówka) powinno być opisane jego nazwą 
oraz datą przygotowania lub datą ważności partii, 
z której pochodzi [19].

3. Kontrola jakości

Jakość podłoży determinuje możliwość wykrycia 
bakterii w badanym materiale, ich prawidłową iden-
tyfikację oraz ocenę lekowrażliwości. Nawet najlepiej 
dobrane do profilu badania podłoże może sprawić, że 
uzyskany wynik nie będzie wiarygodny, jeśli pożywka 
będzie złej jakości. Od laboratoriów mikrobiologicz-
nych wymaga się przeprowadzania kontroli podłoży 
niezależnie od źródła pochodzenia w celu potwierdze-
nia ich jakości i kwalifikacji dostawców. Wymagania 
te zawarte są w normach PN-EN ISO/IEC 17025:2007 
i PN-EN ISO 15189:2015-05. W celu zapewnienia wia-
rygodności wyników wszystkie laboratoria powinny 
kontrolować jakość pożywek, nawet jeśli nie wdrażają 
systemu zarządzania jakością [14, 15, 19].

Na kontrolę jakości podłoży składa się kilka etapów: 
ocena ogólna, ocena szczegółowa, a w przypadku pod-
łoży komercyjnych także ocena wstępna. Dopiero po 
pomyślnym przejściu wszystkich etapów kontroli dana 
partia pożywki może być przeznaczona do użytku [13]. 

Wstępna kontrola dostawy polega na każdorazo-
wym sprawdzeniu certyfikatu jakości oraz dokumenta-
cji opisującej warunki transportu. Certyfikat powinien 
zawierać nazwę producenta, nazwę podłoża, numer 
serii, datę ważności, opis jego właściwości fizyko-che-
micznych (barwy, pH) i mikrobiologicznych (morfo-
logii kolonii danego gatunku na podłożu oraz wykaz 
zastosowanych szczepów kontrolnych). Ponadto, labo-
ratorium powinno odnotowywać datę dostawy i wizu-
alnie ocenić opakowanie transportowe pod kątem jego 
oznakowania i szczelności [9, 19]. 

Kontrola ogólna obejmuje sprawdzenie jałowości 
oraz określenie właściwości fizycznych i chemicznych 
podłoży. Weryfikuje się także stopień wypełnienia opa-
kowania pożywką sypką, formę wypełnienia i grubość 
warstwy agaru dla pożywki stałej lub objętość pożywki 
płynnej. Ocenie podlega pH oraz wygląd zewnętrzny: 
klarowność, jednorodność, zabarwienie, obecność 
artefaktów i stopień rozdrobnienia podłoży sypkich. 
Do najczęściej spotykanych nieprawidłowości należą: 
niewystarczająca ilość pożywki w płytce/butelce/pro-
bówce, uszkodzenia mechaniczne płytek, oderwa-
nie pożywki stałej od dna płytki, zamrożenie agaru, 
chropowatość, obecność pęcherzyków lub pęknięć na 
powierzchni agaru, nadmiar wilgoci lub odwodnienie, 
nietypowe zabarwienie, hemoliza krwi oraz kontami-
nacja widoczna makroskopowo [9, 13, 19]. 
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Kontrola szczegółowa polega na ocenie właściwości 
mikrobiologicznych, inaczej nazywanych użytkowymi. 
W celu jej przeprowadzenia stosuje się szczepy kontro-
lne pochodzące ze stowarzyszonych w ECCO (Euro-
pean Culture Collection’s Organization) lub WFCC 
(World Federation for Culture Collection) kolekcji 
kultur takich jak np. ATCC (American Type Culture 
Collection), DSM (Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen) lub brytyjskie NCTC (National Collec-
tion of Type Culture). Zestaw szczepów odniesienia 
powinien składać się ze szczepów kontroli dodatniej, 
nazywanych szczepami docelowymi, słabo dodatniej 
i ujemnej. Ten etap kontroli ma na celu zbadanie inten-
sywności wzrostu bakterii, stopnia zahamowania flory 
towarzyszącej oraz sprawdzenie czy na danym podłożu 
szczep wzorcowy wykazuje charakterystyczne dla siebie 
właściwości fizjologiczne i biochemiczne [9, 13, 19].

4. Podział podłoży

Sprawnie działające laboratorium powinno dys-
ponować najmniejszą możliwą liczbą rodzajów pod- 
łoży, niezbędną do wykonywania badań o określonym 
profilu, a kategoryzacja podłoży ułatwia ich odpo-
wiednie dobranie. W zależności od potrzeb stosuje 
się wiele klasyfikacji podłoży, odnoszących się do ich 
składu, konsystencji, zawartości substancji odżywczych 
i zastosowania. Ze względu na znaczenie praktyczne, 
najszerzej omówiono podział podłoży pod kątem ich 
zastosowania [17, 20].

4.1. Podział ze względu na skład chemiczny

Pod względem składu chemicznego podłoża dzielą 
się na naturalne, półsyntetyczne i syntetyczne. Pożywki 
naturalne sporządza się na bazie składników pocho-
dzenia naturalnego, takich jak hydrolizaty białek czy 
wyciągi z tkanek (np. mięśni, wątroby) lub warzyw. 
Ich obecność sprawia, że skład chemiczny tej grupy 
podłoży nie jest w pełni zdefiniowany. Podłoża synte- 
tyczne, w przeciwieństwie do naturalnych, charakteryzuje 
ściśle określony skład chemiczny. Podłoża półsynte-
tyczne posiadają zarówno składniki syntetyczne, jak 
i pochodzenia naturalnego [10, 19]. 

4.2. Podział ze względu na konsystencję

Ze względu na konsystencję podłoża bakteriolo-
giczne możemy podzielić na: płynne – służące głównie 
do namnażania, półpłynne, zawierające 0,1–0,7% agaru 
–  przeznaczone dla mikroaerofili, oraz podłoża stałe 
o 1,5–2% zawartości agaru – umożliwiające izolację czy-
stych kultur i obserwację wyglądu kolonii. Początkowo 
do hodowli bakterii stosowane były jedynie podłoża 

płynne, np. Ludwik Pasteur stosował proste pożywki na 
bazie wyciągów z moczu i mięsa. Dopiero Robert Koch 
rozpoczął prace nad otrzymaniem podłoża stałego, 
wykorzystując w tym celu m.in. skrobię, skoagulowane 
albuminy jaja kurzego czy żelatynę. Ostatecznie zasto-
sowanie agaru zasugerowała mu żona jednego ze współ-
pracowników, Fannie Eilshemius Hesse. Na przewagę 
agaru nad innymi środkami zestalającymi składa się jego 
wysoka temperatura topnienia oraz fakt, że większość 
drobnoustrojów nie jest w stanie go rozłożyć [7, 10].

4.3. Podział ze względu na zawartość substancji
 odżywczych

Stosowany jest również podział podłoży na podsta- 
wie zawartości substancji odżywczych. Pożywki mini-
malne (inaczej: podstawowe), zawierają jedynie nie-
zbędne składniki pokarmowe, pozwalające podtrzymy-
wać żywotność bakterii. W skład podłoży odżywczych 
(inaczej: pełnych) wchodzą wszystkie substancje odżyw-
cze, które są niezbędne do zapewnienia dobrego wzro-
stu bakterii. Podłoża wzbogacone zawierają dodatkowe 
substancje wzrostowe, takie jak krew, surowica, wyciąg 
z  wątroby, płyny wysiękowe lub mleko, dzięki czemu 
umożliwiają wzrost bakterii wymagających [10, 17].

4.4. Podział ze względu na zastosowanie

Ze względu na zastosowanie wyróżnia się siedem 
głównych grup podłoży: 
1) transportowe – minimalne, utrzymujące żywotność 

drobnoustrojów w czasie transportu, 
2) transportowo-wzrostowe – odpowiednie do namna-

żania drobnoustrojów podczas przechowywania, 
transportu i inkubacji materiału klinicznego

3) namnażające – bogate, odpowiednie do namnażania 
wielu grup bakterii, 

4) selektywne – inaczej wybiórczo-namnażające, z do- 
datkiem substancji umożliwiających wzrost określo-
nego rodzaju/gatunku i hamujących wzrost pozosta-
łych drobnoustrojów, 

5) różnicujące – inaczej izolacyjne, w ich skład wchodzi 
indykator, dzięki któremu na podstawie wybranych 
cech pozwalają rozróżnić określone grupy bakterii,

6) wybiórczo-różnicujące, które łączą właściwości pod-
łoży selektywnych i różnicujących,

7) podłoża do badania lekowrażliwości drobnoustro-
jów [18]. 

1) Podłoża transportowe
Podłoża należące do tej grupy używane są do trans-

portu próbek materiału klinicznego i szczepów bak-
terii do laboratorium. Klasyczne podłoża transportowe 
utrzymują żywotność bakterii, ale nie pozwalają na ich 
namnożenie [17]. 
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Najszerzej stosowanymi podłożami transportowymi 
są uniwersalne podłoża Stuarta i Amiesa oraz – sto-
sowane głównie do próbek kału – podłoże Cary’ego-
-Blaira, ponieważ są one odpowiednie do przecho-
wywania zarówno bakterii tlenowych, beztlenowych, 
jak i względnie beztlenowych. Za utrzymanie niskiego 
potencjału redukcyjnego, umożliwiającego przeżycie 
beztlenowców, odpowiada dodatek tioglikolanu sodu. 
Niektóre bakterie, np. Bordetella pertussis, są bar-
dzo wrażliwe na zmiany czynników środowiskowych 
i giną już w kilka godzin po pobraniu materiału, dla-
tego wymagają specjalnych podłoży transportowych. 
Przy podejrzeniu krztuśca materiał należy pobierać na 
półpłynne podłoże Regan-Lowe, zawierające dodatek 
węgla drzewnego i krwi końskiej, w dwóch powtórze-
niach: z antybiotykiem (cefaleksyną lub metycyliną), 
który zahamuje wzrost flory towarzyszącej oraz bez 
dodatku antybiotyku, po czym jak najszybciej należy 
przesiać materiał na podłoże Bordeta-Gengou [4, 17].

Istnieją także podłoża wzbogacone, nazywane 
transportowo-wzrostowymi, które są odpowiednie do 
namnażania bakterii w czasie przechowywania, trans-
portu oraz późniejszej inkubacji materiałów klinicz-

nych. Mogą one zawierać dodatek substancji neutra-
lizujących aktywność antybiotyków, a niektóre z nich 
mają charakter dwufazowy – stanowią połączenie pod-
łoża stałego i płynnego, na którym możliwe jest szybsze 
zaobserwowanie wzrostu bakterii [17].

2) Podłoża namnażające
Podłoża bogate, stwarzające dogodne warunki dla 

wzrostu wielu rodzajów bakterii, nazywane są podło-
żami namnażającymi. Przykładami pożywek namna-
żających są: bulion odżywczy, w skład którego wcho-
dzi wyciąg z mięsa i woda peptonowa (pepton, NaCl 
i  woda) oraz bulion glukozowy, który różni się od 
bulionu odżywczego jedynie dodatkiem glukozy [10].

3) Podłoża selektywne (wybiórczo-namnażające)
Zadaniem podłoży wybiórczo-namnażających jest 

stworzenie dogodnych warunków do wzrostu określo-
nych bakterii przy równoczesnym zahamowaniu roz-
woju pozostałych. Przykłady pożywek selektywnych 
wraz z ich najważniejszymi składnikami i grupami 
bakterii, do których wzrostu są przystosowane, przed-
stawiono w tabelach I a i I b [2, 4, 16, 17, 21].

Agar czekoladowy Haemophilus influenzae, Neisseria Czynniki X (hemina) i V (NAD) Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
 gonorrhoeae, Brucella abortus ze zdenaturowanej krwi baraniej, i tkanek zwierzęcych, wyciąg
 i inne bakterie wymagające w modyfikacji dla drożdżowy
  Haemophilus spp., bacytracyna
Podłoże MTM Neiserria gonorrhoeae, Wankomycyna, kolistyna, Hemina, NAD, hemoglobina,
(ang. Modified Thayer- Neisseria meningitidis nystatyna, trimetoprim witaminy
-Martin)
Podłoże Roiron Neiserria gonorrhoeae Wankomycyna, kolistyna, Enzymatyczny hydrolizat kazeiny,
  amfoterynyna B osocze końskie, glukoza
Brucella agar Brucella spp. Mieszanina antybiotyków:  Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
  polimyksyna B, bacytracyna, i tkanek zwierzęcych, wyciąg
  kwas nalidyksowy, nystatyna, drożdżowy, glukoza (w wersji
  wankomycyna, cykloheksamid stałej 10% odwłóknionej krwi
    końskiej)
Agar BCYE Legionella spp., Tatlockia spp., Mieszanina antybiotyków: Chlorowodorek L-cysteiny, kwas
(ang. Buffered Charcoal Fluriobacter spp. cefamandol, polimyksyna B, α-ketoglutarowy, pirofosforan
east Extract Agar)  anizomycyna żelaza, wyciąg drożdżowy, węgiel
   drzewny
Agar Bordeta-Gengou Bordetella spp. Metycylina, cefaleksyna Krew końska lub barania, wyciąg
(B-G)   z ziemniaków, glicerol
Agar BCSA  Burkholderia cepacia Fiolet krystaliczny, polimyksyna B, Pepton, laktoza, sacharoza
(ang. Burkholderia  gentamycyna, wankomycyna
cepacia Selective Agar)
Podłoże CCDA (ang. Campylobacter spp. – kolonie Deoksycholan sodu, cefoperazon, Aktywowany węgiel drzewny,
Charcoal, Cefoperazone, wypukłe (C. jejuni – możliwy amfoterycyna B siarczan żelaza (II), pirogronian
Deoxycholate Agar) wzrost mgławicowy)  sodu
Bulion SF  Salmonella spp., Shigella spp. Selenin sodowy (wzmaga wzrost Hydrolizat kazeiny, laktoza
(ang. Selenite F Broth)  Salmonella i Shigella)

Tabela Ia
Wybrane podłoża selektywne (wybiórczo-namnażające) dla bakterii Gram-ujemnych

Nazwa Bakterie Czynniki wybiórcze Pozostałe istotne składniki
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4) Podłoża różnicujące (izolacyjne)
Podłoża różnicujące są odpowiednie dla wielu 

bakterii, jednak obecne w ich składzie czynniki różni-
cujące (inaczej: indykatory), umożliwiają ich rozróż-

Tabela I b
Wybrane podłoża selektywne (wybiórczo-namnażające) dla bakterii Gram-dodatnich

Nazwa Bakterie Czynniki wybiórcze Pozostałe istotne składniki

Agar CNA Bakterie Gram-dodatnie Kolistyna, kwas nalidyksowy Krew barania
(ang. Colistin Nalidixic (gł. Staphylococcus spp.,
Acid Agar) Streptococcus spp., Listeria spp.)
Bulion LE Listeria spp., Tiocyjanian potasu lub chloro- Pepton, glukoza, witaminy
(ang. Listeria ew. Staphylococcus spp. wodorek akryflawiny, w modyfi-
Enrichment Broth)  kacjach także: kolistyna, kwas
  nalidyksowy, cykloheksamid
PALCAM agar – agar Listeria spp. – kolonie oliwkowo- Akryflawina, chlorek litu, Mannitol, eskulina, sole żelaza
selektywny wg Nettena  zielone lub czarne, otoczone antybiotyki (polimyksyna
(ang. Listeria Selective czarną strefą (rozkład eskuliny), i ceftazydym)
Agar Base) ew. mannitolododatnie
 gronkowce (żółte)
Agar CCF Clostridium difficile – kolonie Cykloseryna, cefoksytyna Fruktoza
(ang. Cycloserine- żółte, przypominające matowe
-Cefoxitin-Fructose szkło na tle różowego podłoża,
Agar) zapach końskiego nawozu
Podłoże  Mycobacterium spp. Zieleń malachitowa, w systemach Sole mineralne, glukoza, glicerol,
Middlebrooka  automatycznych także zestaw albumina, kwas oleinowy,
   antybiotyków witaminy, czynniki wzrostowe
  i chemioterapeutyków i katalaza
Podłoże Mycobacterium spp. Zieleń malachitowa Asparagina, glicerol, 
Loewensteina-Jensena   mąka ziemniaczana, jaja kurze
(L-J)
Podłoże Stonebrinka Mycobacterium spp., w tym Zieleń malachitowa Pirogronian sodu, glicerol,
 katalazoujemne, oporne  mąka ziemniaczna, jaja kurze
 na izoniazyd (INH)
Podłoże Rogosa Lactobacillus spp. pH 5,5 Pepton, wyciąg drożdżowy,
   glukoza, Tween 80, s ole mineralne

Podłoże SS Salmonella spp., Shigella spp. Sole kwasów żółciowych, Laktoza (do odróżniania pałeczek
(Salmonella- – kolonie bezbarwne, szczepy cytrynian laktozododatnich), tiosiarczan
-Shigella agar) Salmonella wytwarzające H2S  sodu
 – z zaczernionym środkiem
Podłoże Simmonsa Enterobacteriaceae zdolne do Cytrynian sodowy, Siarczan amonowy
 wykorzystywania cytrynianu jako błękit bromotymolowy
 źródła węgla – kolonie niebieskie
Podłoże z cetrimidem Pseudomonas spp. Cetrimid Enzymatyczny hydrolizat żelaztyny
Półpłynne podłoże Leptospira spp. – zmętnienie Pepton, surowica królicza Wyciąg mięsny
Fletchera  górnej warstwy pożywki (wspierają wzrost Leptospira)
Podłoże BSK II Borrelia spp. Bardzo wolny wzrost krętków Ok. 60 składników, m.in.
(Barboura-Stoennera-  (inkubacja do 3 miesięcy) aminokwasy, witaminy, elektrolity,
-Kelly’ego II)   surowica królicza
Agar CHAB Francisella tularensis Zhemolizowana krew barania  Wyciąg sercowo-mózgowy
(ang. Cysteine Heart   i chlorowodorek cysteiny
Agar with Blood)

Tabela Ia – c.d.

Nazwa Bakterie Czynniki wybiórcze Pozostałe istotne składniki

nienie na podstawie identyfikacji określonych cech, 
np. hemolizy czy fermentacji danego cukru. Przy- 
kładowe podłoża izolacyjne wraz z ich najważniej- 
szymi składnikami i  grupami bakterii, do których 
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wzrostu są przystosowane, przedstawiono w tabel  II 
[2, 4, 17, 21, 23].

5) Podłoża wybiórczo-różnicujące
Podłoża tego typu łączą właściwości pożywek róż- 

nicujących i selektywnych, tzn. umożliwiają różnico-
wanie określonych rodzajów/gatunków bakterii oraz 
hamują wzrost flory towarzyszącej. Wybrane podłoża 
wybiórczo-izolacyjne wraz z ich najważniejszymi skład-
nikami i grupami bakterii, do których wzrostu są prze-
znaczone, przedstawione zostały w tabelach III a i III b 
[2, 4, 11, 17, 21].

6) Podłoża chromogennne
Podłoża chromogenne wydzielone zostały jako 

odrębna grupa ze względu na to, że mogą mieć one 
właściwości wybiórczo-różnicujące lub też wybiórczo-
-namnażające. Charakteryzują się dodatkiem substra-

Tabela II
Wybrane podłoża różnicujące (selektywne)

Nazwa Bakterie Czynniki wybiórcze Pozostałe istotne składniki

Agar Columbia Bakterie wymagające, różnicowanie na pod- Krew barania lub końska Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
 stawie typu hemolizy (α, β, γ)  i tkanek zwierzęcych, wyciąg
   drożdżowy
Agar CLED Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Laktoza L-cysteina, mała ilość elektrolitów,
(ang. Cystine-Lactose- Staphylococcus spp., Enterococcus spp.  błękit bromotymolowy
-Electrolyte-Deficient Bakterie laktozododatnie – kolonie żółte,
Agar) zażółcenie podłoża; laktozoujemne
 – bezbarwne z ciemnoniebieską otoczką
 (Psudomonas spp. – brązowawy środek)
Podłoże Kliglera Enterobacteriaceae, brak fermentacji cukrów Glukoza, laktoza,  Hydrolizat kazeiny i wyciąg
 – zmiana barwy podłoża z łososiowej na tiosiarczan, jony żelaza, z tkanek zwierzęcych
 czerwoną, fermentacja glukozy – zażółcenie wskaźnik pH
 części słupkowej (skos wtórnie łososiowy),
 fermentacja laktozy – utrzymujące się
 zażółcenie skosu i słupka, wytwarzanie CO2

 lub H2 – unoszenie lub rozerwanie podłoża,
 wytwarzanie H2S – czarny strąt w części
 słupkowej
Podłoże do obserwacji Bakterie urzęsione (ruchliwe) – wzrost 0,3–0,4% agaru Bulion odżywczy, w modyfikacji:
zdolności ruchu w całej objętości podłoża, bakterie  1% TTC (chlorek 3,2,5-trifenylo-
bakterii nieurzęsione (nieruchliwe) – wzrost  tetrazoliowy – ciemnoczerwone
 w kanale wkłucia   zabarwienie ułatwia określenie
   strefy wzrostu)
Podłoże Loefflera Bakterie wymagające, Corynebacterium spp. Surowica końska Bulion wzbogacony, glukoza
 – rosną szybciej niż pozostałe, wytwarzają
 liczne ziarna metachromatyczne
Podłoże płynne Stuarta Bakterie wytwarzające ureazę – zmiana Mocznik (2%) i czerwień Ekstrakt drożdżowy
 barwy podłoża z żółtej na różowoczerwoną, fenolowa
 bakterie niewytwarzające ureazy – brak
 zmiany barwy
Agar Christensena Bakterie wytwarzające ureazę – zmiana  Mocznik (2%) i czerwień Pepton, dekstroza
 barwy podłoża z żółtej na różowoczerwoną fenolowa
 w ciągu kilku godzin (Proteus spp.) lub dni
 (Klebsiella spp.), bakterie nie wytwarzające
 ureazy – brak zmiany barwy

tów, które ulegając hydrolizie pod wpływem wytwa-
rzanych przez bakterie enzymów, przekształcane są 
do barwnych produktów. Oczekiwaną cechą substra-
tów chromogennych jest tworzenie produktów, które 
nie dyfundują do podłoża, co jest szczególnie istotne 
w  wykrywaniu patogenów w kulturach mieszanych. 
W  teorii, flora towarzysząca na pożywkach chromo-
gennych powinna tworzyć bezbarwne kolonie lub jej 
wzrost powinien być całkowicie zahamowany. W skład 
podłoża często wchodzi kilka substratów chromogen-
nych, co umożliwia rozróżnienie na jednym podłożu 
chromogennym kilku rodzajów/gatunków bakterii jed-
nocześnie [1, 12].

Często spotykanymi substratami w podłożach ko- 
mercyjnych są indoksyl i jego chloropochodne, które 
mogą być przekształcane w wiele barwnych związków. 
Spontaniczna dimeryzacja cząsteczek indoksylu w obec- 
 ności tlenu powoduje tworzenie barwnika indygo. 
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Samo chlorowcowanie indoksylu także ma duży wpływ 
na powstałą barwę, np. 5-bromo-4-chloro-indoksyl jest 
zielononiebieski, a 5-bromo-6-chloro-indoksyl inten-
sywnie różowy. Drugą grupą popularnych substra-
tów chromogennych są chelatory metali, np. eskulina 
czy 8-hydroksychinon. Eskulina jest substratem dla 
β-glukozydazy i pod jej wpływem przekształcana jest 
do eskuletyny (6,7-dihydroksykumaryny). Zarówno 

eskuletyna, jak i glikozydy 8-hydroksychinonu tworzą 
czarnobrązowe chelaty żelaza [12].

Podłoża chromogenne stosowane są do różnico-
wania, izolacji, identyfikacji wstępnej – w określonych 
przypadkach identyfikacja może być uznana za osta-
teczną, np. S. agalactiae na podłożu Granada – oraz 
wykrywania mechanizmów oporności w diagnostyce 
zakażeń i testach przesiewowych w nadzorze epide-

Tabela III a
Wybrane podłoża wybiórczo-różnicujące dla bakterii Gram-ujemnych

Nazwa Bakterie Czynniki wybiórcze Czynniki różnicujące

MacConkey agar Enterobacteriaceae laktozododatnie – kolonie Sole żółciowe, fiolet Laktoza, czerwień obojętna
 różowe, laktozoujemne – kolonie bezbarwne krystaliczny
Podłoże HE (ang. Bakterie nie fermentujące żadnego cukru (Shigella, Sole żółciowe Laktoza, sacharoza, salicyna,
Hektoen Enteric Agar) Providencia, Morganella) – kolonie zielone, ale   błękit tymolowy, fuksyna
 wytwarzające H2S (Salmonella, Proteus mirabilis)  kwaśna
 – zielone z czarnym środkiem, fermentujące przy-
 najmniej jeden cukier (Escherichia, Enterobacter,
 Klebsiella, Citrobacter, Serratia i Shigella sonnei)
 – żółte z różową/pomarańczową strefą wokół,
 fermentujące cukry i wytwarzające H2S (Proteus
 vulgaris) – żółte z czarnym środkiem, ew. Vibrio
 cholerae – kolonie łososiowożółte
Agar XLD Salmonella spp. – kolonie czerwone z czarnym Dezoksycholan sodu Ksyloza, lizyna, czerwień
(ang. Xylose Lysine środkiem, Shigella spp. – kolonie czerwone,  obojętna
Desoxycholate Agar) pozostałe Enterobacteriaceae – kolonie żółte,
 zażółcenie podłoża
Podłoże Salmonella Typhi – kolonie czarne z metalicznym Zieleń brylantowa, Siarczan żelaza, siarczyn
Wilsona-Blaira połyskiem, czarne zabarwienie podłoża, Salmonella siarczyn bizmutu bizmutu
 Enteritidis – kolonie czarne, bez połysku, czarne
 zabarwienie podłoża, pozostałe Salmonella
 – kolonie jasnozielone, brak zabarwienia podłoża,
 wzrost pozostałych pałeczek jelitowych silnie
 zahamowany, ew. drobne, brunatne kolonie
Bulion Schaedlera Bakterie beztlenowe o wysokich wymaganiach Filochinon 1% dodatek wybranego cukru,
 odżywczych, np. z rodzaju Bacteriodes, Prevotella, (witamina K1), purpura bromokrezolowa
 Porphyromonas, Fusobacterium, fermentacja cukru L-cystyna (nakraplana na wyrosłe
 – zmiana barwy purpury bromokrezolowej na żółtą  kolonie)
Podłoże EMB Enterobacteriaceae Barwniki anilinowe: Laktoza, sacharoza
(ang. Eosine Methylene Bakterie fermentujące laktozę i sacharozę eozyna, błękit
Blue) (np. Escherichia) – kolonie zielonkawoczarne metylenowy
 z metalicznym połyskiem, słabo fermentujące
 – kolonie fioletowe, laktozoujemne – bezbarwne
 lub o barwie podłoża
Podłoże TCBS Przecinkowce fermentujące sacharozę (V. cholerae, Wysokie pH, żółć, Sacharoza
(ang. Thiosulfate Citrate V. alginolyticus) – kolonie gładkie, żółte sole żółciowe
Bile Salts Sucrose Agar) z przezroczystymi brzegami, niefermentujące
 sacharozy (V. parahaemolyticus, V. vulnificus)
 – kolonie niebieskozielone
Agar CIN (ang. Yersinia enterolitica – kolonie z jasnoróżowym lub Cefsulodyna, irgasan, Mannitol, fiolet krystaliczny,
Cefsulodin-Irgasan- czerwonym środkiem i bezbarwnym brzegiem (tzw. nowobiocyna czerwień obojętna
-Novobiocin Agar) „bycze oko”), Plesiomonas shigelloides – kolonie
 bezbarwne, ew. drobne kolonie Serratia spp.,
 Citrobacter spp. i Enterococcus spp.
Podłoże BBE (ang.  Bacteroides fragilis – ciemne kolonie Żółć, gentamycyna Eskulina, cytrynian
Bacteroides Bile Esculin) z czarnobrązową strefą zmętnienia (kompleks  żelazowo-amonowy
 eskuletyny i żelaza)
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miologicznym. Zastosowanie podłoży chromogen-
nych pozwala na szybsze podjęcie działań mających 
na celu ograniczenie rozprzestrzeniania się patogenu 
i rozpoczęcie leczenia pacjenta. Mimo, że same pod-
łoża chromogenne są droższe od klasycznych, ich uży-
cie przyczynia się do obniżenia całkowitych kosztów 
diagnostyki poprzez ułatwienie rozpoznawania patoge-
nów w hodowlach mieszanych, zmniejszenie liczby nie-
zbędnych podłoży i testów biochemicznych oraz ogólne 
uproszczenie i skrócenie procesu identyfikacji [1, 4, 18]. 

Poszczególne rodzaje podłoży chromogennych 
dedykowane są określonym gatunkom lub grupom 
drobnoustrojów, np. do wykrywania E. coli uży-
wane jest m.in. podłoże TBX (Tryptone Bile X-Glu-
curonide Agar), na którym pod wpływem działania 
β-glukuronidazy jej kolonie przyjmują barwę zielono-
niebieską lub podłoże Rainbow Agar O157 dedykowane 
E. coli O157:H7. Przykładowe podłoża chromogenne 
dla Salmonella spp. to Rambach agar, SM-ID (ang. Sal-
monella Detection and Identification Medium), pod-
łoże ABC (α-β chromogenic medium) i BBL CHROM-
agar Salmonella [12, 22].

Podłożem do szybkiej izolacji i wstępnej identyfi-
kacji większości patogenów układu moczowego jest 
np. HiCrome UTI agar. Różowa lub czerwona barwa 
kolonii na tym podłożu świadczy o obecności bakte-
rii wytwarzających β-galaktozydazę (E. coli), niebieska 
–  β-glukozydazę (bakterie z rodzajów Enterococcus, 
Klebsiella, Enterobacter i Serratia), natomiast brązowa, 
z barwnikiem dyfundującym do podłoża – deami- 

Tabela III b
Wybrane podłoża wybiórczo-różnicujące dla bakterii Gram-dodatnich

Nazwa Bakterie Czynniki wybiórcze Czynniki różnicujące

Podłoże Chapmana Staphylococcus spp. – wytwarzanie pigmentu  NaCl (7,5%), azydek Mannitol, kazeina
 (zwłaszcza S. aureus), nakroplenie 0,004% błękitu sodu (65 mg/l)
 bromotymolowego – zabarwienie podłoża wokół
 gronkowców rozkładających mannitol na żółto,
 nakroplenie nasyconego roztworu siarczanu
 amonowego – zmętnienie podłoża, strefy
 przejaśnienia wokół S. aureus
Podłoże z mannitolem Staphylococcus spp., kolonie rozkładające mannitol NaCl (7,5%) Mannitol, czerwień fenolowa
i NaCl są żółte, podłoże zmienia barwę z łososioworóżowej
 na żółtą
Podłoże Baird-Parker Staphylococcus spp. Chlorek litu, telluryn Żółtko jaja kurzego lub
 S. aureus – kolonie czarne (silna redukcja tellurynu), sodu (hamują wzrost osocze królicze
 pozostałe gatunki – szare. Zmętnienie wokół kolonii innych bakterii),
 (przy dodatku żółtka jaja najczęściej S. aureus, przy pirogronian i glicyna
 osoczu – gronkowce koagulazododatnie) (stymulują wzrost
  gronkowców)
Podłoże z krwią Streptococcus spp. – kolonie szarawe, bardzo drobne, Azydek sodu Krew barania
i azydkiem Staphylococcus spp. – kolonie białoszare, większe
Podłoże Tinsdale’a Corynebacterium spp. – kolonie czarne lub szare,  Telluryn potasowy Telluryn sodowy, tiosiarczan
 u C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotuberculosis  sodowy
 – brązowe zabarwienie podłoża wokół kolonii

nazę tryptofanu (Proteus spp.). Białe kolonie tworzone 
są przez S. saprophyticus, a bezbarwne przez Pseudo-
monas spp. [1].

Do izolacji S. aureus używane są m.in. CHROMagar 
S. aureus, na którym gronkowiec złocisty tworzy kolo-
nie różowe lub fioletowe, a pozostałe gronkowce – białe 
lub niebieskie i S. aureus ID, na którym wytwarzający 
α-glukozydazę S. aureus barwi się na zielono, podczas 
gdy inne gronkowce –  wytwarzające β-glukozydazę 
–  wyrastają w postaci białych lub różowych kolonii. 
Osobną grupę stanowią podłoża dla szczepów mety-
cylinoopornych, np. ORSAB (ang. Oxacillin Resi-
stance Screening Agar), CHROMagar MRSA, MRSA 
ID i MRSA Select [12]. 

Niektóre podłoża chromogenne, np. CHROMagar 
Yersinia (CAY), pozwalają odróżniać szczepy pato-
genne od niepatogennych. W tym przypadku kolonie 
szczepów patogennych Yersinia enterolitica mają barwę 
jasnofioletową, a niepatogennych – niebieską z meta-
licznym połyskiem, podobnie jak kolonie pozostałych 
Enterobacteriaceae, których wzrost nie został zahamo-
wany. Reakcje chromogenne nakierowane są na kilka 
enzymów, m.in. β-glukozydazę [8, 16]. 

7) Podłoża do badania lekowrażliwości
Ważnym etapem diagnostyki bakteriologicznej jest 

oznaczanie lekowrażliwości bakterii. Można ją oceniać 
metodą dyfuzyjno-krążkową na podstawie pomiaru 
wielkości strefy zahamowania wzrostu wokół krążka 
z antybiotykiem, metodą pasków z gradientem stężeń 
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(oznaczanie wartości MIC [mg/l]), metodą rozcieńcze-
niową w bulionie lub agarze, czy przy użyciu komer-
cyjnych systemów automatycznych (oznaczanie war-
tości MIC w zakresie punktów odcięcia). Do badania 
lekowrażliwości bakterii tlenowych stosuje się Mueller-
-Hinton agar, w którego skład wchodzi m.in. wyciąg 
wołowy, hydrolizat kazeiny i skrobia. W  przypadku 
badania lekowrażliwości wymagających bakterii tleno-
wych wykorzystywany jest Mueller-Hinton agar z 5% 
dodatkiem krwi końskiej i β-NAD (20 mg/l). Leko-
wrażliwość wymagających bakterii beztlenowych naj-
częściej badana jest na agarze Brucella, zawierającym 
enzymatyczny hydrolizat kazeiny i tkanek zwierzęcych, 
odwłóknioną krew końską (10%), witaminę K i heminę. 
W niektórych laboratoriach stosowane jest w tym celu 
także podłoże Wilkins-Chalgren. W  jego składzie 
obecne są wyciągi z mięsa i drożdży oraz menadion 
(witamina K3) i hemina (czynnik X) [4, 17, 18]. 

5. Podsumowanie

Podłoża bakteriologiczne można podzielić ze 
względu na skład chemiczny, konsystencję czy zawar-
tość substancji odżywczych, jednak ze względów prak-
tycznych najczęściej wykorzystywany w diagnostyce 
mikrobiologicznej jest podział podłoży pod kątem ich 
zastosowania. Istnieje szereg podłoży bakteriologicz-
nych, które dedykowane są danym grupom bakterii, 
a  także przeznaczonych do posiewu odpowiednich 
materiałów klinicznych. Na szczególną uwagę zasługują 
podłoża chromogenne, które upraszczają i przyspieszają 
proces identyfikacji bakterii, dzięki tworzeniu barw-
nych produktów hydrolizy – charakterystycznych dla 
określonych grup bakterii.

Przy planowaniu badań w laboratorium należy 
uwzględnić wszystkie rodzaje podłoży. Ich dobór 
powinien być adekwatny do zakresu prowadzonych 
badań, by przy możliwie najmniejszej liczbie podłoży 
uzyskiwać wszystkie niezbędne informacje. Zwykle 
jest to kwestia indywidualna, związana z charakterem 
działalności danego laboratorium, jednak w niektórych 
gałęziach przemysłu, np. w przemyśle farmaceutycz-
nym czy spożywczym, obowiązujące normy i przepisy 
ściśle określają wymagany asortyment podłoży. 

Niezmiernie istotne są także zagadnienia związane 
z prawidłowym przygotowaniem i przechowywaniem 
podłoży. Mają one wpływ na jakość pożywek, a co za 
tym idzie, na ich przydatność do użycia i wiarygodność 
przeprowadzanych badań. Dlatego właśnie tak ważna 
jest kontrola jakości podłoży zarówno na etapie ich pro-
dukcji, jak i przed użyciem danej partii. Mimo ciąg-
łego opracowywania nowych metod diagnostycznych, 
wyhodowanie bakterii z badanego materiału pozostaje 
„złotym standardem” w diagnostyce bakteriologicznej.
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