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1. Wstep. 2. Drozdze. 3. Przydatnosé¢ drozdzy do oceny zanieczyszczen $rodowiska. 3.1. Srodki ochrony roslin w srodowisku. 3.2. Biotesty
w oparciu 0 hamowanie wzrostu. 3.3. Testy genotoksycznosci. 3.4. Testy endokrynne. 4. Drozdze w toksykogenomice. 4.1. Zalety drozdzy
wykorzystywanych w toksykogenomice. 4.2. Narzedzia transkrypto-, proteo- i matabolomiczne stosowane w toksykogenomice drozdzy.
4.3. Toksykogenomika funkcjonalna genéw drozdzy. 4.4. Toksykogenomika drozdzy w ocenie zanieczyszczenia srodowiska rolniczego.
5. Podsumowanie

Yeast as bioindicators of agricultural pollution

Abstract: This review paper discusses a new set of biotests used for toxicity assessment of plant protection products and their residues in
agricultural ecosystems. Recent regulations have imposed restrictions on the use of animals for scientific purposes, and also the obligation
to analyze auxiliary substances in plant protection products and to identify endocrine disrupters. The major characteristics of yeasts and
their taxonomic classification are describedin the study. Commercial yeast-based biotests and potential uses of yeasts in environmental
studies and toxicogenomics are also analyzed.

1. Introduction. 2. Yeast. 3. Yeast as indicators of environmental pollution. 3.1. Plant protection products in the environment. 3.2. Growth
inhibition biotests. 3.3. Genotoxicity tests. 3.4. Endocrine tests. 4. Yeasts in toxicogenomics. 4.1. The advantages of using yeasts in
toxicogenomics. 4.2. Transcriptomics, proteomics and metabolomics tools in yeast toxicogenomics. 4.3. Yeast functional toxicogenomics.
4.4. Yeast toxicogenomics in agricultural pollution assessment. 5. Conclusions

Stowa kluczowe: agrocenozy, biotesty, drozdze, srodki ochrony ro$lin
Key words: agricultural biocenoses, biotests, yeasts, plant protection products

1. Wstep

Szacuje sie, ze na $wiecie istnieje okoto 30 tysiecy
substancji chemicznych stanowiacych potencjalne
zagrozenia dla czlowieka i srodowiska [48]. Dodatkowo
corocznie na rynek wprowadza si¢ nowe substancje
do stosowania w rolnictwie podlegajace obowigzkowi
rejestracji. Jednocze$nie opracowuje sie wspdlne normy
dla oceny ryzyka stosowania tych substancji. Niebez-
pieczne sa zwlaszcza substancje rakotwdrcze, genotok-
syczne i teratogenne oraz zwiazki trwate lub zdolne do
bioakumulacji. W panstwach Unii Europejskiej zwigzki
takie nie moga by¢ stosowane, ale stanowig duzy pro-
blem w innych rejonach $wiata. W Unii Europejskiej od
14 czerwca 2011 roku obowiazuja nowe przepisy doty-
czace rejestracji Srodkow ochrony roslin, wprowadzone
rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE) nr 1107/2009 z dnia 21 pazdziernika 2009r.
dotyczacym dopuszczania do obrotu srodkéw ochrony
roélin [60]. Przepisy te nakladaja obowigzek minima-
lizowania ilosci przeprowadzanych badan, w szczegol-
nosci na zwierzetach, a testy na kregowcach powinny
by¢ stosowane tylko w ostatecznosci. Zgodnie z nowymi
przepisami kontroli ekotoksykologicznej podlegaja
zaréwno substancje aktywne srodkéw ochrony roslin

jak i sejfnery, synergetyki, adiuwanty lub inne obojetne
substancje zawarte w tych preparatach [23]. Pomimo
wprowadzenia europejskich wytycznych zmierzajacych
do unikania powielania testéw na kregowcach czesto sa
one niezbedne w celu potwierdzenia bezpieczenistwa
stosowania $rodkow ochrony roélin lub zawartych
w nich substancji aktywnych. Jednoczesnie ro$nie zapo-
trzebowanie na opracowanie alternatywnych procedur
testowych. Konwencjonalne testy toksykologiczne opie-
rajg si¢ glownie na modelach wykorzystujacych gry-
zonie. Obecne zmiany prawne sg kierowane takze do
srodowiska naukowego w celu wypracowania szybkich
i wiarygodnych testow o wysokiej czutosci, przepusto-
wosci i precyzji [48, 36]. Celem opracowania jest ocena
mozliwosci wykorzystania drozdzy jako organizmow
modelowych do oceny zagrozen jakie stanowig dla $ro-
dowiska $rodki ochrony roélin.

2. Drozdze

Drozdze najczesciej definiowane sg jako saprotrofi-
tyczne jednokomorkowe grzyby rozmnazajace si¢ przez
paczkowanie, rozwijajace si¢ na podlozach zawieraja-
cych cukier i wywolujace w warunkach beztlenowych

* Autor korespondencyjny: Katedra Entomologii, Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie, ul. Prawochenskiego 17, 10-720 Olsztyn; e-mail: urszula.wachowska@uwm.edu.pl
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Tabela I
Skrocona systematyka filogenetyczna grzybow
Gromada Podgromada Przykladowe rodzaje
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

Na podstawie [43]

fermentacje alkoholowa [13]. Najczesciej znajduja one
zastosowanie w piwowarstwie, gorzelnictwie i piekar-
nictwie. Jednak w rzeczywistosci drozdze sa bardzo
liczng grupa grzybéw szeroko rozpowszechnionych
w $rodowisku, wykorzystywanych w badaniach bio-
technologicznych. Wystepuja one na powierzchni roslin
uprawnych, we wnetrzu ziarniakéw, w glebie, wodzie
oraz atmosferze [22, 41, 42, 76].

Badania filogenetyczne grzyboéw w oparciu o analize
fragmentow sekwencji rDNA kodujacych 18S, 5,85 i 28S
rRNA wybranych grzybéw pozwolily na wydzielenie
trzech podgromad w gromadzie Ascomycota (Tabela I),
zawierajacych drozdze: (1) Schizosaccharomyces w Taph-
rinomycotina, (2) Saccharomycotina oraz (3) grzyby
strzepkowe Pezizomycotina [5]. Drozdze i grzyby strzegp-
kowe sg taksonami siostrzanymi a Schizosaccharomyces
i gatunki pokrewne ulegly wczesniejszemu wydzieleniu
w tym rodowodzie, co zostalo tez poparte analiza wie-
logenowej sekwencji [44, 20]. Wiele gatunkow drozdzy
znajduje sie tez w gromadzie Basidiomycota, co dodat-
kowo utrudnia klasyfikacje tych grzybéw [43].

W pracy Kurtzman i Robnett [44] badano relacje
filogenetyczne miedzy gatunkami i rodzajami w obrebie
gromady workowcéw na podstawie analizy sekwencji
pieciu genéw (Tabela II). Gatunki nalezace do Lipo-
mycetaceae (klad 11) sa ewolucyjnie najwczesniej roz-
bieznymi gatunkami Saccharomycotina. Grzyby rodzaju
Lipomyces s powszechnie izolowane z gleby i stano-
wig jedng z kilku grup drozdzy, dla ktérych gleba jest
gléownym siedliskiem. Sekwencje genéw analizowa-
nych gatunkow rodzaju Saccharomyces i powigzanych
rodzajow (klad 1) wydaja sie by¢ najbardziej odmienne
od pozostatych kladéw w Saccharomycotina, klad ten
obejmuje drozdze fermentacji cukréw (glukozy, galak-
tozy, sacharozy i innych). Na uwage zastuguje tez rodzaj
Eremothecium, zawierajacy pig¢ gatunkow, z ktorych
wszystkie sg patogenami roélin (na przyktad E. ashbyi
i E. coryli soi, [28].

Co ciekawe rodzaj Candida zakwalifikowano do
kilku kladéw, co sugeruje, ze jest to rodzaj polifile-
tyczny lub analiza sekwencji pieciu fragmentéw DNA
jest niewystarczajagca w badaniach filogenetycznych.

Tabela II
Wybrane gatunki Saccharomycotina zakwalifikowane do kladéw
Klad Wybrane gatunki
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

Sporzadzono w oparciu o drzewo filogenetyczne gatunkéw drozdzy [44]
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Dalsza analiza pokrewienstwa miedzy drozdzami Sac-
charomycotina wymaga poréwnania catych genomow
[44]. Obecnie dostepne sg sekwencje genomoéw kilku-
dziesigciu gatunkow drozdzy, ale sa to przede wszyst-
kim gatunki wazne w medycynie lub wykorzystywane
biotechnologicznie. Klad 1 zawiera rodzaje Saccharo-
myces i Kluyveromyces wykorzystywane w przemysle
spozywczym. W kladzie 6 znajdujg si¢ gatunki Schef-
fersomyces stipitis, Candida shehatae i Spathaspora pas-
salidarum fermentujace D-ksyloze (cukier drzewny)
w stomie i drewnie do etanolu [35]. Wiele gatunkéw
rodzaju Ogataea i Kuraishia, ktére powoduja rozklad
metanolu, znajduje si¢ w kladzie 5 [42].

W niektorych przypadkach molekularne badania
poréwnawcze moga by¢ uzupelniane opisem wiasci-
wosci morfologicznych i fizjologicznych drozdzy. Wiele
parametrow fizjologicznych, takich jak fermentacja
cukru i wykorzystanie azotanéw jako jedynego zrédta
azotu sa powszechnie spotykane u Saccharomycotina.
Ale sg przypadki wyjatkowe, na przyklad asymilacja
metanolu jest unikatowa dla kilku gatunkéw drozdzy
i moze by¢ stosowana do rozpoznawania rodzaju, stuzy
réwniez do selektywnej izolacji poszczegolnych grup
drozdzy [45].

Wiele wlasciwosci morfologicznych drozdzy jest
typowych dla Saccharomycotina, na przyktad kuliste
askospory. Ale wydluzone askospory sa typowe tylko
dla rodzaju Eremothecium. Typowe jest paczkowanie
drozdzy w dowolnym miejscu komorki, ale dwubie-
gunowe poczatkowanie jest ograniczone do czterech
rodzajow: Hanseniaspora, Saccharomycodes, Wicker-
hamia i Nadsonia. Cechy morfologiczne drozdzy tylko
w wyjatkowych przypadkach pozwalaja wlasciwie je
zidentyfikowa¢, ale moga by¢ bardzo waznym narze-
dziem w ich wstepnym oznaczaniu [43].

Rodzaj Aureobasidium nalezy do rzedu Dothideales
(Ascomycota, Dothideomycetes) i obejmuje 27 gatun-
kéw i odmian [26], w tym niedawno opisany gatunek
A. thailandense [59]. Gatunek Aureobasidium pullu-
lans (de Bary) G. Arnaud zaliczany jest do czarnych
drozdzy w podgromadzie Pezizomycotina o istotnym
znaczeniu biotechnologicznym [Tabela III]. Posiada
on wyjatkowa odporno$¢ na czynniki stresowe i coraz
wieksze znaczenie w medycynie [26, 27]. Wystepuje
w srodowiskach charakteryzujacych sie silnym zasole-
niem i duza wilgotnoscia. Spotykany jest w Zywnosci,
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w lazienkach, na skaltach i pomnikach a w agroceno-
zach jako epifit lub endofit na przechowywanym ziar-
nie [80]. Gatunek ten tworzy strzepki, grubo$cienne
chlamydospory oraz paczkujace blastospory [24, 75].
Grzyb ten wykazuje duze zréznicowanie wlasciwosci
tizjologicznych i morfologicznych, dlatego tez wyod-
rebniono jego cztery odmiany: Aureobasidium pullulans
var. pullulans, A. pullulans var. melanogenum, A. pullu-
lans var. subglaciale oraz A. pullulans var. namibiae [80].
Gostincar i wsp. [27] podaja wyniki sekwencjonowa-
nia genomoéw czterech odmian gatunku A. pullulans,
nalezacych do najmniejszych w poréwnaniu z innymi
grzybami Dothideomycete.

Wiele gatunkéw drozdzy nalezy do gromady Basi-
diomycota tylko w bezplciowej fazie, cz¢$¢ z nich klasy-
fikowanych jest do rodzajow Rhodotorula i Cryptococ-
cus [79]. Jednakze analizy filogenetyczne wykazywaly
wielokrotnie polifiletyczny charakter tych dwdch
rodzajow. Anamorficzne drozdze rodzaju Rhodotorula
obejmujg gatunki aktualnie umieszczone w dwdch
podgromadach Pucciniomycotina i Ustilagomycotina,
klasach Microbotryomycetes (29 gatunkéw) i Cystoba-
sidiomycetes (14 gatunkoéw), rzedach Sporidiobolales,
Kriegeriales, Microbotryales, Cystobasidiales i Erythro-
basidiales [1, 42, Tabela IV]. Kurtzman i wsp. [42]
opisali 47 gatunkéw rodzaju Rhodotorula tworzacych
kremowe, rézowe lub pomaranczowe kolonie.

Anamorficzne gatunki rodzaju Cryptococcus znaj-
dowane sg we wszystkich gléwnych liniach Basidio-
mycota oprocz klasy Tremellomycetes [42]. Wigkszo$¢
gatunkow tworzy wokoél owalnych, elipsoidalnych
lub wydtuzonych komoérek polisacharydowa otoczke.
U niektorych gatunkow obserwowano réwniez strzepki
z doliporowymi septami, nie spotykano jednak balisto-
spor. Znanych i opisywanych jest 70 gatunkéw rodzaju
Cryptococcus. Gatunki rodzaju Sporobolomyces wytwa-
rzajg symetryczne balistospory na kroétkich strygmach
i nie sg zdolne do fermentacji cukréw [42]. Rodzaj Spo-
robolomyces to rodzaj polifiletyczny, nalezy do Uredi-
niomycetes i ma przedstawicieli w Microbotryomyceti-
dae, gdzie wigkszo$¢ gatunkow klasyfikowanych jest do
rzedu Sporidiobolales (Tabela IV). Rzad Sporidiobolales
obejmuje takze pie¢ gatunkow Sporidiobolus.

Rodzaj Pseudozyma jest anamorficznym drozdzem
nalezacym do rzedu Ustilaginales, Klasy Ustilaginomy-
cetes w podgromadzie Ustilaginomycotina i obejmuje

Tabela III
Systematyka gatunku Aureobasidium pullulans
Klasa Rzad Gatunki Odmiany A. pullulans
Dothideales | Aureobasidium pullulans
hid C Jial naerell icol A. pullulans var. pullulans, A. pullulans var. subglaciale,
Dothideomycetes | Capnodiales | Mycosphaerella graminicola A. pullulans var. namibiae, A. pullulans var. melanogenum
Hysterales | Hysterium pulcare

Na podstawie [26]
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Tabela IV
Skrécona systematyka gromady Basidiomycota
Podgromada Rzad Wybrane gatunki
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

Na podstawie drzewa filogenetycznego [1, 42]

10 gatunkow [42]. W roku 2013 zostal zsekwencjo-
nowany genom wyizolowanego w Japonii gatunku
Pseudozyma antarctica [54], ktory jest zdolny do
produkcji zewnatrzkomoérkowych glikolipidow MEL.
Genom jadrowy P.antarctica ma wielko$¢ 18,0 Mb
i zawiera 6543 genow kodujacych biatka, z ktérych 4910
(74,9%) jest homologiczna z sekwencjami zawartymi
w bazie danych [54].

3. Przydatnos¢ drozdzy do oceny zanieczyszczen
srodowiska

3.1. Srodki ochrony roslin w srodowisku

W uwagi na rosngce ilo$ci zanieczyszczen chemicz-
nych wprowadzanych do ekosysteméw wodnych i gle-
bowych oraz zmienionych ram prawnych rosna wyma-
gania dotyczace rozwoju czutych i wiarygodnych metod
oceny wplywu zanieczyszczen na organizmy wodne,
glebowe i zwigzane z rosling. Wedlug nowych wytycz-
nych dotyczacych rejestracji srodkéw ochrony roslin,
wymagane s3 informacje na temat ich wplywu na
mikroorganizmy glebowe i zyznos¢ gleby. Stefani i wsp.
[68] udowodnili, ze chlorotalonil (fungicyd) moze zna-
czaco ograniczac respiracje gleby a efekt ten utrzymuje
sie przez 28 dni. Komarek i wsp. [40] zwracaja uwage, ze
zanieczyszczenie gleb rolniczych fungicydami nieorga-
nicznymi zawierajacymi miedz oraz fungicydami orga-
nicznymi stanowi powazne zagrozenie toksykologiczne
dla $rodowiska. Wyzej cytowani autorzy wskazuja, ze
w zdecydowanej wigkszoéci badanych w UE winnic
stezenie miedzi w glebach przekracza dopuszczone
prawem granice. Murray i wsp. [55] oceniajac przy
pomocy nowoczesnych technik analitycznych pozo-
stalosci wybranych srodkéw ochrony roslin (miedzy
innymi benomylu, karbendazymu) i innych zanieczysz-
czen w wodach stodkowodnych wykrywali §ladowe ich
ilosci, zwykle w zakresie od nanograméw lub mikrogra-
mow w litrze, ale w wielu przypadkach ich koncentracja
przekroczyla dopuszczalne limity. Kompleksowa ocena
zawartosci potencjalnie niebezpiecznych i toksycznych

substancji w jednej probie, przy pomocy chemicznych
metod analitycznych, jest niemozliwa. Zadanie to moga
spetnia¢ wrazliwe mikroorganizmy modelowe (gléwnie
bakterie) lub bezkregowce glebowe [34, 36].

Badania ekotoksycznosci srodkéw ochrony roslin
w stosunku do drozdzy prowadzone s3 obecnie gtow-
nie w przypadku zastosowania srodkéw ochrony roslin
w uprawach, ktérych owoce moga zosta¢ wykorzystane
do fermentacji (winoroél, jabton) z przeznaczeniem do
produkcji wina lub cydru [10, 22].

3.2. Biotesty w oparciu o hamowanie wzrostu

Badania przewleklej toksycznosci wymagajace kilku
pokolen organizmdéw testowych prowadzone sa w celu
okreslenia skutkéw dlugoterminowego oddziatywa-
nia §rodkéw ochrony roélin w organizmach zywych.
Zanieczyszczenia rolnicze przedostajg si¢ do srodowi-
ska wodnego, dlatego badania toksycznosci w srodowi-
sku wodnym wymagaja szybkich i reprezentatywnych
testow biologicznych [48]. Biotesty wykorzystujace
organizmy reprezentujace rézne poziomy troficzne,
wiele gatunkow bakterii, glondw i orzeskéw o krétkim
cyklu zycia i szybkich reakcjach na zmiany, przedsta-
wiono w tabeli V. Drozdze stanowig tylko niewielka
liczbe tych organizmow.

Nalezy jednak podkresli¢, Ze wyniki badan z wyko-
rzystaniem bakterii, nie sg reprezentatywne dla euka-
riontéw. Jednokomoérkowe organizmy eukariotyczne,
takie jak algi, sa zwykle wykorzystywane do oceny
titotoksycznosci, a orzeski nie sg powszechnie uzywane
jako organizmy testowe. Ogromna réznorodno$¢ sub-
stancji chemicznych stosowanych w rolnictwie sklania
do korzystania z krétkoterminowych testow cyto-
toksycznosci z udzialem komorek eukariotycznych.
Badania toksycznosci krétkookresowej prowadzone
sa z wykorzystaniem S. cerevisiae jako biosensorem
do oceny cyto- i genotoksycznego dzialania zanie-
czyszczen. Chatterjee i Luo [12] w swoich badaniach
wykorzystali ten gatunek do oceny toksycznosci Cr (III)
analizujac zahamowanie wzrostu, liczbe komoérek, su-
cha biomase i zmiany w ksztalcie i wielko$ci komoérek
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Tabela V
Przyktady organizméw wykorzystywanych w testach toksycznosci

Organizm Rodzaj/gatunek
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
Migczaki Dreissena polymorpha, Physa acuta, Planorbarius corneus
Ryby Brachydania rerio, Lebistes reticulatus oraz wiele innych

Wedlug Klimiuk, Lebkowska [38]

S. cerevisiae. Na tej podstawie oszacowali wskaznik EC, |
dla tego zwigzku na poziomie 51,03 mg dm™, a analiza
mikroskopowa wykazala deformacje komorek drozdzy.
Rumlova i Dolezalova [61] oceniajac toksycznos¢ pie-
ciu substancji (atropiny, fenitrotionu, cyjanku potasu,
chlorku rteci i azotanu olowiu) w wodzie wobec droz-
dzy S. cerevisiae w poréwnaniu z dwoma standardo-
wymi testami toksyczno$ci na podstawie hamowania
ruchliwosci Daphnia magna i bioluminiscencji Vibrio
fischeri stwierdzity, ze dla niektérych substancji test
biologiczny z S. cerevisiae okazal si¢ czulszy.

Pewne nadzieje mozna wigza¢ takze z szeroko pro-
wadzonymi badaniami nad biogeneza peroksysomow
w komorkach drozdzy Candida boidinii, Hansenula
polymorpha i Pichia pastoris [74]. Sposroéd wszystkich
badanych organizmoéw najwigksza liczbe tych organelli
napotkano w komoérkach metylotroficznych drozdzy,
peroksysomy masowo pojawiajg si¢ w czasie wzrostu
komorek w obecnosci metanolu jako jedynego zrédia
wegla i energii. Biogeneza peroksysomow zwigzana jest
z biatkami zwanymi peroksynami, geny je kodujace
naleza do grupy PEX. Dotychczas u czlowieka zidenty-
fikowano 16 gendéw PEX, natomiast u grzybow 32 geny.
Poniewaz w peroksysomach znajduje si¢ olbrzymia
liczba enzyméw odpowiedzialnych za transformacje,
takze ksenobiotykow, ich liczba moze by¢ wskaznikiem
aktywnosci enzymatycznej komorki bioindykatora.

3.3. Testy genotoksycznosci

Genotoksycznos¢ jest terminem opisujacym wszyst-
kie niekorzystne dla organizmu uszkodzenia mate-
riatu genetycznego w komdrce organizmu zywego pod
wplywem zwiazku chemicznego. W badaniach muta-
gennosci liczba odpowiedzi ze strony biotestow geno-
toksycznosci po zastosowaniu ksenobiotyku powinna
by¢ wieksza niz bez ksenobityku. Dodatkowo poznano
biomarkery, ktore pojawiaja si¢ w komorce po eks-
pozycji na szkodliwy zwigzek chemiczny (okreslone

substancje lub ich metabolity w komoérkach, mutacje
DNA, okreslone biatka oraz addukty DNA czyli pro-
dukty polaczenia DNA z innymi zwigzkami wigzaniami
wodorowymi). Efektami dzialania ksenobiotykéw na
material genetyczny moga by¢ dodatkowe, w poréwna-
niu z kontrolg, aberracje chromosomowe (Chromoso-
mal Aberrations, CA), wymiana siostrzanych chromatyd
(Sister Chromatid Exchange, SCE), mikrojadra (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 komorki
drozdzy moga zastapi¢ dotychczas stosowane komarki
innych organizmoéw.

3.4. Testy endokrynne

Ludzie narazeni s3 na wplyw mieszanin réznych
substancji toksycznych w srodowisku. Polaczone efekty
toksykologiczne dla dwdch lub wiecej substancji moga
by¢ inne niz dla poszczegélnych skladnikéw miesza-
nin. Obecnie dyskutowana i badana jest ocena facznych
skutkéw zwigzkéw o aktywnodci hormonalnej takze
z powodu nowych regulacji prawnych [21, 39]. Zgod-
nie z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 1107/2009 z dnia 21 pazdziernika
2009r. $rodki ochrony roélin nie moga wptywa¢ na
uklad endokrynny [60].

Biotesty komoérkowe sg alternatywa dla tradycyj-
nych technik analitycznych i testow przeprowadza-
nych na calych organizmach [52]. Biotesty te prze-
waznie wykorzystuja komorki ludzkie (takie jak na
przyklad komorki raka piersi lub nerki) w celu okres-
lenia zakresu zaklécen proceséw hormonalnych [2].
Obecnie dostepne sg takze komercyjne biotesty wyko-
rzystujace komorki drozdzy. Grzyby te nie maja natu-
ralnych receptorow estrogenu, ale moze zosta¢ do
ich komoérek wprowadzony taki receptor z genomu
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ludzkiego lub ryb. Raz wbudowane receptory beda
przyczynia¢ sie do ekspresji mierzonych bialek, takich
jak lucyferaza czy [B-galaktozydaza, ktére moga by¢
monitorowane kolorymetrycznie lub luminescen-
cyjnie [2]. Jednym z najczesciej wykorzystywanych
takich testow jest test aktywnosci estrogennej z uzyciem
drozdzy (Yeast Estrogen Screen, YES) [57]. Otrzymane
wyniki sg znormalizowane w stosunku do najpow-
szechniejszego, naturalnego estrogenu uzywanego jako
standard. Komercyjne testy Yeast Estrogen Screen (YES),
Yeast Androgen Screen (YAS) facznie z wariantami LYES
i BLYES sg obecnie szeroko stosowane. Test YES zostal
opisany po raz pierwszy przez Arnold i wsp. [2] w celu
okreslenie powinowactwa DDT, oktylofenolu i natural-
nych substancji do ludzkiego receptora estrogenowego
w poréwnaniu z 17f-estradiolem. W celu zwigkszenia
czulosci i szybkosci testu YES opracowano test LYES,
w ktérym wprowadzono dodatkowo etap fermentacji
enzymatycznej z litykaza [64].

Pojawila si¢ obawa, ze cze$¢ srodkdw ochrony roslin,
w tym $rodki owadobojcze sa zdolne do nasladowania
dziatania 17f-estradiolu w wyniku interakcji z ludzkim
receptorem estrogenu [53]. Powszechnie stosowanymi
srodkami owadobojczymi sa pyretroidy i kilka z nich
oceniano roznymi metodami pod katem ewentualnej
aktywnosci wobec uktadu hormonalnego. Zaobserwo-
wano, ze niektére metabolity pyretroidow, zwlaszcza
permetryny i cypermetryny, majg struktury chemiczne,
ktére sg predysponowane do oddzialywania z komar-
kowym receptorem estrogenu w tescie YES bardziej niz
pyretroidy macierzyste. Mimo, ze aktywnos¢ estroge-
nowa tych zwigzkéw byla okoto 10° razy mniejsza niz
17pB-estradiolu nalezy je uznac za zagrozenie dla zdro-
wia ludzkiego, a takze srodowiska [53]. Kolle i wsp. [39]
zastosowali test YAS w celu oceny aktywacji receptora
androgenowego przez winklozoline (fungicyd) i fluta-
mid (lek) oraz przez mieszaniny tych zwigzkow zasto-
sowane w roznych stezeniach. Dzialanie tych zwigzkow
nie bylo synergistyczne a ich efekt estrogeny widoczny
byt tylko przy wyzszych stezeniach - ale nie sumowat
sie. Badania Taxvig i wsp. [69] dowiodly takze, ze tebu-
konazol i epoksykonazol (fungicydy) moga dziata¢ na
uklad endokrynny szczurdw, na co wskazywala miedzy
innymi feminizacja samcow lub zwiekszenie masy uro-
dzeniowej tych zwierzat.

4. Drozdze w toksykogenomice

4.1. Zalety drozdzy wykorzystywanych
w toksykogenomice

Toksygenomika jest interdyscyplinarng dziedzing
nauki, ktéra faczy toksykologie z naukami ,,omicznymi”
w celu wyjasnienia reakcji na stresy srodowiskowe na
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poziomie genomu [29, 56]. Duzy potencjal wynikajacy
z polaczenia tych dyscyplin z bioinformatyka zapewnia
bardziej kompleksowa wiedz¢ odnosnie oddzialywan
substancji chemicznych na poziomach molekular-
nym i komdrkowym [28, 70]. Gatunek S. cerevisiae
jest dokladnie poznany i powszechnie stosowany jako
eukariotyczny model w tego typu badaniach. Kilka cech
drozdzy sprawia, ze s3 one dobrym modelem: (1) sa
jednokomoérkowymi, niepatogenicznymi mikroorga-
nizmami o szybkim wzroscie i prostych warunkach
hodowli, (2) s3 podatne na manipulacje genetyczne,
(3) zostala juz przeprowadzona analiza calego genomu
i wypracowano w tym zakresie duzo prostych tech-
nik eksperymentalnych, (4) genom drozdzy posiada
uderzajaco wysoki stopien funkcjonalnej homologii
z genomem czlowieka i innych wyzszych eukariotow,
i (5) maja unikalng zalete posiadania informacji funk-
cjonalnych dostepnych dla niemal kazdego genu [31].
Od 20 lat znana jest sekwencja genomu S. cerevisiae
[25]. Skfada sie on z 12 068 kilopar zasad (ponad 12 mln
par zasad) i zawiera okoto 6000 genéw. Obecnie baza
danych genomu drozdzy piekarniczych Saccharomyces
Genome Database (SGD; [78]) dostarcza wiadomo$ci
o kazdym genie tych drozdzy. Po zsekwencjonowaniu
genomu drozdzy piekarniczych mozna bylo ostatecz-
nie stwierdzi¢, ze geny drozdzy piekarniczych i ssakow
koduja podobne biatka oraz okredli¢, ile z gendw, ktore
odkryto u drozdzy piekarniczych, ma swoje homologi
wsrod gendw ssakow [6].

Liczne informacje zebrane w ciaggu kilku ostatnich
lat badan znajduja si¢ w tatwo dostepnych bazach
danych. Pionierskie badania nad S. cerevisiae przyczy-
nily si¢ do rozwoju kilku postgenomowych technik
i narzedzi obliczeniowych, zmieniajagc obszar zasto-
sowan drozdzy w metodach funkcjonalnej genomiki
i proteomiki [7, 49, 67]. 1 chociaz wiele zwigzkow
cytotoksycznych dziala na organizmy za posrednic-
twem mechanizmow fizjologicznych, ktdre nie istnieja
u drozdzy, wiele podstawowych mechanizmow, takich
jak adaptacja i odporno$¢ na presje chemiczne i $ro-
dowiskowe znajdujg si¢ w komorkach tych grzybow
i organizméw odleglych filogenetycznie [58].

4.2. Narzedzia transkrypto-, proteo- i matabolomiczne
stosowane w toksykogenomice drozdzy

Badanie zmian w ekspresji genéw i bialek lub po-
zioméw metabolitéw po ekspozycji na substancje
toksyczne moze pomoéc w identyfikacji komponen-
tow komdrkowych i szlakow metabolicznych, ktore sa
najbardziej istotne z toksykologicznego punktu widze-
nia [29, 56]. S. cerevisiae stanowi doskonaly ekspery-
mentalny model do uzyskania zintegrowanej oceny
odpowiedzi catego genomu na stres poprzez polacze-
nie transkryptomiki i proteomiki ilo§ciowej do oceny
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ekspresji genomu, metabolomiki, czyli badaniu profilu
metabolitow komdrkowych jako ostatecznej odpowie-
dzi na toksyny i chemogenomiki, do identyfikacji mole-
kul bedacych celem atakéw toksyn w komorce. Po eks-
pozycji komorek drozdzy na toksyny nastepuje zmiana
ekspresji mRNA, w celu dostosowania si¢ do nowych
warunkoéw $rodowiskowych. W ten sposob tworzy sie
specyficzny wzor ekspresji gendw charakterystyczny dla
danego zwigzku [65, 66]. Takie transkrypcyjne wzory
s3 podobne dla zwigzkéw o podobnych mechanizmach
dzialania i moga by¢ stosowane do wnioskowania
o mechanizmach dziatania i przewidywaniu efektow
niescharakteryzowanych toksyn [46, 70]. W rzeczywi-
sto$ci, zmiana ekspresji genéw moze wystgpi¢ niemal
natychmiast po ekspozycji i ocena tych zmian moze
potencjalnie zapewni¢ wczesniejsza i bardziej czulg
reakcje biomarkera niz tradycyjne metody toksykolo-
giczne [29, 66]. Jednakze ocena samej ekspresji genow
jest niewystarczajaca, aby w petni zrozumie¢ dziatanie
toksyny i wynikajace stagd konsekwencje [29], poniewaz
spodziewane sg rowniez zaburzenia w produkc;ji i/lub
funkcji biatka. Analizy profili bialek moga by¢ stoso-
wane w celu identyfikacji zmian jakie w nich zachodzg
po ekspozycji na toksyne [17, 62, 71, 72]. Genomowe
i proteomiczne metody nie uwzgledniaja dynamicznego
stanu metabolicznego komorki. Metabolomika jest
podejsciem, ktére umozliwia badanie profili metabo-
licznych w oparciu o zalozenie, ze zmiany wywotane sa
przez toksyczne substancje. Niestety tego typu badania
z wykorzystaniem drozdzy sa nadal rzadkie [30, 47].

4.3. Toksykogenomika funkcjonalna genéw drozdzy

Toksykogenomika funkcjonalna bada funkcje ge-
néw zwigzanych z dziataniem toksycznego zwigzku
lub stresu $rodowiskowego, czyli okresla bezposredni
zwigzek miedzy genem i toksycznoscig [29, 56]. W tym
kontek$cie, przelomem w badaniach nad mechani-
zmem dziatania toksyn, i jedng z gtéwnych zalet sto-
sowania drozdzy do oceny toksycznosci substancji byto
uzyskanie zbioru haploidalnych i heterozygotycznych/
homozygotycznych diploidalnych drozdzy z delecja
okreslonego genu [63]. Kolekcje tych drozdzy umoz-
liwiaja kompleksowe i systematyczne badania gene-
tyczne, ktore wskazujg na bezposredni zwigzek miedzy
specyficznym genem i jego funkcjonalnym produktem
tworzacym sie w odpowiedzi na dany ksenobiotyk [3,
32, 77]. Badania skryningowe s3 czgsto prowadzone
w celu identyfikacji gendw, ktore sg waznymi czynni-
kami decydujacymi o opornosci na stres. Mozliwe jest
takze wykrywanie delecji, ktére warunkujg opornos¢
na zwigzek toksyczny, wowczas gdy jest on szkodliwy
dla szczepu typu dzikiego. Testy te wykonuje si¢ na
szczepach homozygotycznych i haploidalnych [77].
Obecnie dostepnych jest wiele narzedzi bioinforma-
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tycznych, ktére ulatwiajg interpretacje wynikow [54].
Jak dotychczas co najmniej kilkadziesigt publikacji
napisano w oparciu o badania z wykorzystaniem kolek-
cji delecyjnych drozdzy [16, 17].

4.4. Toksykogenomika drozdzy w ocenie
zanieczyszczenia srodowiska rolniczego

Badania toksykologiczne zwigzkéw chemicznych
stosowanych w rolnictwie, w tym herbicydow i fungi-
cydow, rozwijaja sie od wielu lat, ale dlugofalowe skutki
stosowania tych substancji sg trudne do przewidzenia.
Analiza calego genomu drozdzy jest z powodzeniem
stosowana do identyfikacji gendéw odpowiedzialnych
za odpowiedzi i odporno$¢ na stresy wywolane przez
$rodki ochrony roélin [8, 9]. Opisywana jest migdzy
innymi odpowiedz drozdzy 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]. Podejs-
cie toksykogenomiczne zaproponowano do zdefiniowa-
nia i przewidzenia nowych efektow toksykologicznych
dla fungicydu mankozeb [14, 16] i herbicydu 2,4-D
[72, 73]. Mankozeb jest nieselektywnym fungicydem
zawierajgcym kompleks cynku z etyleno-bis-ditiokar-
baminianem manganu o szerokim spektrum dziala-
nia powszechnie stosowanym wobec fitopatogennych
grzybow w roznych uprawach, o niskiej toksycznosci
ostrej [4, 50]. Jednak w ostatnich latach jest coraz wiecej
dowodow wskazujacych, ze przewlekla ekspozycja na
ten fungicyd zwigksza prawdopodobienstwo zachoro-
wania na chorobe Parkinsona i niektére formy raka [11,
81]. Metody proteomiki ekspresyjnej wykazaly, ze 70%
bialek inaczej wyraza si¢ w komorkach eksponowanych
na mankozeb [16] i az 53% determinantéw opornosci
drozdzy na fungicyd ma ludzkie ortologi [14].

Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) nalezy do
rodziny herbicydéw auksynopodobnych. Pomimo, ze
jego stosowanie jest uznane za stosunkowo bezpieczne,
ekspozycja na 2,4-D moze by¢ zwigzana z rozwojem
nieziarniczego chtoniaka i miesaka [33]. W badaniach
Teixeira i wsp. [75] dotyczacych oceny mechanizmoéw
reakcji na stres i powstawania odpornosci na 2,4-D
zastosowano caly genom S. cerevisiae. Reakcja trans-
krypcji drozdzy na ekspozycje na 2,4-D skutkowala
zmianami w regulacji kilku genéw zaangazowanych
w odpowiedzi na stres oksydacyjny, co korelowalo ze
wzrostem stezenia rodnikéw hydroksylowych i pero-
ksydacji lipidéw zarejestrowanych w wyniku ostrego
stresu na 2,4-D w komoérkach drozdzy [73].

Opisane przypadki podkreslaja podobienstwa skut-
kow toksykologicznego dzialania fungicydow i herbicy-
déw u drozdzy i u innych organizméw eukariotycznych,
takich jak ludzie i rodliny. W zwiazku z tym oczekuje



244

sie, ze zastosowanie uktadu modelowego z drozdzami
bedzie nadal przyczynia¢ sie do zrozumienia mechaniz-
mow molekularnych lezacych u podstaw toksycznosci
srodkéw ochrony roélin dla bardziej skomplikowanych
i mniej dostepnych w badaniach eukariontow.

5. Podsumowanie

Reasumujac nalezy podkresli¢, ze wzrasta znacze-
nie drozdzy wykorzystywanych w nauce, szczegélnie
w badaniach srodowiskowych, jako organizméw mode-
lowych. Zainteresowanie budzg przede wszystkim eks-
perymenty nad oddzialywaniem toksyn na geny, pro-
wadzone na drozdzach w celu okreslenia podobienstw
reakcji, takze na $rodki ochrony roslin, pomiedzy réz-
nymi organizmami. Dostepnych jest takze kilka komer-
cyjnych biotestow wykorzystujacych drozdze do oceny
zagrozen zanieczyszczen rolniczych dla srodowiska.
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1. Wstep. 2. Znaczenie E. faecalis w zakazeniach endodontycznych zgbdw. 3. Czynniki wirulencji E. faecalis. 4. Mechanizmy zjadliwosci
E. faecalis. 5. Podsumowanie

Virulence factors of Enterococcus faecalis in relation to pulp diseases and periapical infections

Abstract: Enterococci are Gram-positive, catalase-negative, facultative anaerobic bacteria. They inhabit the oral cavity and gastrointestinal
tract in humans as normal commensals. However, they can also cause infections of the urinary tract, surgical wound infections, neonatal
sepsis and endocarditis. Enterococcus faecalis is associated with great number of refractory endodontic infections. The prevalence of these
bacteria ranges from 24 to 77% in teeth with failed endodontic treatment and E. faecalis very often coexists with chronic apical periodontitis.
Understanding the virulence, ecology and epidemiology of E. faecalis is essential for limiting all kinds of diseases caused by this pathogen.
This article focuses on the bacterial mechanisms related to endodontic infections and periradicular inflammatory response. The most
explored virulence factors are: the aggregation substance, surface adhesins, lytic enzymes, lipoteicholic acid, sex pheromones. All of them are
associated with specific stages of tissue invasion. E. faecalis has also developed elaborated mechanisms of antibiotic resistance, as well as the
ability to organize in a biofilm and overcome low-nutrient conditions. These adaptations help in the modulation of host immune response
and make E. faecalis very difficult to eradicate by available antibiotics and disinfectants. Recognition and understanding of the nature of this
pathogen will help endodontic microbiology to completely eliminate endodontic infections for successful endodontic treatment.

1. Introduction. 2. Importance of E. faecalis in endodontic infections. 3. Virulence factors of E. faecalis. 4. Virulence mechanisms of
E. faecalis. 5. Summary

Stowa kluczowe: czynniki wirulencji, Enterococcus faecalis, opornos¢
Key words: Enterococcus faecalis, resistance, virulence factors

1. Wstep

Do rodzaju Enterococcus naleza Gram-dodatnie
ziarniaki, fakultatywnie beztlenowe, ktére w rozmazach
przybieraja forme krétkich fancuchdéw, badz wystepuja
w parach lub jako pojedyncze kuliste komérki [32].
Znaczaca wickszos¢ jest zdolna do wzrostu w przedziale
temperatur 10-45°C, w obecnosci NaCl o stezeniu 6,5%
i szerokim zakresie pH od 4,5 do 9,6. Wykazuja takze
zdolno$¢ do przetrwania w ciggu 30 min w tempera-
turze 60°C. Cecha charakterystyczng enterokokow jest
zdolnos¢ do hydrolizy esculiny w obecnos$ci wysokiego
stezenia soli zolciowych. W tescie tym stosuje si¢ 40%
261¢ wolowa lub 4% roztwor soli kwasow zoétciowych.
W tych warunkach wzrost wigkszosci bakterii jest
hamowany. Enterokoki za$ hydrolizujg eskuling z pod-
toza, co jest widoczne w postaci charakterystycznego
zaciemnienia podtoza (czarny strat wokot kolonii) [42].

Ze wzgledu na zdolnos¢ hydrolizy argininy i wytwa-
rzania kwasoéw podczas rozktadu mannitolu, sorbitolu

i sorbozy rodzaj Enterococcus podzielono na piec grup.
Jako drobnoustrdj hydrolizujgcy arginine, wytwarza-
jacy kwasy w podtozu z mannitolem a nie posiadajacy
cech kwasotwdrczych w obecnosci sorbozy, E. faecalis
przyporzadkowany zostat do grupy II.

Bakterie z rodzaju Enterococcus wystepuja w srodo-
wisku, np. w wodzie, glebie, rodlinach, oraz jako organiz-
my komensalne wystepuja w przewodzie pokarmowym
oraz jamie ustnej czlowieka. Jednocze$nie sa czynnikami
etiologicznymi takich choréb jak zapalenie wsierdzia,
zakazenie ukladu moczowo-plciowego, jamy brzusznej
oraz ogolne zakazenia pooperacyjne. W wigkszosci tych
infekgji stwierdza sie obecno$¢ E. faecalis (w okoto 80%
przypadkow) oraz E. faecium (5-25% zakazen) [40].
Ponadto uwaza sig, ze enterokoki sg jednymi z gtéwnych
drobnoustrojéow powodujacych szpitalne bakteriemie.
Z drugiej strony, jako bakterie mlekowe majace zdolnos¢
wytwarzania bakteriocyn, sag powszechnie wykorzysty-
wane w przemysle spozywczym i weterynaryjnym, jako
probiotyki i kultury starterowe [16].
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2. Znaczenie E. faecalis w zakazeniach
endodontycznych zebow

Gatunek E. faecalis jest jednym ze skladnikow
naturalnej mikroflory jamy ustnej. Jednoczesnie jest
to trudny do eradykacji patogen, odpowiedzialny za
niektore infekcje stomatologiczne. Dominuje we wtor-
nych przewleklych stanach zapalnych kanaléw korze-
niowych. Ponadto wykrywany jest w infekcjach tka-
nek przyzebia oraz rzadko w przebiegu periimplantitis
(zapalenie tkanek wokot implantu). Badania wykazaly
dodatnia korelacje pomiedzy liczbg bakterii w $linie
i na powierzchni blony $luzowej jamy ustnej, a zabie-
giem leczenia endodontycznego. Odnotowano wzrost
liczby szczepow E. faecalis w obrebie jamy ustnej u os6b
w trakcie lub po chemo-mechanicznym opracowaniu,
a nastepnie wypelnieniu kanatéw korzeniowych [41].
U pacjentéw, u ktorych nie doszlo do utraty zywotnosci
zebow, ich poziom w $linie i na blonie §luzowej jamy
ustnej pozostaje znaczaco nizszy.

Obecno$¢ E. faecalis jest $cisle powiazana z wystepo-
waniem standw zapalnych tkanek okolicy wierzchotka
korzenia, towarzyszacych pierwotnym i przetrwalym
infekcjom zlokalizowanym w $wietle kanaléw zgbo-
wych. W przypadku zakazen pierwotnych wykry-
wany jest w 4-40% przypadkoéw, ktérym towarzysza
przewlekle bezobjawowe zmiany okotowierzchotkowe
[38]. Jezeli w przebiegu pierwotnego zapalenia miazgi
dochodzi do ostrego zapalenia tkanek okotowierzchot-
kowych, z lub bez uformowania ropnia, E. faecalis nie
jest wykrywany. W przypadku przetrwalych stanow
zapalnych endodontium, odsetek wykrywalnosci tego
patogenu jest znaczaco wyzszy. Z kanatéw zebowych
wymagajacych rewizji leczenia endodontycznego
E. faecalis izolowany jest 9-krotnie czesciej niz z pier-
wotnych infekcji wewnatrzkanalowych [38]. Wyniki
badan wykazaly, ze E. faecalis jest wykrywany w 24 do
77% przypadkow przetrwalych infekcji endodontycz-
nych, ktérym towarzysza zmiany zapalne w tkankach
okotowierzcholkowych [34, 38, 45, 20]. Znaczace rdz-
nice pomiedzy wynikami mogg by¢ efektem nastepuja-
cych czynnikéw: zastosowanych technik identyfikacji
szczepu oraz wielkos$ci badanej grupy [3]. W przypadku
badan opartych o metode posiewu i identyfikacji kultur
bakteryjnych, rzadziej wykrywano patogen. Technika
PCR (tancuchowa reakcja polimerazy), jako metoda
szybsza i bardziej czuta, potwierdzila obecno$¢ E. faeca-
lis w wiekszej liczbie leczonych kanatow.

Najnowsze doniesienia naukowe s3 zrodtem cieka-
wych informacji o pochodzeniu szczepéw eneteroko-
kow, wykrytych w przebiegu zakazen korzeni zebow.
W jednym z badan E. faecalis wyizolowany ze $wiatta
zainfekowanych kanatéw nie odpowiadal genetycznie
szczepom enterokokow, wystepujacych w naturalnej
mikroflorze gospodarza [58]. Obserwacji poddano
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grupe 50 pacjentéw. Material do analizy mikrobiolo-
gicznej pozyskano ze §liny, wnetrza korzeni objetych
stanem zapalnym oraz z katu. Szczepy E. faecalis odpo-
wiedzialne za rozwdj infekeji endodontycznych nie odpo-
wiadaly genetycznie szczepom wyizolowanym z prze-
wodu pokarmowego. Ponadto w zadnej z prébek sliny
nie potwierdzono obecnosci tego drobnoustroju. We
wszystkich poddanych obserwacji przypadkach, choro-
botwdrcze dla pacjentow byly tylko bakterie egzogenne.
Whiosek jednak wymaga dalszych badan i weryfikacji.

3. Czynniki wirulengji E. faecalis

E. faecalis jest drobnoustrojem o wielu skompliko-
wanych mechanizmach wirulencji. Ma zdolnos$¢ ada-
ptacji do warunkéw srodowiska poprzez wytwarzanie
szeregu substancji i uruchamianie proceséw, ktore uta-
twiajg adhezj¢ i inwazj¢ komorek gospodarza, modyfi-
kujg jego odpowiedZ immunologiczng oraz powoduja
uszkodzenia w obrebie tkanek (rys. 1).

Do najwazniejszych czynnikéw zjadliwosci zalicza sie:

AS (aggregation substance — substancja agregujaca)
- powierzchniowa adhezyna odpowiadajaca za przyle-
ganie enterokokéw do komorek eukariotycznych oraz
agregacje komorek bakteryjnych, co utatwia wymiane
plazmidowego DNA pomig¢dzy nimi [35]. Biatko AS
kodowane jest przez geny umiejscowione na wyspie
patogennosci (PAI) i plazmidach zaleznych od feromo-
néw. Najlepiej poznanymi plazmidami zawierajacymi
geny kodujace biatka AS s3: pAD, - biatko Asal [51],
pPD, - biatko Aspl [16] oraz pCF10 - biatko Ascl0
[24]. Wszystkie biatka AS posiadaja motyw RGD (Arg-
-Gly-Asp) w N-koncowej czesci czasteczki odpowia-
dajacy za wigzanie bakterii do powierzchni komoérek
eukariotycznych [56]. Ponadto biatku AS przypisuje si¢
liczne funkcje wplywajace na chorobotworczos¢ ente-
rokokéw. Umozliwia ono enterokokom przyleganie do
bialek macierzy zewnatrzkomorkowej gospodarza. Jego
obecno$¢ zwieksza hydrofobowos¢ komorki bakteryjnej
oraz hamuje aktywno$¢ granulocytéw obojetnochton-
nych, skierowang przeciwko tym drobnoustrojom.
AS jest takze czynnikiem sprzyjajacym koniugacji.
U bakterii Gram-dodatnich koniugacja jest warunko-
wana obecnoscig zwiazkdw powodujacych agregacje
komorek, a nie wytwarzaniem pili plciowych, jak u bak-
terii Gram-ujemnych. Koniugacyjny transfer plazmi-
dowego DNA pomig¢dzy komoérkami E. faecalis, powo-
duje rozprzestrzenianie si¢ opornosci na antybiotyki
wsrod szczepow enerokokdw. Ponadto, w zakazeniach
ukladow pokarmowego i moczowego AS zwigksza
poziom adhezji do komoérek nabtonkowych przewodu
pokarmowego i nerek [26]. Substancja agregujaca ma
takze dziatanie synergistyczne z cytolizyna - innym
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Rys. 1. Czynniki zjadliwosci E. faecalis i ich rola

czynnikiem wirulencji enterokokéw [4]. W badaniu
przeprowadzonym na krélikach oceniano $miertelno$¢
w wyniku zapalenia wsierdzia spowodowanego infek-
cja E. faecalis, w zaleznosci od mozliwosci wytwarza-
nia przez te bakterie substancji agregujacej i cytolizyny.
Statystycznie znamiennie wyzszg $miertelnos¢ wyka-
zano w grupie zwierzat, gdzie zrodlem infekcji byt
szczep posiadajacy geny odpowiedzialne za wytwarza-
nie zaréwno AS jak i cytolizyny [4].

Ace (adhesion of collagen from E.faecalis) jest
biatkiem powierzchniowym o masie czasteczkowej
74kDa, ktére wraz z AS bierze udzial w kolonizacji
tkanek gospodarza. Czasteczka biatka Ace zbudowana
jest z: N-terminalnego konca utworzonego z 31 ami-
nokwaséw, domeny A o 335 aminokwasach, domeny B
skladajacej si¢ z 4,5-krotnego powtdrzenia 47 rodniko-
wych jednostek, konicowego regionu C zakotwiczonego
w $cianie komorkowej przez tzw. motyw LPXTG (leu-
cyna, prolina, X-dowolny aminokwas, treonina, gli-
cyna). Ace nalezy do grupy powierzchniowych kom-
ponentéw MSCRAMM (microbal surface component
recognizng adhesive matrix molecules), gdyz posiada
zdolnos$¢ wigzania sie z bialkami macierzy zewnatrz-
komorkowej [25].

Bialko Ace posiada zdolnos¢ taczenia si¢ z kola-
genem typu I i IV. Zawiera motyw homologiczny do
domeny wigzacej kolagen, wystepujacej w biatku Cna
u Staphylococcus aureus. Podobng homologie w budo-
wie potwierdzono réwniez w stosunku do biatka Acm
wystepujacego u E. faecium i odpowiedzialnego za
wigzanie do kolagenu typu I. Biatka Acm E. faecium
i Ace E. faecalis wykazuja podobienstwa w budowie
domeny A[32].

Esp (enterococcal surface protein) jest bialkiem
o masie czasteczkowej przekraczajacej 200 kDa, zwigza-
nym ze $ciang komoérkowa bakterii. Gen esp ma specy-

ficzng strukture, zawiera 3 bloki licznych tandemowych
powtorzen. Znaczenie tych struktur nie zostato jedno-
znacznie stwierdzone. Podejrzewa sie, ze umozliwiaja
one powstawanie réznych wariantéw biatka Esp, co
pozwala na efektywne unikanie mechanizméw obron-
nych uktadu odpornosciowego gospodarza [36]. Biatku
Esp przypisuje sie rowniez bardzo wazng role — udziat
w procesie tworzenia biofilmu [51]. Szczepy E. faecalis
z mutacjami w genie esp tracity zdolnos¢ do tworzenia
biofilmu w warunkach do$wiadczalnych. Wzrost ente-
rokokéw w postaci biofilmu pozwala na zwigkszenie
opornosci bakterii na antybiotyki i spadek podatnosci
na fagocytoze i mechanizmy obronne ukfadu immu-
nologicznego [9].

Biatka adhezyjne enterokokéw biorg udziat w kolo-
nizacji, pierwszym stadium inwazji tkanek gospodarza.
Szczepy E. faecalis wytwarzajg takze substancje o wlas-
ciwo$ciach toksycznych oraz destrukcyjnych dla ata-
kowanego organizmu: cytolizyna Cyl, zelatynaza GelE,
hialuronidaza Hyl oraz proteza serynowa SpreE.

Cytolizyna Cyl (zwana tez hemolizyna) jest jedna
z toksyn produkowanych przez enterokoki. Cytolizyna
jest bakteriocyna zaliczang do grupy lantybiotykow.
Powoduje rozpad erytrocytéw (wywoluje hemolize
typu PB), leukocytéw obojetnochtonnych i makrofa-
gow. Posiada takze wlasciwosci bojcze w stosunku do
wielu bakterii Gram-dodatnich [19]. Szczepy E. faeca-
lis wytwarzajace cytolizyne charakteryzujg si¢ wigksza
zjadliwoscia w poréwnaniu do szczepdw cytolizyno-
-negatywnych [57]

Zelatynaza GelE jest wydzielang zewnatrzkomor-
kowo endopeptydazg zalezng od jondéw cynku. Enzym
ten hydrolizuje kolagen, hemoglobine, kazeine, zela-
tyng, w nastepstwie czego dochodzi do powstawa-
nia zmian patologicznych w tkankach [46]. Biatko
o takiej samej aktywnosci jest réwniez wytwarzane
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w organizmie czlowieka przez komorki zapalne,
nabtonkowe, fibroblasty oraz osteoklasty, i uczestniczy
w procesach przebudowy tkanek. Zelatynaza w pod-
wyzszonych stezeniach wykrywana jest w chorobach
przyzebia, infekcjach miazgi i zmianach okotowierz-
chotkowych [43]. Rozpad kolagenu w tych stanach
patologicznych ma dziatanie chemotaktyczne w sto-
sunku do monocytéw, makrofagéw, neutrofili, akty-
wuje produkcje reaktywnych form tlenu i enzymow
litycznych, a zatem jest inicjatorem uszkodzen proza-
palnych. Analogiczne znaczenie przypisuje si¢ bakteryj-
nej hialuronidazie, ktéra poprzez indukcje tych samych
mechanizmdéw moze pelni¢ istotng funkcje w patoge-
nezie zapalen okotowierzchotkowych.

Hialuronidaza jest enzymem, ktéry powoduje roz-
ktad kwasu hialuronowego. W nastepstwie wytwarza-
nia hialuronidazy przez szczepy E. faecalis, dochodzi do
niszczenia tkanki chrzestnej i kostnej [25]. Obecno$¢
E. faecalis w zmianach okofowierzchotkowych moze
wynikac¢ z wlasciwosci osteolitycznych hialuronidazy
[1]. Wytwarzanie hialuronidazy moze ulatwia¢ pato-
genom migracj¢ z kanalu korzeniowego do okolicy
okotowierzchotkowej. Jednakze teoria ta, cho¢ pojawia
sie w pi$miennictwie wielokrotnie, wymaga dalszych
badan i potwierdzenia.

W mechanizmach wirulencji enterokokéw biorg
takze udzial tzw. feromony plciowe. Sa to krétkie hydro-
fobowe peptydy, ktore pelnig role swoistego sygnatu
w procesie wymiany materiatu genetycznego pomiedzy
szczepami E. faecalis [10]. Komorka bakteryjna poten-
cjalnego biorcy wydziela feromon, ktéry oddzialuje
z biatkami dawcy kodowanymi plazmidowo, aktywujac
gen AS, czego nastepstwem jest rozpoczecie koniugaciji.
Wytwarzane feromony sg swoiste dla konkretnych plaz-
midow, np.: feromon cAD1 - plazmid pAD1.

W ten sposdb, na drodze horyzontalnego transferu
gendéw, bakterie uzyskuja i modyfikuja swoja odpor-
no$¢ na antybiotyki (plasmid warunkujgcy opornosé
na tetracykline pCF10, feromon cCF10) [5], mozliwos¢
wytwarzania innych czynnikéw wirulencji, np. cytoli-
zyny (plazmid kodujacy aktywnos¢ cytolizyny pOBI,
feromon cOB1) [7]. Niektore feromony piciowe posia-
daja takze wlasciwosci chemotaktyczne dla neutrofilow
oraz powodujg wzrost wytwarzania przez nie enzymow
lizosomalnych oraz zewnatrzkomoérkowych nadtlen-
kow [12]. Zwiekszone miano enzymoéw lizosomalnych
skorelowane jest natomiast z rozwojem wielu stanow
patologicznych zgbéw i tkanek przyzebia, takich jak
przewlekla choroba przyzebia oraz zmiany okotowierz-
cholkowe zwigzane z zapaleniem miazgi. Enzymy lizo-
somalne wplywaja takze na resorpcje kosci wyrostka
zebodotowego poprzez destrukcje oraz hamowanie
tworzenia nowej tkanki kostnej [52].

Kwas lipotejchojowy (LTA) jest zwigzkiem orga-
nicznym zawierajacym czes$¢ lipidowa diacylglicerolowa
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oraz powtarzajace si¢ jednostki glicerofosforanowe.
LTA jest wbudowany w blone komorkows bakterii
Gram-dodatnich. Pelni funkcje receptora w agregacji
i koniugacji plazmidéw bakteryjnych pomiedzy komor-
kami enterokokéw [11]. Jednak jego zasadniczg rola
jest stymulacja odpowiedzi prozapalnej w reakcji na
czynnik infekcyjny. Nastepuje to poprzez pobudzanie
leukocytéw do wzmozonego uwalniania cytokin, takich
jak: TNF alfa, IL-1beta, IL-6, makrofagéw do produkcji
prostaglandyny PGE2 oraz monocytéw do wytwarzania
anionow nadtlenowych [56]. Wszystkie wymienione
wyzej czynniki wykrywane s3 w zmianach okoto-
wierzchotkowych i odpowiadajg za uszkodzenia tka-
nek tej okolicy w przebiegu proceséw zapalnych. Inne
znaczenie LTA to stymulacja uwalniania mediatoréw
w fazie ostrej, co powoduje wzrost przepuszczalnosci
naczyn krwiono$nych oraz angiogeneze. Natomiast
poprzez hamowanie wytwarzania $rédblonkowych
czynnikéw wzrostu zaburza angiogeneze, wplywajac na
powolny rozwdj przewleklych standéw patologicznych
okolicy otaczajacej wierzchotek zeba [54]. Typowym
ich objawem jest rozrzedzenie i zniszczenie struktury
kostnej, a LTA moze mie¢ istotny wplyw w przebieg
tego procesu. Badania in vitro wykazaty ponadto wpltyw
kwasu lipotejchojowego na indukecje apoptozy ludzkich
komorek osteoblastycznych [49] oraz wplyw na eks-
presje zwiazkéow regulujacych dojrzewanie komorek
osteoklastycznych: ligandu RANKL na osteoblastach
i osteoprotegryny OPG [59]. Wzrost ekspresji RANKL
z jednoczesna redukcja ekspresji OPG stymuluje pro-
ces roznicowania, dojrzewania i aktywacji osteoklastow,
powodujac niszczenie tkanki kostnej w przebiegu cho-
réb przyzebia [59].

Laboratoryjna ocena podatnosci komorek bakte-
ryjnych na dziatanie antybiotykéw dostarczyta innych
waznych informacji na temat znaczenia czasteczek LTA.
Potwierdzono role kwasu lipotejchojowego w wytwa-
rzaniu oporno$ci na przenikanie antybiotykéw do
wnetrza komorek, w zmniejszaniu wrazliwosci na
dziatanie detergentéw oraz wzroscie przezywalnosci
enterokokéw w srodowisku pozbawionym sktadnikow
odzywczych [44]. Kwas lipotejchojowy moze by¢ tym
samym odpowiedzialny za brak skutecznosci opatrun-
kow wewnatrzkanalowych, aplikowanych w trakcie
leczenia endodontycznego, majacych na celu erady-
kacje E. faecalis.

4. Mechanizmy zjadliwosci E. faecalis

Warunkiem uznania bakterii za chorobotworcze jest
posiadanie przez nie zdolnoéci do przylegania, wni-
kania i wzrostu w tkankach. Zjadliwos¢ bakterii jest
ponadto warunkowana przez mechanizmy obronne,
pozwalajace unika¢ dzialania systemu odpornoscio-
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Rys. 2. Mechanizmy zjadliwo$ci E. faecalis warunkujace opornos¢ na substancje dezynfekujace i antybiotyki

wego gospodarza i jednoczesnie umozliwi¢ wspot-
zawodnictwo o przetrwanie z innymi bakteriami bytu-
jacymi w tej samej niszy (Rys. 2).

W obrebie jamy ustnej miejscem bytowania choro-
botworczych szczepdw E. faecalis jest wnetrze korzeni
zebowych. Po wniknieciu do kanatu korzeniowego
E. faecalis kolonizuje $ciane zgbinowsq. Poprzez kwas
lipotejchojowy wiaze si¢ z czescig mineralng zrebu,
natomiast dzieki adhezynie powierzchniowej Ace
przylega do kolagenu. Srodowisko to charakteryzuje
sie szeregiem niesprzyjajacych czynnikéw bytowych:
niedobor sktadnikéw pokarmowych, obecnos¢ innych
bakterii i ich toksyn oraz dziatanie réznego rodzaju che-
mioterapeutykow. Patogen wytworzyt szereg mechaniz-
mow przystosowawczych do bytowania w tych warun-
kach. Posiada zdolno$¢ wnikania do wnetrza kanalikéw
zebinowych, gdzie staje si¢ niewidoczny dla immunolo-
gicznego ukladu odpornosciowego gospodarza. W $ro-
dowisku tlenowym, bogatym w sktadniki odzywcze
E. faecalis wnika do wnetrza kanalikéw zebowych na
$rednia glebokos$¢ 1483 um. W warunkach beztleno-
wych glebokos¢ wnikania zmniejsza si¢ do 1166 pm,
a najmniejsza glebokos¢ kolonizacji kanalikéw, na
poziomie 620 um osigga w Srodowisku beztlenowym,
pozbawionym sktadnikéw odzywczych [22]. Po zaapli-
kowaniu do $wiatta kanatu korzeniowego wodorotlenku
wapnia, zwigzku powszechnie stosowanego w lecze-
niu endodontycznym, pH gwaltownie wzrasta. Jednak
w glebi kanalikow zebinowych, daleko od $wiatta kanatu
gltéwnego, pH pozostaje na znaczgco nizszym poziomie,
a bakterie bytujace w tym obszarze s3 mniej narazone
na dzialanie uszkadzajacych substancji chemicznych
[53]. Pomiary wykonane na powierzchni korzenia po
dokanalowej aplikacji pasty wodorotlenkowo-wapnio-
wej, wykazywaly wartosci pH 7,3-8,9, nie wywierajace
negatywnego wplywu na wzrostu bakterii [29, 30].
Utrzymanie odpowiednio niskiego pH jest takze moz-
liwe dzieki dziataniu pasywnych i aktywnych mechaniz-
moéw obronnych bakterii. Mechanizmem pasywnym

jest przepuszczalna blona E.faecalis pozwalajaca na
swobodny przeplyw jondw, za$ aktywnym - dziatanie
pompy protonowej, bedacej integralna czescia btony.
Transport protonéw do komoérki wspomaga utrzymanie
wewnetrznej hemostazy jonowej i odczynu kwasowo-
-zasadowego na odpowiednio niskim poziomie [47].
Przy pH $rodowiska przewyzszajacym 11,5 E. faecalis
nie jest zdolny do przetrwania [13]. Wyzej opisane
kompensacyjne mechanizmy wewnetrzne patogenu
pozostaja nieaktywne. Jednak zgbina kolonizowana
przez bakterie, takze posiada zdolnosci buforujace
i w warunkach in vivo niemozliwe jest utrzymanie sta-
tego pH na tak wysokim poziomie [18, 53]. Niskie pH,
jako jeden z czynnikow stresowych, wplywa réwniez na
zmiane¢ metabolizmu komarki bakteryjnej. Zwigksza sie
synteza i transport nukleotydéw, a zmniejsza ekspresja
gendw odpowiedzialnych za wytwarzanie energii, meta-
bolizm weglowodanéw i aminokwaséw [37].

E. faecalis wytwarza cytolizyne oraz szereg bakterio-
cyn o dzialaniu toksycznym na inne bakterie, zaréwno
Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne [33]. Dzi¢ki temu,
w przetrwatych przewleklych infekcjach endodon-
tycznych, liczba gatunkéw bakterii innych niz entero-
koki jest niska.

Enterokoki rozwinely mechanizmy adaptacyjne do
zycia w srodowisku o ograniczonym dostepie do sktad-
nikéw odzywcezych. Wytwarzana hialuronidaza powo-
duje depolimeryzacje kwasu hialuronowego dostepnego
w zebinie. Produkty rozpadu kwasu hialuronowego
wykorzystywane sg nast¢epnie w podstawowych proce-
séw metabolicznych. Innym zrédiem bakteryjnych sub-
stratow pokarmowych sg sktadniki ptynu surowiczego,
wystepujace w kanalikach zebinowych. Niedostatecznie
szczelne zamkniecie otworu wierzchotkowego w prze-
biegu leczenia endodontycznego stanowi droge prze-
plywu dla surowicy i umozliwia dostep do skladnikéw
odzywczych. Jednak, gdy zrodla energii zostang dra-
stycznie ograniczone, bakterie przechodza w tzw. stan
stacjonarny [37]. Komorki spowalniaja i ograniczaja
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metaboliczne procesy syntezy oraz zmniejszajg swoje
rozmiary [27]. Po kilku tygodniach bytowania w wa-
runkach oligotropowych powierzchnia komorki staje
sie wyraznie pofaldowana z licznymi zagtebieniami.
W odrdznieniu od komoérek w fazie logarytmicznej,
w fazie stacjonarnej komorki organizujg sie w pary.
W stanie tym utrzymywana jest synteza specyficz-
nych biatek glodowych [21]. W jednym z badan pod-
jeto probe wyizolowania bialek wytwarzanych przez
komorki bakteryjne w $rodowisku pozbawionym glu-
kozy oraz substratow pokarmowych. W warunkach
oligotrofowych zidentyfikowano 51 biatek O (O - oli-
gotrophic proteins), natomiast calkowite ogranicze-
nie dostepu glukozy skutkowalo syntezg 42 bialek Gls
(Gls - glucose starvation-inducible proteins). W obu
grupach badawczych stwierdzono wystepowanie
16 bialek o tej samej strukturze . Autorzy badania uznali
je za kluczowe w rozwoju stanu stacjonarnego bak-
terii E. faecalis i ich dlugoczasowej odpornosci na nie-
sprzyjajace warunki bytowe. W innym do$wiadczeniu
poddano ocenie wrazliwo$¢ komorek bakteryjnych na
dziatanie r6znego rodzaju czynnikéw fizycznych i che-
micznych, po wczesniejszej inkubacji w $rodowisku
pozbawionym glukozy [17]. Badane szczepy E. faecalis,
przy braku dostepu do glukozy, wykazaty wzrost odpor-
nosci na nastepujgce czynniki stresowe: wysoka tempe-
rature, H O,, odczyn kwasny, etanol oraz podchloryn
sodu stosowany w leczeniu endodontycznym zebdw.
Zmiany morfologiczne w budowie komorki bakteryj-
nej i synteza specyficznych bialek stresowych (O i Gls),
zachodzgce w warunkach stresowych, stanowig element
mechanizmdéw obronnych szczepu E. faecalis. Mecha-
nizmy te moga jednoczesnie by¢ odpowiedzialne za
brak podatnosci komorek bakteryjnych na terapig sta-
néw zapalnych korzeni zebowych [28].

Gatunek E. faecalis posiada zdolno$¢ formowania
biofilmu. Biofilm definiowany jest jako wysoce zorga-
nizowane skupisko bakterii otoczone biatkowo-poli-
sacharydowa substancja — macierzg, ktora stanowi ok.
85% tej struktury [36]. Organizacja komorek bakteryj-
nych w strukturze biofilmu sprzyja wymianie pomie-
dzy nimi materialu genetycznego na drodze koniugacji.
Ponadto zdolno$¢ formowania biofilmu ma kluczowe
znaczenie dla rozwoju bakteryjnej opornosci na dzia-
tanie antybiotykéw, chemioterapeutykow i substancji
dezynfekujacych, stosowanych w leczeniu endodon-
tycznym. Istnieje kilka hipotez wyjasniajacych to zja-
wisko. Pierwsza teoria méwi o zwolnionej, utrudnio-
nej penetracji antybiotykoéw poprzez macierz biofilmu.
Srodki chemiczne s3 potencjalnie dezaktywowane
w trakcie penetracji biofilmu [2] lub tez absorbowane
przez macierz otaczajacg bakterie [7]. Badania laborato-
ryjne potwierdzily utrudniong penetracje tej struktury
przez zwiazki chloranu stosowane w trakcie chemo-
-mechanicznego opracowania kanaléw korzeniowych
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[8]. Inna hipoteza zaklada zréznicowanie srodowiska
chemicznego w obrebie biofilmu. Badania Hu i wspot-
pracownikow wykazaty, ze na powierzchni biofilmu
dochodzi do calkowitej konsumpgji tlenu, co powo-
duje zmiane mikrosrodowiska wewnatrz biofilmu na
beztlenowe [24] i uniemozliwia tym samym dzialanie
niektdrych antybiotykdéw. Zatozenie to zostalo potwier-
dzone w laboratoryjnej analizie skutecznosci aminogli-
kozydéw, ktora to byla znaczaco nizsza w warunkach
beztlenowych [48]. Wedle innej hipotezy enterokoki
zorganizowane w biofilmie przyjmuja specyficzny
stan fenotypowy cechujacy sie wysoka odpornoscia na
uszkadzajace dziatanie substancji chemicznych [14].
Wszystkie powyzsze hipotezy o roli biofilmu w mecha-
nizmach obronnych enterokokéw potwierdzaja wysoki
stopien zorganizowania i zlozonos¢ tej struktury.

5. Podsumowanie

E. faecalis jest organizmem komensalnym dla czfo-
wieka. W warunkach normalnych bytuje w jamie ustnej.
W warunkach patologicznych, gdy dojdzie do zakaze-
nia i rozwoju stanu zapalnego, wykrywany jest w prze-
biegu choréb miazgi i tkanek okotowierzchotkowych,
a szczegllnie w przetrwalych infekcjach endodontycz-
nych. E.faecalis posiada zlozone mechanizmy wiru-
lencji umozliwiajace kolonizacje korzenia z¢bowego
oraz przetrwanie w niesprzyjajacym pH, w warunkach
o ograniczonym dostepie substratéw pokarmowych
i glukozy. Bialka adhezyjne AS, Ace i Esp umozliwiaja
enterokokom przyleganie do komorek gospodarza.
Enzymy lityczne cytolizyna Cyl, zelatynaza GelE, hia-
luronidaza Hyl oraz proteza serynowa SpreE maja
dzialanie toksyczne i powodujg uszkadzanie atakowa-
nych tkanek. W przebiegu zakazen korzeni zgbowych,
po zastosowaniu konwencjonalnej terapii chemo-
mechanicznej szczepy E. faecalis nie ulegajg komplet-
nej eradykacji. Ze wzgledu na wzrastajaca opornosci
antybiotykowej bakterie sg niepodatne na powszech-
nie stosowane w endodoncji $rodki do dezynfekcji
i chemioterapeutyki. E. faecalis posiada takze zdolno$¢
tworzenia biofilmu oraz zasiedlania wnetrza kanalikow
zebinowych, w wyniku czego staje si¢ niewidoczny dla
systemu odpornosciowego gospodarza. E. faecalis jest
drobnoustrojem, ktory wytworzyl bardzo skompliko-
wane mechanizmy adaptacyjne. Niewgtpliwie mikro-
biologia endodontyczna musi skupic si¢ na dokladnym
ich zdefiniowaniu i zrozumieniu. Konieczne jest pod-
jecie nowych strategii leczenia chordb miazgi i tka-
nek endodontycznych, skierowanych bezposrednio
na zneutralizowanie tych czynnikéw i mechanizmoéw
wirulencji. Tylko doglebne poznanie patogenu pozwoli
na zapobieganie wystepowania zakazen oraz minimali-
zacje skutkow ich wystepowania.
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1. Wstep. 2. Barciak wiekszy (Galleria mellonella) jako organizm modelowy. 3. Wrazliwos¢ gasienic G. mellonella na zakazenie P. aeruginosa.
4. Wplyw proteaz P. aeruginosa na reakcje immunologiczne gasienic G. mellonella. 4.1. Uktad oksydazy fenolowe;j. 4.2. Lizozym (murami-
daza, glikohydrolaza mukopeptydowa, EC 3.2.1.17). 4.3. Peptydy o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych (peptydy odpornoéciowe).
4.4. Apolipoforyna III (apoLp-III). 5. Podsumowanie

Modulation of the humoral immune response in Galleria mellonella larvae by proteolytic enzymes
produced by Pseudomonas aeruginosa

Abstract: The greater wax moth G. mellonella is a useful model organism for investigations of pathogenicity and identification of P. aeruginosa
virulence factors. Strains differing in the protease profiles elicit different responses of the G. mellonella immune system to infection. The
immune response depends on the bacterial strain used and the composition of the bacterial culture medium. Proteases in the initial
phase of infection activate the immune system (involving increased lysozyme synthesis, induction of synthesis of immune peptides and
metalloproteinase inhibitors, and altered apolipophorin III levels), thereby increasing the antibacterial activity of insect hemolymph. As
bacteraemia progresses, they overcome the humoral immune response of the host by inhibiting the phenoloxidase activity, degradation
of immune peptides and apolipophorin III. Different proteases exhibit different involvement in the degradation of key elements of insect
immune response and/or proteins, while immune peptides display varied sensitivity to proteolytic activity. Elastase B has a double role during
infection: it is an inducer of immune response (involving induction of antimicrobial peptide synthesis and metalloproteinase inhibitors,
and increasing expression and activity of lysozyme and the level of apolipophorin III) and a virulence factor involved in the degradation of
antimicrobial peptides. Increased quantities and activity of lysozyme in the hemolymph of larvae infected with the P. aeruginosa indicates
that lysozyme is not very sensitive to the activity of bacterial proteases. Induction of synthesis of humoral immune response factors in
G. mellonella larvae in the presence of metalloproteinases (elastase B) implies the “danger” resistance model in this organism.

1. Introduction. 2. Greater wax moth Galleria mellonella as a model system. 3. Sensitivity of G. mellonella larvae to infection with P. aeru-
ginosa. 4. Effect of P. aeruginosa proteases on G. mellonella immune response. 4.1. Phenoloxidase system. 4.2. Lysozyme (muramidase,
mucopeptide glycohydrolase, EC2.2.1.17). 4.3. Antimicrobial peptides (immune peptides). 4.4. Apolipophorin-III. 5. Summary

Stowa kluczowe: enzymy proteolityczne Pseudomonas aeruginosa, humoralna odpowiedz immunologiczna Galleria mellonella,
owad modelowy

Key words:

humoral immune response of Galleria mellonella, model host, Pseudomonas aeruginosa proteolytic enzymes

1. Wstep

Bakteria Pseudomonas aeruginosa jest drobnoustro-
jem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Natu-
ralnym miejscem wystepowania tej bakterii sg gleba,
woda, $cieki, powietrze, powierzchnia roslin, orga-
nizmy ludzi i zwierzat. Jest groznym oportunistycznym
patogenem czlowieka. U ludzi z uposledzong odpor-
noscig, wywoluje zakazenia ukladu oddechowego
(zwlaszcza u os6b z mukowiscydoza), zakazenia ran,
ukladu moczowego, kosci, stawdw, skdry oraz zapale-
nie rogéwki. Male wymagania odzywcze, réznorodne
mechanizmy opornosci na antybiotyki, niewrazliwo$¢
na stosowane powszechnie $rodki dezynfekcyjne, lat-
wos¢ rozprzestrzeniania si¢ w $rodowisku wodnym

sprawiaja, ze bakteria P. aeruginosa nalezy do najpow-
szechniejszych i najgrozniejszych czynnikow etiologicz-
nych wielu postaci zakazen szpitalnych. Warunkiem
efektywnego leczenia infekeji spowodowanych pateczka
Pseudomonas jest dokladne poznanie mechanizméw
odpowiedzialnych za chorobotworczos¢ tej bakterii.
Patogenne szczepy P. aeruginosa charakteryzujg sie
szeregiem mechanizmoéw i czynnikéw warunkujacych
zjadliwos¢ tego organizmu. Czynniki te mozna podzie-
li¢ na zwigzane z powierzchnig komoérki bakteryjnej:
lipopolisacharydy (LPS), fimbrie, rzeski, sluz, lektyny
oraz uwalniane na zewnatrz komorki: egzotoksyne A,
egzoenzym S, T, U i Y, enzymy proteolityczne, neura-
minidaze, fosfolipaze hemolityczng i niehemolityczna
oraz barwnik piocyjanine. Enzymy proteolityczne

* Autor korespondencyjny: Zaktad Immunobiologii, Instytut Biologii i Biochemii, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet
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warunkujg inwazyjno$¢ i rozprzestrzenianie si¢ pato-
genu (degradacja tkanek, liza komorek), modulacje
mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej gospoda-
rza (degradacja czynnikéw immunologicznych, akty-
wagja cytotoksycznych mediatoréw gospodarza) a takze
aktywacje toksyn bakteryjnych. Paleczki Pseudomonas
wytwarzaja co najmniej cztery proteazy zewnatrzko-
morkowe: elastaze B (LasB), elastaze A (LasA), sery-
nowg proteaze IV oraz alkaliczng proteaze [17].

U ludzi elastaza B jest waznym czynnikiem wiru-
lencji w infekcjach uktadu oddechowego, zakazeniach
rogowki, tkanki facznej i skoéry po oparzeniach [64].
Uszkodzenie tkanek gospodarza zwigzane jest z degra-
dacjg elastyny i kolagenu typu IV jak réwniez z akty-
wacja tkankowych metaloproteaz (MMP’s) [62, 79].
Obserwowano ponadto udzial tej proteazy w modulacji
mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej gospodarza
przez degradacje m.in. immunoglobulin IgA i IgG, bia-
tek surfaktantu SP-A i SP-D, elementéw ukltadu dopel-
niacza (C5a i C3) oraz peptydéow antybakteryjnych
(a-defensyn i LL-37) [61, 78]. Nalezaca do metalopro-
teaz elastaza A, degraduje elastyne, zwieksza aktywnos¢
elastolityczng elastazy B poprzez modyfikacje substratu,
dzieki czemu jest zaangazowana w rozwoj infekcji
rogéwki i chronicznych infekcji uktadu oddechowego
[72]. Serynowa proteaza IV o masie czasteczkowej
26 kDa jest aktywna wobec skfadnikéw uktadu dopet-
niacza C3 i C1, immunoglobuliny IgG, plazminogenu,
fibrynogenu. Enzym ten degraduje réwniez komorki
nablonkowe rogéwki, przez co stanowi wazny czynnik
etiologiczny zakazen rogéwki. Alkaliczna proteaza (AP)
odgrywa istotng role w rozwoju zapalenia rogéwki, bak-
teriemii, infekcji ucha $rodkowego, zakazen ukfadu
oddechowego u chorych na mukowiscydozg. AP degra-
duje skladniki uktadu dopetniacza Clq i C3, fibryno-
gen, fibryne, laminine, jak réwniez interferon (INF-y)
i czynnik martwicy nowotworéw (TNF-a) [17].

W badaniach patogennosci i czynnikéw wirulencji
bakterii P. aeruginosa stosowane s3 organizmy mode-
lowe takie jak Caenorhabditis elegans, Drosophila mela-
nogaster oraz coraz czesciej barciak wiekszy Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae). Ten ostatni orga-
nizm wydaje si¢ by¢ niedoceniany przez wielu badaczy
cho¢ nalezy odnotowa¢, ze w ciagu 12 lat (od 2000 do
2012 roku) ponad 7-krotnie wzrosta ilo§¢ oryginalnych
prac dostepnych w bazie Web of Science, opisujacych
badania wirulencji ludzkich patogenéw z uzyciem
gasienic G. mellonella [29]. Pomimo tego, niewiele jest
publikacji dotyczacych zaleznosci w ukladzie gospodarz
(G. mellonella) - patogen (P aeruginosa). Dokladne
poznanie mechanizméw patogenezy bakterii P. aerugi-
nosa, jest wazne ze wzgledu na opracowanie skutecz-
nych sposobow unieszkodliwienia tego groznego pato-
genu. Natomiast poznanie proceséw skladajacych sig
na wrodzong odpowiedz odpornosciowsg owada moze
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przyczynic si¢ do odkrycia nowych skutecznych metod
zwalczania szkodnikéw. Ponizsze opracowanie dotyczy
molekularnych i biochemicznych aspektéw interakeji
tych dwoch organizmoéw, ze szczegolnym uwzgled-
nieniem roli bakteryjnych enzymoéw proteolitycznych
w procesie indukowania i przelamywania odpowiedzi
odpornosciowej gasienic barciaka wigkszego.

2. Barciak wiekszy (Galleria mellonella)
jako organizm modelowy

Barciak wigkszy w naturalnych warunkach jest
szkodnikiem pasiek. Jest organizmem kosmopolitycz-
nym, latwo namnaza si¢ na sztucznych pozywkach
a koszty hodowli duzej liczby owadéw sg niskie.
Gasienice maja wzglednie duzy rozmiar (12-20 mm),
co umozliwia stosunkowo fatwa iniekcje badanych
patogenow a takze pobieranie probek np. hemolimfy,
ciala tluszczowego i in. Znacznym ulatwieniem dla
eksperymentatora jest mozliwo$¢ precyzyjnego zaapli-
kowania doktadnej ilosci komoérek mikroorganizmow,
miejscowo, per os czy tez przez iniekcje, co jest utrud-
nione u wigkszosci gospodarzy nie bedacych ssakami.
Dodatkowa zaleta jest mozliwo$¢ uzyskania wyni-
kow w krétkim czasie, nawet w ciggu 24-48 godzin.
Ponadto, hodowla barciaka w laboratorium moze by¢
prowadzona w zakresie temperatur od 25 do 37°C,
co jest istotne ze wzgledu na udowodniony wplyw
temperatury na wytwarzanie czynnikow wirulencji
przez drobnoustroje [19, 36, 45, 83]. Nalezy podkres-
li¢, ze w ostatnich latach zwrocono uwage na duze
podobienstwo strukturalne i funkcjonalne pomiedzy
wieloma skfadnikami wrodzonej odpornosci ssakow
i owadow. Dlatego tez, uzycie bezkregowcow jako
organizmu modelowego jest wskazane szczegdlnie
gdy celem badan sg interakcje pomiedzy patogenem
a wrodzonym ukladem odpornosciowym gospodarza,
poniewaz owady nie maja odpornosci nabytej, opar-
tej na limfocytach pamieci immunologicznej, ktére
powstaly u kregowcow podczas ewolucji. Wirulencja
wielu patogendw jest podobna u gasienic G. mellonella
i ssakow, wlaczajac cztowieka, dlatego tez poznanie
mechanizméw regulujacych funkcjonowanie ukladu
odpornosciowego owadéw moze dostarczy¢ cennych
informacji na temat wrodzonego uktadu odpornoscio-
wego ssakow [45, 50, 83].

Chociaz genom barciaka wiekszego G. mellonella nie
zostal dotychczas zsekwencjonowany, w laboratoriach
na calym $wiecie coraz chetniej stosuje sie ggsienice
barciaka wigkszego G.mellonella jako alternatywny
organizm modelowy w badaniach:

« interakcji patogen-gospodarz,

» mechanizmu patogenezy drobnoustrojow (w tym

mikroorganizmdéw patogennych dla czlowieka),
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o czynnikow wirulencji drobnoustrojow,

o skutecznosci lekdw terapeutycznych.

Barciak wiekszy G.mellonella okazal si¢ przydat-
nym modelem mini gospodarza w badaniach infek-
¢ji patogennymi grzybami, jak réwniez odpowiedzi
odpornosciowej gospodarza po zakazeniu tymi drob-
noustrojami, a takze do testowania skutecznosci sub-
stancji przeciwko grzybom [19, 83]. Jak podkresla wielu
autoréw, owad ten zapewnia wyjatkowa mozliwo$¢
jednoczesnego zbadania molekularnych mechaniz-
moéw patogenno$ci grzyboéw oraz dzialania srodkow
przeciwgrzybowych. Szczegolnie obiecujace rezultaty
otrzymano stosujac gasienice G. mellonella w badaniach
infekcji takimi grzybami jak Aspergillus spp., Candida
spp., Cryptococcus spp. czyli gatunkami waznymi ze
wzgledu na szerokie rozprzestrzenienie i czgstos¢
wystepowania zakazen u ludzi. W wiekszosci badan
stwierdzono znaczaca korelacje pomiedzy wirulencja
tych organizmdw u barciaka oraz u modelowych orga-
nizméw ssakow. Nalezy zaznaczy¢, ze istotng zaleta
gasienic G.mellonella w przypadku badan infekcji
patogennymi grzybami jest mozliwos¢ wykonywania
eksperymentdéw w temperaturze fizjologicznej ssakow,
co jest niemozliwe w przypadku innych modeli bez-
kregowych, u ktérych do$wiadczenia sg standardowo
wykonywane w temperaturze 22-30°C.

Gasienice G. mellonella s3 z powodzeniem stoso-
wane do analizowania patogennosci drozdzy z gatunku
C. albicans. Na przyklad, uszeregowano szczepy Candida
wedlug wzrastajacej zjadliwosci w stosunku do gasie-
nic Galleria, co w duzym stopniu odpowiada wirulencji
szczepow obserwowanej u ssakow, w tym u czlowieka
[24]. W badaniach tych wykorzystywano m.in. obser-
wacje zmian w gesto$ci hemocytéw wystepujacych
w hemolimfie owadéw. Otrzymane wyniki sugeruja,
ze bakterie patogenne powoduja wyrazny spadek ilosci
hemocytéw podczas gdy szczepy niepatogenne tylko
nieznacznie zmieniajg ilo$¢ tych komorek. Zaobserwo-
wano tez, ze o stopniu zjadliwoséci badanych szczepow
moga $wiadczy¢ zmiany w ekspresji wybranych prze-
ciwdrobnoustrojowych peptydéw pojawiajacych sie
w hemolimfie zakazonego owada. Ponadto wykazano,
ze pre-ekspozycja na drozdze chroni gasienice przed
letalng infekcja C. albicans, co jest zwigzane z wieksza
ekspresja peptydéw przeciwdrobnoustrojowych w orga-
nizmie owada [13, 14]. Wykorzystanie G. mellonella
pozwolilo zidentyfikowaé wiele czynnikow wptywaja-
cych na wirulencje mutantéw C. albicans [33].

Gasienice G. mellonella s3 stosowane w badaniach
korelacji pomiedzy produkcja toksyn a wirulencjg
grzyba z gatunku A. fumigatus. Na przyktad, owady
stosowano do ustalenia roli gliotoksyny, metabolitu
ktéry wykazuje immunosupresyjng i apoptotyczng
aktywno$¢ w stosunku do efektorowych komorek
odpornosciowych w warunkach in vitro [74]. Wyka-

257

zano réwniez, ze zjadliwo$¢ grzybow wobec gasienic
barciaka jest zalezna od stadium kietkowania konidiow,
co jest zwiazane z réznicami w skutecznosci przebiegu
procesu fagocytozy [75].

Stwierdzono, Ze te same geny ulegaja ekspresji w cza-
sie zakazenia grzybem C. neoformans ssakow oraz gasie-
nic G. mellonella, co moze ulatwi¢ badania czynnikéow
wirulencji in vivo oraz skutecznosci terapii przeciwgrzy-
bowej. Mozna wymienic kilka genéw takich jak CAP59,
GRALI, RASI1, PKAI uznanych za istotne w procesie
infekeji ssakdw, petniacych jak si¢ okazalo podobna role
w interakeji z ukladem odpornosciowym Galleria [83].
W jednym z wielu badan dotyczacych dzialania czynni-
kow przeciwgrzybowych, testowano dziatanie dwu anty-
biotykéw amfoterycyny B i flucytozyny do zwalczania
infekcji C. neoformans. Okazalo sig, ze zastosowanie
mieszanki antybiotykow jest skuteczniejsze i znacznie
przedluza zycie gasienic G. mellonella w poréwnaniu
z terapig z uzyciem jednego antybiotyku [65].

Gasienice Galleria sa wrazliwe zaréwno na kli-
niczne jak i srodowiskowe szczepy grzybéw z rodzaju
Fusarium oraz podobnie jak w przypadku wczesniej
opisanych gatunkow grzybow, zaobserwowano pozy-
tywna korelacje w szybko$ci usmiercania owadéw oraz
myszy przez ten mikroorganizm. Ponadto okazalo sig,
ze gasienice skuteczniej i szybciej zamierajg w tempera-
turze 30°C w poréwnaniu z temperaturg 37°C, dlatego
tez wyciagnigto wniosek, Ze na efektywno$¢ dziatania
grzybdw Fusarium oprdcz takich czynnikow jak rodzaj
szczepu, dawka konidiow, ktorg infekowane sg zwie-
rzeta, duzy wplyw ma temperatura w jakiej rozwija sie
zakazenie [23].

Barciak wigkszy G. mellonella jest wrazliwy na sze-
reg bakterii patogennych dla czlowieka, dlatego tez
jest wykorzystywany w badaniach czynnikéw wiru-
lencji tych mikroorganizméw, oraz do testowania sku-
teczno$ci przeciwbakteryjnej réznych antybiotykow.
Owad uznany zostal za alternatywny model organiz-
mu-gospodarza do badania przebiegu infekcji réznych
gatunkow Burkholderia cepacia complex (Bcc). Wyka-
zano zwigzek zmniejszonej wirulencji Bcc ze zwiek-
szong przezywalnoscig gasienic G.mellonella kiedy
poréwnywano odpowiednio zmutowany szczep Bcc
do szczepu dzikiego [81, 83]. Mutanty B. mallei majace
mniejsza zjadliwo$¢ w przypadku chomikéow i myszy
wykazujg podobnie obnizong zjadliwo$¢ w stosunku
do gasienic G. mellonella. Ponadto, udalo sie¢ zidentyfi-
kowa¢ trzy nowe geny wirulencji, stad wykorzystanie
gasienic barciaka daje mozliwos¢ szybkiej i precyzyjnej
identyfikacji genow w przypadku B. mallei, B. pseudo-
mallei i innych patogenow [77].

Celem kolejnych przyktadowych badan, w ktérych
stosowane s3 gasienice G.mellonella jest analiza
czynnikéw wirulencji, szczegélnie enzymoéw proteo-
litycznych wytwarzanych przez Enterococcus faecalis.
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Zaobserwowano, ze bakteria produkuje metalopro-
teinazy niszczace czynniki ukladu odpornosciowego
obecne zar6wno w hemolimfie barciaka jak i w ludz-
kiej surowicy. Na przyktad, pozakomorkowa zelatynaza
(GelE) degraduje indukowane peptydy odpornosciowe
(cekropiny), ktére odgrywaja kluczowa role w obronie
gospodarza we wczesnej fazie zakazenia bakteryjnego.
Przypuszczalnie GelE moze tez odgrywac istotna
role w patogenezie enterokokéw u ludzi. Natomiast,
nie stwierdzono wplywu proteaz serynowych (SprE)
wytwarzanych przez bakteri¢ E.faecalis na sklad-
niki ukladu odpornosciowego zaréwno u owadow jak
i u ludzi [70, 83].

Gasienice G. mellonella wykorzystywane s3 w bada-
niach patogenezy bakterii Yersinia pseudotuberculosis,
gléwnie w badaniach interakeji patogenu z fagocytami.
Zostal skonstruowany mutant majgcy mutacje w genie
dla dysmutazy ponadtlenkowej (sodC), wykazujacy
wiekszg wrazliwo$¢ na nadtlenki w poréwnaniu ze
szczepem dzikim. Wykazano, ze w temperaturze 37°C,
bakterie majg obnizong zdolno$¢ do kolonizacji orga-
nizmu owada, podobnie ich dzialanie jest ostabione
w stosunku do myszy. Ponadto, wyniki tych testow
przyczynily sie do potwierdzenia istotnej roli dysmu-
taz ponadtlenkowych w przetamywaniu odpornosci
komorkowej podczas zakazenia zaréwno organizmu
owada jak i ssaka [20].

Kolejnym przykladem zastosowania G. mellonella sa
badania dotyczace przebiegu infekcji bakterii Strepto-
coccus. Autorzy zaobserwowali prawie liniowa pozy-
tywng korelacj¢ pomiedzy dawkami LD, tej bakterii
u gasienic G. mellonella oraz u myszy infekowanych
réznymi klinicznymi szczepami Streptococcus [51, 68].

Gasienice G. mellonella sa tez coraz cze$ciej wyko-
rzystywane w badaniach aktywnosci przeciwbakteryjnej
réznych antybiotykéw wobec wielu bakterii patogen-
nych m.in. Acinetobacter baumanni czy Francisella tula-
rensis. Zamieszczone ponizej przykladowe badania ilu-
struja potencjal G. mellonella jako wygodnego uktadu do
wstepnego testowania skutecznosci antybiotykow przed
ich zastosowaniem w modelowych organizmach ssakow.

Po zainfekowaniu owaddéw referencyjnym szcze-
pem bakterii A. baumanni zaobserwowano, ze liczba
zabitych gasienic zalezy nie tylko od podanej dawki
bakterii ale i od poinfekcyjnej temperatury inkubacji.
W temperaturze 37°C uzyskano zdecydowanie wyz-
sza $miertelno$¢ owadéw niz w temperaturze 30°C.
Ponadto stwierdzono, ze zastosowanie antybiotykow
majacych aktywno$¢ in vitro w stosunku do zakazajg-
cych szczepow bakterii znacznie wydluzato przezycie
gasienic barciaka w poréwnaniu z antybiotykami, na
ktdre bakteria jest oporna [71].

Barciak wigkszy jest stosowany do testowania aktyw-
nosci przeciwbakteryjnej antybiotykéw w warunkach
in vivo w przypadku jednego z grozniejszych dla ludzi
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patogenow bakteryjnych Francisella tularensis LVS, bak-
terii bedacej przyczyng tularemii. Zastosowanie terapii
antybiotykami takimi jak ciprofloksacyna, lewofloksa-
cyna oraz streptomycyna przed lub po inokulacji bak-
terii znacznie przedtuzato okres przezycia owadow [11].

Jednymi z pierwszych, ktérzy opublikowali wyniki
badan dotyczace patogenezy oraz czynnikéw wirulen-
cji bakterii P. aeruginosa, w ktorych uzyte zostaly gasie-
nice barciaka byli m.in. Aston i wsp. [12], Chadwick
i Aston [18], Lysenko [47-48, 52-55], Lysenko i Kucera
[56] Niszczenie hemocytéw w hemolimfie G. mello-
nella przez proteinaze P aeruginosa zaobserwowali
Madziara-Borusewicz i Lysenko [58]. Nalezy jeszcze
wspomnie¢ o badaniach dotyczacych toksycznosci
proteazy P. aeruginosa dla gasienic barciaka oraz bada-
niach, w ktérych wykazano réznice w patogennosci
mutantéw LPS P. aeruginosa [32, 44].

W ostatnich latach coraz czesciej, stosuje si¢ gasie-
nice G.mellonella w badaniach dotyczacych mecha-
nizméw patogenezy bakterii P aeruginosa. Miedzy
innymi, zaobserwowano korelacje¢ pomiedzy wzrostem
wartosci dawki LD, oszacowanej na podstawie $mier-
telnosci gasienic barciaka wiekszego a zwiekszong prze-
zywalnoscia myszy zakazonych réznymi mutantami
klinicznego szczepu Pseudomonas (PA14) [43].

Inni badacze stosuja gasienice G. mellonella w bada-
niach dotyczacych roli oraz komponentéw systemu
sekrecji typu III (TTSS) w patogenezie P. aeruginosa.
Stwierdzono m.in. ze gléwng role w zabijaniu bar-
ciaka odgrywaja biatka efektorowe ExoT i ExoU,
ktére wykazujg réwniez toksycznos¢ w stosunku do
komorek jajnika chomika chinskiego linii komoérkowej
CHO [63]. Gasienice G. mellonella stosowane sg réw-
niez jako model badawczy do wyjasnienia fizjologicz-
nych aspektow interakcji gospodarz-patogen (G. mello-
nella - P. aeruginosa) a takze procesow skltadajacych sie
na wrodzong odpowiedz odpornosciowg owada [3-10].
Praca ta powstata w duzym stopniu w oparciu o bada-
nia wlasne, wskazujace na przydatno$¢ tego organizmu
do testowania zjadliwosci jak i identyfikacji czynnikow
wirulencji Pseudomonas.

3. Wrazliwos¢ gasienic G. mellonella na zakazenie
P. aeruginosa

Zakazenie gasienic G. mellonella bakteriami P. aeru-
ginosa (LD,  wynosi 10-20 komorek) powoduje $mierc
osobnikow po 38-40 godzinach od infekcji. Zamarte
gasienice s silnie zmelanizowane, tracg turgor oraz nie-
kiedy integralnos¢. Zaobserwowano réwniez destrukeje
tkanek i organdw wewnetrznych. Po zakazeniu entomo-
patogennym szczepem Pseudomonas wytwarzajacym
barwnik - piocyjaning, owady przybieraja charaktery-
styczne niebieskozielone zabarwienie.
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Nalezy zaznaczy¢, ze gasienice przezywajg zakazenie
bardzo duzymi dawkami (nawet 6 x 10®) saprofityczne;j
bakterii E. coli, ponadto w tych warunkach nastepuje
aktywacja ukladu odpornosciowego owada. Po infek-
cji bakteria P aeruginosa réwniez nastepuje induk-
cja odpowiedzi odpornosciowej, ale zaobserwowano
wyrazne roznice w kinetyce pojawiania si¢ i zanikania
aktywnosci przeciwbakteryjnej w hemolimfie owadow
zakazonych bakteriami saprofitycznymi i entomopato-
gennymi. Po zakazeniu gasienic bakteria E. coli aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna pojawia sie juz po 5 godzinach,
natomiast po iniekeji bakterii P. aeruginosa aktywno$¢
jest wykrywana dopiero po 9 godzinach zakazenia.
Maksymalng aktywnos¢ w przypadku entomopatogena
obserwuje si¢ po 18 godzinach, po czym nastepuje dra-
styczny spadek aktywnosci, az do catkowitego jej zaniku
po okoto 38 godzinach od zakazenia. W przypadku
bakterii E. coli najwyzsza aktywnos¢ notuje si¢ zwykle
po okoto 30 godzinach i na podobnym poziomie utrzy-
muje sie w kolejnych godzinach po infekgji (rys. 1).

Na podstawie powyzszych obserwacji mozna
wywnioskowa¢, zZe w ciagu pierwszych godzin zaka-
zenia owadow bakterig P aeruginosa, podobnie jak
w przypadku E. coli, nastepuje aktywacja reakcji obron-
nych gospodarza. Nastepnie w miare rozwoju infekcji,
dochodzi do przelamania tych reakcji i ten etap jest
charakterystyczny tylko dla zakazenia bakterig entomo-
patogenng. Zaobserwowano réwniez, Ze w czasie trwa-
nia infekcji wyraznie wzrasta poziom aktywnosci pro-
teolitycznej w hemolimfie owada. Pojawia si¢ w takim
razie pytanie, jaka role w modulacji reakcji obronnych
owada odgrywajg enzymy proteolityczne?

Toksyczno$¢ plynéw pohodowlanych zawieraja-
cych zewnatrzkomoérkowe proteazy P aeruginosa, dla
gasienic barciaka uzalezniona jest od rodzaju podtoza,
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Rys. 1. Poréwnanie aktywnosci przeciwbakteryjnej hemolimfy

gasienic G. mellonella po zakazeniu entomopatogennym szcze-

pem ATCC 27853 P. aeruginosa lub bakterig saprofityczna E. coli.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng oznaczano metoda dyfuzji radialnej

w podiozu agarowym zawierajacym bakterie wskaznikowg E. coli

D31. Hemolimfa byla zbierana po czasie od podania komérek bak-
terii wskazanym na wykresie. Srednia + SD.
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w ktéorym namnazane sg bakterie. Wartosci $rednich
dawek $miertelnych (LD,)) plynéw pohodowlanych
pochodzacych z podioza minimalnego — M9, okazaty
sie kilkudziesi¢ciokrotnie mniejsze w poréwnaniu do
dawek LD, plynéw pohodowlanych pochodzacych
z podloza LB. Znacznie bardziej toksyczne sg superna-
tanty zawierajace alkaliczna proteaze, w poréwnaniu do
tych zawierajacych gléwnie elastaze B, co moze wska-
zywac na istotng role alkalicznej proteazy w przetamy-
waniu mechanizmoéw obronnych owada [9]. Nie mozna
jednak wykluczy¢ obecnosci innych czynnikéw w ply-
nie pohodowlanym, ktére moga dodatkowo zwigksza¢
toksycznos¢ tych preparatow. Na przyklad, Miyata i wsp.
[63] podkreslaja znaczaca role ADP-rybozylotransferazy
(ExoT) i fosfolipazy (ExoU) P. aeruginosa w zabijaniu
gasienic G. mellonella. Nalezy podkresli¢, ze wytwarza-
nie elastazy B oraz alkalicznej proteazy zaréwno przez
szczep entomopatogenny jak i kliniczne szczepy P. aeru-
ginosa potwierdzono w warunkach in vivo, w zakazo-
nych gasienicach G. mellonella, co wyrazne sugeruje, ze
te dwa czynniki wirulencji pelnig istotna role podczas
infekcji bakteria P aeruginosa. Analiza PCR potwier-
dzita obecnos¢ genu lasB kodujacego elastaze B oraz
genu aprA kodujacego alkaliczng proteaze w genomach
wszystkich badanych szczepdw P. aeruginosa [8, 9].

4. Wplyw proteaz Pseudomonas aeruginosa
na reakcje odpornosciowe Galleria mellonella

Owady wyksztalcily bardzo sprawnie dzialajacy
uklad odpornosciowy, zapewniajacy wysoka skutecz-
nos¢ obrony przeciwzakaznej, sktadajacy si¢ z zew-
netrznych barier ochronnych, do ktérych nalezg ba-
riery fizykochemiczne i odpornos¢ behawioralna, oraz
z wewnetrznych mechanizméw odpowiedzi odporno-
$ciowej (odpowiedz komérkowa i humoralna) [37].
Oparta na nieswoistej odpowiedzi odporno$ciowej
reakcja owada na zakazenie patogenem, wykazuje
wiele elementéw wspolnych z wystepujaca u czlowieka.
U kregowcoéw mozemy wyréznic¢ dwa typy odpornosci:
wrodzong oraz nabytg, podczas gdy bezkregowce jako
filogenetycznie starsze dysponuja tylko dobrze rozwi-
nietym ukladem odpornosci wrodzonej, nie wytwarzaja
przeciwcial jak réwniez komorek o charakterze limfo-
cytéw. Jednakze uzyskane w ostatnich latach wyniki
badan sugeruja mozliwos¢ specyficznego rozpozna-
wania patogendw oraz funkcjonowanie mechanizmow
pamieci immunologicznej u owadéw i innych bezkre-
gowcow, co moze $wiadczy¢ o istnieniu alternatywnych
mechanizméw odpornosci [25].

W badaniach przeprowadzonych w warunkach
in vivo wykazano, ze szczepy P. aeruginosa, charakte-
ryzujace si¢ odmiennym profilem enzymoéw proteo-
litycznych, wywoluja zréznicowana reakcje ukfadu
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odpornosciowego G. mellonella w odpowiedzi na infek-
cje tymi bakteriami. Konicowy efekt zakazenia w kazdym
przypadku jest jednakowy, bakterie powoduja $mier¢
owada po okoto 38-40 godzinach od iniekcji, jednak
zaobserwowano znaczne roznice w przebiegu odpowie-
dzi odpornosciowej, zalezne od uzytego szczepu P, aeru-
ginosa oraz od sktadu podloza, w ktorym bakterie sg
hodowane [8]. Inni autorzy wykazali, ze kliniczne izo-
laty P. aeruginosa rdznig si¢ ekspresja elastazy B i alka-
licznej proteazy [80, 90]. Ponadto, odmienne czynniki
wirulencji sg wytwarzane w zalezno$ci od miejsca czy
tez czasu trwania infekcji [76]. Ekspresja wielu czynni-
kow zjadliwosci, takich jak: elastaza B (lasB), elastaza A
(lasA), proteaza alkaliczna (aprA) jest regulowana przez
systemy quorum sensing (QS). Komorki P. aeruginosa
dysponujg dwoma systemami QS homologicznymi
do LuxR1: system las obejmujgcy biatka LasR i Lasl
i system rhl obejmujacy biatka RhIR i Rhl1 [89]. Duan
i Surette [31] wykazali, ze poziom ekspresji skladni-
kéw systemu quorum sensing jest zalezny od warunkéw
wzrostu, wplywajac tym samym na ekspresje czynni-
koéw zjadliwosci regulowanych przez ten system np. eks-
presja genu aprA w podlozu M9 zaczyna si¢ juz w fazie
logarytmicznej podczas gdy w bogatym podlozu LB we
wczesnej fazie stacjonarne;j.

Odpowiedz humoralna u owadéw indukowana jest
w wyniku zranienia lub zakazenia organizmu. Obej-
muje gltéwnie dzialanie skladnikéw rozpuszczonych
w hemolimfie, do ktérych zalicza si¢ miedzy innymi,
uklad oksydazy fenolowej, lizozym, peptydy odpornos-
ciowe oraz inne bialka, ktére oprécz podstawowych dla
nich funkgji biorg udziat w reakcjach obronnych orga-
nizmu, jak np. apolipoforyna III.

4.1. Uklad oksydazy fenolowej

Aktywacja ukladu oksydazy fenolowej jest jedna
z najszybszych reakcji immunologicznych organizmu
owada. W uklad zaangazowana jest oksydaza fenolowa
typu lakazy, ktora bierze udziat w procesach ciemnienia
i twardnienia oskdrka oraz gojenia ran, oraz oksydaza
fenolowa typu tyrozynazy (fenolaza), ktéra uczestniczy
w rozpoznawaniu cial obcych, tworzeniu toksycznych
chinonéw oraz zmelanizowanych otoczek w trakcie
inkapsulacji. Aktywacja proPO nastepuje w rezultacie
uruchomienia kaskady enzymoéw proteolitycznych,
okreslanej jako uklad oksydazy fenolowej lub system
profenolooksydazy. Uklad oksydazy fenolowej jest
zespolem reakcji biochemicznych zaleznych od jonow
Ca*?, w ktdre zaangazowane s3 przynajmniej dwie pro-
teazy serynowe. Konicowa reakcja systemu proPO jest
konwersja profenoloksydazy do formy aktywnej droga
ograniczonej proteolizy.

Wplyw patogenéw na uklad oksydazy fenolowej
owada moze przybiera¢ rozne formy. U gasienic G. mel-
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lonella zainfekowanych nicieniem Steinernema feltiae
obserwowano zmniejszenie aktywnosci uktadu profeno-
looksydazy (proPo) [15]. Natomiast owadobdjcze biatka
produkowane przez Gram-ujemne bakterie Xenorhab-
dus spp., symbionta entomopatogennych nicieni, akty-
wuja uktad proPO prowadzac do intensywnego tworze-
nia melaniny i w konsekwencji do $mierci owadow [91].

U gasienic G. mellonella zainfekowanych bakterig
P aeruginosa pojawiaja si¢ brunatne plamy na po-
wierzchni ciala $wiadczace o aktywacji ukfadu feno-
looksydazy, ktory prowadzi do catkowitej melanizacji
ciala w momencie $mierci. Stwierdzono, ze szczepy
Pseudomonas indukuja wzrost aktywnosci ukladu
profenolooksydazy w hemolimfie, ale zaréwno poziom
jak i kinetyka tych zmian wyraznie zalezg od uzytego
do infekgcji szczepu bakteryjnego. W przypadku bak-
terii produkujgcych alkaliczng proteaze, notuje sie
wyrazny wzrost poziomu aktywno$ci enzymu juz
w pierwszych 6 godzinach od zakazenia. Nastepnie,
wraz z rozwojem bakteriemii w hemolimfie nastepuje
stopniowy spadek aktywnosci oksydazy fenolowej.
Warto wspomnie¢, ze poziom aktywnosci enzymu
w hemolimfie ggsienic G. mellonella immunizowanych
zabitymi wysoka temperaturg komorkami P. aeruginosa
okazal si¢ zdecydowanie wyzszy (nawet 4,5-krotnie) niz
po iniekcji zywych bakterii [8].

Wiadomo, ze warunki $rodowiskowe reguluja
ekspresje wielu czynnikéw zjadliwosci, dzigki czemu
bakteria szybko adaptuje si¢ do zmian otoczenia, na
przyklad wytwarzanie przez bakterie egzotoksyny A,
elastazy B i alkalicznej proteazy jest uzaleznione od
obecnosci zelaza [82]. Zastosowanie do hodowli bak-
terii podlozy znacznie réznigcych sie skladem (bogate
- LB lub minimalne - M9) moze wywolywa¢ zmiany
sktadnikow powierzchniowych komorki, wlacznie
z czynnikami wirulencji, co z kolei moze utrudniac pra-
widlowe rozpoznanie bakterii przez uktad odpornos-
ciowy G. mellonella oraz spowodowa¢ odmienng reak-
cje ukladu profenolooksydazy. Rozpoznanie cial obcych
w zainfekowanym organizmie jest istotnym elementem
odpowiedzi odpornosciowej. U owadéw w rozpozna-
nie immunologiczne zaangazowane sg receptory PRR
(pattern recognition receptors) ukladu odpornoscio-
wego gospodarza, ktore rozpoznajg powierzchniowe
determinanty o okreslonej strukturze molekularnej
(PAMPs, pathogen associated molecular patterns,
wzorce molekularne zwigzane z patogenami) zlokali-
zowane w $cianach komérkowych mikroorganizmoéw.
Mozna przypuszczaé, ze wplyw na aktywnosc¢ systemu
proPO jest jednym z mechanizméw stosowanych przez
bakterie P. aeruginosa do przelamywania odpowiedzi
odporno$ciowej zainfekowanych owadow. Natomiast,
wykryte réznice w kinetyce i poziomie aktywnosci
oksydazy, zalezne od szczepu bakteryjnego zakaza-
jacego owada, moga sugerowac ze bakteria P. aerugi-
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nosa wykorzystuje podczas patogenezy rozne czynniki
wirulencji i/lub rézne strategie przelamywania odpor-
nosci gospodarza [8].

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

Innym skladnikiem hemolimfy owada, ktérego
poziom i aktywno$¢ wzrasta podczas zakazenia bak-
teryjnego jest lizozym. Enzym wykazuje aktywnos¢
bakteriolityczng - degraduje peptydoglikan, budu-
jacy $ciang komodrkowa bakterii poprzez hydrolize
wigzania [-1,4-glikozydowego. Lizozym G. mellonella
wywiera dzialanie w stosunku do zywych i martwych
bakterii, zar6wno Gram-dodatnich jak i niektérych
Gram-ujemnych oraz grzybow [42, 84]. Jest biatkiem
odpornosciowym konstytutywnie obecnym w hemo-
limfie na niskim poziomie a jego aktywno$¢ wzra-
sta gwaltownie po zakazeniu i immunizacji [60, 92].
W oparciu o doswiadczenia wykonane z uzyciem EWL
stwierdzono, ze lizozym G. mellonella wykazuje syner-
gistyczne dzialanie z niektérymi peptydami przeciw-
bakteryjnymi i apolipoforyng III, obecnymi w hemo-
limfie owada. Aktywno$¢ muramidazowa lizozymu
ulatwia dostep peptydéw antybakteryjnych do biony
komorkowej bakterii [95, 96]. Obserwowano réwniez,
ze w obecnosci lizozymu bakteria E. coli staje si¢ bar-
dziej wrazliwa na attacyny, cekropiny i defensyny [34].

Podczas zakazenia gasienic G. mellonella bakterig
P aeruginosa zmiany poziomu aktywnosci lizozymu
w hemolimfie sa zalezne od uzytego do zakazenia
szczepu oraz od stosowanej do hodowli drobnoustro-
jow pozywki. Iniekcja owadom bakterii produkuja-
cych elastaze B jak réwniez szczepoéw wytwarzajacych
zardwno elastaze B jak i elastaze A i proteaze IV, powo-
duje poczatkowo wyrazny spadek, a po okolo 12 godzi-
nach od infekcji wzrost aktywnosci lizozymu (nawet
2-krotny w poréwnaniu do aktywnosci w hemolim-
tie owadow niezakazonych). W przypadku szczepow
wytwarzajacych alkaliczng proteaze aktywno$¢ bak-
teriolityczna nie wykazuje istotnych zmian w pordw-
naniu z poziomem kontrolnym Zaobserwowany spa-
dek aktywnosci lizozymu w pierwszych godzinach od
zakazenia moze by¢ spowodowany mobilizacjg uktadu
odpornosciowego, a tym samym zaangazowaniem lizo-
zymu w rézne mechanizmy przeciwzakazne [8].

Wyniki badan wskazuja, Ze wzrost aktywnosci lizo-
zymu jest skorelowany ze wzrostem jego poziomu
w hemolimfie zainfekowanych owadéw. Po 18-30 godzi-
nach infekcji obserwowano nawet ponad 60% wzrost
stezenia lizozymu w hemolimfie, w poréwnaniu z nie-
zakazonymi owadami kontrolnymi. Dopiero po okoto
42 godzinach nastepuje stopniowy spadek stezenia lizo-
zymu, co mozna ttumaczy¢ zahamowaniem biosyntezy
enzymu spowodowanym intensywnym rozwojem bak-
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teriemii P. aeruginosa w hemolimfie zakazonych gasie-
nic [5]. Stezenie lizozymu w hemocytach i ciele thuszczo-
wym gasienic G. mellonella zainfekowanych szczepem
entomopatogennym P. aeruginosa, stopniowo wzrasta
a nastepnie po 24-30 godzinach, ulega zmniejszeniu,
co moze by¢ rezultatem intensywnej sekrecji tego biatka
z miejsca syntezy do hemolimfy, jak réwniez ostabienia
funkgji ciala thuszczowego spowodowane rozprzestrze-
niajacy sie infekeja bakteryjng Wzrost zaréwno stezenia
jak i aktywnosci lizozymu w hemolimfie ggsienic zaka-
zonych bakterig P aeruginosa wskazuje, ze enzym ten
jest malo wrazliwy na dzialanie proteaz wytwarzanych
przez bakterie podczas patogenezy [5].

Z danych literaturowych wiadomo, ze metalopro-
teazy wytwarzane przez mikroorganizmy patogenne
funkcjonuja nie tylko jako czynniki wirulencji, ale
réwniez mogg uczestniczy¢ w mechanizmach indukcji
odpowiedzi odpornosciowej gospodarza [1]. Elastaza B
P ageruginosa, nalezaca do rodziny metaloproteaz
podobnych do termolizyny, okazala si¢ doskonalym
induktorem odpowiedzi odpornosciowej G. mellonella
powodujac m.in. wzrost aktywnosci i poziomu lizo-
zymu. Jednak na podstawie uzyskanych wynikow nie
mozna stwierdzi¢ czy jest to spowodowane zwiekszong
sekrecja biatka z miejsc syntezy, jakimi sa komorki ciata
tluszczowego i hemocyty, czy moze ze zwigkszong eks-
presja lizozymu [4]. Nalezy zaznaczy¢, ze w ekspery-
mentach in vitro, po ekspozycji hemolimfy owadéw na
dzialanie enzymdw proteolitycznych, wytwarzanych
przez rozne szczepy P. aeruginosa, aktywnos¢ lizozymu
nie ulega zmianie i pozostaje na poziomie kontrolnym.
Te obserwacje moga wskazywac na obecnos¢ w hemo-
limfie, inhibitoréw hamujacych aktywno$¢ proteaz.
Obecno$¢ w hemolimfie G. mellonella inhibitordw,
ktdre sg aktywne przeciwko metaloproteazom (IMPI)
jak réwniez serynowym proteazom (ISPI) obserwowali
m.in. Wedde i wsp. [85] oraz Frobius i wsp. [35]. IMPT’s
wykazujg aktywno$¢ w stosunku do metaloproteaz
z rodziny M4 wytwarzanych przez bakterie patogenne
jako czynniki wirulencji m.in. w stosunku do elastazy B
P, aeruginosa [22]. Po iniekgcji ggsienicom barciaka ela-
stazy B nastepuje indukeja syntezy inhibitoréw hamu-
jacych aktywnos$¢ metaloproteaz na poréwnywalnym
poziomie do termolizyny [4].

Frakcje proteolityczne, ktére wykazuja nieznaczng
aktywnos¢ w warunkach in vitro przeciwko lizozy-
mowi, zawierajg przede wszystkim alkaliczng proteaze,
co moze sugerowac, ze wlasnie ten enzym jest zaan-
gazowany w degradacje 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, ze enzym zawiera w swojej strukturze 13 reszt
lizyny, ktére moga stanowic¢ potencjalne miejsca ciecia
dla tej proteazy [3].
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4.3. Peptydy o wlasciwosciach przeciwdrobno-
ustrojowych (peptydy odpornosciowe)

W humoralnej odpowiedzi odpornosciowej owa-
dow, kluczowg role odgrywaja peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe (AMP’s), ktore sg aktywowane badz syn-
tetyzowane de novo gtéwnie w ciele ttuszczowym
i hemocytach, skad sg wydzielane do hemolimfy zaka-
zonych gasienic. Peptydy o wlasciwos$ciach przeciw-
drobnoustrojowych to zazwyczaj niewielkie czasteczki
o charakterze kationowym, zawierajace 12-50 amino-
kwaséw o masie czasteczkowej od 3 do 10 kDa. Peptydy
oddzialuja na ujemnie naladowang bfon¢ komoérkowsa
bakterii, prowadzagc do utworzenia w niej kanatéw
i depolaryzacji a nawet fragmentacji, czego efektem
jest $mier¢ drobnoustroju. Kazdy gatunek wytwarza
zazwyczaj zestaw peptydow odpornosciowych zrdzni-
cowanych pod wzgledem wiasciwosci biochemicznych
i spektrum aktywnosci. U G. mellonella poznano jak
dotad kilkanascie peptydéw przeciwdrobnoustrojo-
wych. S wérdd nich peptydy a-helikalne (cekropiny A
i D, moricyny), peptydy o strukturze stabilizowanej
mostkami disiarczkowymi (defensyny, gallerimycyna),
peptydy bogate w proline, peptydy bogate w glicyne
(gloweryny) a takze peptydy anionowe [16, 26, 41, 46,
49, 59, 67, 88]. Réznice w zestawie peptydow i kinetyce
ich pojawiania si¢ w hemolimfie gasienic G. mellonella
obserwowano po zakazeniu owadéw réznymi bakte-
riami i grzybami [60].

W wyniku zakazenia gasienic bakteriami P. aeru-
ginosa, nastepuje indukcja syntezy peptydéw odpor-
no$ciowych, podobnie jak po iniekcji do hemocelu
komorek saprofitycznej bakterii E. coli. W hemolimfie
gasienic obserwowano pojawienie si¢ aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej, ale czas pojawienia si¢ oraz poziom tej
aktywnosci jest wyraznie zalezny od uzytego do infek-
cji szczepu Pseudomonas. Zdecydowanie najlepszym
induktorem aktywno$ci przeciwbakteryjnej w hemo-
limfie okazata si¢ bakteria entomopatogenna (ATCC
27853), wytwarzajaca cztery proteazy wykorzystywane
jako czynniki wirulencji. Najwyzszy poziom aktyw-
nosci, odpowiadajacy 20 uM cekropiny B, oceniony
metoda dyfuzyjng na podstawie strefy zahamowania
wzrostu bakterii wskaznikowej E. coli, stwierdzono
w hemolimfie gasienic po 18 godzinach infekeji. Nato-
miast, szczepy kliniczne P aeruginosa wytwarzajace
przede wszystkim alkaliczng proteaze, malo efektywnie
indukuja synteze¢ peptydéw odpornosciowych u zain-
fekowanych owadow. Nalezy zaznaczy¢, ze aktywnos$é
przeciwbakteryjna indukowana obecno$cig w hemo-
limfie bakterii patogennej P aeruginosa okazala sie
zdecydowanie nizsza w poréwnaniu z aktywnoscia
obserwowang po zakazeniu owadéw bakterig saprofi-
tyczna E. coli. Ponadto, w przypadku saprofita aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna pozostaje na wysokim pozio-
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mie nawet po 48 godzinach po iniekeji bakterii do jamy
ciala owada. Natomiast, po zakazeniu patogenem nie
obserwuje si¢ aktywnosci przeciwko E. coli w hemo-
limfie owaddw, juz po 30 godzinach [7, 8]. Pojawienie
sie aktywnosci przeciwbakteryjnej w hemolimfie jest
zwigzane z synteza peptydéw o masie ponizej 6,5 kDa.
Udzial poszczegdlnych proteaz P. aeruginosa w induk-
¢ji peptydow odpornosciowych w hemolimfie barciaka
wigkszego wymaga szczegdtowych badan. Dotychczas
udalo sie wykaza¢, ze stymulacja humoralnej reakcji
obronnej gasienic G. mellonella, m.in. poprzez zwiek-
szenie aktywnoéci przeciwbakteryjnej w hemolimfie na
skutek indukeji syntezy peptydow odpornosciowych ma
miejsce po iniekcji do hemocelu owada elastazy B [7, 8].

Badania przeprowadzone na gasienicach G. mello-
nella i D. melanogaster dowiodly, ze obecnos¢ enzymow
proteolitycznych jest odbierana przez organizm gospo-
darza jako ,sygnal zagrozenia” W wyniku aktywnosci
proteinaz endo- i egzogennych w hemolimfie powstaja
fragmenty peptydowe majace zdolnos¢ do indukgji syn-
tezy humoralnych czynnikéw odpowiedzi immunolo-
gicznej. Proteinazy biorg tez udzial w bezposredniej
aktywacji kaskad sygnalowych indukujgcych synteze
peptydéw odpornosciowych. U G. mellonella stwier-
dzono, ze w wyniku dzialania termolizyny, znanego
induktora mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej,
wytwarzane sg fragmenty peptydowe (o masie czastecz-
kowej < 3 kDa) wykazujace zdolnos¢ do indukcji humo-
ralnych czynnikéw odpowiedzi odpornosciowej [39].
Substratem dla metaloproteinaz jest kolagen typu IV [2].

Wiadomo, ze czynniki wirulencji takie jak enzymy
proteolityczne, wytwarzane przez bakterie podczas
zakazenia, niszcza przede wszystkim struktury ciala
owada badz ostabiajg lub niszczg komoérkowe i humo-
ralne odczyny obronne. Na przyktad, selektywna degra-
dacja cekropin i attacyn w hemolimfie Hyalophora
cecropia zachodzi pod wplywem proteaz wytwarza-
nych przez bakterie B. thuringiensis [28] jak réwniez
przez bakterie Xenorhabdus nematophilus zwigzane
mutualistycznie z nicieniami Steinernema carpocapsae
[38]. Proteazy produkowane przez takie patogeny jak
P aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis,
Streptococcus pyogenes degraduja peptydy przeciwbak-
teryjne wystepujace u czlowieka, LL-37 i a-defensyny
[78]. W przypadku gasienic G. mellonella zakazonych
bakterig P, aeruginosa wyrazny spadek aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej w hemolimfie owadéw po 30 godzinach
infekcji, moze by¢ rezultatem proteolitycznej degrada-
cji peptydéw spowodowanej przez enzymy wytwarzane
przez te bakterie w czasie patogenezy [8].

Wrazliwos¢ peptydow przeciwbakteryjnych Galleria
na proteazy produkowane przez P. aeruginosa udowod-
niono w warunkach in vitro. Na przyklad, aktywnos¢
przeciwbakteryjna w hemolimfie immunizowanych
owaddw jest catkowicie hamowana po ekspozycji na
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plyny pohodowlane zawierajace 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 podtozu minimalnym M9 i wytwarzajace w tych
warunkach gtéwnie alkaliczna proteaze, maja mniejszy
wplyw na aktywnos¢ przeciwbakteryjna, co wskazuje,
ze ten enzym tylko w niewielkim stopniu wplywa na
degradacje peptydéw odpowiedzialnych za aktywnos$¢
przeciwbakteryjng w hemolimfie zakazonych owaddw
[9, 10]. Jednym z enzymdéw wytwarzanych przez wiek-
sz0$¢ szczepOw P. aeruginosa jest elastaza B i udzial tej
metaloproteazy w degradacji peptydéw odpornoscio-
wych G. mellonella zostat potwierdzony w warunkach in
vitro. Wstepnie ustalono réwniez, ze w tych warunkach
peptydy przeciwbakteryjne nie sa degradowane przez
serynowg proteaze IV [7, 8].

Przedstawione wyniki badan wskazuja na zréznico-
wane zaangazowanie proteaz P. aeruginosa w degradacje
peptydéw odpornosciowych i/lub na rézng wrazliwo$¢
peptydow na proteolityczng aktywnos¢ badanych enzy-
moéw. Mozna réwniez wnioskowad, ze pojawienie sie
bakterii patogennej w hemocelu owada jest sygnatem
dla ukladu odpornosciowego gospodarza do urucho-
mienia reakcji obronnej. Wydaje si¢, ze w procesie
patogenezy enzymy proteolityczne moga odgrywac
odmienng rolg, co zostalo wykazane na przykladzie ela-
stazy B, w poczatkowej fazie infekcji powoduja aktywa-
cje uktadu odpornosciowego, tym samym zwigkszajac
aktywnos¢ przeciwbakteryjng hemolimfy zakazonego
owada, nastepnie w miar¢ postepujacej bakteriemii,
moga degradowa¢ niektore biatka/peptydy np. peptydy
odpornosciowe.

4.4. Apolipoforyna III (apoLp-III)

Apolipoforyna jest waznym sktadnikiem hemolimfy
owaddw zaangazowanym w transport lipidow, aktywa-
cje uktadu odpornosciowego, rozpoznawanie deter-
minant molekularnych drobnoustrojéw oraz w pro-
cesie apoptozy [69, 94]. ApoLp-III nalezy do rodziny
wymiennych apolipoprotein opisanych zaréwno u kre-
gowcow jak i bezkregowcow. Cechg wspdlng tych bialtek
jest obecnos¢ w strukturze czgsteczki amfipatycznych
a-helis [66]. Synteza apoLp-III u owadéw zachodzi
gltéwnie w ciele ttuszczowym, skad biatko jest uwal-
niane do hemolimfy. Wiadomo, ze apoLp-III wigze
kwasy lipotejchojowe (LTA), ktore sg sktadnikami $cian
komorkowych bakterii Gram-dodatnich, lipopolisa-
charyd (LPS) bakterii Gram-ujemnych, -1,3-glukan
obecny w $cianie komérkowej drozdzy oraz uczestniczy
w ich detoksykacji [40, 57, 73, 87]. ApoLp-III wykazuje
réwniez aktywnos¢ przeciwbakteryjna [86, 93].

Poziom apoLp-III w hemolimfie barciaka znacznie
wzrasta po zakazeniu bakteriami Gram-ujemnymi,
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takimi jak E. coli i Klebsiella pneumoniae, czy tez bak-
terig Gram-dodatnig Micrococcus luteus [93]. Dane
literaturowe wskazuja, ze biatko to zwigksza aktywno$¢
bakteriolityczng lizozymu oraz bierze udzial w aktywa-
cji syntezy peptydow przeciwdrobnoustrojowych [30].
ApoLp-IIT moze wspdtpracowac z peptydami odpor-
no$ciowymi zwigkszajac ich skuteczno$¢ w zwalczaniu
drobnoustrojow, wzmacnia¢ odpowiedz komdrkowa
(fagocytoza i enkapsulacja) oraz aktywowac kaskade
oksydazy fenolowej. Wyniki badan wskazuja, ze trzy
czynniki obecne konstytutywnie w hemolimfie G. mel-
lonella, takie jak apoLp-III, lizozym oraz peptyd anio-
nowy 2 (jeden z peptyddw przeciwbakteryjnych), dzia-
taja synergistycznie przeciwko bakteriom. Wydaje sie
ze, apoLp-III zwigksza enzymatyczng aktywnos¢ lizo-
zymu, podczas gdy peptyd stymuluje nie-enzymatyczna
aktywnos¢ enzymu [96].

W warunkach in vitro zaobserwowano wyrazna
degradacje apoLp-III gasienic G. mellonella, po inku-
bacji hemolimfy owada z plynami pohodowlanymi
bakterii entomopatogennej P. aeruginosa. W tym przy-
padku, zmniejszenie ilosci biatka a nawet jego catkowita
degradacja jest prawdopodobnie zwigzane z dziataniem
proteazy serynowej — proteazy typu IV. ApoLp-III jest
degradowana stopniowo, o czym $wiadczy pojawienie
sie w hemolimfie czterech produktéw o masie czastecz-
kowej 15, 13,3, 11,9 oraz 9,5 kDa (po 30 minutach)
oraz tylko pojedynczego produktu degradacji o masie
5,6 kDa - po 60 minutach inkubacji. Analiza sekwen-
cji peptydu wykazata, ze produkt ten stanowi fragment
apoLp-III liczac od 71 aminokwasu dojrzalego bialka.
Wyniki te wyraznie wskazuja, ze apoLp-III G. mello-
nella jest substratem dla proteazy serynowej P. aerugi-
nosa, ktora hydrolizuje biatka po karboksylowej stro-
nie lizyny. Analiza strukturalna apoLp-IIT uwidocznita
obecno$¢ 8 reszt lizyny na N-koncu (reszty 1-70) oraz
9 reszt na C-koncu (118-163), ktdre sg potencjalnymi
miejscami ciecia dla proteazy IV. Fragment czgsteczki
od 71 do 117 aminokwasu nie zawiera reszt lizyny
a obliczona teoretycznie masa czgsteczkowa tego frag-
mentu wynosi okolo 5,515 kDa [3, 9, 10].

Po zakazeniu owada entomopatogenng bakterig
P aeruginosa, wraz z czasem trwania infekcji, zmienia
sie poziom apoLp-III w hemolimfie, hemocytach oraz
w ciele ttuszczowym gasienic G. mellonella. Spadek
ilosci apoLp-III w hemocytach i ciele ttuszczowym, ob-
serwowany odpowiednio po 3,5 oraz 24 godzinach od
zakazenia, jest prawdopodobnie rezultatem intensyw-
niejszej sekrecji tego biatka do hemolimfy, gdzie bierze
udziatl w odpowiedzi odpornosciowej. W hemolimfie,
w krétkim czasie po infekeji, poziom apoLp-III wzrasta,
natomiast po 24 godzinach ilo$¢ biatka zmniejsza sie
i pojawiajg si¢ produkty degradacji o masie okoto 15
i 13,3 kDa, ktore sg szczegdlnie dobrze widoczne po
24 godzinach od zakazenia, natomiast po 48 godzinach
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dominuja produkty degradacji o masie 12 i 9,5 kDa.
Wyniki uzyskane w warunkach in vivo, w zakazonym
owadzie, potwierdzily, Ze w proteolityczng degradacje
apoLp-III zaangazowana jest serynowa proteaza IV.
Nalezy doda¢, ze degradacja apoLp-IIT i innych elemen-
tow uklad odpornosciowego, wydaje sie by¢ skorelo-
wana z og6lnym wzrostem aktywnosci proteolitycznej
w hemolimfie ggsienic zakazonych entomopatogenng
bakteria P.aeruginosa [6]. Natomiast na podstawie
wynikéw badan uzyskanych po zakazeniu owaddw
szczepami klinicznymi P aeruginosa, charakteryzu-
jacymi si¢ obnizonym poziomem ekspresji proteaz,
mozna stwierdzi¢, ze alkaliczna proteaza, ktora jest
gtownym enzymem produkowanym przez te bakte-
rie, ma niewielki udzial w proteolitycznej degradacji
apoLp-II1 G. mellonella [8, 10].

Nalezy zaznaczy¢, ze wzrost poziomu apoLp-III
w hemolimfie gasienic, obserwowany w krétkim cza-
sie po zakazeniu bakterig P. aeruginosa jest dowodem,
ze wydzielane przez patogena proteazy moga stymulo-
wa¢ humoralne odczyny obronne owada. Wiadomo, ze
u bezkregowcow indukcja mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej nastepuje po rozpoznaniu PAMPs,
albo po rozpoznaniu czastek sygnalowych powstatych
w wyniku uszkodzenia organizmu gospodarza przez
cialo obce lub w wyniku dzialania czynnikéw wirulen-
cji patogendéw [21]. Istotng role w tym modelu indukeji
odpowiedzi immunologicznej odgrywaja metaloprote-
azy z rodziny termolizyny, do ktorej nalezy elastaza B
(LasB) P aeruginosa. W badaniach, w ktérych jako
organizm modelowy zastosowano barciaka wigkszego
zaobserwowano, ze po iniekcji do hemolimfy LasB,
w subletalnej dawce, ilo$¢ 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 poréwnaniu do poziomu obser-
wowanego u owadow kontrolnych.

5. Podsumowanie

Barciak wiekszy G. mellonella okazat si¢ przydatnym
organizmem modelowym do badan na poziomie calego
organizmu jak i czastkowych reakeji sktadajacych sie na
odpowiedZ odpornosciowg owadéw oraz do testowa-
nia patogennosci i identyfikacji czynnikow wirulencji
bakterii P. aeruginosa.

Wyniki badan przedstawione w opracowaniu suge-
ruja, ze odmienny wptyw réznych szczepoéw P aeru-
ginosa na poszczegdlne elementy ukladu odpornos-
ciowego G.mellonella mozna wytlumaczy¢ réznym
profilem enzymoéw proteolitycznych produkowanych
przez bakterie podczas zakazenia ggsienic. W kazdym
przypadku efektem infekcji jest Smier¢ owadoéw, jednak
zaobserwowano znaczne roznice w przebiegu odpowie-
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dzi odpornosciowej, zalezne od uzytego szczepu oraz
od skladu podloza, w ktérym bakterie sa hodowane.
Odmienna wrazliwos¢ gasienic G. mellonella na rézno-
rodne szczepy i mutanty najprawdopodobniej odzwier-
ciedla réznice w wytwarzanych czynnikach wirulencji,
zaréwno tych zwigzanych ze $ciang komorkows jak
i sekrecyjnych.

Enzymy proteolityczne wytwarzane przez bakterie
P aeruginosa w poczatkowej fazie infekcji powoduja
aktywacje ukladu odpornosciowego przez: zwiegk-
szenie syntezy lizozymu, indukcje syntezy peptydow
odpornosciowych i inhibitoréw metaloproteaz, zmiang
poziomu apolipoforyny III, tym samym zwigkszajac
aktywnos¢ przeciwbakteryjng hemolimfy zakazonych
owadéw. W miare rozwoju bakteriemii przetamuja
humoralng odpowiedz odpornosciowa gospodarza
przez: hamowanie aktywnosci uktadu oksydazy feno-
lowej, degradacje peptydéw odpornosciowych oraz
apolipoforyny III.

Poszczegolne proteazy wykazujg zréznicowane zaan-
gazowanie w degradacje tych kluczowych elementow
odpowiedzi odpornosciowej owaddw i/lub rézna tez
jest wrazliwo$¢ biatek i peptydéw odpornosciowych na
aktywnos¢ proteolityczng. Peptydy przeciwbakteryjne
s3 podatne na proteolize pod wplywem elastazy B oraz
w niewielkim stopniu alkalicznej proteazy. Apolipofo-
ryna III jest substratem dla proteazy IV oraz alkalicz-
nej proteazy. Peptydy przeciwbakteryjne sg niewrazliwe
na proteolize pod wplywem proteazy IV w warunkach
in vitro.

Elastaza B bakterii P, aeruginosa pelni podczas zaka-
zenia podwdjna role: induktora odpowiedzi odpornos-
ciowej gasienic oraz czynnika wirulencji. Jako czynnik
aktywujacy mechanizmy odpowiedzi odpornosciowej
powoduje indukcje syntezy peptyddéw przeciwdrobno-
ustrojowych i inhibitoréw metaloproteaz, oraz zwigk-
szenie poziomu ekspresji i aktywnosci lizozymu a takze
poziomu apolipoforyny III. Elastaza B jako czynnik
wirulencji bierze udzial w degradacji peptydéw prze-
ciwbakteryjnych.

Wzrost stezenia jak i aktywnosci lizozymu w hemo-
limfie gasienic G.mellonella zakazonych bakterig
P aeruginosa wskazuje, ze lizozym jest mato wrazliwy
na dzialanie proteaz tej bakterii, na przyklad, prote-
aza serynowa IV nie powoduje degradacji lizozymu
w warunkach in vitro, pomimo tego, Ze enzym zawiera
w swojej strukturze reszty lizyny, stanowiace poten-
cjalne miejsca ciecia dla tej proteazy.

Wydaje si¢, ze u G. mellonella w indukcje syntezy
humoralnych czynnikéw odpowiedzi odpornosciowe;j
zaangazowane s3 rézne mechanizmy tj. zalezny od
obecnosci obcych struktur (model odpornosci ,,infec-
tious-non self) jak i bakteryjnych czynnikéw wirulencji
odbieranych przez organizm gospodarza jako ,,sygnat
zagrozenia’
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1. Wstep. 2. Bioréznorodno$¢ mikrobiologiczna zakwaséw. 3. Zdolnos¢ do rozwoju i adaptacji LAB w réznych typach zakwasow.
Wspotzawodnictwo bakterii wprowadzonych z kultura starterowa z autochtoniczng mikrobiota zakwaséw. 4. Niektore wlasciwosci LAB
umozliwiajace im konkurencyjng przewage w ciastach zakwasowych. 5. Mikrobiota zakwaséw ze zboz niechlebowych i pseudozboz.
6. Dobieranie skfadu kultur starterowych z autochtonicznych gatunkéw LAB czy unifikacja w oparciu o gatunki najbardziej rozpow-
szechnione. 7. Podsumowanie

Starter cultures for baked goods - the traditional fermentation process by formation
of sourdough microbiota in the industrial bread production

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
of LAB autochthonous species for the starter cultures (composition) versus the unification based on the most prevalent species. 7. Summary

Slowa kluczowe: bakteryjne kultury starterowe, zakwasy piekarskie

Key words: bacterial starter cultures, sourdough

1. Wstep

Kultury starterowe stosowane s3 powszechnie
w przemysle spozywczym od lat 60. XX wieku. Poczat-
kowo celem ich wprowadzania bylo przede wszyst-
kim podniesienie poziomu higieny i bezpieczenstwa
produkcji Zywnos$ci poprzez inicjowanie fermentacji
i opanowanie srodowiska przez drobnoustroje zawarte
w kulturach. W tamtym okresie drobnoustroje wla-
czane w sklad kultur starterowych izolowane byly z r6z-
nych $rodowisk i pochodzily w wiekszosci z uznanych
kolekcji kultur. Za dobre zZrédio bakterii fermentacji
mlekowej (lactic acid bacteria, LAB) uwazane byly na
przykiad fermentowane produkty mleczarskie [61, 62].

Mikroorganizmy do kultur starterowych dobierano na
podstawie ich poznanych wilasciwosci oraz ustalonych
warunkow prawidlowego przebiegu procesu produk-
cyjnego. Taki dobor sktadu kultur starterowych uznano
z czasem za jedng z przyczyn ujednolicenia smaku
i utraty tradycyjnych cech organoleptycznych wielu
produktéw m.in. pieczywa.

W ostatnich latach dominowal poglad, ze kultury
starterowe powinny zawiera¢ mikroorganizmy cha-
rakterystyczne dla mikrobiota danego srodowiska np.
zakwasow piekarskich, kiszonek warzywnych, przetwo-
réw mlecznych otrzymanych w efekcie spontanicznej
fermentacji. Dlatego tez $rodowiska naturalnie fer-
mentowanej zywnosci (tradycyjnie fermentowanych

* Autor korespondencyjny: Zaklad Technologii Fermentacji, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa
Dabrowskiego, ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa; tel. 22 606 36 56; e-mail: katarzyna.piasecka@ibprs.pl
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Rys. 1. Wplyw zastosowania kultury starterowej na skrocenie procesu przygotowania ciasta chlebowego

wyrobdow) staly si¢ przedmiotem intensywnych badan
mikrobiologicznych majacych na celu wykazanie ich
bioréznorodnosci poprzez izolacje i identyfikacje moz-
liwie najwigkszej liczby drobnoustrojow, ktdre zaczgto
wlacza¢ w sklad kultur starterowych nowej generacji
[17]. Kultury starterowe stosowane sg nie tylko do
zapewnienia stalej i powtarzalnej jako$ci zakwasow
i wypiekéw, lecz rowniez w celu skrécenia procesu
technologicznego w piekarni (rys. 1).

Jednymi z najczesciej badanych srodowisk byty
tradycyjnie prowadzone/rzemie$lnicze zakwasy pie-
karskie, przede wszystkim zytnie i pszenne, w ktérych
poszukiwano szczepdw bakterii fermentacji mlekowej
i drozdzy [30]. Pieczywo zakwasowe wytwarzane byto
tradycyjnie na Pétnocy Europy ze wzgledu na wyko-
rzystywanie w piekarstwie maki zytniej, natomiast na
poltudniu kontynentu proces fermentacji z udziatem
LAB stosowano do polepszenia cech technologicznych
maki niskiej jakosci, najczesciej pszennej. Pieczywo
przygotowywane z udzialem maki zytniej (w réznych
proporcjach do maki pszennej lub bedacej jedynym

surowcem) oraz jeczmiennej jest charakterystyczne dla
Europy Srodkowej, Wschodniej i Skandynawii. Maka
zytnia stosowana jako surowiec ,wymusza® ukwasza-
nie ciast poniewaz zawiera ona, w stosunku do maki
pszennej, znacznie mniej glutenu, ktérego obecnos¢
powoduje powstawanie pozadanej struktury ciasta
pszennego. Proces fermentacji, prowadzonej przez
bakterie fermentacji mlekowej, umozliwia powstanie
siatki z pentozanéw zatrzymujacej wode i dwutlenek
wegla oraz pecznienie skrobi, co w konsekwencji nadaje
pieczywu wlasciwe cechy, takie jak np. porowatos¢ i ela-
styczno$¢ migkiszu. Sposéb otrzymywania pieczywa
zakwasowego jest bardzo réznorodny w zaleznosci od
regionu geograficznego i tradycji kulturowych. Rézne
rodzaje chlebéow i bulek pszennych wypiekanych
z ciast ukwaszanych sa charakterystyczne dla krajow
rejonu Morza Srédziemnego, np. francuskie pain au
levain, madre lub biga we Wtloszech [10]. Tradycyjne
wloskie ciasta Panettone lub Pandoro s3 otrzymywane
z dzialem ciasta zakwasowego [40, 52]. We Wloszech
zakwasy stosowane sa w produkeji okofo 30% pieczywa
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w wyniku czego powstaje ponad 200 réznych typow
wypiekdw regionalnych.

W pismiennictwie istnieja umowne klasyfikacje
ciast zakwasowych rdéznigce si¢ w zaleznosci od tego
czy sg formulowane na potrzeby badan naukowych czy
praktyki przemystowej [10, 27, 44, 82, 87]. W zalezno$ci
od inicjowania fermentacji ciasta, sposobu i warunkow
fizycznych prowadzenia procesu fermentacji, zakwasy
dzieli si¢ na trzy podstawowe typy. Typ pierwszy to
zakwasy prowadzone w sposob tradycyjny, najczesciej
poprzez fermentacje spontaniczng. Charakteryzuja
sie cigglym sposobem propagaciji, to jest codziennym
lub czegstszym zaszczepianiem (inokulowaniem) nowej
porcji maki wymieszanej z wodg czescig zakwasu (tzw.
zaczatkiem) i powtarzaniem takiego sposobu postepo-
wania przez dluzszy czas, co stuzy utrzymaniu mikro-
organizméw zakwasu w stanie wysokiej aktywnosci
metabolicznej. Proces przebiega w temperaturze od
20°C do 30°C. Zakwasy typu pierwszego wykorzy-
stywane s3 w produkcji tradycyjnych rodzajow pie-
czywa: Panaettone, Pugliese, Toscanon, zakwasowy
chleb French, pieczywo San Francisco. Zakwasy typu
drugiego prowadzone s3 w temperaturze powyzej
30°C, przy duzej wydajnosci ciasta w celu otrzymania
zakwasu o wysokiej kwasowosci i aromacie. Ten typ
ciasta wykorzystywany jest najczesciej w produkeji
przemystowej pieczywa. Obecnie w wyprowadzeniu
tego typu zakwasu na ogol stosowane sa bakteryjne
lub bakteryjno-drozdzowe kultury starterowe [86, 90].
Typ trzeci ciast zakwasowych odnosi si¢ do fermentacji
rozpoczynanej przez zastosowanie kultury starterowej,
a nastepnie kontynuowanej przez codzienne odswie-
zanie. Natomiast w produkcji przemystowej odnosi sig
do suszonego zakwasu stosowanego jako nosnik smaku
i aromatu. W zaleznosci od typu ciasta i sposobu pro-
pagacji oraz warunkow procesu ustala si¢ specyficzny
sktad mikrobiota [50, 87, 89, 92].

2. Bioréznorodnos¢ mikrobiologiczna zakwasow

Wyniki wieloletnich badan, prowadzonych w réz-
nych krajach, wskazuja na zwigzek mikroorganizmow
zasiedlajacych ciasta zakwasowe z regionem geogra-
ficznym, gatunkiem zboza, z ktérego sporzadzona jest
maka, rodzajem maki (caloziarnowa lub oczyszczona),
co wigze si¢ z zawarto$cig popiotu, stopniem jej roz-
drobnienia, oraz ze sposobem prowadzenia zakwaséw
(proporcja maki i wody czyli wydajno$¢ ciasta, tem-
peratura, czas prowadzenie, liczba odnawian zakwasu)
(5,21, 33, 83, 85, 87].

W ekosystemach ciast fermentowanych stwierdzono
obecnos¢ zroznicowanych gatunkdéw bakterii fermenta-
cji mlekowej [6, 8, 88]. Najwigkszy wplyw na przebieg
fermentacji ciast zakwasowych maja, charakterystyczne
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dla tych srodowisk, LAB hetrofermentywne, w mniej-
szym stopniu szczepy fakultatywnie heterofermentywne
i obligatoryjnie homofermentywne [6, 8, 86]. Sposréd
ponad szes¢dziesieciu gatunkow bakterii fermentacji
mlekowej, wystepujacych w ciastach zakwasowych,
wigkszos$¢ nalezy do rodzaju Lactobacillus; w mniejszej
liczbie reprezentowane sg rodzaje Lactococcus, Pedio-
coccus, Weissella, Carnobacterium i Leuconostoc. Biorac
pod uwagg, ze srodowisko zakwasow jest specyficzna,
zlozong nisza ekologiczng, trudna do odtworzenia
przy uzyciu podiozy laboratoryjnych, nalezy zatozy¢,
ze wiele zwigzanych z tym $rodowiskiem drobnoustro-
jow, nie zostalo jeszcze poznanych [49, 50]. W zakwa-
sach piekarskich powszechnie stwierdza si¢ obecnosé¢
takich gatunkoéw, 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 intensyfikacja eksploracji mikrobiota
ciast zakwasowych stale powigksza sie liczba gatunkow
Lactobacillus spp. wykrywanych w ciastach, wyizo-
lowano takze bakterie nalezgce do innych rodzajow
jak na przyklad Weissella cibaria, Weissella confusa,
Pediococcus  pentosaceus, Pediococcus acidililactici.
Gatunkami nietypowymi, rzadziej izolowanymi
z zakwasow sg Carnobacterium divergens, Carnobac-
terium maltaromaticum i Carnobacterium piscicola [4,
25]. Niektore sposrod bakterii spotykanych w ciastach
sg szeroko rozpowszechnione w zywnosci, przede
wszystkim produktach fermentowanych; naleza do tej
grupy L. plantarum, L. reuteri, L. amylovorus [6, 87].
Istnieja takze szczepy LAB, ktore w dotychczasowych
badaniach mikrobiologicznych wykryto wylacznie
w $rodowisku zakwasow np. L. acidifarinae, L. hammesi,
L. secaliphilus, L.zymae, L.rosiae [13]. Ze $rodowi-
skiem zakwasOw zwigzane sa réwniez gatunki L. pontis,
L. panis, L. paralimentarius, L. frumenti, L. mindensis,
wyizolowane z ciast pszennych i opisane jako mikro-
flora autochtoniczna. Sposréd bakterii fakultatywnie
heterofermentywnych gatunkiem najcz¢sciej spotyka-
nym w zakwasach jest L. plantarum, natomiast wérod
obligatoryjnie heterofermentywnych wymieniane sa
szczepy z gatunkow L. brevis, L. fermentum, L. buchneri,
L. sanfranciscensis oraz nalezace do gatunkow Weissella
cibaria i Weissella confusa [69, 70, 78, 80, 88].

Wprowadzanie do rutynowej praktyki laboratoryj-
nej technik molekularnych spowodowato reklasyfika-
cje niektorych szczepow LAB izolowanych z ekosyste-
moéw zakwasow. Przykltadowo, niektdre szczepy przy-
pisane poczatkowo do gatunku L. plantarum zostaly
obecnie zaliczone do gatunkéw L. paraplantarum lub
L. pentosus [77].

Sposrod szeregu czynnikéw determinujacych sklad
mikrobiota zakwaséw jednymi z najwazniejszych sa
surowiec, z ktorego powstala maka oraz sposéb jej
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Tabela I
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Bakterie fermentacji mlekowej zwigzane z ekosystemami zakwaséw z maki ze zbdz chlebowych (pszenica i zyto)

niechlebowych (jeczmien) i pseudozbdz (gryka)

Rodzaj zboza Gatunki bakterii fermentacji mlekowej wyizolowane z zakwasow Pismiennictwo
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. sar'lfmnc'iscensis,. L. alimentarius, L. brevis, Iieuconostoc citr'eum, L. lactis subs. lactis, L. fermentum, (7]
L. acidophilus, Weissella confusa, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
L. sanfranciscensis, L. plantarum, P. pentosaceus [58]
L. acidophilurs, L. p?antarum, L. sake, L. acetottolerans, Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus, (25]
Carnobacterium divergens
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]
Zyto L. plantarum, L. brevis, L. fermentum [34]
L. acidophilus, L. plantarum, L. casei [71]
L. acidophilus, L. planfarum, L. casei, L. fa.rcimi;?is, L. .alimentarius, L. brevis, L. buchneri, (73]
L. fermentum, L. fructivorans, L. sanfranciscensis, Pediococcus spp.
L. ferm'en'tu'm, L. delbruefkii, L.' acidopfl?lus, L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. rhamnosus, (74]
L. farciminis, L. sanfranciscensis, W. viridescens
L. reuteri, L. panis, L. amylovorus [67]
L. amylovoru, L. pontis, L. frumenti, L. reuteri [55
Otreby zytnie | L. sanfranciscensis, L. mindensis, L. crispatus, L. pontis, L. panis, L. fermentum, L. frumenti,
L. johnsonii, L. reuteri [44]
Jeczmien L. plantarum, L. brevis [94]
Gryka L. plm?tarym, W. cibaria, Leuconostoc holzapfelii, L. fermentum, L. gallinarum, L. crispatus, (53, 54]
L. vaginalis, P. pentosaceus

przemiatu; od nich bowiem zalezy obecnos¢ zwigzkow
majacych istotny wplyw na wzrost mikroorganizmow.
Naleza do nich ilos¢ i rodzaj weglowodanéw dostepnych
do fermentacji (maltoza, sacharoza, glukoza, fruktoza),
obecnos¢ aminokwasow, kwasow ttuszczowych, wita-
min, mikroelementdéw, a takze blonnika pokarmowego,
B-glukanu, polifenoli, kwaséw fitynowych. Sktadniki te
i enzymatyczna aktywno$¢ maki stymulujg aktywnos¢
metaboliczng bakterii, co wplywa na ilo$¢ syntetyzowa-
nych kwasow (mlekowego i octowego) oraz zwigzkow
tworzacych aromat ciast i pieczywa [28, 33, 68, 90].
Przyklady LAB zwigzanych ze srodowiskiem zakwa-
soéw z roznych mak przedstawiono w tabeli I. Najwiecej
uwagi poswiecono zakwasom z zyta i pszenicy, bedg-
cych podstawowymi zbozami chlebowymi. W tabeli
uwzgledniono réwniez bakterie zwigzane z ekosys-
temami zbdz niechlebowych i pseudozb6z, gdyz obec-
nie zaczynajg one odgrywac coraz wigksza role w pro-

dukcji pieczywa. Wynika to z trendéw zwigzanych
z tzw. zdrowym zywieniem i wzrastajagcym zapotrzebo-
waniem na zywno$c¢ funkcjonalng, ekologiczna, a takze
bezglutenowsa.

Szeroko opisanym obligatoryjnie heterofermenta-
tywnym gatunkiem autochtonicznym dla zakwaséw,
zwlaszcza pszennych, jest L. sanfranciscensis. Bakterie
te zostaly po raz pierwszy scharakteryzowane i opisane
jako L. sanfrancisco w 1971 roku przez Kline i Sugihara
[38]. Na podstawie badan materialu genetycznego
zidentyfikowano w tym gatunku okofo 50 szczepow
[2, 36, 84]. Jak dotychczas jest to gatunek izolowany
wylacznie z zakwasdw i uwazany za najlepiej zaadapto-
wany do specyficznych warunkow ciast zakwasowych
i konkurencyjny wobec innych LAB [22, 84]. Decyduja
o tym unikatowe cechy L. sanfranciscensis, wyrazajace
sie wysoka efektywnoscig wykorzystywania znajduja-
cych sie w srodowisku ciasta weglowodanéw: maltozy
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i fruktozy, a takze rybozy i glukonianu, wysokimi
uzdolnieniami proteolitycznymi i aktywnoscig kwa-
szacg, synteza zwiazkow o charakterze antymikrobiolo-
gicznym, bogactwem uwalnianych prekursoréw zwigz-
kéw lotnych, a takze fizjologicznym powinowactwem
do drozdzy obecnych w zakwasach.

L. sanfranciscensis jest auksotrofem w odniesieniu
do 12 aminokwasow, natomiast wykazuje zdolno$¢ do
syntezy m.in. argininy, lizyny, cysteiny, asparaginianu.
Obecnos¢ dwodch gendéw dla oligo-1,6-glukozydazy
(LSA_05810; LSA_01770) wskazuje na zdolno$¢ do
hydrolizy wigzania a-1,6-D-glukozydowego oligosa-
charydow powstajacych ze skrobi i glikogenu (izomal-
toza, izomaltotrioza, izomaltuloza, panoza). Wzrost
L. sanfranciscensis, przy wykorzystaniu maltozy jako
zrodla wegla, przebiega szybciej przy obecnosci w $ro-
dowisku takich zwigzkow jak fruktoza, cytrynian lub
a-ketoglutaran, ktére moga stanowi¢ alternatywne
akceptory elektronow [84,90].

Poza bakteriami fermentacji mlekowej druga wazng
grupe drobnoustrojow tworzacych ekosystem ciast
zakwasowych stanowia drozdze. Wchodzg one w rdz-
nego rodzaju interakcje z bakteriami i wspotksztaltujaca
wlasciwosci zakwasow piekarskich i ciast. Wzajemne
oddzialywania okreslonych gatunkéw LAB i drozdzy
maja duzy wplyw na sklad ekosystemdéw i dominacje
okreslonych gatunkéw w zaleznosci od sposobu pro-
wadzenia ciast. W przypadku zakwaséw pszennych
fermentujgcych spontanicznie obecno$¢ i wzrost L. san-
franciscensis, preferujacego jako zrédlo energii maltoze,
stwarza korzystne warunki do rozwoju nie metabolizu-
jacych maltozy drozdzy Saccharomyces exiguus i Can-
dida humilis. W efekcie hydrolizy maltozy z udzialem
konstytutywnej, wewnatrzkomorkowej fosforylazy mal-
tozy L. sanfranciscensis uwalniana jest do $rodowiska
glukoza, co dostarcza substratu do wzrostu tych drozdzy,
nadajac wzajemnym relacjom drobnoustrojow charak-
ter zwigzku mutualistycznego [2, 85]. W ekosystemach
ciast zakwasowych powstaja stabilne konsorcja LAB
i drozdzy, w ktdrych interakcje pomiedzy drobnoustro-
jami sg zalezne od szeregu czynnikoéw, jak na przyktad
temperatury i czasu prowadzenia fermentacji, rodzaju
maki i wydajnosci ciasta. W tworzeniu takich zwigz-
kéw w zakwasach pszennych poza L. sanfanciscensis
biorg udzial szczepy z gatunku L. plantarum [45], nato-
miast w zakwasach zytnich wystepuja stabilne zwigzki
pomiedzy L. reuteri, L. johnsonii a Issachienkia orien-
talia. Zdolnos¢ do tworzenia zwigzkéw bakteryjno-
-drozdzowych ma charakter szczepowy, a nie gatun-
kowy [47, 49, 50, 70, 85].

W ciastach zakwasowych zidentyfikowano ponad
20 gatunkow drozdzy, w wigkszosci nalezacych do
rodzajow Saccharomyces i Candida [63]. W nowszych
publikacjach jako czesty izololat wymieniany jest gatu-
nek Issatchenkia orientalis, bedacy teleomorfem Candida
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krusei. Gatunkiem najcze$ciej izolowanym z zakwasow
zytnich, dobrze adaptujagcym si¢ do tego srodowiska
jest S. cerevisiae [3, 16, 45]. Badania zakwaséw zytnich
pochodzacych z rzemieslniczych piekarni, dzialajacych
w roznych regionach Polski, wykazaly powszechna
obecno$¢ drozdzy S. cerevisiae [4]. Kazda z grup dro-
bnoustrojow, aktywnych w procesie fermentacji, spet-
nia okreslone zadanie i dopiero suma ich oddziaty-
wan pozwala uzyska¢ dojrzaly zakwas, a nastepnie
pieczywo o odpowiednich wlasciwosciach. Niniejsze
rozwazania uwzgledniajg role drozdzy w ksztattowaniu
cech zakwasow piekarskich jedynie w odniesieniu do
ich specyficznych relacji z bakteriami fermentacji mle-
kowej. W celu zapewnienia powtarzalnej i pozadanej
jakosci zakwasow i pieczywa stosowane sg kultury star-
terowe zaréwno bakteryjno-drozdzowe jak i bakteryjne,
zawierajace jeden lub wiecej szczepéw LAB. W sklad
bakteryjno-drozdzowych starteréw piekarskich wia-
czane s3 S. cerevisiae i S. exiguus oraz drozdze z rodzaju
Candida i Torulopsis, ktore biora udzial w ksztaltowaniu
cech smakowo-zapachowych pieczywa [24, 28, 29, 44,
56, 59]. W miare postepu badan nad drobnoustrojami
zakwasow piekarskich opracowywane sg réwniez nowe
kultury starterowe o specyficznych zastosowaniach.

3. Zdolnos¢ do rozwoju i adaptacji LAB w réznych
typach zakwasow. Niektore wlasciwosci LAB
umozliwiajace im konkurencyjna przewage
w ciastach zakwasowych

Na ksztaltowanie si¢ i stabilno$¢ mikrobiologicz-
nych ekosystemow zakwasow istotny wplyw maja
warunki w jakich prowadzona jest fermentacja, gtéwnie
temperatura, a takze warto$¢ pH i potencjal oksydo-
redukcyjny [44]. Przykladowo zwigzek bakterii L. san-
franciscensis i drozdzy Candida humilis utrzymuje si¢
trwale w zakwasach pszennych i zytnich w tempe-
raturze pomiedzy 20°C a 30°C, przy ods$wiezaniu co
12-24 godziny, gdy zakwas poprzedniej fazy stanowi
5-20% kolejnej fazy ciasta [83]. Wykazano réwniez,
ze L. sanfranciscensis nie ro$nie przy wartosciach pH
nizszych niz 3,8-4,0 [80]. Z kolei konsorcjum L. reu-
teri, L. johsonii i L. orientalis utrzymuje si¢ w zakwasach
pszennych i zytnich dopdki ich temperatura pozostaje
w zakresie 35-40°C, przy czym drozdze I. orienta-
lis wymagaja do wzrostu odpowiedniej ilosci tlenu,
dlatego ich rozwojowi sprzyja obecnos¢ w zakwasie
otrab, zwickszajacych porowatos¢ ciasta [85]. Jak juz
wspomniano, interakcje pomiedzy drozdzami a bakte-
riami w zakwasach moga mie¢ charakter szczepowy,
a nie gatunkowy [59]. Obecno$¢ w zakwasach pszen-
nych drozdzy S. cerevisiae i bakterii L. sanfranciscensis,
L. paralimentarius, L. brevis oraz w mniejszej liczbie
P, pentosaceus i W. cibaria moze powodowa¢ wolniej-
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szy wzrost obydwu grup drobnoustrojow (ze wzgledu
na antagonizm o zrédlo wegla) oraz zwigkszenie przez
bakterie syntezy niektérych metabolitow mogacych
hamowac¢ wzrost drozdzy np. mannitolu [59]. Sygnali-
zowano réwniez mozliwo$¢ negatywnego oddziatywa-
nia L. paralimentarius na wzrost L. sanfranciscensis [57].

Ewolucyjne przystosowania metaboliczne bakterii
fermentacji mlekowej pozwalajg im miedzy innymi na
adaptacje do srodowiska ciasta, a ich metabolity przy-
czyniajg si¢ do ksztalttowania wlasciwosci reologicznych
i organoleptycznych ciasta oraz jakosci sensorycznej
pieczywa. Zwigzane jest to z mozliwoscig wykorzysty-
wania przez LAB réznych zrédet wegla i akceptorow
elektronow, a takze przeksztalcaniem aminokwaséw
w zwigzki tworzace aromat pieczywa.

W wyniku fermentacji heksoz przez homofermen-
tywne LAB szlakiem EMP (poprzez glikolize) powstaje
kwas mlekowy, podczas gdy fermentacja glukozy szla-
kiem fosfoketolazy pentozowej przez bakterie hetero-
fermentywne prowadzi do powstawania, oprocz kwasu
mlekowego, kwasu octowego, CO, i etanolu, w zalez-
nosci od dostepnosci kosubstratéw pozwalajacych na
regeneracje zredukowanych kofaktoréw. Biorac pod
uwage zapotrzebowanie na regeneracje zredukowanych
kofaktoréw, homofermentywne i heterofermentywne
LAB z rodzaju Lactobacillus wykazujg rézny wpltyw na
reakcje redox (potencjal oksydoredukcyjny) w ciastach
[17, 18]. Disacharydy sa rozkladane przy udziale specy-
ficznych hydrolaz i fosfohydrolaz do monosacharydow.

Przewaga konkurencyjna heterofermentywnych bak-
terii fermentacji mlekowej w ciastach zakwasowych
jest zwigzana z ich taczna zdolnoscig do wykorzysta-
nia maltozy jako Zrédla wegla oraz kosubstratéw takich
jak tlen i fruktoza jako akceptoréw elektrondw, co jest
sprzezone ze zwigkszong synteza kwasu octowego |8,
60]. Tlen i fruktoza s3 redukowane odpowiednio do
HOi mannitolu, czemu towarzyszy utlenianie NADH,
NADPH do odpowiednio NAD i NADP.

Wiekszos¢ szczepow L. sanfranciscensis fermentuje
glukoze i maltozg, ale nie jest zdolna do wykorzysty-
wania fruktozy jako zrédla wegla. Szczepy te jednak
wykazujg aktywno$¢ dehydrogenazy mannitolu i redu-
kuja fruktoze do mannitolu z wysoka specyficznoscig
[39]. Preferencyjne zuzywanie fruktozy jako akcep-
tora elektronow jest obserwowane w przypadku wiek-
szo$ci obligatoryjnie heterofermentatywnych pateczek
Lactobacillus spp.

Obligatoryjnie homofermentatywne i fakultatywnie
heterofermentatywne laktobacillusy degraduja maltoze
i fruktoze po wyczerpaniu dostgpnej w $rodowisku
glukozy [20]. Fermentacja pentoz przez obligatoryjnie
i fakultatywnie heterofermentatywne LAB prowadzona
jest szlakiem fosfoketolazy pentozanowe;j. Stwierdzono,
ze heterofermentatywne bakterie L. brevis, L. fermen-
tum i Lactobacillus hilgardii podczas wzrostu w zakwa-
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sach charakteryzuja si¢ symultanicznym metabolizmem
maltozy i pentoz [20].

Akumulacja tioli przez L. reuteri i L. sanfranciscen-
sis chroni komorki bakteryjne przed stresem oksyda-
cyjnym. Tiole podlegajg nastepnie reakcjom wymiany
z mostkami dwusiarczkowymi w biatkach i w ten spo-
sob zakltocajg polimeryzacje biatek glutenowych w cia-
stach pszennych. Technologiczng konsekwencja tego
procesu jest zwiekszenie rozpuszczalnos¢ biatek glu-
tenowych, co w efekcie zmienia reologie ciast i utatwia
proteolityczny rozklad protein maki [17]. Degradacja
bialek zbozowych podczas fermentacji zakwaséw ma
zasadniczy wplyw na zapach pieczywa, a takze jego
teksture i objetos¢ [19].

Wigkszos¢ zakwasowych LAB nie wykazuje zwigza-
nej ze $ciana komorkowa aktywnosci proteolitycznej,
cho¢ niektdrzy autorzy wskazujg na zdolno$¢ nielicz-
nych szczepéw do hydrolizy frakeji bialek glutenowych
tj. albumin, globulin i gliadyn [12, 14, 97]. W celu
zaspokojenia zapotrzebowania na zwigzki azotowe
bakterie fermentacji mlekowej zuzywaja gtéwnie pep-
tydy hydrolizowane w wiekszosci przez wewnatrzko-
morkowe peptydazy [20]. Metabolizm aminokwaséw
przez LAB przyczynia sie¢ do powstawania zwigzkow
zapachowych, a zatem ksztaltowania si¢ aromatu ciast
zakwasowych i pieczywa. Przykladowo ornityna, jest
prekursorem powstajacej podczas pieczenia 2-acetyl-1
pyrroliny, ksztattujacej zapach skorki pieczywa. Szczepy
LAB np. L. amylolyticus, L. brevis, L. fermentum, L. fru-
menti, L. pontis, L. reuteri, L. sakei i niektdre szczepy
L. sanfranciscensis konwertuja (przeksztalcaja) ornityne
do argininy poprzez szlak deiminazy argininy — ADI
(arginine deiminase pathwey). Szlak ten przyczynia
sie do homeostazy pH i tolerancji bakterii fermentacji
mlekowej na kwasy.

4. Mikrobiota zakwasow ze zbéz niechlebowych
i pseudozboz

W ostatnich latach po$wieca si¢ coraz wiecej uwagi
badaniom ekosysteméw zakwaséw otrzymanych ze
zboz niechlebowych (owies, jeczmien), prosa, ze sta-
rych odmian pszenicy (samopsza, plaskurka, orkisz),
z pseudo zboz (gryka, quinoa) i innych roslin nie wyko-
rzystywanych dotychczas w Europie do produkgji pie-
czywa jak cassawa, amarantus [89]. Obecne zaintereso-
wanie tymi surowcami wynika z bogactwa zawartych
w nich sktadnikéw odzywczych i prozdrowotnych,
ponadto wiekszos¢ z nich nie zawiera glutenu.

Zakwasy przygotowane z maki otrzymane;j z takich
surowcow stanowiag specyficzne nisze ekologiczne.
Badania ich biordznorodnosci wykazaly obecnosé¢
gatunkow bakterii, znanych ze $rodowisk zakwasow
pszennych i zytnich, czesto jednak dominujg w tych
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srodowiskach gatunki specyficznie do nich przystoso-
wane. Przykladem jest wystepowanie i utrzymywanie
sie L. brevis w zakwasach jeczmiennych, co jest zwig-
zane ze zdolnoscig tego gatunku do degradowania
B-glukanu zbozowego, obecnego w jeczmieniu w sto-
sunkowo duzych ilosciach [43, 94]. L. plantarum jest
gatunkiem powszechnie wystepujacym w zakwasach
niezaleznie od rodzaju maki, z ktorej zostaty sporzg-
dzone. Jest to zwigzane z jego zdolnoscia do wykorzy-
stywania réznych weglowodandéw [37, 47, 51] oraz do
syntezy wiekszo$ci aminokwaséw. Opisano na przyklad
szczep L. plantarum bedacy auksotrofem w odniesie-
niu tylko do 3 aminokwasow [84]. Obecnos$¢ szcze-
pow z gatunku L. plantarum wykazywana jest rowniez
w naturalnie fermentujacych, tradycyjnych produktach
z prosa, kukurydzy, amarantusa, orkiszu. W zakwasach
z gryki, fermentujacych przy udziale autochtonicznej
bioty LAB, stwierdzono obecnos¢ gatunkéw z rodzajow
Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici i Weissella cibaria
[54, 56]. Rdznorodno$¢ gatunkéw LAB wchodzacych
w sktad mikrobiota zakwaséw z gryki zalezy od warun-
kéw prowadzenia procesu. Na przykltad przy prowadze-
niu zakwasu gryczanego w temperaturze 35°C, wydaj-
nosci ciasta 275 i od$wiezaniu co 24 godziny, po 2-5 dni
fermentacji stwierdzono przede wszystkim obecno$¢
L. plantarum, zanikaly natomiast obecne na poczatku
fermentacji szczepy z gatunkow L. fermentum, L. galli-
narum, L. crispatus, L. vaginalis, Leuconostoc holzapfelii.
Z kolei przy fermentacji w 25°C, wydajnosci ciasta 200
i przeszczepianiu co 12h dominowaly P. pentosaceus
i L. amylovorus; wykazano takze obecno$¢ L. plantarum,
W. cibaria, L. holzapfelii, L. sakei [53].

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

W piSmiennictwie przewazal w ostatnich latach
poglad, ze w kulturach starterowych do zakwaséw
piekarskich powinny by¢ wykorzystywane autochto-
niczne szczepy bakterii fermentacji mlekowej, ktdre
sg lepiej przystosowane do specyficznych warunkow
panujacych w ekosystemie ciast i dostepnych w nich
substratow. Jest to zwigzane z coraz wiekszym zain-
teresowaniem zastosowaniem nietypowych dla pie-
karstwa surowcéw, w tym mak bezglutenowych [14].
Jakos¢ pieczywa otrzymywanego z takich mak moze
ulec znacznej poprawie przy wykorzystaniu techno-
logii opartej na zakwasach [11, 26]. Wprowadzenie do
badan bioréznorodnosci zakwasdw piekarskich tech-
nik umozliwiajgcych monitorowania dynamiki zmian
skfadu populacji mikroorganizméw podczas prowadze-
nia fermentacji - jak PCR-DGGE (PCR i elektroforeza
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we wzrastajacym stezeniu czynnika denaturujgcego)
pozwolito na wykazanie zdolnosci bakterii i drozdzy do
adaptacji i opanowania srodowiska, a takze zdomino-
wania mikrobiota zakwaséw [ 44, 45,47, 53, 54, 57, 86].

W komercyjnych kulturach starterowych najpow-
szechniej stosowanymi szczepami bakterii s L. plan-
tarum, L. sanfmnciscensis, L. brevis oraz L.reuteri,
L. pontis. W aktualnych publikacjach i patentach pro-
ponowane s dla piekarstwa kultury starterowe o spe-
cyficznych wlasciwos$ciach, np. zapewniajace wydtu-
zenie czasu przydatnosci pieczywa do spozycia dzieki
zastosowaniu szczepow bakterii wykazujacych zdolno$¢
do syntezy kwasu propionowego lub aktywnos¢ prze-
ciwplesniowg [9, 15, 48, 79]. W kulturach starterowych
do pieczywa pszennego moga znalez¢ zastosowanie
szczepy LAB syntetyzujace egzopolisacharydy, ktore
wplywaja korzystnie na wlasciwosci reologiczne ciast
i sprzyjaja powstawaniu wlasciwej tekstury pieczywa
[35,75, 76, 93]. Dominacji okreslonych szczepéw LAB
w zakwasach sprzyja takze zdolnos¢ do syntezy bak-
teriocyn jak w przypadku L. reuteri. Pomimo tej wlas-
ciwosci L. reuteri zastosowany jako skiadnik kultury
starterowej nie utrzymuje si¢ w zakwasach z gryki [55].

W zakwasach zytnich, po wielokrotnych przeszcze-
pieniach, obecnos¢ szczepdw bakterii, wprowadzonych
z kulturg starterows, stwierdzano najczesciej w przy-
padku gatunkéw L. sanfranciscensis, L. johnsonii, L. reu-
teri a takze L. pontis, L. panis, L. frumenti, L. fermentum,
L. crispatus. Przy czym gltéwnym czynnikiem selekcyj-
nym byta temperatura prowadzenia zakwaséw; niektore
szczepy bakterii rosty lepiej ponizej 30°C inne powyzej
tej temperatury [45]. W odniesieniu do ekosystemdw
ciast pszennych wykazano stabilno$¢ starteréw ztozo-
nych z L. sanfranciscensis lub L. plantarum, przy czym
niektore szczepy zasiedlaly ekosystem zakwasdw wspol-
nie ze szczepami autochtonicznymi gatunkéw P. pento-
saceus, L. rosiae [47].

Konkurencja $rodowiskowa pomiedzy szczepami
LAB wprowadzonymi z kulturg starterowg a autochto-
niczna biotg bakteryjng zakwasow prowadzi¢ moze do
eliminacji LAB pochodzacych z kultury starterowej
[54, 86, 94]. Specyfike zakwasow z réznych surowcow
jako zréznicowanych nisz ekologicznych do zasiedlania
przez bakterie z kultur starterowych potwierdzily bada-
nia, w ktérych poréwnano sklad bioty LAB w zakwa-
sach pszennych i z udzialem maki jeczmiennej [94].
Sposrod 19 szczepoéw reprezentujacych 10 gatunkow
bakterii, wchodzacych w sklad kultur starterowych,
zastosowanych do wszystkich zakwasow, w zakwasach
pszennych, po dwumiesiecznym prowadzeniu zakwa-
séw dominowaly bakterie z gatunku L. plantarum.
Natomiast w analogicznie przygotowanych zakwasach
jeczmienno-pszennych i jeczmiennych, poza L. planta-
rum, utrzymywala sie wieksza liczba gatunkéw w tym
L. paralimentarius (w mieszanym) i L. brevis; nieocze-
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kiwanie w zadnym zakwasie nie wykryto obecnosci
L. sanfranciscensis, pomimo wprowadzenia 3 szczepow
tego gatunku w kulturach starterowych [94].

W przypadku gdy jako skladniki kultur starte-
rowych do fermentacji takich surowcow jak: gryka,
quinoa, amarantus, proso, kukurydza i ryz stosowano
autochtoniczne szczepy LAB z gatunkoéw L. fermentum,
L. helveticus, L. plantarum, L. paralimentarius, L. pontis,
sklad mikrobiota tych zakwaséw pozostawat stabilny
pomimo wielokrotnego przeszczepiania [86]. W ostat-
nio przeprowadzonych badaniach wykazano przydat-
nos$¢ wybranych szczepéw L. plantarum do prowadze-
nia zakwasdw pszennych. Szczepy te dominowaly lub
razem z L. sanfranciscensis wspotdominowaly w $ro-
dowisku tych zakwaséw [81]. Zapewnia to uzyskanie
zakwasow (i ciast) o dobrych parametrach technolo-
gicznych. Potwierdzono jednoczesnie, ze szczepy auto-
chtoniczne tatwiej uzyskuja przewage w srodowisku,
zatem ich pochodzenie jest istotne przy komponowaniu
sktadu kultur [81].

Badania wskazuja, ze z punktu widzenia produkcji
pieczywa w ciaglym systemie przemystowym uniwer-
salne powinno by¢ wykorzystywanie kultur startero-
wych zawierajacych szczepy Lactobacillus plantarum,
poniewaz ten gatunek jest nie tylko szeroko rozpo-
wszechniony w zakwasach, ale rowniez wykazuje zdol-
nos$¢ do dominacji w ekosystemie.

Wigkszos$¢ badan dotyczacych dominacji L. plan-
tarum przeprowadzono jednak w cistach pszennych.
W zakwasach z mak niechlebowych i pseudozbéz
wystepuja w wiekszej liczbie skladniki mogace wply-
waé na wzrost bakterii, takie jak np. zwigzki mine-
ralne, blonnik, polifenole. Zatem przy projektowaniu
starterdw do pieczywa nalezy uwzgledni¢ rézne gatunki
i szczepy LAB w zaleznosci od przeznaczenia kultury
starterowej. Biorac pod uwage jakos¢ otrzymanego
pieczywa pszennego wykazano, ze zastosowanie kultur
starterowych zawierajacych szczepy L. plantarum lub
Leuconostoc spp. w przemyslowym procesie produk-
cji pieczywa pszennego pozwala osiaggnaé odpowied-
nie parametry technologiczne ciasta (kwasowo$¢, pH,
zawartos¢ kwasu mlekowego i octowego) jezeli fermen-
tacja jest prowadzona przez okolo 20 godzin i kazdora-
ZOWO proces jest powtarzany od poczatku, tj. od inoku-
lacji maki i wody przy uzyciu startera [66]. W takim
systemie produkeji nie jest konieczne uzyskanie stabil-
nego konsorcjum mikroorganizméw zakwasu w dtugim
czasie, nie ma tez zagrozenia, ze mikroorganizmy star-
tera zostang zdominowane przez drobnoustroje auto-
chtoniczne. Zapewniona jest natomiast powtarzalna
jako$¢ zakwasu i ciasta. Mimo wielokrotnego potwier-
dzenia, ze zastosowanie L. plantarum wplywa pozytyw-
nie na cechy zakwasow i otrzymanego pieczywa, sto-
sowanie jednosktadnikowej kultury starterowej moze
jednak prowadzi¢ do zubozenia cech smakowo-zapa-
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chowych pieczywa i jego ujednolicenia [33]. Zakwasy
otrzymywane przy uzyciu kilku gatunkow i szczepow
LAB roznig si¢ nie tylko pod wzgledem zawartosci
kwasow organicznych lecz takze zwiazkow tworzacych
aromat czy tez egzopolisacharydow istotnych w ksztat-
towaniu tekstury pieczywa. Sktad kultur starterowych
mozna zatem dobiera¢, uwzgledniajac np. réznorodne
szczepy gatunkow Weissella spp., Pediococcus spp.
i innych [1] uzyskujac unikalne, charakterystyczne dla
wyrobu i piekarni cechy sensoryczne pieczywa.

6. Podsumowanie

W przemystowej produkeji pieczywa kultury star-
terowe sa powszechnie stosowane w celu uzyskiwania
pieczywa dobrej jakosci. Wprowadzanie zréznicowa-
nych kultur starterowych jest w zgodzie z aktualnym
trendem konsumenckim polegajacym na powrocie do
tradycyjnych metod produkeji zywnosci, gdyz zastepuje
lub ogranicza uzywanie technologicznych dodatkéw
piekarskich (np. polepszacze, enzymy, kwasy). Rdzno-
rodno$¢ bakterii fermentacji mlekowej, zasiedlajacych
specyficzne nisze ekologiczne zakwasow, siega okolo
60 gatunkoéw przy czym szczegdlnie rozpowszechnione
s heterofermentatywne LAB z rodzaju Lactobacillus.
Do kultur starterowych dla piekarstwa selekcjonowane
sg szczepy bakterii charakteryzujace si¢ zdolnoscia
do szybkiego zakwaszania srodowiska ciasta, syntezy
zwigzkow ksztaltujacych aromat pieczywa, wplywa-
jacych pozytywnie na wiasciwosci reologiczne ciast
i teksture pieczywa, a takze jednoczesng zdolnoscia
do szybkiego opanowywania i zasiedlania srodowiska
zakwasow. Roznicowanie skfadu kultur starterowych
jest rowniez jednym ze sposobow przeciwdziatania
ujednolicaniu smaku pieczywa [64]. Obecnie, poszu-
kuje si¢ réwniez szczepow syntetyzujacych zwigzki
o charakterze antyplesniowym co pozwala na wydtu-
zenie trwalosci pieczywa [41, 42]. Wzrastajaca popular-
no$¢ pieczywa z udzialem mak innych niz tradycyjnie
stosowane pszenna i zytnia (tzw. maki niechlebowe
iz pseudozboz) wymaga dostosowania technologii oraz
skladu kultur starterowych do tych surowcow. W takich
kulturach starterowych najlepiej sprawdzajg si¢ szczepy
bakterii wywodzace si¢ z ekosystemow tych srodowisk.
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The respiratory tract microbiota in physiological and pathological conditions

Abstract: The human body is inhabited by millions of microorganisms, residing on and in the skin, in the gastrointestinal tract, on the
mucous membranes of the upper respiratory tract and in the vagina. Lower respiratory tract has considered to be free of bacteria, but
the current research on microorganisms, using 16S rRNA gene sequencing, led to the identification of the microbiome of this unique
environment. It has been demonstrated that the bacterial flora of the lower respiratory tract is significantly different from that of the upper
respiratory tract. Moreover, a difference in the microbiome of the lower respiratory tract of healthy individuals and patients suffering from
chronic diseases such as asthma and chronic obstructive pulmonary disease (COPD), has been shown.

1. Introduction. 2. Characteristics of the respiratory tracts microbiota in physiological conditions. 3. Respiratory tract microbiota in

pathological conditions. 4. Summary
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1. Wprowadzenie

Ludzkie cialo jest siedliskiem milionéw symbiotycz-
nych mikroorganizméw obejmujacych m.in. powloki
skorne, przewod pokarmowy oraz czg$¢ zewnetrzna,
skore i blony §luzowe ukladu moczowo-plciowego [20].
Ten ,ludzki mikrobiom” odpowiada za okoto 1-3%
masy ciala cztowieka, a catkowita liczba drobnoustro-
jow znajdujacych sie w ludzkim organizmie jest ponad
dziesieciokrotnie wyzsza niz liczba komorek somatycz-
nych [43]. Podobnie jak cialo czlowieka, tak i zasiedla-
jace je drobnoustroje to niezwykle ztozony ekosystem,
ktéry warunkuje homeostaze makroorganizmu i jego
zdrowie, jako ze wplywa m.in. na stan immunolo-
giczny organizmu [19, 37]. W 2007 roku amerykanski
National Insitute of Health, rozpoczal program Human
Microbiome Project (HMP), ktory zaktadal okresle-
nie ludzkiej mikroflory oraz jej roli tak w zdrowym
organizmie jak i w trakcie choroby. Projekt ten miat
za zadanie scharakteryzowa¢ mikrobiom cztowieka na
poziomie sekwencji nukleotydowej calego genomowego
DNA mikroorganizmoéw cztowieka, sekwencji nukleo-
tydowej mitochondrialnego RNA oraz zsyntetyzowa-
nych bialek bakteryjnych i produktéw metabolizmu
drobnoustrojow, pochodzacych ze skory, jamy ustnej
i przewodu pokarmowego oraz uktadu moczowo-plcio-

wego. Zaktadal on zbadanie i analize réznic w ludzkiej
mikroflorze, w tym réznic w zaleznosci od populacji
ludzi i ich genotypu, wieku, sposobu odzywiania, jak
tez srodowiska zycia i czynnikéw socjalnych oraz ich
stanu zdrowia [2, 25, 43].

W 2011 roku badania z tego zakresu poszerzono
nowym projektem prowadzonym przez Narodowy
Instytut Serca, Pluc i Krwi (NHLBI), ktéry ma na celu
okreslenie mikrobiomu ukladu oddechowego nie tylko
u 0s6b zdrowych, ale takze zakazonych wirusem HIV
(Lung HIV Microbiome Project) [28]. Dotychczas ze
wzgledu na brak skutecznych technik hodowli mikro-
organizmoéw, ktore pozwolilyby na odtworzenie ich
siedliska, w tym izolacje bakterii z popluczyn oskrze-
lowo-pecherzykowych uwazano, ze drogi oddechowe,
gléwnie dolne (pluca) sa jalowe [31]. Obecnie mikro-
biom pluc analizowany jest najczesciej wysokowydaj-
nym sekwencjonowaniem matego i wysoce konserwa-
tywnego locus w bakteryjnym DNA - genu 16S rRNA
zawierajacego regiony hiperzmienne, ktére moga
stanowi¢ ,,podpis” gatunkowo specyficznych sekwen-
cji uzytecznych do identyfikacji bakterii. Dzigki tym
metodom wykazano, ze dolne drogi oddechowe (ptuca)
zasiedlane sa drobnoustrojami, ktore sa odmienne od
mikroflory gérnych drég oddechowych. Wykazano
takze, ze flora bakteryjna ptuc zdrowych ludzi znacznie

* Autor korespondencyjny: Katedra Immunologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Szczecinski, ul. Felczaka 3c, 71-412 Szczecin;

tel. (91) 444 16 05; e-mail: kurpl3@univ.szczecin.pl



280

rézni sie od flory bakteryjnej ptuc oséb z chorobami
takimi jak chociazby astma czy przewlekta obturacyjna
choroba ptuc (PoChP) 13, 23].

2. Charakterystyka mikrobiomu drog oddechowych
w warunkach fizjologicznych

Chcac przyblizy¢ mikrobiom drég oddechowych,
w tym dolnych drég oddechowych konieczne jest wska-
zanie na czynniki, ktére wplywajg i warunkujg sktad
mikroorganizméw w tym ukladzie. Ot6z wiadomo, ze
wzrost drobnoustrojow zalezy od warunkdw odzyw-
czych, temperaturowych oraz gazowych, w tym stezenia
tlenu, stad w badaniach dotyczacych mikrobiomu drog
oddechowych wazne s3 m.in. warunki ludzkiego odde-
chu - zaréwno w zdrowiu jak i w chorobie oraz dyna-
mika migracji drobnoustrojéw oraz ich eliminacja [11].
Wiadomo, ze drogi oddechowe wraz z pecherzykami
plucnymi sg stale narazone poprzez wymiane powietrza
na dziatanie $rodowiska, gdyz kazdej doby obszar ten
wystawiony jest na ekspozycje ponad 8000 litréw wdy-
chanego powietrza, w ktorym mikroorganizmy moga
wystepowac w liczbie 10*-10°komorek bakteryjnych na
1 m’®. Takze ich wystepowanie i liczba w drogach odde-
chowych zwigzana jest z mikroaspiracjami oraz z bez-
posrednio wystepujacymi zawiesinami, ktére wystepuja
wzdluz powierzchni $luzowki tego uktadu [34]. Nato-
miast ich usuwanie z tych drog nastepuje wskutek
oczyszczania Sluzowo-rzeskowego, kaszlu oraz w wyniku
przeciwbakteryjnego mechanizmu odpornosci wrodzo-
nej i nabytej [11]. Srodowisko okreslajace regionalne
warunki wzrostu drobnoustrojéw w plucach, dotyczy
zaréwno wspomnianych powyzej wspdlnych cech dla
wszystkich nisz ekologicznych tj. warunkow odzyw-
czych, temperaturowych, gazowych, ale takze liczby
i aktywacji stanu komorek odpornosciowych gospoda-
rza. W zdrowiu tj. w prawidlowych warunkach fizjolo-
gicznych czynniki te s3 na ogot niesprzyjajace dla roz-
woju bakterii, wptywajac na stosunkowo ich niewielkie
namnazanie, co pozwala na stwierdzenie, ze gléwnym
elementem, ktéry ksztaltuje mikrobiom pluc w zdro-
wiu jest bilans migracji mikroorganizméw. Natomiast
w trakcie choroby, warunki te zmieniajg si¢ na nieko-
rzystne i to one gléwnie stwarzaja dobre srodowisko do
namnazania si¢ bakterii [10]. Dodatkowo ptuca, podob-
nie jak i jelita, sg organami pokrytymi blong §luzowa,
jednakze ich cechy jak i ich budowa anatomiczna sg na
tyle odmienne, Ze to one wlasnie powodujg réznice
w skladzie populacji flory bakteryjnej [10]. Ponadto
w przewodzie pokarmowym, w przeciwienstwie do drog
oddechowych, migracja bakterii jest jednokierunkowa
- od jamy ustnej do jelita prostego (z wyjatkiem odru-
chu wymiotnego), na drodze ktdrej wystepuja liczne
bariery fizyczne i chemiczne. Aby wprowadzony doust-
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nie mikroorganizm mag} znalez¢ si¢ w jelicie prostym,
musi pokona¢ niskie pH znajdujace si¢ w zotgdku oraz
wysokie pH dwunastnicy, a dodatkowo konkurowaé
z innymi drobnoustrojami znajdujacymi sie w przewo-
dzie pokarmowym. Z kolei przeplyw powietrza i §luzu,
a wiec i mikroorganizméw w drogach oddechowych,
w tym w dolnych drogach oddechowych - plucach jest
dwukierunkowy, bez potrzeby pokonywania wspom-
nianych barier fizycznych, chemicznych czy biologicz-
nych. Zatem mikrobiom drog oddechowych z tego
powodu jest bardziej dynamiczny, przej$ciowy, jako ze
zmienia si¢ w czasie, poniewaz wynika to z ruchu po-
wietrza w tym narzadzie. Wylaczajac tchawice i oskrzela,
ktére podobnie jak jelita zawierajg glikolizowane biatka
wydzielane przez sluz, powierzchnia ptuc zawiera tylko
bogaty w lipidy surfaktant, ktory dziata bakteriostatycz-
nie przeciwko wybranych gatunkom bakterii np. nie-
ktorym szczepom Escherichia coli, oraz innym bakte-
riom Gram-ujemnych [46]. Zatem takze ze wzgledu
i na te warunki, rejestruje si¢ duze réznice w popula-
cjach flory bakteryjnej tych narzadéw. Jak dotychczas
w jamie ustnej zidentyfikowano okoto 247 filotypow
(jednostka taksonomiczna réznej rangi, uwzgledniajaca
szczepy, gatunki, rodzaje), zaliczanych do 9 typow bak-
terii, z tym, ze w §linie stwierdzono takze obecnos¢
bakterii charakterystycznych dla mikrobiomu skory
np.: bakterie z rodzin Staphylococcaceae, Propionibac-
teriaceae, Burkholderiaceae oraz Neisseriaceae i Fuso-
bacteriaceae [20]. Z kolei na zebach, a w szczegdlnosci
w cienkiej warstwy glikoprotein sliny, ktdra je pokrywa
wystepuja bakterie Gram-dodatnie np. Actinomyces spp.,
Streptococcus (S.) sanguinis, S. mutant czy S. oralis [20].
Natomiast wérdd flory drobnoustrojéow drog odde-
chowych najbardziej rozpowszechnione sg bakterie
z gromad: Bacteroidetes oraz Firmicutes, cho¢ rowniez
w mniejszym stopniu wystepuja Proteobacteria i Acti-
nobacteria [31]. W drogach tych zarejestrowano obec-
no$¢ 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 sie takze,
ze sklad mikroflory bakteryjnej tego ukltadu jest rézny
w zaleznosci od regionu drog oddechowych, co jest
wynikiem réznych siedlisk w réznych obszarach drég
oddechowych [31]. Przegroda nosowa, jako poczatek
ukladu oddechowego, wyscielona jest nablonkiem wie-
lorzgdowym migawkowym i wraz z licznymi komor-
kami $luzowymi stanowi kluczowe miejsce dla zakazen
bakteryjnych i wirusowych. Rasmussen i wsp. wykazali,
ze typowymi bakteriami dla tego obszaru sa: Coryne-
bacterium spp., Aureobacterium spp., Rhodococcus spp.,
a takze: Staphylococcus (S.) epidermidis, S. capitis, S. ho-
minis, S. haemolyticus. S.lugdunensis oraz S.warneri
[40]. Stwierdzono takze, ze gatunki Haemophilus influ-
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enzae 1 Streptococcus pneumoniae, dzigki obecnosci
specyficznego enzymu - proteazy IgA1, moga domino-
wac w okreslonych obszarach blony sluzowej przegrody
nosowej [40]. Z kolei inne badania stwierdzaja, ze
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]. Oprdécz jamy
nosowej drobnoustroje wystepuja takze w zatokach
przynosowych, jako ze w ich obrebie istnieja dobre
warunki dla rozwoju mikroorganizméw. W kontekscie
wystepowania tam komensali bakteryjnych nalezy
stwierdzié, ze zatoki, a w zasadzie ich btona $luzowa
istotnie ksztaltuje homeostaze organizmu oraz wptywa
na wystepowanie choréb [17]. Wykazano, ze przy prze-
wleklym zapaleniu zatok przynosowych (chronic rhi-
nosinusitis — CRS) u ludzi obnizone jest zréznicowanie
bakteryjne w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz to,
ze u pacjentéw z CRS obniza si¢ liczba bakterii kwasu
mlekowego, a wzrasta liczba Corynebacterium tubercu-
lostrealiticum. Natomiast badajac mikrobiom pluc
u 14 pacjentéw (w tym zdrowych palaczy) pobierajac
od nich prébki BAL (popluczyny pecherzykowo-
-oskrzelowe, bronchoalveolar lavage) wykazano obec-
nos$¢ nastepujacych drobnoustrojow w ptucach: Pseu-
domonas spp., Streptococcus spp., Prevotella spp., Fuso-
bacterium spp., Haemophilus spp., Veilonella spp. oraz
Porphyromonas spp. [1, 13]. Obserwacje te wykazaly
takze duze zrdznicowanie mikroflory w zaleznosci
od mikrosrodowiska poszczegélnych obszaréw pluc.
Wykazano, ze bakterie z rodzaju Haemophilus domino-
waly w lewym gérnym placie ptuca, a z kolei minimalna
liczba komorek bakteryjnych tego gatunku byla
w innym mikroanatomicznym obszarze innego plata
pluc [13]. Wykazano, ze mikrobiom uktadu oddecho-
wego oprocz bakterii, reprezentowany jest takze przez
grzyby, ktore znajduja sie w réznych miejscach orga-
nizmu czlowieka (jelita, drogi rodne), w tym w plucach
ponad 75 rodzajéw [31]. Dowiedziono, ze grzyby zasie-
dlajace drogi oddechowe czlowieka to gléwnie rodzaje
Aspergillus, Candida, Cladosporium, Malassesia, Saccha-
romyces, a ich sktad i liczba gatunkowa uzalezniona jest
w gléwnej mierze od miejsca w drogach oddechowych,
ktére sg kolonizowane [5,31]. Badania Charlsona i wsp.
wykazaly, ze u 0s6b zdrowych najczesciej obecne byty
grzyby z rodzajow: Davidiellaceae, Cladosporium, Euro-
tium i Penicillium [4, 36]. Podobnie van Woerdena
stwierdzil, ze najbardziej rozpowszechnionymi gatun-
kami byly Cladosporium cladosporium i Eremothecium
sinecaudum, ktore zwykle izolowane sg z wody i roslin
[36, 45]. Tworzace przetrwalniki formy nitkowate grzy-
bow rodzajow Aspergillus i Scedosporium sa takze po-
wszechne w $rodowisku, stad ich spory sg regularnie
wdychane i usuwane, bez wywolywania zmian choro-
bowych u 0s6b z prawidlowa odpornoscia [44].
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Wirusy jako skladniki mikrobiomu ukladu odde-
chowego stanowig najmniej scharakteryzowany ele-
ment, chociaz ich wptyw na ludzkie zdrowie i homeo-
staze jest duzy. Jak do tej pory w tym ekosystemie
stwierdzono obecnos$¢ wirusow ssaczych i bakteryj-
nych (bakteriofagéw) i wykazano, ze ich skfad zmienia
sie zasadniczo w zaleznosci od regionu uktadu odde-
chowego [31, 47]. Wykazano, ze wystepujace wirusy
w przewodzie oddechowych, podobnie jak bakterie
i grzyby stanowig bariere odpornosciowa w tym ukla-
dzie, jako ze zwigzane sg z licznymi komoérkami bio-
racymi udzial w odpornosci, poczawszy od komorek
nablonkowych, makrofagéw uwalniajacych peptydy
antybakteryjne, jak rowniez subpopulacji limfocytow T
i komorek B, syntetyzujacych cytokiny i przeciwciala.
Wzajemne oddzialywania pomiedzy tymi komdrkami
ukladu odpornosciowego a mikroorganizmami, w tym
wirusami obecnymi w uktadzie oddechowym bez wat-
pienia w ogromny sposdb wplywa na sktad mikroflory
drég oddechowych [31].

3. Mikrobiom drog oddechowych w warunkach
patologicznych

Rola mikrobiomu drég oddechowych wazna jest
w szczegolnosci w stanach patologicznych pluc, gtow-
nie chorobach o przebiegu przewlektym. Przyjmuje sig,
ze infekcje wirusowe s3 gléwng przyczyng zaostrzenia
chordb pluc, zwlaszcza astmy oraz przewleklej obtu-
racyjnej choroby pluc, jako ze w ich przypadku maja
one wyrazny wplyw na liczbe i rodzaj drobnoustrojow
zasiedlajacych drogi oddechowe [29]. Choroby takie
jak zwioknienie lub rozedma pluc, powoduja ograni-
czenie powierzchni wewnetrznej pluc o ponad 90%
[8]. Takze zaburzenia czynnosci przetyku i refluks,
czesto wystepujace u 0s6b z zaawansowanymi choro-
bami pluc, wplywaja na natezenie migracji bakterii,
wprowadzajac dodatkowe zrédto drobnoustrojow [12,
39]. Réwniez zwldknienie torbielowate lub przewlekle
zapalenie oskrzeli charakteryzujace si¢ zaburzeniami
oczyszczania §luzowo-rzeskowego, poprzez ogranicze-
nie eliminacji mikroorganizméw prowadzi do zwiek-
szenia liczby komorek bakteryjnych mikroflory [11].
Dodatkowo wykazano, ze wiele terapii przewleklych
chordb drog oddechowych wptywa na warunki wzro-
stu mikroorganizmu m.in. poprzez doptyw tlenu,
stosowanie wziewnych kortykosteroidéw czy antybio-
tykdéw, co takze warunkuje imigracje zarazkow, ich eli-
minacje, ale takze ich namnazanie w ptucach [11, 14,
48]. Istnieja rowniez powigzania pomiedzy rozwojem
przewleklych choréb pluc a zmianami w mikroflorze
w tym ukladzie, gtéwnie w odniesieniu do choréb jelita
(choroba Crohna) i skory (atopowe zapalenie skory),
a takze takich chorob jak mukowiscydoza, astma oraz
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przewlekla obturacyjna choroba ptuc (POChP) [17,
18,23, 27, 42], gdzie zaobserwowano dysbioze drobno-
ustrojow oraz obnizenie réznorodnosci bakterii. Dys-
bioza wskazuje na chorg tkanke, jednak wcigz jest brak
dowodow na to czy wystepuje ona jako przyczyna lub
skutek w danej chorobie [31]. Badania na zarodkach
mysich wykazaly, ze brak kolonizacji drobnoustrojow
prowadzi do nasilenia alergicznego zapalenia drdg
oddechowych, a ponowna kolonizacja przed ekspozycja
na alergen jest w stanie utrwali¢ fenotyp bakterii [21].
Wykazano, ze bezposrednie podawanie nieszkodliwych
bakterii do drég oddechowych jest bardzo korzystne
w przypadku alergicznego zapalenia drég oddechowych
[35]. Obserwacje te wykazaly, ze wczesna kolonizacja
mikrobiologiczna drég oddechowych jest istotna w celu
indukgji tolerancji na alergeny wziewne w pozniejszym
zyciu [21, 35]. Wykazano, ze mikrobiom pluc jest fun-
damentalny w przypadku oséb chorych na mukowiscy-
doze, poniewaz patogeny bakteryjne powoduja wysoka
$miertelno$¢. Badania dotyczace tej choroby dowiodly
znaczenie takich mikroorganizméw jak: Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeru-
ginosa, Stenotrophomonas maltophilia i Burkholderia
spp.» cho¢ istnieja takze prace, wskazujace na Prevotella
spp.» Rothia spp. i Veilonella spp. , ktorych wczesniej nie
wigzano z zaostrzeniem tej choroby [9, 18, 41]. Cox
i wsp. wykazali, ze réznorodnos¢ bakteryjnego mikro-
biomu ukladu oddechowego obniza si¢ wraz z wie-
kiem, a takze stopniem nasilenia np. mukowiscydozy
[7]. Inni autorzy stwierdzili zmniejszone zréznicowa-
nie mikroorganizmoéw wraz z wiekiem, a dodatkowo
wykazali negatywny wplyw stosowanych antybiotykéow
systemowych i wziewnych na réznorodnos$¢ mikro-
biom [26]. Obecnie przyjmuje si¢, ze u chorych z prze-
wleklg obturacyjng chorobg ptuc (POChP) znajomos¢
mikrobiomu jest bardzo pomocna, lecz nadal nie jest
wyjasnione czy wystepuje swoisty mikrobiom ptuc we
wczesnym stadium POChP. Stwierdzono jednak, ze
wzrost liczby bakterii i nawracajace infekcje w bardziej
zaawansowanym stadium tej choroby podnosza ryzyko
wystapienia przyspieszonej utraty funkcji ptuc. Millares
i wsp. dowiedli, ze zaostrzenie przewleklej obturacyj-
nej choroby pluc zwigzane jest ze zmianami w mikro-
florze drog oddechowych, jak i to, ze zaostrzenia jej
zwigzane jest z selektywnym wzrostem wzglednej liczby
bakterii takich jak Haemophilus spp. oraz Pseudomonas
spp. [33]. Wedlug Huang i wsp. tak na poczatku jak
i w trakcie zaostrzenia choroby POChP, wystepuja takze
wyrazne zmiany ilo§ciowe w skladzie bakterii gromady
Proteobacteria [24]. Analizujac mikrobiom czlowieka
stwierdzono zaleznos¢ migdzy obnizong liczbg zakazen
w dziecinstwie i rosngcym rozwojem astmy i alergii, co
stanowilo podstawe do opracowania ,,hipotezy higieny”
mowiacej o tym, ze podniesiony poziom czystosci $ro-
dowiska i higieny cztowieka, prowadzi do rozwoju
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wielu schorzen, w tym takze o podlozu alergicznym
[32]. Potwierdzono to takze w badaniach dotyczacych
czestszego stosowania antybiotykéw we wczesnym
dziecinstwie, a pdzniejsza zachorowalnos$cia na astme
i alergie, co wskazuje, ze zakldcenia w mikrobiomie
moga stac sie przyczyna pojawienia sie tych choréb [9].
Hilty i wsp. poréwnujac mikrobiom jamy ustnej i jamy
nosowej oraz BALT (bronchus associated lymphoid
tissue) u 0sob zdrowych i chorych na astme, wykazali
wyzszg czestotliwos$¢ wystepowania gromad Proteobac-
teria, a obnizong Bacteroidetes, a takze zarejestrowali
wzrost takich gatunkéw jak Haemophilus spp., Mora-
xella spp., Neisseria spp. [18, 22].

4. Podsumowanie

Badania dotyczace mikrobiomu ukiadu oddecho-
wego to wazne zagadnienie, poniewaz moga one umoz-
liwi¢ wskazanie interakcji pomiedzy drobnoustrojami,
w tym ich metabolitami, a komérkami uktadu odpor-
nosciowego makroorganizmu. Poznanie tych faktow
moze nie tylko przyczyni¢ sie do scharakteryzowania
srodowiska pluc w zdrowiu, ale takze w chorobie, co
moze stanowi¢ podstawe budowania fundamentéw
patogenezy wielu chordb tego ukladu. Dzialanie w tym
zakresie moze stanowi¢ podstawe dla nowych, innowa-
cyjnych terapii, bardzo potrzebnych w leczeniu takich
choréb jak np. mukowiscydoza, astma czy przewlekla
obturacyjna choroba pluc.
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1. Wprowadzenie. 2. Granule stresu (SG - stress granules). 3. Ciatka degradujace (PB - processing bodies). 4. Granule egzosomalne
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Granule RNA - nowe elementy odpornosci regulujace homeostaze organizmu

Abstract: One of the mechanisms of mRNA protection in dangerous conditions, such as stress or viral infections, is the formation of RNA
granules. This mechanism depends on mRNA gathering within a granule, until the cell conditions are again stabile enoughto fulfill its
functions. So far a number of RNA granule types have been described: stress granules (SG), processing bodies (PB), exosome granules,
granules caused by UV, and glucose depletion P-bodies. Those elements are not only an extremely important factor influencing cell
homeostasis, but also a new element of immunity.

1. Introduction. 2. Stress granules (SG). 3. Processing bodies (PB). 4. Exosome granules (EG). 5. UV granules (UVG). 6. Granule EGP

(glucose depletion granules). 7. Summary

Stowa kluczowe: granule RNA, mRNA, odpornos¢
Key words: RNA granules, mRNA, immunity

1. Wprowadzenie

Informacja genetyczna zawarta w RNA stanowi
niezbedny element funkcjonowania kazdej komorki,
jednakze ze wzgledu na fakt, ze w wigkszosci przypad-
kéw wystepuje ono jako jednoniciowe, zwigksza si¢ jego
podatnos$¢ na zniszczenie. Przyjmuje si¢, ze w czasie
ewolucji wyksztalcily si¢ mechanizmy chronigce RNA
przed degradacja informacji w nim zawartej, jako ze
material ten nadzoruje i kontroluje ekspresje gendw,
zapewniajac komoérce m.in. mozliwo$¢ do dostosowa-
nia si¢ do réznych sytuacji, w tym takich jak ekspo-
zycja na stres wywolana réznymi czynnikami, w tym
np. zakazeniami wirusowymi [2]. W obrebie RNA
wyrdznia si¢ RNA kodujace - informacyjne - mRNA
(messenger RNA), ktore sg traskryptami genéw kodu-
jacych bialka, stad ulegaja translacji do bialek w dru-
gim etapie ekspresji genomu oraz RNA niekodujace,
w sklad ktérego wchodzi RNA rybosomowy (rRNA)
oraz RNA transportujacy (tRNA) [7]. Wspomniane
mechanizmy ochronne dotycza gtéwnie RNA infor-
macyjnego - mRNA i jedng z jego strategii ochron-
nych, jest tworzenie si¢ struktur komoérkowych, okres-
lanych jako granule RNA, do ktorych zaliczy¢ nalezy
granule stresu (SG - stress granules), cialka degradujace
(PB - processing bodies) [27], granule egzosomalne
(exosome granules), a takze niedawno opisane granule

powodowane promieniowaniem UV oraz granule EGP
(glucose depletion P-bodies) [2, 10, 13, 30]. Ochronna
rola tych elementéw polega na przechowywaniu mRNA
w komorce w postaci skupiska, tworzacego pecherzyk
(granule), ktorych role wykazano w wielu procesach,
w tym patologicznych, np. w zakazeniach wirusowych,
przez co uznaje si¢ je takze za nowy element odpor-
nosci naturalnej [27].

2. Granule stresu (SG - stress granules)

Elementy te wystepuja gléwnie w cytoplazmie,
cho¢ takze jako mRNP (messenger ribonucleoprotein)
w jadrze i s3 to struktury dynamiczne, pojawiajace sie
w czasie wystepowania niesprzyjajacych warunkéw.
Tworzenie ich u wielu gatunkéw jest procesem kon-
serwatywnym i dotyczy zaréwno komorek zwierzecych,
jak i roslinnych [7]. SG cechuja si¢ duzg koncentracja
czynnikéw inicjujacych translacje np. elF4e (euka-
ryotic translation initiation factor 4E), podjednostek
rybosomu 40S oraz szeregu bialek, 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), wystepujacych réwniez
w ciatkach degradujacych (PB) [3, 5, 29, 34]. Ponadto
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w tych granulach znajdujg si¢ takze bialka wiazace
RNA, takie jak TIA-1 (cytotoxic granule-associated
RNA binding protein) i G3BP (Ras GTPase-activating
protein-binding protein 1), ktore zawieraja domeny
istotne dla agregacji granul stresu i sg to elementy
wyciszajace komdérkowy mRNA [3, 5]. Ze wzgledu na
zawarto$¢ w SG komplekséw inicjujacych podjednostki
gléwnie rybosomu 43S i 48S (43S and 48S ribosomal
preinitiation complexes), granule te stanowia tymcza-
sowe ,,magazyny’, dzieki czemu w momencie stresu
oksydacyjnego w komorce lub w czasie zakazenia wiru-
sowego, kompleksy te moga zosta¢ w szybkim tempie
uaktywnione [29]. W granulach SG wystepuja takze
biatka, ktore nie s3 w sposob jednoznaczny zwigzane
z metabolizmem RNA, takie jak TRAF 2 (TNF-receptor
associated factor 2), fakofylina 1 i 3, bedace elementami
cytoszkieletu komorki, co ma szczegdlne znaczenie
podczas zakazen wirusowych [3]. Poczatkowo uwazano,
ze SG sg jedynie biernymi magazynami funkcjonalnego
mRNA, ktéry akumuluje w warunkach niekorzystnych
dla komorki, jednakze okazato sie, ze w wyniku takiej
akumulacji SG moga chroni¢ komérkowy mRNA
i ponownie inicjowac¢ jego translacje, gdy warunki stang
sie korzystne [3]. Najbardziej prawdopodobny scena-
riusz tworzenia sie SG pod wplywem stresu wskutek np.
zakazenia wirusowego, rozpoczyna si¢ aktywacja jednej
z kinaz eIF2a, ktora fosforyluje podjednostke alfa tej
kinazy i blokuje translacje, wymuszajac w ten sposéb
akumulacje aktywnych kompleksow 43S i 48S [29] i to
jest charakterystyczna i swoista cecha tylko dla granul
SG [3]. Nie zawsze aktywacja SG, jak i ich zawarto$¢
jest jednakowa, jako ze zalezy to od rodzaju czynnika
niekorzystnego oddzialujacego na komorki makroor-
ganizmu [29]. Na skutek stresu wywolanego szokiem
cieplnym, tworzg si¢ HS-SG (heat shock SG), zawiera-
jace duza koncentracje biatek szoku cieplnego — hsp27
[29], za$ pod wplywem dzialania czynnikéw chemicz-
nych, np. arszeniku, tworzg si¢ Ars-SG (arsenite SG),
natomiast w wyniku stresu powstajacego w wyniku
zakazenia wirusowego, tworzg si¢ V-SG (viral SG). Stres
prowadzi do wstepnego Iaczenia sie SG, co zwigzane jest
z dzialaniem bialek wigzacych 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 czynnikéw BRF1 (TBP associated
factor 1), FMRP (fragile X mental retardation 1), SMN
(survival of motor neuron), a takze receptoréw TIAR
(cytotoxic granule-associated RNA binding protein
receptor) i genu FXR1 (gene coding fragile X mental
retardation 1) — co Iaczy sie z powstawaniem ,,jadra” SG
[3]. W czasie, gdy ,jadro” SG jest juz w pewnym stop-
niu ukonstytuowane, nastepuje tworzenie sie¢ ,,pnia” SG,
ktory utworzony jest przez czynniki translacyjne, to jest
elF3 i eIF4F oraz biatko PABP-1 (poly(A)-binding pro-
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tein 1) [3]. Nastepnie dochodzi do tzw. drugorzedowej
agregacji, w wyniku ktérej SG staja si¢ strukturg wiek-
sza — widzialng w mikroskopie i majacg zdolno$¢ do
przekazywania sygnalow w obrebie catej komorki [3].
Nalezy takze wspomnie¢ o roli biatek bedgcych sktad-
nikami cytozolu, ktérych zadanie polega na ,.eskorto-
waniu” mRNA do iz SGijest to TTP (tristetraprolin),
BFR1 (TBP associated factor 1) i ZBP1 (zipcode-binding
protein 1) [3]. W przypadku ustabilizowania si¢ home-
ostazy w komorce, w przeciagu kilku minut dochodzi do
rozpadu SG, co w obrazie mikroskopowym przypomina
bardziej rozpuszczenie, niz defragmentacje.

Jak dotychczas, role SG udokumentowano w zaka-
zeniach wirusowych [1, 3-5, 8, 17-19, 26, 29, 32, 34],
a takze w procesie nowotworzenia [23] oraz w wyniku
dziatania radioterapeutycznego i w chorobach gene-
tycznych, np. zespole tamliwego chromosomu X [11],
rdzeniowym zaniku migsni [25] oraz w zespole pore-
perfuzyjnym [15]. Wedtug wielu Autoréw [16, 21, 33],
ze SG to co$ wigcej niz tylko struktury stuzace do prze-
chowywania materialu genetycznego, jako ze tworze-
nie si¢ SG w komorce narazonej np. na stres, dochodzi
do zmniejszenia produkcji reaktywnych form tlenu,
co miedzy innymi zapobiega apoptozie [33]. Ponadto
niezwyktos¢ struktur SG, $cisle powigzana jest z mecha-
nizmami obronnymi organizmu [16], jako ze granule te
stuzg nie tylko do przechowywania mRNA, ale w czasie
zagrozenia w komorce, staja si¢ centrami sygnatowymi
i informacyjnymi, bo przekazujg sygnal zagrozenia
do catej komorki, co wydaje sie by¢ bardzo waznym
elementem w teorii zagrozenia opisanej przez Polly
Metzinger w 1994 roku, ktéra jest odmienng od fun-
damentalnych zalozen w immunologii — polegajacych
na rozréznianiu struktur wlasnych (self) od struktur
obcych (non-self) i reagowaniu na te drugie odpo-
wiedzig odpornosciowg. W teorii zagrozenia waznymi
i fundamentalnymi elementami sg sygnaty ,,niebezpie-
czenstwa” - DAMP (damage-associated molecular
patterns — wzorce molekularne towarzyszace zniszcze-
niu), ktdre sa przyczyna rozpoczecia reakeji obronnej
- odpornosciowej, mimo faktu, iz stanowig one fizjolo-
giczny, a nie obcy element komorki, bo s3 to m.in. HSP,
DNA mitochondrialne, czy tez ATP i kwas moczowy,
a takze bialka powstajace w trakcie martwicy czy apop-
tozy komorek np. biatko S100 i $200 [20]. Stad teoria
zagrozenia pozwala w odrdznieniu od zasady self-non-
self na wyjasnienie zjawisk zwigzanych m.in. z reakcja
immunologiczng na sygnaly niebezpieczenstwa, np.
uszkodzenie tkanek [20]. Wsrdd bialek sygnalnych,
ktdre zwigzane sg z SG, a jednocze$nie znane sg takze
ze swej roli uaktywniania wielu mechanizméw odpor-
no$ciowych, nalezy wymienic¢ $ciezke RACK1/p38/
JNK, jak tez $ciezke sygnalowa mTOR (mechanistic
TOR), ktdrych rola jest udokumentowana przy aktywa-
cji receptorow TLR, ktore dzieki swoistemu wigzaniu
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PAMP (pathogen-associated molecular patterns) bak-
terii, wirusdw, grzybow i pierwotniakow, sa super-
aktywatorami ukfadu odpornosciowego [16]. Role SG
udowodniono réwniez przy przekazywaniu informacji
[21], wykazujac, ze sg one $cisle powigzane z jaderkiem
komoérkowym, ktdrego rola jest wlasnie ,,wyczuwanie”
nadchodzacego stresu w komorce i stanie na strazy
homeostazy komoérkowej. Stad mozna by przyjac, ze
tworzenie si¢ SG jest waznym elementem i podstawa
warunkujacg homeostaze, bo stabilizujg mRNA, wpty-
wajgc na przezycie komorki, blokujac apoptoze oraz,
co wspomniano, wplywaja na uaktywnienie szeregu
$ciezek sygnalnych, ktore aktywuja procesy odpornosci
naturalnej, m.in. poprzez TLR [21].

3. Cialka degradujace (PB - processing bodies)

PB w komodrkach wielu organizméw eukariotycz-
nych, sa stalymi strukturami gtéwnie cytoplazmatycz-
nymi, jednak nie tworzacymi sig, tak jak SG, tylko
w niesprzyjajacych warunkach [5, 6, 29]. Skladajg si¢
one z wielu enzymoéw i biatek fizjologicznie wystepuja-
cych w komoérkach w stanie spoczynku, cho¢ ciagle nie-
znana jest do konca ich budowa i zawartos¢, a jedynie
udokumentowano, ze wystepuja w nich takie enzymy,
jak Dcpl/Dcp2 (decapping enzymes) i eksonukleazy
Xrnl [5], ktére stanowig ogniwo posrednie produktow
degradacji mRNA [2]. Poczatkowo uwazano [2], ze PB
moga stuzy¢ jako miejsca, w ktérych labilne RNA ,,ocze-
kuje” na degradacje, co potwierdzone zostalo odkry-
ciem, ze inaktywacja bialek zaangazowanych w rozpad
mRNA, takich jak Xrn1, wzmaga formowanie PB. Pod-
stawg mechanizmu molekularnego tworzenia si¢ PB jest
agregacja bialek aczagcych RNA na zasadzie bialko-
-biatko, jak tez samego mRNA, czego konsekwencja
jest fakt, ze PB fatwo ulegaja degradacji, chociazby na
skutek dzialania RNAz [5, 29]. Przypuszcza sig, ze PB
wspoldzialaja z SG, poprzez dynamiczng wymiang swo-
ich zawartosci, co najprawdopodobniej dzieje sie dzieki
biatkom Roquin [2, 29]. Adjibade i Mazroui wykazali
[2], Ze oprdcz informacyjnego mRNA, réwniez regula-
torowe miRNA, moze by¢ w niektérych przypadkach
kierowane do PB, co jest bardzo waznym faktem w kon-
tekscie roli miRNA w komoérkach, w tym w procesach
odpornosciowych [14]. Ponadto istnieje przypuszcze-
nie, ze po odzyskaniu homeostazy w komorce, kiedy
nie zachodzi juz potrzeba formowania si¢ SG, mRNA
moze by¢ w komdrce przechowywany, w celu pdzniej-
szej translacji, wlasnie w PB [5]. W przypadku roli PB,
w odréznieniu od SG, méwi si¢ jedynie o ich znaczeniu
w zakazeniach wirusowych takimi wirusami jak polio,
wirus Coxsackie, adenowirusy, wirus grypy typu A,
wirus z6ltej febry, Dengue i Zachodniego Nilu oraz
wirus zapalenia watroby typu C [5, 6, 9, 24, 29, 31, 35].
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4. Granule egzosomalne (EG - exosome granules)

Oprocz zarejestrowania wystepowania granul SG,
PB, opisano takze granule EG, ktére powstajg zaréwno
w warunkach stresowych, jak i tez w warunkach braku
stresu i sg zwigzane z egzosomami — pecherzykami
spontanicznie tworzacymi si¢ w komoérkach [2]. Egzo-
somy, zwane takze pecherzykami zewnatrzkomorko-
wymi (extracellular vesicles) produkowane sg przez
niemal wszystkie komorki ustroju i moga swobodnie
przenika¢ do ptynéw ustrojowych [30]. Zawieraja one
biatka, ttuszcze i kwasy nukleinowe swoiste dla komorki
macierzystej, z ktdrej sie wywodzg [30]. S3 to niezwykle
istotne struktury w komunikacji miedzykomorkowej
- tak lokalnej, jak i systemowej, jako ze zdolne sg trans-
ferowa¢ swoistg zawarto$¢ pomiedzy komorkami [30].
Sa one réwniez uwazane za elementy majace zdolnosci
zarezerwowane uprzednio jedynie dla SG i PB, tj.
ochrong mRNA w warunkach stresowych dla komoérki
[2, 30]. Wedtug Zurla i wsp. [36], granule EG tworza
sie jedynie wtedy, gdy zagrozony transkrypt (odcinek
RNA powstaly w wyniki transkrypcji odcinka DNA)
jest zwigzany z siateczka srédplazmatyczng, co wyka-
zano w stosunku do komérek epitelialnych, w ktérych
mRNA zwigzane z centrum organizujacym mikrotubule
MTOC (microtubule organizing center), tworzyty EG,
za$ te zwigzane z cytoszkieletem formowaly SG [36].
Wykazano, ze EG, podobnie jak SG, odgrywaja role
w procesach zapalnych, chorobach autoimmunizacyj-
nych i nowotworowych, jak tez stwierdzono ich udzial
w procesach immunologicznych [30]. Wedtug Robbins
i Morelli [30], pecherzyki EG pochodzace z linii lim-
focytéw B biora udzial w reakcjach odporno$ciowych,
jako ze posiadaja na swej powierzchni antygeny MHC
klasy II oraz szereg czasteczek kostymulujacych i adhe-
zyjnych, co dowodzi, ze moga one stymulowa¢ limfo-
cyty T z receptorem CD4+. Podobnie pecherzyki EG
uwalniane z komorek prezentujacych antygen, wyka-
zuja na swej powierzchni antygeny MHC klasy I'i II,
przez co zdolne s3 do aktywacji limfocytow T CD8+,
jak i T CD4+ [30]. Nadto wykazano, ze aktywacja lim-
focytow T CD8+ i CD4+, chocby poprzez EG, moze
by¢ wzmagana dodatkowo przez interakcje z komor-
kami dendrytycznymi, poprzez interakcje z czastecz-
kami adhezyjnymi CD54 [30]. Role EG wykazano takze
w trakcie infekcji takimi wirusami jak wirus Epstein-
-Barr, cytomegalowirus i wirus grypy, podczas ktorych
aktywowaly one wydzielanie IFNy [30]. Stwierdzono
takze, ze EG, oprocz funkcji swoistego transportera
mRNA, mogg takze stuzy¢ jako ,,nosiciele” antygenow,
co zaobserwowano w przypadku choréb bakteryjnych
i wirusowych, a co moze wskazywa¢ na ich role
jako nosnikow antygenu szczepionkowego [30]. Dodaé
nalezy, ze oprdcz ich roli w promowaniu odpowiedzi
immunologicznej, wykazuja one takze efekt immu-
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nosupresyjny, gdyz doustne podanie albuminy (OVA)
powodowalo pojawienie si¢ w surowicy EG posia-
dajacych antygeny MHC Kklasy II, ktore wykazywaly
zdolno$¢ hamowania reakcji specyficznych dla OVA
i okreslono je jako tolerosomy [28].

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

Granule UV zostaly niedawno po raz pierwszy
zidentyfikowane w komorkach drozdzy i réznig sie
one zaréwno od SG, jak i PB [2]. Formowanie UVG
koreluje z destabilizacjag mRNA powodowang przez
promieniowanie UV, jako ze UVG, niezaleznie od dzia-
tania promieni UV, posiadajg stabilny reporter mRNA
(stable mRNA reporter), ktory wraz z endogennym
RNA posiadajacym tancuch poli (A), doprowadza do
sytuacji, ze mRNA zwigzane z UVG, ulega zniszczeniu,
cho¢ wedlug Adjibae i Mazroui [2] promieniowanie UV
zapobiega deadenylacji niektorych rodzajow mRNA.
Stad uwaza si¢ obecnie, ze UVG to granule wystepu-
jace tylko u drozdzy, w ktérych znajduje sie uszkodzony
poli(A) RNA [2], za$ u innych organizmow role te spet-
niaja granule SG [2]. Wedlug Gaillard i Aguilera [10]
UVG s3 jednak zblizone do PB, a to, co je rézni od
PB, to fakt, ze tworzg si¢ w wyniku dziatania UV, nie
w trakcie innych sytuacji stresowych dla komoérki. Nie-
zaleznie jednak od tych faktéw, badania dotyczace UVG
wykazuja [2], ze istnieje zwigzek miedzy odpowiedzig
na zniszczenie DNA pojawiajace si¢ w jadrze, a formo-
waniem si¢ granul RNA w cytoplazmie, co dowodzitoby
roli UVG w ochronie organizmu.

6. Granule EGP (glucose depletion granules)

Powstawanie granul EGP udokumentowano jedy-
nie, tak jak w przypadku granul UV, u drozdzy, w sytu-
acji braku niezbednej dla ich rozwoju glukozy w srodo-
wisku [10]. Zarejestrowano, ze w momencie inaktywacji
translacji w komorce, na skutek obnizonego poziomu
glukozy, mRNA przechowywane jest w EGP [13].
Wykazano, ze w obrebie tych struktur znajdujg si¢ row-
niez takie czynniki translacyjne jak eIF4E i eIF4G, ktore
wystepuja takze w innych typach granul mRNA, np. SG
[10]. Gaillard i Aguilera wykazali [10], ze cialka EGP sg
odmienne od granul UVG, ale cechuje ich wspotwyste-
powanie z granulami PB [10]. Od granul UVG roéznig
sie tym, ze w czasie ich tworzenia dochodzi do rozpadu
polisomu, czego nie obserwuje si¢ w przypadku granul
UVG [10]. Natomiast wspolistnienie z PB [13] naste-
puje w warunkach braku glukozy, cho¢ w niektérych
przypadkach moga konkurowa¢ o wytworzenie swo-
istych granuli w celu ochrony mRNA. Ponadto granule
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EGP mogg tworzy¢ si¢ dzigki procesowi dojrzewania
PB, w trakcie ktérego dochodzi do wydalania takich
komponentéw jak Dcpl i Dcp2, ktére sa niezbedne
dla dalszego funkcjonowania komorki, a ktdre stajg sie
integralng czescig EGP. Wyniki badan dotyczacych EGP
sugeruja rowniez mozliwo$¢ ich tworzenia de novo, nie-
zaleznie od $ciezki dojrzewania PB [13].

7. Podsumowanie

Poznanie nowych struktur komérkowych - granul
RNA, takich jak granule stresu (SG), ciatka degradu-
jace (PB), granule egzosomalne (EG) oraz granule UV
(UVG) i granule EGP, stanowi istotne rozszerzenie
wiedzy na temat mechanizmoéw, ktérych zadaniem jest
szeroko rozumiane utrzymanie homeostazy w ustroju.
Mechanizm ich funkcjonowania, polegajacy na ochro-
nie materialu genetycznego, jest takze bardzo waznym
elementem odpornosci ustroju. Jednakze wcigz wiele
kwestii zwigzanych z granulami RNA jest nierozwia-
zanych i wymaga dalszych badan.
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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 a- and B-proteobacteria. Legume plants (Fabaceae) have the capacity to enter
into mutualistic symbiosis with nitrogen-fixing bacteria, enabling them to grow in nitrogen-limited agricultural soils. In these specific
associations, new organs called root or shoot nodules are developed. Infection of plants by rhizobia is a series of sequential stages in which
rhizobial lipochitooligosaccharide, called the Nod factor, activates plant transmission signaling and initiates nodule development. In the
nodules the bacteria multiply and differentiate into nitrogen-fixing bacteroids. In return for reduced nitrogen compounds provided to the
plants, rhizobia are supplied with plant carbon photosynthetic products and are protected from environmental stresses.

Genomes of rhizobia and other soil bacteria are large and multipartite, composed of the chromosome and plasmids (megaplasmids),
which may comprise up to 50% of the genome. A common feature of the rhizobial genomes is that genes responsible for nodulation
and nitrogen fixation are clustered on symbiotic plasmids (pSym) or incorporated into the chromosome as symbiotic islands. Plasmids
are heterogeneous in size and gene content even in closely related rhizobia. Recently described extrachromosomal replicons, named
“chromids”, have some chromosome and plasmid properties and are essential for bacterial growth under natural and laboratory conditions.
The special architecture of rhizobial genomes may cause their dynamic state and plasticity, leading to significant diversity of rhizobia on
the genetic and metabolic levels.

1. The importance of biological nitrogen fixation (BNF). 2. Symbiosis partners. 3. Symbiosis stages. 3.1. Initiation of symbiosis. 3.2. Nodule
development. 3.3. Types of nodules. 4. Nitrogen fixation. 5. Rhizobial genomes. 6. Chromids and megaplasmids. 7. Plasticity of rhizobial

genomes. 8. Summary

Stowa kluczowe: brodawki korzeniowe, genomy rizobiéw, symbiotyczne wigzanie azotu

Key words:

root nodules, rhizobial genomes, symbiotic nitrogen fixation

1. Znaczenie biologicznego wiazania azotu

Azot (N), jako sktadnik wielu bioczasteczek, takich
jak bialka, kwasy nukleinowe i witaminy, jest niezbed-
nym elementem warunkujagcym istnienie wszelkich
form zycia. Pomimo duzej zawartosci azotu czastecz-
kowego (N,) w atmosferze, jego redukcja do form
tatwo przyswajalnych przez organizmy jest trudna, ze
wzgledu na potrdjne kowalencyjne wigzanie miedzy
atomami N. Zdolnos¢ redukcji azotu atmosferycznego
do amoniaku majg wylacznie organizmy prokario-
tyczne: bakterie i archeony [43, 44]. Proces mikrobio-
logicznej redukeji azotu do form dostepnych dla roslin
jest nazywany biologicznym wigzaniem azotu (BNE,
biological nitrogen fixation) i obok fotosyntezy stanowi
podstawe zycia na ziemi. Ograniczona dostepno$¢ zre-
dukowanych zwigzkow azotowych (NOZ‘, NO,",NH 4*)
w glebie czesto jest gtéwnym czynnikiem limitujacym

wzrost i produktywnos¢ roslin [44, 91], w tym takze
tych uprawianych w celach zywieniowych. Niektore
rodliny moga wykorzystywa¢ N, obecny w atmosferze
poprzez tworzenie symbiozy z bakteriami, ktére moga
wigzac i redukowa¢ azot czagsteczkowy. Takie rosliny
nie wymagaja nawozenia azotowego i rozwijaja sie
dobrze na glebach ubogich w azot, znacznie zwigksza-
jac poziom globalnego obiegu azotu w przyrodzie [70].
Najlepiej poznang grupa roélin tworzaca uklady sym-
biotyczne sg rodliny bobowate (motylkowate), Fabaceae,
ktére wchodza w interakcje z Gram-ujemnymi bak-
teriami, ogoélnie nazywanymi rizobiami, nalezacymi
do klas a- i p-proteobakterii [12, 38, 57]. W odréznie-
niu od wielu wolno zyjacych diazotroféw, rizobia sa
zdolne do wysoko wydajnego wigzania azotu wylacznie
wtedy, gdy znajduja si¢ w komorkach brodawki korze-
niowej gospodarza roélinnego, w formie endosymbio-
tycznych bakteroidow [71].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Genetyki i Mikrobiologii, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Uniwersytet M. Curie-Sklodowskiej,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin; tel. 81 537 59 72; e-mail: anna.skorupska@poczta.umcs.lublin.pl
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Calkowite globalne wigzanie N, w procesie BNF
zostalo oszacowane na 100-290 Tg N/rok (1 Tg=10"g),
w tym okolo 50-70 Tg N/rok stanowi azot wigzany
w uprawach rolniczych [43]. BNF jest uzupelniane
przez sztuczne nawozenie azotowe w ilosci 85 Tg N/rok
[70]. Na przemyslowa produkcje nawozéw azoto-
wych stosowanych w rolnictwie zuzywane jest okolo
50% paliw kopalnych, a azot wprowadzany do gleby
w postaci sztucznych nawozow jest tylko w czeéci (poni-
zej 50%) wykorzystywany przez roéliny [91]. Pozostata
cze$¢ jest tracona z gleby w wyniku wymywania lub
mikrobiologicznej nitryfikacji i denitryfikacji, co moze
by¢ przyczyng zanieczyszczenia srodowiska. Eutrofi-
zacja i hipoksja w ekosystemach wodnych powoduje
zmniejszenie bioréznorodnosci organizméw. Obecnos¢
azotanéw (NO,") w zbiornikach wodnych ma réwniez
negatywny wplyw na stan powietrza atmosferycznego
poprzez emisje tlenkéw azotu NO_[91]. BNF jest pro-
cesem przyjaznym dla srodowiska i stanowi podstawe
zrownowazonego, ekologicznego rolnictwa. Uprawy
bobowatych, dzigki symbiozie z rizobiami wyma-
gaja 35-60% mniej energii w poréwnaniu do upraw,
w ktorych stosuje si¢ nawozy sztuczne [44]. Rosliny
bobowate, poza duzym znaczeniem w produkcji war-
to$ciowej, wysokobialkowej zywnosci (np. groch, fasola,
soja) oraz pasz (np. koniczyna, lucerna, wyka), sg row-
niez cenione, jako wysokobialkowy zielony nawoz.

2. Partnerzy symbiozy

Do nawigzania efektywnej symbiozy potrzebne sg
dwa biologicznie zgodne organizmy, tj. bakterie zdolne
do wigzania N, oraz rosliny, zapewniajgce odpowied-
nie warunki dla tego procesu, tzn. beztlenowe $rodo-
wisko i energie konieczng dla przebiegu reakeji redukcji
azotu czasteczkowego. Symbioza oznacza duze koszty
energetyczne, ale takze ogromne korzysci dla obu part-
neréw [16].

Rizobia sg bakteriami heterotroficznymi, wykazuja-
cymi duzg plastycznosé metaboliczng, ktéra pozwala im
przetrwaé w roéznych warunkach srodowiskowych. Roz-
nig si¢ od innych mikroorganizmoéw glebowych tym, ze
bytujg w dwdch formach: wolno zyjacej, saprofitycznej
- w glebie, oraz symbiotycznej — w brodawkach roslin
bobowatych. Rizobia to ponad 90 gatunkow sklasyfi-
kowanych w kilku rodzajach klasy a-proteobakterii:
Rhizobium, Shinella, Ensifer (wczeéniej Sinorhizo-
bium), Mesorhizobium, Phyllobacterium, Azorhizobium,
Devosia, Ochrobactrum, Methylobacterium, Microvirga
i Bradyrhizobium [93]. W ostatnich latach udokumen-
towano zdolnos¢ do tworzenia brodawek na korze-
niach roélin bobowatych i do symbiotycznego wigzania
azotu w przypadku kilku gatunkéw bakterii nalezacych
do klasy B-proteobakterii z rodzajow Burkholderia
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i Cupriavidus [12, 38, 64]. Rosliny bobowate (Fabaceae),
ktore sg gospodarzami dla tej grupy rizobiow, sg bardzo
zroznicowane taksonomicznie [93].

Znakiem szczegdlnym symbiozy jest wysoka spe-
cyficznosé. Poszczegdlne gatunki rizobiéw tworzg bro-
dawki na okreslonej liczbie gatunkow roslin-gospodarzy.
Zgodnos¢ genetyczna pomigdzy roslinami bobowatymi
i mikrosymbiontami zalezy zaréwno od swoistych bak-
teryjnych sygnaléw molekularnych, jak i specyficznej
odpowiedzi rosliny-gospodarza [10, 66, 78]. O cha-
rakterystycznej dla rizobiéw wysokiej specyficznosci
brodawkowania méwimy, gdy mikrosymbiont i gospo-
darz maja zestaw genow, ktory pozwala na nawigzanie
efektywnej symbiozy [10]. Gléwnymi bakteryjnymi
sygnatlami molekularnymi w symbiozie sa czynniki
Nod (NE Nodulation Factors) produkowane przez rizo-
bia w odpowiedzi na zwiazki flawonoidowe wydzielane
przez nasiona i korzenie gospodarza roslinnego [45, 71].
Wyjatkowo szeroki zakres gospodarza wykazuje gatunek
Ensifer (Sinorhizobium) fredii NGR234 tworzacy bro-
dawki na ponad 120 rodzajach roslin motylkowatych,
a takze na niemotylkowatej Parasponia andersonii [75].
Skrajnie specyficznym gatunkiem jest Rhizobium legu-
minosarum bv. trifolii, ktory zakaza tylko rézne gatunki
rodzaju Trifolium - koniczyna. Roéliny motylkowate
takze mogg wykazywa¢ niskg specyficzno$¢ w stosunku
do mikrosymbionta, np. Macroptilium lub Phaseolus
tworzg brodawki w ukladach symbiotycznych z kilkoma

gatunkami rizobiow [71].

3. Etapy symbiozy

Nawigzanie efektywnej symbiozy pomiedzy rizo-
biami i roéling jest ztozonym i $cisle kontrolowanym
procesem. Obejmuje skoordynowang wymiane sygna-
6w pomigdzy rosling i bakteriami, prowadzaca do stop-
niowego roznicowania morfologicznego rosliny i bak-
terii oraz dostosowania metabolizmu obu partneréw [9].

3.1. Inicjacja symbiozy

Pierwszym etapem infekcji jest adsorpcja rizobiow
na wilosnikach korzeniowych, w ktorej biorg udzial
rézne czasteczki i struktury powierzchniowe obu sym-
biontow, takie jak: powierzchniowe biatko wigzace Ca*
- rikadhezyna, fimbrie bakteryjne, lektyny roslinne
oraz bakteryjne polisacharydy, w tym fibryle celulo-
zowe [80]. Glownymi czasteczkami sygnalnymi zaan-
gazowanymi w inicjacje symbiozy sg rodlinne flawono-
idy oraz czynniki Nod syntetyzowane przez rizobia [13,
52]. Flawonoidy sa ro$linnymi metabolitami wtdrnymi,
ktérych synteza jest indukowana przez czynniki stre-
sogenne, m.in. gtéd azotowy. Zwiazki te dzialajg jako
chemoatraktanty dla rizobidw; w najwiekszej ilosci
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Rys. 1. Inicjacja symbiozy rizobiéw z roslinami bobowatymi.

(1) wydzieliny korzeni roslin zawierajace zwiazki flawonoidowe aktywuja biatko NodD; (2) Biatko NodD indukuje ekspresje genéw nod odpowiedzial-
nych za synteze czynnika Nod (NF); (3) czynnik Nod oraz EPS poprzez swoje receptory NFR i EPR (4 i 5) inicjuje kaskade sygnatéw prowadzacych do
powstania charakterystycznego zagiecia wlosnikow korzeniowych (6) oraz powstania zawiazka brodawki korzeniowej.

sg wydzielane w poblizu wierzchotkéw korzeni, a ich
optymalne stezenie wystepuje w strefie pojawiania sig
wlosnikéw korzeniowych w miejscu infekeji rizobiow
[96]. Wydzieliny korzeni roslin motylkowatych zawie-
rajg specyficzny gatunkowo koktajl flawonoidow, a ilos¢
i spektrum dzialania tych zwigzkéw moze réznic¢ sie
w zaleznosci od wieku i stanu fizjologicznego rosliny
[96]. W dialogu molekularnym miedzy rosling i bakte-
rig poza flawonoidami mogg bra¢ udzial inne metabo-
lity roslinne, m.in. betainy (stachydryna i trygonelina),
kwasy aldonowe (erytronowy i tetronowy), ksantony,
proste zwigzki fenolowe (wanilina i izowanilina) i kwas
jasmonowy [13, 81]. Ze strony mikrosymbiontéw na
inicjacje symbiozy majg wptyw, poza czynnikami Nod,
takze polisacharydy powierzchniowe [26, 80], biatka
sekrecyjne, N-acylowane laktony homoseryny (AHL),
ktore pelnia funkcje czasteczek sygnalnych w procesie
quorum sensing oraz inne zwiazki [11, 20, 26] (Rys. 1).

Flawonoidy produkowane przez roslinnego gospo-
darza aktywuja geny brodawkowania (nod, nodulation
genes) kompetentnych symbiontéw poprzez wigza-
nie z bialkiem regulatorowym NodD, nalezacym do
rodziny bialek regulatorowych LysR [45, 69]. Biatko
NodD przytacza si¢ do konserwowanych sekwencji
DNA, tzw. kaset nod (nod box), ktére zidentyfikowano
w regionach promotorowych indukowalnych genow
nod [2, 10, 32]. Wigzanie NodD z DNA nie wymaga
obecnosci flawonoidéw, natomiast aktywacja promoto-
réw gendw nod jest mozliwa wylacznie w ich obecnosci
[9]. Zaktywowany flawonoidem NodD indukuje syn-

teze i wydzielanie lipochitooligosacharydowych czyn-
nikéw Nod (LCO). NF sg zbudowane z reszt N-ace-
tylo-p-glukozaminy polaczonych wiazaniami f-1,4
i modyfikowanych kwasem tluszczowym na koncu
nieredukujacym. Réznice w strukturze chemicznej NF
produkowanych przez rézne gatunki rizobiéw dotycza
diugosci rdzenia oligosacharydowego (dwie do szesciu
reszt N-acetyloglukozaminy), typu kwasu tluszczowego
na koncu nieredukujacym oraz liczby i typu podstaw-
nikéw (np. reszta acetylowa, arabinozowa, fukozylowa,
mannozylowa, sulfonowa i in.) modyfikujacych cza-
steczke w redukujacym koncu NF [13, 15].

Synteza NF zachodzi na skutek dziatania produktow
dwdch grup gendéw nod, kontrolowanych przez NodD
aktywowane flawonoidem. Sa to geny wspdlne nodu-
lacji (common nodulation genes), czyli geny operonu
nodABC wystepujace niemal we wszystkich gatunkach
rizobiéw, odpowiedzialne za synteze enzymdw niezbed-
nych do tworzenia struktury rdzeniowej NF (szkie-
let N-acetyloglukozaminowy). Natomiast produkty
innych gendéw: nod, noe i nol (w E. meliloti: nodEF,
nodG, nodH, nodPQ, nodL) wprowadzaja modyfikacje
chemiczne w NE, ktére nadajg rizobiom specyficzno$¢
w stosunku do gospodarza [20, 71]. Wiele gatunkéw
rizobiéw produkuje wigcej niz jeden typ NF (nawet
do 60 réznych typéw), ale dotychczas nie wykazano
zalezno$ci miedzy strukturg NF i zakresem potencjal-
nych roslinnych gospodarzy [45, 87]. NF sa morfoge-
nami biologicznie aktywnymi w bardzo niskich ste-
zeniach: 10°-10""2 M, co sugeruje, ze w ich percepcje
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zaangazowane sg receptory roslinne (NFR, Nod Factor
Receptors) o duzym powinowactwie [31, 42, 66]. NF sg
rozpoznawane przez receptory typu kinaz LysM w epi-
dermie korzenia i wyzwalajg kaskade sygnaldw, ktora
w roélinie wywoluje szereg reakcji prowadzacych do
utworzenia brodawki [31, 36, 76].

Specyficznos¢ infekeji roslin bobowatych przez kom-
petentne mikrosymbionty jest realizowana nie tylko na
wyzej opisanej drodze poprzez molekularne sygnaly,
jakimi s3 flawonoidy i bakteryjny NE uwalniajacy
kaskade reakeji poprzez wysoko specyficzne roélinne
receptory kinazowe typu LysM (NFR). Rozwoj prawi-
diowo funkcjonujacej brodawki, w ktorej bakteroidy
wigzg azot zalezy takze od struktur powierzchniowych
bakterii, takich jak zewnatrzkomoérkowe polisacharydy
(EPS), kapsularne polisacharydy (CPS) oraz lipopoli-
sacharydy (LPS) [26, 80]. Skfad cukréw i struktura EPS
jest szczepowo zréznicowana u rizobidw, sugerujac spe-
cyficzne funkcje w interakcji z roslinami bobowatymi.
Mutanty bakterii pozbawione EPS lub zawierajace zmie-
niong strukture egzopolisacharydu indukuja defektywne
brodawki, w ktdrych bakterie nie sg zdolne do wigzania
azotu [20, 45, 80]. Ostatnio, specyficzny mechanizm
dziatania EPS w symbiozie rizobiéw z roélinami bro-
dawkowymi przedstawili Kawaharada i wsp. [47]. Na
modelu symbiozy Lotus japonicus — Mesorhizobium loti
udowodniono, ze roslina gospodarza moze monitoro-
wac strukture EPS wydzielanego przez bakterie na etapie
inicjacji infekeji poprzez receptor EPR3. Receptor ten
jest specyficzng dla EPS kinazg membranowa typu LysM
o duzym podobienstwie do NFR1 - receptora czynnika
Nod. Co wigcej, stwierdzono, ze w rodlinnych mutantach
w EPR3 tworzacych nieefektywng symbioze domeny
LysM s3 zmienione, wskazujac na korelacj¢ zmiany
w LysM ze zmiang funkcji receptora EPS. Ekspresja
receptora EPR3 jest zalezna od czynnika Nod. Sygnat
inicjujacy powstanie brodawki, jakim jest czynnik Nod,
poza aktywacja calego szlaku transmisji sygnatu, inicjo-
walby takze transkrypcje receptora dla specyficznego
sygnalu, jakim jest bakteryjny EPS [47] [Rys. 1].

3.2. Rozwdj brodawki

Pierwsza widoczng zmiang morfologiczng roéliny
wywolang adsorpcja bakterii na wlosnikach i syn-
teza NF jest charakterystyczna deformacja wlo$nikow
korzeniowych, tzw. ,laska pasterza” (shepherd's crook),
wynikajaca z depolaryzacji blony cytoplazmatycznej,
szybkich fluktuacji poziomu wewnatrzkomoérkowego
Ca** we wlosnikach (calcium spiking), przebudowy
cytoszkieletu wlosnika i tworzenia nici preinfekcyjnej
w zdeformowanym wlosniku [40, 66]. Bakterie schwy-
tane w kieszen powstalg w wyniku skrecenia wto$nika
namnazajg si¢ produkujac znaczng ilos¢ NE. Powoduja
miejscowa hydrolize $ciany i wpuklenie btony komér-
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kowej, co inicjuje powstanie nici infekcyjnej (IT, infec-
tion thread) — rurkowatej struktury pochodzenia roslin-
nego wypelniong dzielacymi sie bakteriami [28]. Ni¢
infekcyjna poczatkowo rozwija si¢ w zainfekowanym
wlosniku korzeniowym, a nastepnie przemieszcza sie
poprzez kilka warstw komdrek kory korzenia. Bakterie
s3 uwalniane z nici infekcyjnej i przenoszone w pro-
cesie endocytozy do komorek powstatego zawigzka
brodawki korzeniowej (primordium) [28, 63]. W cza-
sie powstawania brodawki nast¢puje zahamowanie
aktywnosci systemu immunologicznego rosliny two-
rzacego reaktywne formy tlenu, nastepuja zaburzenia
przepltywu auksyn w korzeniach oraz indukcja genéw
roélinnych kodujacych noduliny, czyli biatka istotne we
wszystkich etapach symbiozy [28, 66]. Czynniki Nod
wplywaja rowniez na wyksztalcenie dojrzatego biofilmu
rizobiowego na korzeniach roélin bobowatych [27].

Opisano dwa gléwne typy infekcji roslin motyl-
kowatych wymagajace udzialu NF [20, 57]: zakazenie
poprzez wloéniki korzeniowe, ktére zachodzi zwy-
kle u roélin klimatu umiarkowanego oraz penetracja
korzenia rosliny w wyniku miedzykomorkowej infek-
cji w miejscu uszkodzenia epidermy (crack entry), np.
w miejscu powstawania korzenia bocznego u tropikal-
nych roslin motylkowatych (Sesbania rostrata, Neptu-
nia sp.). Ten mechanizm infekcji jest uwazany za star-
szy ewolucyjnie [82]. Wyjatek stanowi wodna roslina
motylkowata Aeschynomene afraspera zakazana przez
szczep Bradyrhizobium sp. ORS278, w ktdrej zaobser-
wowano infekcje niezalezna od NF i bez tworzenia nici
infekcyjnej, co uznano za najstarszy ewolucyjnie typ
infekeji [33] [Rys. 1].

3.3. Typy brodawek korzeniowych

Czynniki Nod aktywujg komorki kory korzenia do
podzialéw i tworzenia zawigzka brodawki (nodule pri-
mordium), ktory lokalizuje sie ponizej miejsca infekcji
bakteryjnej i daje poczatek funkcjonalnej brodawce
[62]. Pod wzgledem morfologicznym i anatomicznym
wyrézniamy dwa gléwne typy brodawek: zdetermi-
nowane i niezdeterminowane, rézniace si¢ trwaloscia
merystemow, oraz brodawki kolnierzykowate, dzie-
lace wlasnosci obydwu typéw brodawek [39, 87, 92].
W zaleznosci od gatunku rosliny gospodarza, brodawki
powstaja w wewnetrznej (brodawki niezdetermino-
wane) lub zewnetrznej korze korzenia (brodawki zde-
terminowane) [73]. Nici infekcyjne rosng w kierunku
zawigzka brodawki i po dotarciu do niego uwalniaja
rizobia w tzw. kropelkach infekcyjnych, w ktérych
bakterie przeksztalcaja si¢ w wigzace azot bakteroidy
[73]. Struktury powstate w podobnym do endocytozy
procesie, zawierajace jeden lub kilka bakteroidéw oto-
czonych btong peribakteroidalng pochodzenia roslin-
nego, sg nazywane symbiosomami i funkcjonuja jako
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organelle wigzace azot, zalezne od energii i zwigzkow
wegla dostarczanych przez rosliny [89] [Tabela I].
Brodawki niezdeterminowane charakteryzuja sie
trwalym dystalnym merystemem, ktérego ciagla
aktywnos¢ sprawia, Ze majg one ksztalt cylindryczny,
gradientowe strefy rozwojowe i zawierajg heterogenng
populacje endosymbiontéw [2, 28]. Za niezakazong
strefg merystematyczng (strefa I) znajdujg sie kolejno:
IT - strefa zakazania, w ktdrej rizobia s3 uwalniane z nici
infekcyjnych do komorek roslinnych; II-IIT - strefa
przejsciowa, gdzie komorki rodlinne zawierajace bak-
teroidy osiagaja ostateczny stopien zréznicowania;
III - strefa, w ktorej dojrzate symbiosomy aktywnie
wigzg azot; strefa IV — w ktorej terminalnie wyr6zni-
cowane i niewigzace azotu bakteroidy oraz komorki
rodlinne s3 degradowane. Wyrdznia si¢ takze strefe V
- saprofityczng, gdzie obumarte komorki roslinne sa
kolonizowane przez pateczkowate rizobia pochodzace
gltéwnie z nici infekcyjnych. Te bakterie wracajg do
saprofitycznego bytowania w glebie [88, 90, 98].
Brodawki zdeterminowane nie wyksztalcaja trwa-
tego merystemu, majg ksztalt kulisty i nie wykazuja gra-
dientu rozwojowego. Réznicowanie si¢ zainfekowanych
komorek gospodarza jest synchroniczne i dojrzale bro-
dawki zawieraja komorki symbiotyczne z homogenna
populacja bakteroidow wigzacych azot. Bakteroidy nie
tracg swojej zywotnosci i sg zdolne do rozmnazania
po degradacji brodawki [62]. W obu typach brodawek
wzrost i réznicowanie zainfekowanych komorek roslin-
nych skutkuje wzrostem brodawki. W brodawkach nie-
zdeterminowanych powstaja ekstremalnie powigkszone
komorki symbiotyczne, poliploidalne na skutek powta-
rzajacych sie cykli endoreduplikacji genomu [85].
Wewnatrz brodawek rizobia ulegaja fizjologicznemu
i morfologicznemu réznicowaniu w wigzace azot bak-
teroidy. Wielkos¢ i ksztalt bakteroidow zaleza glow-
nie od roéliny oraz, w pewnym stopniu, od genotypu
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rizobidéw [62, 65]. W przypadku niektérych gatunkow
roélin motylkowatych, takich jak koniczyna (Trifolium
spp.), wyka (Vicia spp.) czy lucerna (Medicago sativa),
zroznicowanie bakteroidow jest terminalne, co jest spo-
wodowane ekstremalnym zwielokrotnieniem genomu
i zahamowaniem podzialu bakterii [67]. Mozliwos¢
rozwoju nastepnych wiazacych azot bakteroidow oraz
populacji glebowej zakazajacej kolejne pokolenia roélin
zalezy od rizobidw zasiedlajacych brodawke, zlokali-
zowanych w niciach infekcyjnych, ktére nie zostaly
zroznicowane do bakteroidow [67, 88]. W gatunkach
takich jak groch (Pisum sativum), soja (Glycine max)
czy komonica (Lotus sp.), tworzacych brodawki zdeter-
minowane, wielkos¢, ksztalt i zywotno$¢ bakteroiddéw
jest zblizona do wolno zyjacych rizobiéw. Genomy tych
komorek symbiotycznych nie s zwielokrotnione i bak-
terie moga ulega¢ normalnym podzialom komorko-
wym, gdy znajda si¢ poza brodawka [67, 88] (Tab. I).
Ostatnie badania sugerujg, ze nieodwracalne réz-
nicowanie bakteroidéw jest charakterystyczne tylko
dla bobowatych z grupy IRLC (inverted-repeat-lacking
clade) i nie zalezy od typu brodawek [48]. W modelu
Medicago truncatula wykazano, ze ostateczne rdézni-
cowanie bakteroidéw jest wymuszane przez bialtka
rodlinne specyficzne dla brodawek, bogate w cysteine
(NCR, nodule-specific cysteine-rich peptides) [39, 90].
W genomie Medicago truncatula zidentyfikowano
ponad 600 genéw dla NCR, ktére wykazuja niewiel-
kie wzajemne podobienstwo sekwencji nukleotydowej,
lecz zawsze majg sze$¢ cystein w 160 aminokwasowym
peptydzie, N-koncowa sekwencje sygnalng potrzebna
dla transportu peptydu do symbiosomu oraz wigzanie
dwusiarczkowe migedzy cysteinami. Geny dla NCR ule-
gaja ekspresji tylko w czasie symbiozy, a peptydy zostaly
zidentyfikowane w bakteroidach [39, 61]. NCR maja
wlasciwosci podobne do przeciwbakteryjnych defen-
syn, blokujacych podzialy komérek bakteryjnych, co

Tabela I
Charakterystyka brodawek korzeniowych tworzonych w symbiozie rizobiéw z roélinami bobowatymi

Brodawki o nietrwalym merystemie
(zdeterminowane)

Brodawki o trwalym merystemie
(niezdeterminowane)

Rosliny bobowate (Fabaceae)
komonica (Lotus japonicus)

soja (Glycine max), fasola (Phaseolus vulgaris),

lucerna (Medicago sativa), groch (Pisum sativum),
koniczyna (Trifolium sp.), wyka (Vicia sp.)

Mikrosymbionty Bradyrhizobium sp., R. phaseoli, R. etli, M. loti E. meliloti, R. leguminosarum bv. viciae, bv. trifolii
Ksztalt brodawki kulisty cylindryczny/rozgaleziony

Miej sce ,poczqtk’owych kora zewnetrzna lub $rodkowa korzenia kora wewnetrzna

podziatéw komdrkowych

Transport zwigzkéw N ureidy

amidy

Bakteroidy pateczka wielkosci (1-2 pm), powigkszone (5-10 um), rozgaltezione
Zawart?sc DNA, . 1C/2C poliploid, §rednio 24C

w komorkach roéliny

Terminalne réznicowanie nie tak

Zdolnos¢ do rozmnazania wysoka niska
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jest przyczyna endoreduplikacji genomu i zmiany
ksztaltu bakteroidow. Eksperymenty in vitro z izolowa-
nymi NCR potwierdzily ich kluczowa role w réznico-
waniu bakteroidéw oraz ich aktywno$¢ antybakteryjna
[39, 90]. Geny kodujace bialka NCR wystepuja réwniez
w innych motylkowatych z grupy IRLC, tworzacych
terminalnie zréznicowane bakteroidy, natomiast nie
wykryto ich w roélinnych gospodarzach, w ktérych
nie dochodzi do ostatecznego zréznicowania bakte-
roidéw [1, 48]. W rizobiach, za transport peptydow
NCR kontrolujacych réznicowanie i przetrwanie bak-
teroidow wewnatrz komorek roslinnych, odpowiadaja
transportery ABC, takie jak bialko BacA, ktdre wyste-
puje tylko w rizobiach infekujacych motylkowate typu
IRLC [32, 63]. BacA prawdopodobnie pelni takze funk-
cje ochronng w stosunku do rizobidéw redukujac anty-
bakteryjne dzialanie peptydéw NCR [39]. Wprawdzie
trudno zrozumie¢, dlaczego niektére rosliny bobowate
wyksztalcily mechanizm terminalnego réznicowania
wigzacych azot bakteroiddw, ale stwierdzono, ze ten
typ bakteroidow bardziej wydajnie wiaze azot niz bak-
teroidy terminalnie niezréznicowane [67].

4. Wiazanie azotu

Redukcja azotu czgsteczkowego N, do amoniaku jest
gltéwna funkcja rizobiéw w symbiozie. Bakterie, ktore
ukonczyly program réznicowania i zostaly zamkniete
wewnatrz blony funkcjonalnego symbiosomu, znajduja
sie w srodowisku mikroaerofilnym, w ktérym zacho-
dzi indukowana ekspresja genow kodujacych enzymy
kompleksu nitrogenazy, ktory jest odpowiedzialny za
proces wigzania azotu [45]. Srodowisko mikroaerofilne
jest tworzone w wyniku dziatania kilku mechanizméw.
W komorkach brodawki przepuszczalno$é bton komor-
kowych jest kontrolowana przez bariere dyfuzyjna dla
tlenu, regulowang przez wrazliwy na tlen dwuskladni-
kowy system bialtek FixJ-FixL, ktore kontrolujg ekspre-
sje NifA, gléwnego regulatora procesu wigzania azotu
[19, 32]. Z kolei dzigki wysokiej ekspresji roslinnych
genéw dla leghemoglobiny, stanowigcej nawet 25%
bialek rozpuszczalnych w komdrkach brodawki, steze-
nie O, w strefie wigzania azotu utrzymuje si¢ na pozio-
mie od 3 do 22nM [32, 68]. W ochronie nitrogenazy
przed tlenem wazna jest rdwniez struktura brodawki,
a zwlaszcza warstwa ciasno upakowanych komorek
kory stanowigcych powierzchnie brodawki, ktéra two-
rzy bariere dla dyfuzji tlenu i chroni bakteroidy zloka-
lizowane w strefie centralnej [19].

W procesie wigzania azotu, czasteczkowy N, jest
redukowany w wielokrotnych reakcjach transferu elek-
tronow w kompleksie nitrogenazy, w wyniku ktérych
powstaje amoniak i jest uwalniany wodor [95]. Bakte-
ryjny kompleks nitrogenazy katalizuje reakcje:
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N,+8e +16 MgATP+8 H"*>2NH, +H, +

+16 MgADP +P,

Rizobia zawieraja najbardziej powszechng forme
nitrogenazy — nitrogenaze molibdenowg. Mo-nitroge-
naza ma dwie niekorzystne wlasciwos$ci: duze wyma-
gania energetyczne z minimalng stechiometrig 16 moli
ATP na kazdg zredukowang czasteczke N, oraz bardzo
duza wrazliwo$¢ na tlen, ktdra stoi w sprzecznosci ze $ci-
$le tlenowym metabolizmem rizobiéw [57]. Kompleks
nitrogenazy jest ztozony z dwoch gléwnych funkcjo-
nalnych podjednostek: reduktazy dinitrogenazy NifH
(bialko Fe, azoferredoksyna) o masie czasteczkowej ok.
60 kDa oraz dinitrogenazy NifD/NifK, heterotetrame-
rycznego biatka (biatko Mo-Fe, molibdoferredoksyna)
o masie czgsteczkowej ok. 240 kDa [79]. Do ekspresji
i aktywnosci nitrogenazy wymagana jest ponadto
obecnos¢ kilkunastu bialek, kodowanych przez geny
nif tworzace kilka operonéw [19, 57, 99]. Dla poréwna-
nia, u wolno zyjacych diazotroféw Klebsiella pneumo-
niae aktywnos¢ nitrogenazy zalezy od grupy 20 gendw,
w S. meliloti i R. leguminosarum bv. viciae, poza struk-
turalnymi genami kodujacymi reduktaze dinitrogenazy
(nifH) 1 dinitrogenaze (nifDK), do istotnych genéw nif
naleza: nifEN, nifB, kodujace odpowiednio prekursor
Fe-S i kofaktor Fe-Mo, oraz regulatorowy gen nifA [19,
57]. Dodatkowo, w symbiotyczne wigzanie azotu w rizo-
biach sa zaangazowane geny fix (fixation), m.in. fixL,
fix] oraz fixK, kodujace dwuskladnikowy system regu-
latorowy FixL/Fix] oraz regulatorowe biatko FixK [4].

Symbiotyczne wigzanie azotu jest mutualistycz-
nym zwigzkiem mig¢dzy bakterig i roéling [97], w kto-
rym wysoka aktywno$¢ nitrogenazy utrzymuje sie
poprzez zapewnienie bakteroidom odpowiedniego
stezenia tlenu i stalego Zrédla energii w formie kwa-
sow dikarboksylowych pochodzacych z fotosyntezy [32,
74]. Produktem metabolicznym reakcji katalizowanej
przez nitrogenaze jest amoniak, ktdry jest dostarczany
roélinie zardwno bezposrednio przez kanaly amonowe
w blonie komoérek roslinnych, jak i posrednio, w formie
aminokwasow: alaniny, glutaminy i glutaminianu syn-
tetyzowanych przez enzymy bakteryjne. W brodawkach
zdeterminowanych duze, zainfekowane bakteriami
komorki roslinne sasiadujg z malymi, niezakazonymi
komorkami wyspecjalizowanymi w dalszej asymilacji
azotu, poprzez konwersje aminokwaséw do ureiddow,
ktdre sg eksportowane z brodawki do rosliny [32, 97].

5. Genomy rizobiow

Ryzosfera roélin jest dynamicznym $rodowiskiem,
w ktérym dystrybucja zasobéw zmienia si¢ w czasie
i przestrzeni, a korzenie roélin, poprzez wydzielanie
réznorodnych zwigzkéw (aminokwaséw, biatek, kwasow
organicznych, cukréw, witamin, zwigzkéw aromatycz-
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nych i innych metabolitéw wtornych), wywierajg silng
presje selekcyjng i maja duzy wplyw na rozwdj i funkcjo-
nowanie mikroorganizméw glebowych [7]. Rizobia, jako
bakterie glebowe, musza by¢ dobrze przystosowane do
zmiennego srodowiska, gdzie zaréwno zwigzki odzyw-
cze, zawartos¢ tlenu, jak i réznorodne czynniki stre-
sowe bezposrednio wplywaja na ich wzrost. Potencjat
adaptacyjny rizobiow jest znacznie zwiekszony dzieki
duzym, wieloczesciowym genomom, typowym réwniez
dla innych glebowych a-proteobakterii [22, 46]. Wielo-
replikonowa struktura genomu, w ktérym informacja
genetyczna jest podzielona pomiedzy rézne replikony,
wydaje si¢ by¢ korzystna dla bakterii. Jedng z korzysci
wynikajacych z takiej organizacji genomow moze by¢
krotszy czas replikacji calego genomu, co pozwala na
utrzymanie wigkszego genomu przy zachowaniu wyso-
kiego tempa podziatéw komodrkowych [21, 37].
Genomy rizobiéw zwykle skiadaja si¢ z jednego
duzego chromosomu i roznej liczby plazmidow, ktorych
wielko$¢ waha sie od kilku kpz do ponad 2 Mpz [3, 30,
34, 35, 77, 100]. Wyjatkiem sa wolno rosnace bradyri-
zobia: np. nie wykryto replikonéw pozachromosomal-
nych w Bradyrhizobium japonicum USDA110, ktéry ma
najwiekszy sposrod zsekwencjonowanych genomow
rizobiowych (ok. 9,1 Mpz). Podczas gdy wolno rosnace
bradyrizobia nie majg plazmidéw, w genomach szybko
rosnacych rizobiéw sa one powszechne i moga stano-
wi¢ od 30% do niemal 50% wielkosci genomu [54, 58].
Genomy blisko spokrewnionych gatunkéw R. etli oraz
R. leguminosarum bv. trifolii i bv. viciae maja podobna
organizacje i skladaja si¢ z chromosomu oraz kilku
duzych plazmidéw [35, 77, 100]. R. etli CFN42 ma sze$¢
plazmidéw o wielkosci od 184 kpz do 643 kpz. R. legu-
minosarum bv. viciae 3841 ma réwniez sze$¢ plazmidow
o wielkosci 151 kpz — 870 kpz [100]. Podobng strukture
genomowa maja zsekwencjonowane szczepy R. legumi-
nosarum bv. trifolii WSM1325 oraz WSM2304 [77].
Kompletne sekwencje genomowe rizobiéw wyka-
zaly, ze genomy rizobi6éw sa zlozone z elementéw rdze-
niowych (core) i dodatkowych (accessory) [14, 41, 51,
100]. Chromosomy stanowig stabilny rdzen genomu,
zawierajacy glownie geny podstawowego metabolizmu
(housekeeping genes) niezbedne do funkcjonowania
komorki bakteryjnej. Replikony te sa konserwowane
pod wzgledem zawartosci gendw (syntenia), a w blisko
spokrewnionych gatunkach zachowywany jest rowniez
uklad genéw (kolinearnos¢) [49, 50]. Plazmidy, prze-
ciwnie do chromosomu, sg zréznicowane, zaréwno pod
wzgledem liczby i wielkosci replikondw, jak i zawartosci
genow w poszczegolnych replikonach. Niosg one gtow-
nie geny dodatkowe, czgsto nieistotne dla przezywa-
nia komorek, kodujace m.in. systemy transportu oraz
liczne szlaki kataboliczne, przyczyniajace si¢ do ada-
ptacji bakterii do réznorodnego i zmiennego $rodowi-
ska glebowego. Plazmidy symbiotyczne s3 wyposazone
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w geny odpowiedzialne za brodawkowanie i wigzanie
azotu, lecz nie s3 istotne dla podstawowego metabo-
lizmu komorek [30, 35, 100].

6. Chromidy i megaplazmidy

Wigkszos$¢ gendw rdzeniowych istotnych dla prze-
zywania komorek lokalizuje si¢ w chromosomie, tylko
niektére z nich zidentyfikowano w plazmidach rizo-
biow. Takie replikony plazmidowe, niezbedne dla wzro-
stu bakterii i zawierajace cechy zaréwno plazmidow jak
i chromosomow, nazwano chromidami lub ,,chromo-
somami dodatkowymi” [41, 51]. Chromidy s3 czgsto
wigksze od plazmidow wspotwystepujacych w komoree,
ale znacznie mniejsze od chromosomu. Uwaza si¢ je za
elementy genetyczne specyficzne dla rodzaju (mogace
wplywaé na rdznice miedzygatunkowe w obrebie
rodzaju) i starsze ewolucyjnie niz megaplazmidy. Sktad
nukleotydowy chromidoéw, jak réwniez czestosé wyko-
rzystywania kodonéw (codon usage) w zlokalizowanych
na nich sekwencjach kodujacych sg zblizone do chro-
mosomu, podczas gdy systemy replikacji i partycji sa
typu plazmidowego [41]. Chromidy wykazuja takze
wysoka zmienno$¢ genetyczng, ktora wynika glownie
z malej liczby genow metabolizmu podstawowego zlo-
kalizowanych w tych replikonach [29].

Petersen i wsp. [72] zdefiniowali chromidy, ktére
moga by¢ wyeliminowane z komorki w warunkach
laboratoryjnych, lecz s3 niezbedne do przezycia w $ro-
dowisku naturalnym, jako istotne sensu lato. Chro-
midy, ktorych nie mozna wyeliminowa¢ ze wzgledu na
obecno$¢ przynajmniej jednego genu z uniwersalnego
minimalnego zestawu gendw sg istotne sensu stricto.
Podobnie, Dziewit i wsp. [21] sklasyfikowali chromidy
bakteryjne do dwdch typéw: chromidy gléwne (pod-
stawowe, primary), niezbedne do utrzymania przy
zyciu gospodarza bakteryjnego, oraz chromidy wtdérne
(drugorzedne, secondary), ktdre sa niezbedne wytacz-
nie w pewnych warunkach $rodowiskowych i ktore sg
prawdopodobnie ewolucyjnie mlodsze.

Przyktadami chromidéw w genomach rizobiow sg
dwa najwigksze plazmidy R. leguminosarum bv. viciae
- pRL121ipRL11, o wysokiej zawartosci G+C, zblizonej
do chromosomu, zawierajace niektore geny rdzeniowe
genomu. Blisko spokrewnione z nimi replikony z niemal
identycznymi systemami replikacyjnymi wykryto takze
w innych zsekwencjonowanych genomach R. legumino-
sarum WSM1325 i WSM2304, R. etli CFN42, CIAT 625
i Miml1 [41, 58]. Cechy chromidéw majg réwniez
mniejsze replikony, takie jak pRL9 oraz p42b [41].

Plazmidy i chromidy a-proteobakterii zwykle zawie-
raja systemy replikacji i partycji typu repABC [5, 54,
55, 56, 58]. Systemy replikacyjne typu repABC znajduja
sie takze w niektérych chromosomach drugorzedowych
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rizobiéw i innych bakterii glebowych [29, 72, 100].
Szczegolng cechy replikonow repABC jest polaczenie
funkeji replikacji i segregacji w obrebie jednej kasety
[14, 58, 59]. W tego typu replikonach wszystkie ele-
menty zaangazowane zarowno w replikacje, partycje
oraz niezgodno$¢ plazmidéw wystepuja w obrebie poje-
dynczej jednostki transkrypcyjnej — operonu repABC.
Operon repABC sklada si¢ z trzech genéw, ulokowa-
nych zawsze w tej samej kolejnosci, kodujacych biatka
(RepA, RepB i RepC) oraz genu kodujacego maly
antysensowny RNA (ctRNA), ktory jest zlokalizowany
w regionie miedzygenowym repB-repC i transkrybo-
wany w kierunku przeciwnym do kierunku transkrypcji
gendw repABC [94]. Biatko RepC jest istotne dla inicja-
cji replikacji plazmidoéw [5, 34, 55, 56, 58].

Na megaplazmidach rizobiéw zlokalizowane sg
zwykle geny odpowiedzialne za interakcje symbio-
tyczne z roslinami motylkowatymi (tzw. plazmidy
symbiotyczne — pSym); tylko w niektérych gatunkach
geny te tworza tzw. wyspy symbiotyczne (GI, genomic
island), lub tez sg rozproszone w genomie [23, 24, 25,
30]. W Rhizobium spp. wigkszo$¢ gendw symbiotycz-
nych znajduje si¢ w plazmidach, podczas gdy w Meso-
rhizobium loti geny odpowiedzialne za symbioze tworza
wyspe genomowg o wielkosci ok. 500 kpz [84]. W S. fre-
dii NGR234 operony nif i nod sg zlokalizowane w plaz-
midzie, za§ geny fix w chromosomie [25]. Regiony
symbiotyczne genomoéw bakterii rzedu Rhizobiales sg
strukturami mozaikowatymi, ktére ulegaly czestym
rekombinacjom, horyzontalnemu transferowi i trans-
pozyciji [8, 14, 25, 59]. Poza pSym, inne cz¢sci genomow
rizobiowych, szczegdlnie plazmidy niesymbiotyczne,
moga wplywaé na wydajnos¢ symbiotyczng bakterii,
kodujac dodatkowe czynniki, takie jak biatka i polisa-
charydy powierzchniowe komorki, ktére wplywaja na
konkurencyjno$¢ i poziom wigzania azotu [49, 53, 83].

W replikonach pozachromosomalnych rizobiow
zidentyfikowano geny zaangazowane w chemotaksje,
transport metabolitow, asymilacje réznych zrodel wegla,
biosynteze witamin, takich jak biotyna, tiamina czy
pantotenian, synteze bakteriocyn, melaniny, synteze
autoinduktoréw quorum sensing, systeméw modyfika-
cji-restrykeji oraz biatek opiekunczych [18, 20, 39, 58].

Replikony pozachromosomalne mogg istotnie przy-
czynia¢ si¢ do ksztaltowania fenotypu calego gatunku,
ktorego genomy tworza tzw. pangenom [6, 53]. Koncep-
cja pangenomu powstata dla zaznaczenia istotnosci rdz-
nic miedzy genomami poszczegélnych szczepow, ktore
wspOlnie ksztaltujg gatunek [29, 86]. W pangenomie
mozna wyrozni¢ ,genom rdzeniowy” obejmujacy te
geny, ktore wystepowaly we wszystkich zsekwencjono-
wanych szczepach danego gatunku oraz ,,genom dodat-
kowy” reprezentujgcy wszystkie pozostale geny obecne
w pewnych, ale nie wszystkich badanych szczepach,
a takze geny specyficzne dla danego szczepu [6, 72, 86].
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Wielkos¢ pangenomu prawdopodobnie odzwierciedla
roznice w niszach ekologicznych i stylu zycia poszcze-

gblnych gatunkow [6].

7. Plastycznoé¢ genomow rizobiow

Rizobia mogg wlaczaé do swoich genomdw dodat-
kowe elementy genetyczne m.in. w wyniku horyzon-
talnego transferu genow (HGT, horizontal gene trans-
fer), co wplywa zaréwno na stabilno$¢ ewolucyjna
genomu wymagang do utrzymania podstawowych
funkcji komorki, jak i na jego plastyczno$¢ potrzebna
do szybkiej adaptacji do nowych nisz [23, 25]. Obcy
DNA jest pobierany za posrednictwem plazmiddw,
fagow lub ruchomych elementdw genetycznych, takich
jak transpozony, czy wyspy genomowe. Wyspy geno-
mowe s3 rozpoznawane w genomie ze wzgledu na
odmienny sklad zasad (zawartos¢ G+C) w poréwnaniu
do genomu gospodarza, jak réwniez odmienng czesto$¢
wykorzystywania kodonéw [34, 35]. Obecnos¢ w geno-
mach DNA pochodzacego z innych bakterii, nazywana
mozaikowatoscig genomu, uwidacznia zlozonos¢ ich
historii ewolucyjnej [35].

Plastyczno$¢ i niestabilnos¢ genomoéw rizobiowych
wynika ponadto z obecnosci powtorzonych sekwencji
DNA oraz zlozonej organizacji genomoéw. Profile plaz-
midowe rizobiow sg stosunkowo state, jednakze moga
zachodzi¢ trudne do obserwacji, czgsciowe delecje plaz-
midow, przypadki rekombinacji i rearanzacji plazmi-
doéw, co moze z kolei pociagac za sobg zmiany w meta-
bolizmie bakterii [60]. Dowodem znacznej zmiennosci
i rearanzacji plazmiddow jest obecno$¢ calych kontigow
podobnych gendéw w replikonach plazmidowych w spo-
krewnionych gatunkach bakterii [49, 50, 53]. Mimo
znaczne] plastycznosci genomoéw rizobiow, zaobser-
wowano rownocze$nie wzglednie wysoka stabilnosé¢
regionow symbiotycznych [58].

Zaproponowano kilka hipotez, ktére probuja uzasad-
ni¢ zalety wystepowania wieloreplikonowych genomow:
1) podzial genomu moze wplywaé na skrocenie czasu
replikacji i tym samym potencjalnie umozliwia¢ szybszy
wzrost komorek; 2) wieloczg$ciowe genomy moga uta-
twia¢ kontrole tzw. dawki genu i poziomu jego ekspre-
sji; 3) moga umozliwia¢ dalszg ekspansje genomu, gdy
chromosom osigga swoja maksymalna wielko$¢, lokujac
cze$¢ materiatu genetycznego w plazmidach [17]. Wie-
locze$ciowe genomy umozliwiajg podzial funkcjonalny
genéw pomiedzy poszczegdlne replikony, co jest szcze-
gblnie widoczne w bakteriach, ktére wchodza w interak-
cje z organizmem gospodarza [17]. Geny kodujace cechy
adaptacyjne znajdujg si¢ w genomach bakteryjnych
gltéwnie w tzw. strefach plastycznosci, ktére zawieraja
elementy mobilne i s3g wysoce zmienne w poszczegol-
nych szczepach. Dzieki fizycznemu oddzieleniu genéw
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podstawowego metabolizmu (chromosom) od genéw
zaangazowanych w interakcje z otaczajgcym $rodowi-
skiem (plazmidy), poziom zmian ewolucyjnych genéw
adaptacyjnych moze by¢ zwiekszony w istotny sposéb,
co prawdopodobnie wyjasnia sukces ewolucyjny wielu
gatunkow a-proteobakterii [22].

8. Podsumowanie

Symbioza roslin bobowatych z rizobiami, w ktdrej
bakterie redukujg azot atmosferyczny, ma duze znacze-
nie ekologiczne i rolnicze; pozwala na znaczne zredu-
kowanie ilo$ci nawozéw azotowych w uprawach roélin
waznych dla gospodarki i jest przyjazna dla srodowiska.
W przedstawionym przegladzie literatury, obok opisu
kolejnych etapow rozwoju symbiozy, chcielismy zwrdcié
szczegolna uwage na nowe odkrycia, jakimi sg:

1) identyfikacja mikrosymbiontéw nalezacych do klasy
B-proteobakterii wigzacych wydajnie azot;

2) opisanie rizobiow, ktére nie wymagaja do inicjacji
symbiozy czynnika Nod;

3) odkrycie duzej klasy roslinnych, bogatych w cyste-
ine peptydéw antybakteryjnych NCR, decydujacych
o terminalnym zréznicowaniu bakteroidéw tworzo-
nych przez roéliny z grupy IRLC;

4) poznanie mechanizmu dzialania bakteryjnego EPS
na inicjacje symbiozy poprzez specyficzny recep-
tor typu kinazy LysM. To ostatnie odkrycie stanowi
wazng perspektywe dla zrozumienia roli polisacha-
rydow w transmisji sygnatéw komorkowych w wielu
procesach, nie tylko w bakteriach.

Druga czes$¢ artykutu dotyczy genetycznych uwa-
runkowan symbiozy. Genomy rizobidéw sg duze i zwy-
kle podzielone na kilka replikonéw: chromosom i duze
plazmidy, w tym plazmidy o cechach chromosomédw,
nazwane chromidami. Megaplazmidy, dzigki duzemu
tadunkowi genetycznemu wplywajg znaczaco nie tylko
na ksztaltowanie symbiozy, lecz takze na caly metabo-
lizm komorki. Ta zréznicowana architektura geno-
moéw rizobiow, zwlaszcza plastycznosé plazmidow,
przyczynila si¢ do zwigkszenia zdolnos$ci adaptacyj-
nych rizobiéw w zmiennym $rodowisku glebowym, co
z kolei pozwolito na skuteczne konkurowanie z innymi
mikroorganizmami. Zwiekszone mozliwosci adapta-
cyjne rizobiow mogly przypuszczalnie doprowadzi¢
do rozszerzenia swoistoéci interakcji symbiotycznych
z partnerami roslinnymi, co jest korzystne zaréwno dla
srodowiska, jak i dla rolnictwa.
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1. Wprowadzenie. 2. Wyczuwanie liczebnosci jako sposob komunikowania si¢ bakterii. 3. Organiczne inhibitory QS. 3.1. Inhibitory
rodlinne. 3.2. Inhibitory pochodzenia zwierzecego. 3.3. Inhibitory produkowane przez bakterie. 4. Hamowanie QS przez nanoczastki.
5. Uwagi konicowe

Inhibitors of bacterial quorum sensing systems and their role as potential therapeutics

Abstact: Quorum sensing (QS) is a commonly used way of cell-to-cell communication which plays a role in the regulation of gene
expression and, therefore, controls bacterial social behavior and pathogenicity. The inhibition of QS, called quorum quenching (QQ), is
considered as a promising strategy to combat bacterial infections without severe influence on bacterial survival. To date, several anti-QS
approaches have been documented. In this article, two groups of potent QS inhibitors are described: 1) natural, organic compounds isolated
from plants, animals and bacteria and 2) various types of nanoparticles. The ability of the sublethal concentration of these compounds to
inhibit QS autoinducers synthesis as well as various steps of QS-regulated cellular response, and thus virulent traits of bacterial pathogens
such as biofilm development, are discussed. QS inhibitors can constitute the promising future alternative to antibiotics, especially since
until now, the development of bacterial resistance to neither group of these compounds has been reported.

1. Introduction. 2. Quorum sensing as a system of bacterial communication. 3. Organic inhibitors of QS. 3.1. Plant compounds.

3.2. Inhibitors of animal origin. 3.3. Inhibitors synthesized by bacteria. 4. QS inhibition by nanoparticles. 5. Concluding remarks

Stowa kluczowe: inhibitory organiczne, nanoczastki, wyczuwanie liczebnoéci, znaczenie terapeutyczne

Key words:

organic inhibitors, nanoparticles, quorum sensing, therapeutic potential

1. Wprowadzenie

Rozprzestrzeniajaca si¢ opornos¢ bakterii na anty-
biotyki i brak pojawiania si¢ na rynku nowych zwigz-
kéw tego typu zmuszaja do poszukiwania innych
substancji i opracowywania strategii antybakteryj-
nych [48, 53]. Duzy i dobrze udowodniony potencjat
antybakteryjny posiadajg zwiagzki organiczne, gloéw-
nie pochodzenia roslinnego [17] oraz nanoczastki,
zwlaszcza metali ciezkich i ich tlenkéw [63, 85]. Oba
wymienione czynniki wywierajg efekt plejotropowy na
komorki bakteryjne, a réznorodne cele i mechanizmy
ich dziatania w wielu wypadkach nie zostaly do konca
poznane. Do antybakteryjnej aktywnosci przyczynia
sie, miedzy innymi, zdolnos¢ tych zwigzkéw do zaha-
mowania systemu przekazywania sygnalu opartego na
wyczuwaniu liczebnosci, QS (quorum sensing), czesto
okreslane angielskim terminem quorum quenching, QQ.
Zjawisko QQ zachodzi w réznych srodowiskach, wia-
czajac wnetrze makroorganizmoéw. Z globalnych czyn-
nikéw majacych wplyw na ten proces nalezy wymieni¢
stopien uwodnienia $srodowiska, pH i temperature [7].
Ze wzgledu na olbrzymie znaczenie QS w fizjologii
komorek bakteryjnych, a co za tym idzie adaptacji do

réznych $rodowisk, zachowan zbiorowych (np. zdol-
nosci do tworzenia biofilmu), jak réwniez wirulencji
bakterii patogennych, mozliwosci zahamowania tej
drogi przekazywania sygnalu maja duze znaczenie
biologiczne, a w ostatnim czasie réwniez aplikacyjne.
Nalezy nadmieni¢, ze zwiazki hamujace QS wplywaja
na wirulencje bakterii, a nie ich podstawowe funkgje,
szczegOllnie jesli sg stosowane w w subletalnych steze-
niach [49]. W nastepnych rozdzialach pracy przedsta-
wiona zostanie krotka charakterystyka QS. Nastepnie
wymienione zostang organiczne inhibitory QS i rézne
rodzaje nanoczastek, w miare mozliwosci zostanie
podany mechanizm ich dzialania.

2. Wyczuwanie liczebnosci jako sposob
komunikowania si¢ bakterii

Bakterie wielu gatunkéw komunikujg sie ze soba,
wykorzystujac system wyczuwania liczebnosci [72].
Mechanizm QS zostal po raz pierwszy opisany pra-
wie 50 lat temu u morskiej bakterii, Vibrio fisheri
[71]. Od tego czasu ten sposob porozumiewania sie
komorek jest intensywnie badany, a uzyskane wyniki

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecz-
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byly przedmiotem ogromnej liczby publikacji, w tym
réwniez przegladowych [18, 27, 68, 89, 103]. Przekro-
czenie przez liczbe bakterii warto$ci progowej, réznej
dla réznych gatunkéw a nawet szczepow, i zaleznej
od srodowiska, przekltada si¢ na osiagniecie wartosci
progowej stezenia drobnoczasteczkowych substancji
sygnatowych - autoinduktoréw. Sygnatl ten odbierany
jest przez bakterie obecne w danym $rodowisku, co
skutkuje zmiang ekspresji gendw, w czym kluczowa
role odgrywaja regulatory transkrypcji. Liczba genéw
kontrolowanych przez QS jest duza, moze przekraczac
10% genomu [102]. Zgodnie z podzialem przedsta-
wionym w pracy Grandclément i wsp. [25], geny kon-
trolowane przez QS moga by¢ podzielone na 4 kate-
gorie funkcjonalne. Do pierwszej naleza niektore
geny kodujace funkcje konieczne do zycia i wzrostu
komorek, do drugiej geny rzadzace zachowaniem sie
komdrek w danym srodowisku, do trzeciej geny warun-
kujace horyzontalny transfer DNA, w koncu do czwartej
geny, ktorych ekspresja umozliwia interakcje z innymi
organizmami (np. przez syntez¢ czynnikéw wirulen-
¢ji). Postulowana jest takze dodatkowa rola QS, a mia-
nowicie jako sygnalu pozwalajgcego poszczegolnym
komoérkom na monitorowanie swojego umiejscowienia
w grupie [82]. Sposob komunikowania si¢ oparty na QS
jest powszechny wsrod organizméw zywych. Sygnaly
QS produkowane przez bakterie moga by¢ odbierane
nie tylko przez prokarionty. Na przykiad opisano ich
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percepcje przez drozdze Candida albicans [32], rosliny
z rodzaju Arabidopsis [66] oraz zwierzeta [35]. Mole-
kularne mechanizmy dzialania systeméw u poszcze-
golnych bakterii rdznig si¢ zaréwno chemiczng natura
autoinduktoréw, jak i sposobem wewngtrzkomor-
kowego przekazywania sygnaléw; rdéznice sg szcze-
golnie wyrazne miedzy bakteriami Gram-ujemnymi
a Gram-dodatnimi. Schematy sygnalizacji QS u tych
dwoch grup bakterii zostaly przedstawione na Rys. 1.
Do najlepiej poznanych nalezg systemy opisane u Pseu-
domonas aeruginosa: [73, 78], u Staphylococcus aureus
[11, 59], Staphylococcus epidermidis [101] i u bakterii
z rodzaju Vibrio [72].

Role czgsteczek sygnalowych u a-, - i y-pro-
teobakterii pelnig laktony N-acetylo-homoserynowe
(N-acetylhomoserine lactones, AHL) syntetyzowane
przez dodanie lancucha acylowego do czasteczki
S-adenozylo-metioniny — SAM [77]. Te czasteczki lub
ich pochodne, pelnig réwniez role autoinduktoréw
u archeondéw [109]. Prototypami sygnalizacji przy
udziale AHL s3 2 podobne systemy u P. aeruginosa: las,
w ktérym role autioinduktora petni 3-oxo-C12-AHL
a regulatorem transkrypcji jest LasR oraz rhl, gdzie
autoinduktorem jest C4-AHL a regulatorem RhIR [38].
Trzecig czasteczka sygnalowa funkcjonujacg w syste-
mach las, a szczegdlnie rhl, jest PQS - 2-heptyl-3-hy-
droxy-4(1H)-chinolon; czasteczka ta jest syntetyzowana
w poznej wykladniczej i wczesnej-stacjonarnej fazie
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Rys. 1. Przekazywanie sygnalu QS u bakterii Gram-dodatnich (A) i Gram-ujemnych (B)

A. Induktorami QS sg krotkie peptydy, ktore syntetyzowane w formie pre-peptydéw podlegaja modyfikacji (czesto cyklizacji) i eksporcie na zewnatrz
komorki za posrednictwem systemu transportu ABC (ang. ATP binding cassette). Czasteczki autoinduktordw, po osiagnieciu progowego stezenia w $ro-
dowisku, zostaja zwigzane przez bialka sensorowe o aktywnosci kinazowej. Po fosforylacyjnej aktywacji kinazy, grupa fosforanowa zostaje przekazana
na regulator transkrypcji, co skutkuje regulacja (najczesciej aktywacja) transkrypcji gendéw kontrolowanych przez QS. B. Induktorami QS s3 AHL i inne
zwigzki swobodnie dyfundujace zaréwno na zewnatrz, jak i do wnetrza komorki. Po przekroczeniu progowego stezenia w srodowisku czgsteczki sygna-
fowe wiaza sie z regulatorami transkrypcji o funkeji receptorowej. Powstaly kompleks induktor - regulator Iaczy si¢ z obszarem promotorowym genu, co
skutkuje regulacja transkrypcji. Na rysunku graficznie (tepo zakonczonymi liniami) zaznaczono kolejne etapy hamowane przez inhibitory QS: bakterie
Gram-dodatnie (A) 1 - modyfikacja pre-peptydow, 2 - transport czasteczek sygnatowych, 3 - wigzanie autoinduktoréw przez kinazy, 4 - fosforylacja
regulatora transkrypcji; bakterie Gram-ujemne (B), 5 - synteza autoinduktoréw, 6 i 7 — transport czasteczek sygnatowych, 8 — tworzenie kompleksu
induktor-regulator transkrypcji.
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wzrostu hodowli [80]. Liczne bakterie Gram-ujemne
i niektére Gram-dodatnie produkuja inny rodzaj cza-
steczek sygnalowych, znanych pod ogdlng nazwa AI-2,
a bedacych borowanymi tetrafuranami, nie u wszyst-
kich gatunkéw udowodniono jednak ich bezposrednia
role w komunikacji QS [79]. Z pozostalych czasteczek
sygnalowych nalezy wymieni¢ cyklopeptydy syntety-
zowane przez bakterie Gram-dodatnie [68] i pochodne
kwasow ttuszczowych lub aminokwaséw produkowane
przez niektore proteobakterie [28, 31].

3. Organiczne inhibitory QS

Liczba naturalnych i syntetycznych zwigzkéw ha-
mujacych QS dzialajagcych w sposéb mniej lub bar-
dziej specyficzny, jest bardzo duza [40]. Wedlug kla-
syfikacji podanej przez Bhardwaja i wsp. [4] kryteria,
ktére musi spelnia¢ idealny inhibitor sg nastepujace:
1) mala masa czgsteczkowa, 2) aktywnos$¢ skierowana
tylko przeciwko sygnalizacji QS, 3) brak toksycznosci
dla komoérek eukariotycznych, 4) brak interferencji
z podstawowymi procesami metabolicznymi komoérki,
co zmniejsza selekcyjng presje wywierang na bakte-
rie, a w konsekwencji obniza powstanie opornosci
na te zwigzki.

Inhibitory QS mogg interferowac z réznymi etapami
komunikacji QS [89]. Duza ich grupa hamuje synteze
autoinduktoréw lub ich prekursoréw. Szczegélnie
wiele z nich hamuje syntez¢ AHL, np. analogi SAM,
takie jak sinefungina [77] lub kwas indolo-3-octowy
hamujgcy syntetaze AHL [15]. Znane sg réwniez inhi-
bitory innych typéw autoinduktoréw. Enzym MTAN
(5°-methylthioadenosine/S-adenosinehomocysteine nuc-
leosidase) majacy aktywno$¢ nukleazy hamuje synteze
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 sa
miedzy innymi przez drugorzedowe metabolity pro-
dukowane przez grzyby [69]. Jeszcze inne inhibitory,
gléwnie enzymy lub przeciwciata, unieczynniaja a nawet
degraduja czasteczki induktoréw [41]. Na przyklad
AHL-laktonazy hydrolizujg laktony homoserynowe,
a oksydoreduktazy redukujg grupy karbonylowe lub
hydroksylowe [91], z kolei induktory zawierajace dlugie
tanicuchy acylowe degradowane sg przez AHL-acylazy
[34]. Udowodniono takze, ze monoklonalne przeciw-
ciala skutecznie inaktywuja induktory QS S. aureus [75]
i P. aeruginosa [74]. Osobna grupa inhibitoréw hamuje
zaréwno odbidr sygnatéw jak i inicjowang przez nie
odpowiedz transkrypcyjna komoérek. Odbywa sie to
zazwyczaj przez blokowanie receptoréw odbierajacych
sygnat od réznych autoinduktoréw. I tak, sygnalizacja
za posrednictwem acylowanych laktonéw homoseryny
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hamowana jest przez analogi tiolaktonéw [65], alkaloid
solanopsyne lub ekstrakty z kilku owocow, ziot i przy-
praw, np. gozdzikéw, ktorego gléwnym skladnikiem jest
eugenol nalezacy do grupy terpenow [36, 100]. Mecha-
nizm dzialania tych inhibitoréw polega na zablokowaniu
wigzania induktora z receptorem, cho¢ znane sg przy-
padki indukcji proteolitycznej degradacji kompleksu
induktor - receptor [59]. Przekazywanie sygnalu QS
przez inne rodzaje induktoréw, takie jak AI-2 lub PQS
moze by¢ réwniez zahamowane, odpowiednio przez
aldehyd cynamonowy [9] lub farnezol syntetyzowany
przez C. albicans [33]. Szczegdlnie podatne na inhibi-
cje jest przekazywanie sygnalu u bakterii Gram-dodat-
nich, ktdre zazwyczaj zachodzi przy udziale cyklicznych
peptydow i dwuskladnikowego systemu przekazywania
sygnalu, kinaza - regulator transkrypcji. Wykazano, ze
u S. aureus kinaza ArgC hamowana jest przez modyfi-
kowane (skrécone) peptydy, pochodne induktoréw pep-
tydowych, AIP (arg-signalling peptide) [59], natomiast
regulator transkrypcji ArgA przez niskoczasteczkowy
inhibitor, sawaryne (S. aureus virulence inhibitor) [97].

Tradycyjna izolacja inhibitoréw QS opiera si¢ na
selekcji organizmoéw (komorek, tkanek) lub przeszuki-
waniu bibliotek zwigzkéw chemicznych, czemu stuza
liczne metody zazwyczaj postugujace si¢ biosensorami.
Spis literatury dotyczacej tego zagadnienia zawarty jest
w pracy przegladowej [25]. Jako biosensory stosuje si¢
czgsto takie organizmy jak: (i) Chromobacterium vio-
laceum z wykorzystaniem jego zdolnoéci do QS-zale-
znej syntezy fioletowego barwnika — wiolaceiny [14],
(ii) Yersinia enterocolitica, gdzie monitoruje si¢ ruch
[3] lub (iii) P. aeruginosa, u ktérego mierzy si¢ synteze
barwnikéw np. piowerdyny [1]. Do monitorowania
aktywnosci QQ wykorzystuje si¢ takze zdolno$¢ bada-
nych zwigzkéw do hamowania tworzenia biofilméw
przez rézne gatunki mikroorganizméw [98]. Wszyst-
kie tradycyjne metody maja ograniczony zasi¢g (niska
przepustowo$¢) i dlatego obecnie do poszukiwania
inhibitoréw QS preferuje si¢ metod wysoko-przepu-
stowe. Przykladem jest metoda identyfikacji inhibito-
réw QS u bakterii Gram-dodatnich oparta na pomiarze
ekspresji genow kodujacych lucyferaze i genéw kodu-
jacych bialko zielonej fluorescencji bedacych pod kon-
trolag QS-zaleznego promotora arg [19]. Wysoko-prze-
pustowe metody pozwalaja na analize calych bibliotek
zlozonych z ogromnej liczby zwigzkéw. Za ich pomoca
zbadano 1,7 miliona zwigzkow, wsrod ktdrych ziden-
tyfikowano 12 zdolnych do inhibicji induktorow AI-2
u Vibrio harveyi [34]. Nalezy rowniez nadmieni¢, ze
poznanie struktury naturalnie wystepujacych inhibi-
toréw QS stwarza mozliwo$¢ chemicznej syntezy ich
analogow o jeszcze wigkszym potencjale anty-QS. Na
przyktad zsyntetyzowano, a nastepnie udowodniono
silng inhibicje QS przez peptydy tiolaktonowe bedace
analogami autoinduktorow S. aureus [58].
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Tabela I
Przyklady organicznych inhibitoréw QS

Pochodzenie Zwiazek Producent Hanowanie QS u: Pi$miennictwo
Rosliny Furanony Glon D. pulchna Ervinia carotovora [60]
Fluorokumaryny Grejfrut (owoce) Liczne gatunki [29]
Triterpenoidy Kasztan jadalny S. aureus [84]
Zwierzeta Metabolity wtorne | Koralowce, gabki P. aeruginosa [95]
Alkaloidy Mréwka ogniowa P aeruginosa [76]
Kwasy tluszczowe | Ryby morskie, dréb Vibrio harveyi [104]
Paraksonazy Cztowiek 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]

LAB - bakterie kwasu mlekowego (lactic acid bacteria). Szerszy opis w tekécie

Ponizej opisano niektoére z naturalnych, organicz-
nych inhibitoréw. Lista przykladowych zwiazkow
zostata réwniez przedstawiona w Tabeli I, gdzie podano
nazwy ich producentéw i gatunki bakterii, u ktérych
udowodniono hamowanie QS.

3.1. Inhibitory roslinne

Najwieksza grupa naturalnych inhibitoréw QS syn-
tetyzowana jest przez rosliny, zwlaszcza rodliny wyzsze.
Wisréd nich znajdujg si¢ gatunki lecznicze i jadalne,
co sprawia, ze roélinne zwigzki antagonistyczne uwa-
zane s3 za nietoksyczne lub o znikomej toksycznosci
[100]. Inhibitory izolowane sg ze wszystkich czesci
roélin: korzeni, todyg, lisci, owocow i nasion [23, 39,
46]. Najwigkszg ich grupe stanowig zwiazki cykliczne,
np. fenole i ich pochodne, choé znane sg takze zwigzki
niecykliczne np. organiczne zwigzki siarki [8]. Zwigzki
antagonistyczne izolowane z roslin zdolne s3 hamowa¢
sygnalizacje QS na wszystkich etapach opisanych w
poprzednim rozdziale. Najlepiej poznane sg furanony,
oryginalnie izolowane z morskiego glona Delisea pul-
chra. Wykazano, ze halogenowane furanony zdolne sg
do usuwania AHL z komorek E. coli nadprodukujacych
LuxR, przez co hamuja funkcje QS-zalezne, poza tym
zwiekszaja degradacje LuxR [60, 61]. Furanony oraz
zawarte w soku grejpfruta fluorokumaryny interferuja
takze z dziataniem induktoréw AI-1 i AI-2 [24, 29].
Ostatnio wykazano, Ze ekstrakt z lisci kasztana jadal-
nego zawierajacy pochodne kwaséw oleanolowego
i ursolowego interferuje z systemem Agr (accesory gene
regulator) S. aureus, ktory pelni zasadnicza role w funk-
cjonowaniu sygnalizacji QS u tej bakterii [84]. Stwier-
dzono, ze hamowanie QS moze by¢ pomocne w terapii
ostrych infekcji wywolywanych przez ten gatunek, ale
nie infekcji przewleklych zwigzanych z tworzeniem sie

biofilméw [50]. Inhibitory QS izolowane byly réwniez
z grzybow zyjacych w symbiozie z korzeniami roélin,
ich hamujace dzialanie polega na degradacji laktonow
homoserynowych [99]. Nalezy zaznaczy¢, ze niekiedy
hamujacy efekt inhibitoréw QS widoczny jest dopiero
w obecnosci dwoch i wigcej zwigzkow, jak na przyklad
w przypadku tacznego dzialania betonicyny, florido-
zydu i kwasu izotionowego izolowanych z glona Ahnfel-
tipsis flabelliformis [56].

3.2. Inhibitory QS pochodzenia zwierzecego

Stosunkowo niewiele inhibitoréw QS izolowano
ze zwierzat, te znane pochodzg zwlaszcza od organi-
zm6w morskich, w tym gltéwnie koralowcow, gabek,
myszowioléw i meduz. Wykazano miedzy innymi, ze
pochodne alkaloidéw izolowane z myszowioléw blo-
kujg ekspresje gendw indukowanych przez AHL u rdz-
nych bakterii [81]. Rdwniez wtorne metabolity syntety-
zowane przez gabke Luffariella variabilis maja zdolno$¢
do inhibicji QS [95]. Z innych zwierzat, nalezy wymie-
ni¢ mréwke ogniows, produkowany przez nig alkaloid
jest bardzo silnym inhibitorem QS u P. aeruginosa [76].
Jeszcze innymi inhibitorami QS sa paraksonazy pro-
dukowane przez cztowieka i inne kregowce, a to dzigki
swej zdolnosci do hydrolizy AHL [21]. Z kolei dtugo-
fanicuchowe kwasy ttuszczowe izolowane z mrozonych
ryb i drobiu zdolne s3 do hamowania induktoréw AI-2
u Vibrio harveyi [104].

3.3. Inhibitory produkowane przez bakterie

Inhibitory QS produkowane sg przez liczne gatunki
bakteryjne np. nalezace do rodzajéw Bacillus, Pseudo-
monas i Rhizobium [31]. Do najlepiej poznanych naleza
fenolo-etylamidy i cyklo-L-prolina-L-tyrozyna [79].
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Wykazano réwniez, ze indol, czgsteczka biorgca udziat
w przekazywaniu sygnatu miedzy licznymi gatunkami
bakterii, moze silnie zahamowa¢ QS u szczepdéw nie
majacych zdolnosci do jej produkcji, szczegdlnie jesli
autoinduktorami QS s3 AHL. Inhibicje QS przez indol
wykazano u P, aeruginosa [51], Chromobacterium vio-
laceum [30] oraz Acinetobacter oleivorans [45]. Udo-
wodniono, ze u tej ostatniej bakterii indol hamuje
prawidtowe sfaldowanie, a wigc przybranie wlasciwej
konformacji przez biatko AgsR, ktore jest regulatorem
transkrypcji [45]. Hamujaca aktywno$¢ indolu przy-
czynia si¢ do zmniejszenia zjadliwosci bakteryjnych
patogendw, co wyraza sie inhibicja tworzenia biofilmu
i syntezy kilku czynnikéw wirulencji [51]. Liczng grupa
czynnikéw QQ syntetyzowanych przez bakterie s3
enzymy degradujace induktory, w tym gléwnie laktony
homoserynowe. Enzymy te nalezg do czterech klas:
laktonazy, hydrolizujace pierscien laktonowy [109],
amidazy, zwane inaczej acylazami odcinajgce reszte
kwasow tluszczowych od pierscienia laktonowego [55],
reduktazy, degradujace tylko laktony zawierajace grupe
3-0x0, co zachodzi na drodze jej konwersji do grupy
hydroksylowej [5] oraz oksydazy cytochromowe [10].
Inne rodzaje induktoréw np. PQS u P, aeruginosa moga
by¢ rozkladane przez enzymy nalezace do grupy dio-
ksygenaz [83]. Enzymy QQ produkowane przez bak-
terie pelnig wazna biologicznie role, zaréwno w $rodo-
wisku, gdzie dzialaja hamujaco na wzrost konkurentéw
jak i podczas infekcji makroorganizméw [20].

4. Nanoczastki

3.1. Ogolna charakterystyka i antybakteryjne
dzialanie

Nanoczastki, NPs (nanoparticles) definiowane sg
jako skupiska atomow o $rednicy od 1 do 100 nm cha-
rakteryzujace sie¢ duzym stosunkiem powierzchni do
objetosci [85]. Réznorodnos¢ NPs jest bardzo duza,
jednak szczegdlne zainteresowanie skupione jest na
nanoczgstkach metali, a zwlaszcza srebra [105]. Poten-
cjal antybakteryjny NPs jest znaczny, generalizujac,
dzialajg silniej na bakterie Gram-ujemne niz Gram-
-dodatnie [44, 63]. Przykladami nanoczastek nieorga-
nicznych o duzym potencjale antybakteryjnym sa:
nanoczgstki srebra, zlota oraz tlenkéw tytanu, cynku,
zelaza, miedzi magnezu, aluminium i azotu. Z nano-
czastek organicznych nalezy wymieni¢ poli-e-lizyne,
czwartorzedowe sole amonowe, triklosan, 5-chloro-
-8-hydroksychinoliy, polimery organometaliczne, chi-
tosan i nanoczastki polikationowe. Z terapeutycznym
zastosowaniem nanoczgstek wigze sie duze nadzieje,
glownie ze wzgledu na fakt, ze s3 rowniez aktywne
wobec szczepdw opornych na antybiotyki. Jednak, jak
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dotad, uzywane sa gléwnie w higienie osobistej i lecze-
niu infekcji powierzchniowych. By¢ moze przyczyna
tego zjawiska lezy w nie do konca poznanym mechaniz-
mie ich dziatania na komorki bakteryjne, jak rowniez
w braku specyficzno$ci dziatania — opisano ich wplyw
takze na komorki eukariotyczne. W dodatku antybakte-
ryjne dzialanie NPs zalezy od bardzo wielu czynnikéw
zwigzanych zaréwno z ich fizykochemicznym charak-
terem, np. wielkoscia, ksztaltem, rodzajem odczynnika
stosowanego do sporzadzania zawiesin, jak i ze srodo-
wiskiem, np. obecnoécia tlenu, pH i temperaturg [27].

Uogolniajac, antybakteryjne dzialanie NPs opiera
sie na dwdch, niewykluczajacych si¢ sposobach: znisz-
czeniu struktury i zahamowaniu funkgji oston bakte-
ryjnych oraz indukowaniu tworzenia si¢ reaktywnych
form tlenu, ROS (reactive oxygen species) [6]. NPs
wigza sie elektrostatycznie z powierzchnig komdrek
bakteryjnych, co prowadzi do zmian potencjatu biono-
wego, depolaryzacji oston, a nawet przerwania ich inte-
gralnosci, a w konsekwencji do zaburzen transportu,
funkcjonowania fancucha oddechowego i ewentualnej
lizy komoérek. Z kolei produkcja ROS powoduje stres
oksydacyjny prowadzacy do uszkodzenia wszystkich
makromolekut i zahamowania wielu funkcji komoérko-
wych [70]. U E. coli obserwowano uszkodzenia DNA
prowadzace do $mierci komorki lub powstania mutacji,
co wigze sie z inhibicja dzialania systeméw naprawy
DNA [86], peroksydacje lipidow ostonowych skutku-
jacg zaburzeniami w funkcjonowaniu fanicucha odde-
chowego [62] oraz destrukcje bialek, glownie przez
oddzialywania z biatkami zawierajagcymi siarke [85].
U tej bakterii stwierdzono takze zahamowanie syntezy
i funkcji takich bialek jak poryny blony zewnetrznej,
OmpA i OmpC, oraz biatka szoku cieplnego IbpA
i IbpB [48, 57]. Na specjalne podkreslenie zastuguje
zdolno$¢ nanoczastek do hamowania tworzenia sig
biofilméw bakteryjnych, u podstaw czego lezy obni-
zenie adhezji komorek do kolonizowanej powierzchni
[42]. Obserwowano réwniez zmniejszenie zywotnosci
komorek w biofilmie [86]. Nanoczastki nie tylko cha-
rakteryzuja si¢ dziataniem antybakteryjnym, lecz réw-
niez zdolnoscig do synergistycznego oddzialywania
z antybiotykami, co prowadzi do spotegowania ich
aktywnosci i sprawia, ze antybiotyk moze by¢ skuteczny
wobec szczepu uznanego za oporny [64, 107].

Istnieje spora liczba doniesien literaturowych wska-
zujacych, ze rézne rodzaje nanoczastek zdolne sg do
hamowania QS, co skutkuje ich negatywnym wplywem
na funkcje kontrolowane przez ten system, takie jak
synteza czynnikow wirulencji i tworzenie biofilmu
bakteryjnego [106]. Publikowane dane dotycza gtéwnie
dwoch patogendéw - P aeruginosa i S. aureus, ktérych
genetyka i wplyw QS na fizjologie komorek sg najle-
piej poznane. Na przyklad udowodniono, ze u P. aeru-
ginosa QS kontroluje gtéwnie synteze ramnolipidow
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(sktadnikéw macierzy biofilmu) i autolize komorek
w biofilmie [52]. Wykazano, ze nanoczgstki srebra syn-
tetyzowane przez grzyb Rhizopus arrhizus w wyniku
tzw. ,,zielonej syntezy” obnizajg poziom ekspresji genow
zwigzanych z QS u P. aeruginosa — lasIR i rhlIR, a co za
tym idzie hamuja produkcje nie tylko autoregulatoréw,
lecz takze wielu QS-zaleznych czynnikéw wirulencji
takich jak: proteaza LasA, elastyna LasB, piocyjanina,
piowerdyna, piochelina, ramnolipidy i alginian. Udo-
wodniono réwniez znaczng, bo siegajaca nawet 96%,
inhibicje tworzenia si¢ biofilmu, po dodaniu subletal-
nych stezen nanoczastek [99]. U innej Gram-ujemnej
bakterii, E. coli, obserwowano znaczne zahamowanie
tworzenia sie biofilmu w obecnosci nanoczastek sre-
bra, a przy wigkszym ich stezeniu nawet eradykacje juz
utworzonego biofilmu [86]. Natomiast u S. aureus po
dodaniu AgNPs stwierdzono uwalnianie si¢ komorek
z dojrzalej struktury biofilmu, co doprowadza do
mozliwosci kolonizacji innych powierzchni. Powyzej
przytoczono wyniki badan in vitro, znacznie mniej eks-
perymentéw bylo prowadzonych w uktadzie in vivo.
Do ciekawszych osiagnie¢ nalezy wykazanie na modelu
krolikéw, ze nanoczastki tlenku srebra skomplekso-
wane z hydroksyapatytem zapobiegaja wywolanym
przez S. aureus infekcjom zdarzajacym si¢ po opera-
cjach ortopedycznych [2], jednak w tym wypadku zwig-
zek migdzy antybakteryjnym dzialaniem nanoczastek,
a ich aktywnoscia QQ nie zostal eksperymentalnie
udowodniony [16].

Obecnie dostepne metody biotechnologiczne pozwa-
laja na zaprojektowanie nanoczastek skutecznie i spe-
cyficznie hamujgcych QQ, a zarazem stosunkowo mato
interferujacych z podstawowymi funkcjami komorki.
Na przyklad otrzymano nanoczastki dwutlenku sili-
konu pokryte B-cyklodekstryng, ktdra wigze laktony
homoserynowe i hamuje QS u bakterii Gram-ujem-
nych [43]. Wykazano, Ze zalezna od QS luminescen-
cja u Vibrio fisheri jest hamowana wydajniej przez te
koniugaty niz przez sama cyklodekstryne [67].

5. Uwagi koncowe

Antybakteryjny potencjal omoéwionych w arty-
kule zwiazkéw organicznych i nanoczastek oparty jest
zaréwno na ich destrukcyjnym dziataniu na struk-
tury komorek bakteryjnych, jak i hamowaniu przez
nie funkgji fizjologicznych, w tym zaleznych od QS,
co jest obserwowane nawet, gdy inhibitory obecne sa
w subletalnych, niskich stezeniach. Badania dotyczace
aktywnosci QQ, a co za tym idzie modulacji wirulencji
bakterii przez zwiazki opisane w pracy eksperymenty
do tej pory nie zostaly zastosowane w praktyce. Jednak
juz teraz wiadomo, ze zwalczanie infekcji bakteryjnych
przez interferencje z QS ma dwie duze zalety [92]. Jest
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metoda malo cytotoksyczng i zarazem ograniczajaca
rozwoj opornosci na uzyte zwiazki [87, 90]. Stoso-
wanie zwigzkéw organicznych i nanoczastek stanowi
alternatywe do podejmowanych prob hamowania QS
przy pomocy monoklonalnych przeciwcial, ktore moga
by¢ uzyte do zablokowania dzialania autoinduktoréow
QS u S. aureus i P. aeruginosa [74, 75] Na zakonczenie
nalezy wspomnie(, ze takze niektore antybiotyki: ery-
tromycyna, cefalosporyna, fluorochinolony i azytromy-
cyna majg zdolnos$¢ do hamowania QS przez interferen-
cje z syntezg autoinduktordéw [94, 96]. Ta ostatnia, jako
jedyna, pozytywnie przeszla testy kliniczne w terapii
infekcji wywolanych przez P. aeruginosa [37]. Hamowa-
nie QS przez antybiotyki jest uwazane za alternatywny
i drugorzedny sposdb przeciwbakteryjnej aktywnosci
tych zwiagzkéw. Co wiecej, na przykladzie azytromy-
cyny wykazano, ze zakoniczenie terapii antybiotykowej
prowadzi do niepozadanego zaostrzenia infekcji powo-
dowanych przez P. aeruginosa, ta wielce niebezpieczna
obserwacja dostarcza argumentu przeciwko stosowaniu
antybiotykéw jako inhibitorow QS [12, 47].
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Selected molecular methods used in assessing the biodiversity of soil organisms

Abstract: Biodiversity and the identification of new important features of microorganisms is crucial for the development of biotechnology.
The current knowledge about microbs in natural environments is limited, thus the analysis of the microbial diversity in nature is not an
easy task. So far, only a small percentage of prokaryotic microorganisms has been identified. It is believed that the soil environment is one
of the richest reservoirs of microorganisms, as approximately 2 000 to 18 000 prokaryotic genomes can be isolated from one gram of soil.
In this publication the selected methods used to identify microorganisms are presented. The first molecular marker used in the genetic
identification of soil microorganisms was the analysis of the G+C base content, sincemicroorganisms exhibit differences in the (G+C)/
(A+T) relative factor. Another method used to identify bacteria is the nucleic acid hybridization. This technique involves a determination
of the degree of similarity of DNA-DNA between two organisms. One of the most frequently used hybridization technique is FISH
— fluorescent in situ hybridization. The most precise method for analyzing the nucleic acids is sequencing, i.e. determining the order of
nucleotides which form the genetic information of the microorganism studied. Very often in molecular studies the 16S rDNA molecule
is subjected to sequencing.

1. Introduction. 2. Classical methods used to identify bacteria. 3. Molecular methods used in the identification of soil microorganisms.

4. Analysis of the G+C DNA content. 5. Nucleic acid hybridization. 6. Analysis of nucleic acid sequences. 7. Summary

Stowa kluczowe: bioréznorodnos¢, hybrydyzacja, sekwencjonowanie, techniki molekularne

Key words:

biodiversity, hybridization, sequencing, molecular techniques

1. Wstep

Dysponujemy wieloma definicjami biologicznej
réznorodnosci, jednak najprosciej mozna okresli¢ ja
jako cale bogactwo form zycia wystepujacych na Ziemi
[86]. W 1992 roku na szczycie ONZ w Rio de Janeiro
uchwalono Konwencje o Réznorodnosci Biologicznej
(Convention on Biological Diversity, CBD). Pojecie
to definiowane jest jako ,zréznicowanie wszystkich
zywych organizméw pochodzacych z ekosysteméw
ladowych, morskich i innych wodnych oraz zespoléw
ekologicznych. Dotyczy to réznorodnosci w obrebie
gatunku, pomiedzy gatunkami oraz ekosystemami” [4,
21, 30, 49, 86]. Istnieja trzy aspekty biordznorodnosci,
a mianowicie srodowisko (ekosystem), gatunki i geny.
Réznorodnosé¢ genetyczna okresla réznorodno$é bio-
logiczng na poziomie molekularnym. Carl Woese [99]
schematycznie podzielil wszystkie organizmy zywe s3

na trzy domeny: Archaea, Bacteria i Eucaryota dzigki
badaniom, ktore opieraly sie na analizie sekwencji genu
kodujacego rybosomalne RNA. Krolestwo Monera
obejmujace dwie domeny: bakterie i archeony sklasyfi-
kowane zgodnie z teorig Woese. Teoria pieciu krdlestwo
koncentruje si¢ na réznorodnosci gatunkowej, pod-
czas gdy teoria trzech domen koncentruje si¢ na roz-
norodnosci genetycznej. Z powodu mikroskopijnych
rozmiaréw bakterii, trudno jest oceni¢ ich stopien roz-
norodnosci genetycznej, ktory jest odzwierciedleniem
roznorodnosci czasteczek budujacych komorke [86].
W dniu 15 maja 2015 roku liczba opisanych i umiesz-
czonych na oficjalnej liscie gatunkéw, obejmujacych
bakterie i archeony wynosifa 15 974 [58]. Isaac Newton
powiedzial ,Co my wiemy to tylko kropelka. Czego
nie wiemy, to caly ocean” [15]. Zgodnie z tym, obecnie
poznane gatunki mikroorganizmoéw stanowig zaledwie
niewielki procent réznorodnosci form zywych.

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii Rolniczej, Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa, Panistwowy Instytut Badaw-
czy, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy; tel. 81 478 69 50; e-mail: agalazka@iung.pulawy.pl
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Uwaza sig, ze do chwili obecnej udalo sie scharak-
teryzowa¢ i wyhodowaé w warunkach laboratoryj-
nych zaledwie jedna setng lub tez duzo mniejszg ilo$¢
organizmow prokariotycznych. Jak podaje literatura
poznano okolo 12% bakterii i 5% grzybow [17, 19, 20,
29]. Niska liczba dotychczas sklasyfikowanych mikro-
organizméw wynika po pierwsze z trudnosci 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 mikroorganizmdw jest
srodowisko naturalne ze szczegélnym uwzglednieniem
gleby. Jeden gram gleby lesnej zawiera szacunkowo
4 x 107 prokariotycznych komoérek podczas gdy jeden
gram uprawianej gleby i Iaki zawiera okoto 2 x 10° pro-
kariotycznych komorek. Genomowe DNA wyizolowane
bezposrednio z gleby, wskazuje na to, iz w 1 gramie
gleby znajduje si¢ okoto 2 000 do 18 000 genomdw pro-
kariotycznych [16, 91, 92].

Gleba jest uktadem wysoce zlozonym i bogatym
pod wzgledem liczebnosci i réznorodnosci mikro-
organizmoéw. Mikroorganizmy odgrywaja kluczowa
role w prawidlowym przebiegu wiekszosci procesdéw
zachodzacych w glebie m.in. w obiegu podstawowych
pierwiastkow, rozkladzie ksenobiotykéw, przebiegu
podstawowych cykli biogeochemicznych. Mikroorga-
nizmy stanowig wysoce zrdznicowana grupe organiz-
mow zywych, stanowigca blisko 60% calej ziemskiej
biomasy z czego 5x 10*° komorek wystepuje w $rodo-
wisku glebowym. Stanowi to ogromny i nie do kornca
poznany, bardzo zréznicowany genetycznie §wiat drob-
noustrojow [35, 68].

Wszystkie wyzej wymienione aspekty oraz gene-
tyczna réznorodno$¢ drobnoustrojow glebowych stwa-
rzajg duze pole do dziatania dla mikrobiologdéw poszu-
kujacych nowych szczepéw o réznych wlasciwosciach
metabolicznych [17, 29].

2. Metody klasyczne stosowane do identyfikacji
bakterii

Rozwdj technik badawczych umozliwil precyzyjne
klasyfikowanie i wiasciwe identyfikowanie badanych
drobnoustrojow. Obecnie taksonomia bakterii oparta
jest na badaniach wielokierunkowych, ktére doty-
czg danych uzyskanych z analizy cech fenotypowych,
genomowych, a takze z analizy filogenetycznej [13, 14,
29, 82, 94].

Dane fenotypowe identyfikacji mikroorganizméw
glebowych stuzg do:

« cech morfologicznych np. ksztalt czy wynik bar-

wienia metoda Grama;

o cech fizjologicznych i biochemicznych np. zdol-

nos¢ do wzrostu w réznych zakresach pH, obec-
no$¢ lub brak aktywnosci enzymow;
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o danych z analiz serologicznych np. réznice w budo-
wie antygendw rzeskowych, somatycznych i po-
wierzchniowych;

o danych z analiz chemotaksonomicznych np. sklad
chemiczny $ciany komorkowej, sklad kwaséw
ttuszczowych [36, 41, 71, 82, 94].

Z kolei zrédlem informacji genomowych sa kwasy
nukleinowe DNA i RNA, a najczeséciej wykorzystywa-
nymi markerami filogenetycznymi sg konserwatywne
sekwencje DNA: 16S rDNA i 23S rDNA oraz sekwencje
gendw podstawowych szlakéw metabolicznych tj.: dnak,
amoA, gyrA, rpoD, recA [6, 16, 31, 34, 55, 82, 96, 98].

W badaniach taksonomicznych wykorzystywane sg
zaréwno klasyczne techniki hodowlane jak i techniki
molekularne. Obowigzuje okreslony schemat tréjpo-
ziomowej piramidy przedstawiajacej trzy etapy obec-
nie przeprowadzanych badan w identyfikacji drobno-
ustrojow (rys. 1) [34, 64, 97]. W niniejszej piramidzie
wyrézniamy trzy poziomy badan, a kazdy kolejny jej
poziom dostarcza bardziej szczegélowych informa-
cji i zaweza liczbe izolatéw poddawanych analizie [34,
63, 64, 94, 97].

DDH

Sekwencjonowanie
genu 16 rRNA

Badania przesiewowe szczepdw

Rys. 1. Trzy etapy badan wykorzystywane w celu ustalenia pozycji
taksonomicznej badanych szczepéw [34] (zmodyfikowano).
DDH - hybrydyzacja DNA-DNA

Podstawg piramidy sa metody przesiewowe tzw.
screening. Maja one na celu szybkie zréznicowanie
duzej liczby izolatéw mikroorganizméw glebowych
i pogrupowanie ich w zaleznosci od stopnia podobien-
stwa. W tym celu do badan uzyte sa testy biochemiczne,
fizjologiczne oraz metody typowania oparte o analize
DNA [34, 64, 94]. Kolejnym szczeblem piramidy jest
ustalenie pozycji filogenetycznej poszczegdlnych grup
(scharakteryzowanych na podstawie poprzedniego
poziomu) w oparciu o analiz¢ pordwnawcza sekwen-
cji genu 16S rRNA. Ostatni etap badan to oznaczenie
metoda hybrydyzacji stopnia podobienistwa DNA-DNA
i oznaczenie przynaleznosci gatunkowej badanego
szczepu [34, 65, 94, 97].
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3. Metody molekularne stosowane do identyfikacji
mikroorganizmow glebowych

Przez wiele lat identyfikacja mikroorganizmow
dotyczyla metod opartych na podlozach hodowlanych
[52]. W latach osiemdziesigtych XX wieku wraz z roz-
wojem technik molekularnych nastgpil intensywny
postep w badaniach z zakresu mikrobiologii. Okazalo
sie, ze w przypadku bakterii glebowych jedynie okoto
0,1% do 1% moze wyrosna¢ na tradycyjnych podtozach
mikrobiologicznych [46, 87, 91].

Znaczna wigkszo$¢ aktywnych metabolicznie mikro-
organizméw glebowych jest niezdolna do wzrostu
w postaci kolonii na selektywnych podiozach agaro-
wych. Szacuje si¢ ze zaledwie ok. 1% z 10° komorek
bakteryjnych wystepujacych w 1 g gleby jest zdolnych do
wzrostu na sztucznych podlozach mikrobiologicznych.
W latach 90. XX wieku po raz pierwszy w literaturze
pojawito si¢ okreslenie mikroorganizmdw ,,zywych, lecz
niedajgcych sie hodowa¢” (VBNC - viable but noncultu-
rable) [31, 64, 65]. Istnieje zatem potrzeba opracowania
szybkich, czutych i rzetelnych metod dajacych mozli-
wos$¢ zaréwno bezposredniej oceny pelnego obrazu
mikrobiologicznego z pominigciem etapu hodowli, jak
i identyfikacji wczesniej wyhodowanego drobnoustroju.
Stosowanie bowiem klasycznych metod mikrobiologicz-
nych opartych na analizie cech fenotypowych drobno-
ustrojow pozwala jedynie na okreslenie zaledwie 1-10%
sktadu populacji mikroorganizméw glebowych [31].

Badanie genomu drobnoustrojow stalo si¢ dopel-
nieniem metod fenotypowych, a nawet nadrzednym
narzedziem w identyfikacji bakterii. Metody geno-
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mowe oparte na technologii badain molekularnych,
nie zalezg od warunkéw hodowli i sg bardziej powta-
rzalne w poréwnaniu do metod klasycznej analizy
fenotypowej. Dodatkowym aspektem przemawiajacym
za przewaga metod genomowych jest fakt, iz kwasy
nukleinowe wystepuja u wszystkich zywych organiz-
moéw [36, 82, 94].

U podstaw metod molekularnych lezy detekcja
makroczasteczek (kwaséw nukleinowych, bialek, kwa-
sow tluszczowych) wystepujacych w organizmach
zywych [31]. Dodatkows zaletg tych metod jest mozli-
wos¢ bezposredniej ekstrakeji tych czastek z gleby, bez
konieczno$ci hodowli mikroorganizmdw. Ilosciowe lub
jakosciowe zmiany w obrebie tych czasteczek swiadczg
o bezposrednich zmianach w zespotach mikroorga-
nizméw w reakcji na biotyczne i abiotyczne czynniki
$rodowiska [31, 65].

Wykorzystywane w identyfikacji drobnoustrojow
glebowych metody molekularne charakteryzuja sie
zroznicowang rozdzielczo$cig, czyli umozliwiajg kla-
syfikowanie szczepéw na réznych poziomach takso-
nomicznych tzn. od szczepu, przez gatunek do rodzaju
i rodziny. Przyktadowo sekwencjonowanie rDNA
pozwala przyporzadkowa¢ szczep do rodzaju, hybry-
dyzacja DNA-DNA Kklasyfikuje do rangi gatunku,
a w obrebie gatunku szczepy roznicuje sie w oparciu np.
o polimorfizm diugosci amplifikowanych fragmentow
restrykcyjnych (AFLP - Amplified Fragment Length
Polymorphism), (rys. 2) [13, 94].

Na przetomie ostatnich dziesiecioleci obserwuje sie
ogromny postep w ocenie zréznicowania drobnoustro-
jow. Jest to zwigzane z intensywnym rozwojem szeregu

RODZINA RODZAJ GATUNEK  SZCZEP

vy & 3 3

polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych

rybotypowanie

amplifikacja fragmentow DNA

(AFLP, AP, PCR, rep-PCR, RAPD, ARDRA)

typowanie fagami

techniki serologiczne (monoklonalne i poliklonalne)

hybrydyzacja DNA-DNA

mol% G+C

Jfingerprinting”

komorkowych kwaséw ttuszczowych FAME

klasyczne testy fenotypowe —

analiza sond DNA —

sekwencjonowanie DNA —

“””um

Rys. 2. Rozdzielczo$¢ metod stosowanych w identyfikacji bakterii [94], zmodyfikowano
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sekwencjonowanie catego genomu
metagenomika

metaproteomika
metatranskryptomika

o techniki genetyczne odcisku palca: ARDA,
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e Real Time PCR
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Réznorodnoé¢ strukuralna
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Rys. 3. Metody molekularne stosowane w analizie zréznicowania genetycznego mikroorganizméw glebowych [31]

zaawansowanych metod diagnostycznych opartych na
analizie kwaséw nukleinowych. Metody te umozliwiajg
charakterystyke mikroorganizméw na poziomie funk-
cjonalnym i filogenetycznym. Metody molekularne
stosowane w analizie mikroorganizméw glebowych
umozliwiajg pelna analiz¢ zespolu mikroorganizmow
lub tez czg$ciowq analize charakterystycznej puli drob-
noustrojéw w oparciu o wybrane geny metabolizmu
podstawowego (rys. 3) [31].

4. Analiza zawartosci zasad G+C w DNA

W DNA wystepuja cztery zasady azotowe: dwie
puryny: adenina (A) i guanina (G) oraz dwie pirymi-
dyny: cytozyna (C) i tymina (T), ktérych kolejnos¢
wyznacza informacje genetyczng zawarta w genomie
danego mikroorganizmu [82]. Okreslenie zawartosci
zasad guaniny i cytozyny (G+C) w DNA bylo jedna
z pierwszych metod molekularnej charakterystyki
mikroorganizméw [6, 26, 56, 90]. W polowie XX wieku
opisano reguty dotyczace skladu nukleotydowego DNA
tzw. reguty Chargraffa [10]. Z przeprowadzonych badan
wynikalo, ze: suma puryn (adenina - A i guanina - G)
réwna sie sumie pirymidyn (cytozyna - C i tymina
- T), stosunek molarny adeniny do tyminy réwna si¢ 1,
a guaniny do cytozyny takze wynosi 1, czyli zasady azo-
towe wystepujace w DNA znajduja si¢ w rownowaznych
ilo$ciach: stosunek A:T=1 oraz G:C=1 [10, 12, 28, 82].

Jednakze, wzgledny wspoétczynnik (G+C)/(A+T)
wykazuje réznice w stosunku do badanych mikroorga-

nizmoéw, a dla danego gatunku jest on staly. Zawartos¢
zasad G+C wyrazana jest w mol% a oblicza nastepuja-
cego wzoru [6, 82]:

mol (G+C)

mol% G+C=
mol (A+T+C+G)

x 100%

Réznice zawartosci zasad guaniny i cytozyny (G+C).
jest wykorzystywana do badania réznorodnosci mikro-
organizmoéw $rodowisk glebowych [48, 70]. W DNA
prokaryota zawarto$¢ G+C waha si¢ w granicach od
25mol% do 75 mol% [26, 90]. Z gleby uprawnej zawiera-
jacej 2,3% substancji organicznej i 12% ilu wyizolowano
DNA réznigcy sie zawartoscig zasad G+C, po czym
poréwnano te wartosci do znanych rodzajéw drobno-
ustrojow glebowych i okreslono, iz zawartos¢ zasad G+C
réwna 65% oznacza, ze w glebie znajdowaly sie bakte-
rie nielezace do rodzajow Arthrobacter, Agrobacterium
i Pseudomonas, 69% wskazuje na Streptomyces, z kolei
45% wyrdznia Bacillus i Streptococucus [73]. Natomiast
Nusslein i Tiedje [70] analizowali bioréznorodnosé
pastwisk i gleb lesnych uzywajac metody okreslenia
zawartosci zasad G+C w polaczeniu z technikg ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)
i sekwencjonowaniem rDNA. Kazda z zastosowanych
metod pokazala, iz roéliny majg duzy wplyw na ksztat-
towanie si¢ drobnoustrojéow w §rodowisku glebowym.
Autorzy stwierdzili, ze wszystkie trzy metody badan
spolecznosci mikroorganizméw charakteryzowaly sie
innym poziomem rozdzielczosci oraz, ze metody te
tworza komplementarng grupe testéw do dokladnego
badania mikrobiologicznej réznorodnosci [29, 48].
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Przyjeto, ze organizmy $cile ze sobg spokrewnione
roznia sie zawarto$cig zasad G+C od 3 do 5 mol%, co
wskazuje, ze nalezg do tego samego gatunku [48, 56, 64,
65, 70, 82]. Natomiast w obrebie rodzaju roznica ta nie
moze przekracza¢ 10 mol% [64, 65, 82]. Teoretycznie
im wieksza réznica w zawartosci zasad G+C w DNA
miedzy dwoma organizmami, tym mniej sg one ze sobg
powigzane. Jednakze, nalezy zauwazy¢, ze jakiekolwiek
réznice w mol% G+C s3 wazne w taksonomicznym
okredlaniu grup, to podobienstwo zawartosci zasad
G+C niekoniecznie wskazuje na bliskie pokrewienstwo
organizmow, poniewaz w oznaczeniach nie brane sa po
uwage liniowe sekwencje w czasteczkach. Z kolei nie-
ktore rodzaje jak np. Clostridium (21-54 mol%) i Bacil-
lus (32-69 mol%) wykazuja duza rozpigtos¢ zawartosci
zasad G+C [6, 64, 65, 82]. Aspektem przemawiajacym
za metodg oznaczania zawarto$ci zasad G+C jest fakt,
ze jest to analiza niezalezna od techniki PCR, obejmuje
caly wyizolowany DNA oraz jest to metoda ilo$ciowa,
ktéra pozwala wykry¢ unikalne gatunki drobnoustro-
jow, jednak wymagane sa duze ilosci wyizolowanego
genomowego DNA (do 50 pg) [26, 29, 56, 90].

5. Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych

Hybrydyzacja DNA jest miarg stopnia ztozonosci
genetycznej drobnoustrojow i jest stosowana w celu
oszacowania bioréznorodnosci mikroorganizméw
[91]. Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych to proces
taczenia dwdch nici DNA lub RNA-DNA na podsta-
wie komplementarnosci zasad. W metodzie oznaczania
stopnia podobienstwa DNA-DNA pomiedzy dwoma
organizmami wykorzystuje si¢ wlasciwosci fizykoche-
miczne dwuniciowych kwasow nukleinowych. Wigza-
nia wodorowe w dwuniciowej czasteczce kwasu nukle-
inowego moga ulec rozerwaniu. Dwie nici mogg by¢
rozdzielone do form jednoniciowych droga denaturacji
(wysoka temperaturg) lub w warunkach alkalicznego
pH. Reakcja ta jest odwracalna, tzn. pojedyncze nici
mogg ponownie zosta¢ potgczone (reasocjacja) na zasa-
dzie komplementarnosci nukleotydéw po powrocie do
optymalnej temperatury (rys.4) [63, 82]. Warunkiem
reasocjacji jednoniciowych czasteczek jest fakt, ze roz-
nica w sekwencji nukleotydowej nie moze by¢ wieksza
niz 20% - a wigc musi by¢ spetniony warunek identycz-
nos¢ sekwencji siegajacej przynajmniej 80% [13, 63, 82].

W doswiadczeniach, w ktorych przeprowadzana
jest hybrydyzacja dwoch czasteczek, jedna z nich jest
wyznakowana i tworzy tzw. sonde molekularna, ktéra
stuza do identyfikacji sekwencji komplementarnych
w materiale genetycznym wyizolowanym z mikro-
organizméw. Sondy najczesciej znakuje sie fluores-
cencyjnie np. fluoresceing lub rodaming ale, takze
mozna znakowaé radioaktywnym izotopem np. P
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lub *H lub nieradioaktywnie np. digoskygening [6, 25,
27,40, 73, 85, 89].

Wszystkie techniki hybrydyzacyjne uzywane do
okreslania wzglednego podobienstwa drobnoustro-
jow, pomimo roznic metodycznych opieraja sie na
tych samych podstawach. Izolaty DNA pochodzace
z probek srodowiskowych miesza si¢ ze sobg i denatu-
ruje w celu uzyskania jednoniciowych struktur DNA.
W $cisle okreslonych warunkach reakcji nastepuje
reasocjacja i tworzenie czasteczek hybrydowych. Im
wyzsze podobienstwo genetyczne dwoch badanych
organizmow, tym wiecej majg one wspolnych sekwen-
¢ji nukleotydowych, a co za tym idzie powstaje wiecej
struktur hybrydowych. Poréwnanie wynikow uzyska-
nych dla heteroduplekséw z tymi dla referencyjnego
DNA (homodupleksu), daje nam stopien podobienstwa
DNA-DNA [27, 82, 89].

Wyrézniamy dwa gléwne parametry, ktore stuza do
pomiaru stopnia podobienstwa czasteczek DNA: RBR
oraz AT .

» RBR (Relative Binding Ratio — wzgledny wspdt-
czynnik wigzania) to wskaznik ilo$ci heteroduple-
ksow wzgledem homodupleksow, ktdre sa wzor-
cem 100% reasocjacji.

AT (réznica w temperaturze denaturacji ter-
micznej duplekséw) to wskaznik stabilnoéci ter-
micznej duplekséw DNA, czyli jest to rdznica
w temperaturze denaturacji homodupleksow
i heteroduplekséw. Stopienn denaturacji DNA
zalezy od zawartosci w nim zawartosci G+C, sity
jonowej roztworu oraz temperatury. Warto$¢ T
wskazuje na temperature, przy ktoérej 50% DNA
znajduje si¢ w stanie denaturowanym [39, 64, 82].

Hybrydyzacja genomowego DNA jest podstawa
do klasyfikacji mikroorganizméw do rangi gatunku
[64, 82]. Do jednego gatunku genomowego zaliczamy
szczepy o wartosci hybrydyzacji 70% i wiecej oraz
charakteryzujace si¢ AT_ mniejszg niz 5°C [20, 82,
94, 97]. Metoda hybrydyzacji oceniono réznorodnos¢
drobnoustrojow w 1 gramie réznych gleb i oszacowano
ja na poziomie od 500 tysiecy do nawet 10 milionéw
genomow organizméw 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. biotyng z DNA zwigzanym kowa-
lencyjnie do powierzchni specjalnej mikroptytki [18,
25, 63]. Hybrydyzacja moze by¢ réwniez przeprowa-
dzona na poziomie komdrkowym i moze by¢ wykonana
in situ. Ta metoda dostarcza cennych informacji doty-
czacych rozkladu przestrzennego mikroorganizmoéw
w prébkach $rodowiskowych [42]. Jednym z najbar-
dziej popularnych sposobéw hybrydyzacji DNA jest
technika FISH (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
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Rys. 4. Schemat przedstawiajacy hybrydyzacje kwaséw nukleinowych [82] (zmodyfikowano)

- fluorescent in situ hybridization). Za pomoca tech-
niki FISH mozemy okresla¢ rozklad przestrzenny bak-
terii w roznych $rodowiskach, takich jak np. biofilm
[85]. Ograniczeniem hybrydyzacji FISH jest fakt, ze
bezposrednie badanie probek srodowiskowych wyka-
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Rys. 5. Schemat techniki z wykorzystaniem mikromacierzy [5, 95]
(zmodyfikowano)

zuje niskg czulo$¢. Zwiazane jest to z obecnoscia matej
liczby kopii sekwencji pochodzacych z gatunkéw domi-
nujacych, ktore prawdopodobnie nie zostang wykryte.
Rozwigzaniem problemu jest technika PCR, gdzie DNA
uzyskany bezposrednio ze srodowiska bedzie stanowil
matryce w reakcji PCR i zostanie zamplifikowany [48].

W identyfikacji mikroorganizméw i badaniu bio-
réznorodnosci coraz czeéciej uzywa sie metody facacej
hybrydyzacje DNA-DNA z mikromacierzami DNA
z ang. microarry (inaczej DNA chip). Metoda mikro-
macierzy DNA opiera si¢ na klasycznych technikach
hybrydyzacyjnych uzywanych do analizy ekspresji
genéw. Wyznakowana prébka (badany material mikro-
biologiczny) jest umieszczana na plytce zawierajacej
sondy DNA o znanej sekwencji nukleotydowe;j. Nastep-
nie pytka taka poddawana jest skanowaniu przez czyt-
nik laserowy, co w efekcie daje punkty $wiecace z rozna
intensywnoscia co spowodowane jest wystepowaniem
charakterystycznych sond dla okreslonych genéw.
Nastepny etap polega na przyporzadkowaniu kazdemu
punktowi liczby okreslajacej natezenie fluorescencji.
Uzyskane w ten sposéb dane liczbowe poddawane sa
analizie bioinformatycznej [5, 11, 44, 56, 62].

Mikromacierze DNA okreslane sg jako uporzad-
kowane zbiory fragmentéw genéw (sond molekular-
nych) (rys.5). Zbiory te wystepuja w postaci jednoni-
ciowych odcinkéw DNA, charakteryzujgcych sie rézna
dtugoscia, skorelowang z typem mikromacierzy [44].
Mikromacierze zbudowane sg z kilku tysiecy punk-
tow unieruchomionych w okre§lonych miejscach na
podiozu, z ktérych kazdy zawiera fragmenty DNA,
czyli pojedyncze sondy. Obecnie uzywane technologie
wytwarzania mikromacierzy zawieraja sondy oligo-
nukleotydowe lub sondy cDNA [44, 56, 62, 100]. Tech-
nika ta umozliwia poréwnanie profili ekspresji genow
komorek, tkanek, organizméw pod wplywem réznych
czynnikéw. Metoda charakteryzuje si¢ mozliwoscia
jednoczesnego analizowania tysiecy genow [22, 62,
84]. Mikromacierze mogg posiada¢ charakterystyczne
geny tzw. tarcze w postaci np. reduktazy azotanowej czy
tez nitrogenazy, dzieki czemu mozliwe jest precyzyjne
okreslenie réznorodnosci mikrobiologicznej. Macierze
moga, takze zawiera¢ fragmenty DNA, pochodzace od
referencyjnych gatunkéw wystepujacych w probkach
$rodowiskowych [38, 56].



WYBRANE METODY MOLEKULARNE WYKORZYSTYWANE W OCENIE BIOROZNORODNOSCI MIKROORGANIZMOW

6. Analiza sekwencji kwaséw nukleinowych

Sekwencjonowaniem nazywamy ustalenie kolejnosci
nukleotydéw, ktore stanowig informacje genetyczng
o badanym organizmie, o budowie genéw ich funk-
cjonowaniu oraz o regulacji ich ekspresji [53]. Genom
spelnia kluczowa role w funkcjonowaniu organizmu,
a jego znajomo$¢ ma decydujacy wplyw na rozwoj
wielu dziedzin nauki. Duze znaczenie analizy sekwen-
cyjnej odzwierciedla si¢ w wzrastajgcym rozwoju
technik sekwencjonowania. Metody sekwencjonowa-
nia bazuja zasadniczo na dwoch metodach: metodzie
terminacji tancucha zwanej inaczej dideoksy sekwen-
cjonowaniem i metodzie Maxama i Gilberta opartej na
chemicznej degradacji DNA [54, 66, 75, 79, 83]. Wiele
grup badawczych na calym $wiecie prowadzilo badania
na rzecz rozwoju alternatywnych zasad sekwencjono-
wania DNA. Trzy metody, ktére wydaja si¢ by¢ bardzo
obiecujgce to sekwencjonowanie przez hybrydyzacje
[47, 72], sekwencjonowanie oparte rownolegle na liga-
¢ji i rozszczepieniu [9] oraz pirosekwencjonowanie
(80, 81]. Stosunkowo nowg ale powszechnie stosowang
technologia oznaczania sekwencji kwaséw nukleino-
wych jest pirosekwencjonowanie [79] (rys. 6). Metoda
ta nazywana jest tez sekwencjonowaniem w czasie rze-
czywistym. Podstawg metody jest pomiar ilo$ci pirofos-
foranu (PP ), uwalnianego w momencie wbudowywania
komplementarnej zasady do nowosyntetyzowanej nici
DNA. Detekcji dokonuje sie posrednio, poprzez reje-
stracje sygnalu swietlnego, bedacego wynikiem serii

Polimeraza

ACCTTGAGTACCATCTAGGA ------------
AGATCCT ------mmmm-

dATP l

PPi
Apyraza
l Sulfurylaza-ATP

K_\ ATP
(d)XMP l

Rys. 6. Schemat procedury pirosekwencjonowania, X - jeden
z czterech nukleotydow [80, 81], zmodyfikowano
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Rys. 7. Przyktadowy pyrogram [80], zmodyfikowano

reakcji enzymatycznych. Reakcja przeprowadzana jest
w obecnosci specyficznego startera i czterech enzy-
mow: fragmentu Klenowa polimerazy DNA, sulfury-
lazy ATP, lucyferazy i apyrazy oraz substratow (ANTP).
Sulfurylaza ATP katalizuje przeksztalcenie PPi w ATP
w obecnosci adenozyno-5’-fosfosiarczanu. ATP przy
udziale lucyferazy indukuje konwersje lucyferyny do
oksylucyferyny czego efektem jest emisja §wiatla o nate-
zeniu proporcjonalnym do liczby wbudowywanych
nukleotydow. Jest ono rejestrowane przez kamere CCD
i uwidaczniane w postaci pyrogramu. Ostatni etap to
degradacja nadmiaru dNTP i ATP przez apyraze (rys. 6
irys.7) [3,7, 27,43, 53,79, 88].

Dzieki szybkiemu postepowi w analizie bioinforma-
tycznej, informacje uzyskane z metod sekwencjonowa-
nia, kazdy badacz moze przeanalizowa¢ samodzielnie
wykorzystujac powszechnie dostepne bazy danych,
w ktérych zgromadzono sekwencje genomowe orga-
nizmoéw. Istniejg dwa gtowne serwery, w ktorych prze-
chowywane sa sekwencje genomowe: europejski EMBL
oraz amerykanski GenBank [34, 69]. Obecnie obser-
wujemy wykladniczy wzrost liczby kompletnie zse-
kwencjonowanych genoméw. Na poczatku 2015 roku
liczba zsekwencjonowanych genoméw wynosita 63 170
(wg bazy danych GOLD) w tym z krélestwa (domeny)
Archaea - 1078, Bacteria — 45 076, Eukaryota — 9 059
[45, 60]. Zsekwencjonowane zostaly takze genomy
bakterii glebowych. W pelni poznany jest chociazby
genom Bradyrhizobium sp. BTAil, 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].

Poréwnawcza charakterystyka (molekularna) izo-
latéw bakterii i doktadna ich identyfikacja jest jednym
z gtéwnych probleméw w mikrobiologii. Dla wielu
gatunkow mikroroganziméw technika MLST - Mul-
tilocus Sequence Typing uwazana jest za ,zloty stan-
dard” [57, 74]. Metoda ta polega na analizie zazwyczaj
siedmiu sekwencji gendw metabolizmu podstawowego
(housekeeping genes) rozproszonych na chromosomie
i powszechnie wystepujacych u wszystkich badanych
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organizmow. Technika ta charakteryzuje sie bardzo
wysoka powtarzalnoscig, poniewaz opiera si¢ na ana-
lizie zmian (mutacji punktowych) w sekwencji nukleo-
tydowej gendw metabolizmu podstawowego [1, 23, 61,
93]. Sekwencje kazdego fragmentu sa poréwnywane ze
wszystkimi weze$niej zidentyfikowanymi sekwencjami
(allelami) w tym locus [1]. Allele siedmiu loci tworza
profil alleliczny, a nastepnie typ sekwencyjny ST (Sequ-
ence Type). Technika MLST pozwolita utworzy¢ dwie
gléwne sieci ogolnodostepnych migedzynarodowych baz
danych znajdujacych sie w Imperial College w Londy-
nie [67] i Oxford University [1, 24, 76].

Badania nad identyfikacja mikroorganizmoéw doty-
cz3, takze pomiaru sredniego podobienstwa sekwencji
nukleotydowych ANI (Average Nucleotide Identtity)
pomiedzy wspolnymi genami dwodch szczepow, ktorych
genom zostal zsekwencjonowany [51]. Szczepy z co
najmniej 95% ANI naleza do tego samego gatunku.
Parametr ten jest rzetelnym i niezawodnym kryterium
okreslania pokrewienstwa mikroorganizméw. Technika
ANTI jest wyjatkowo czula metoda pomiaru ewolucyj-
nego pokrewienstwa pomiedzy $cisle spokrewnionymi
szczepami bakterii, czyli takimi, ktore wykazujg wiek-
sze niz 60% ANI, wiekszy niz 97% stopien identycz-
nosci sekwencji genu 16S rRNA [50, 51]. W badaniach
Gorisa i wsp. stwierdzono zbiezno$¢ 95% ANI i 70%
DDH (hybrydyzacja DNA-DNA, ponadto wykazano, ze
parametr ANI wskazuje najwieksza korelacje z wartos-
ciami DDH, po$rod kilku badanych parametrow[37].

Analiza sekwencji rRNA jest jednym z najczesciej
stosowanych parametrow umozliwiajacych ustalenie
powigzan filogenetycznych pomiedzy mikroorganiz-
mami [94]. Czasteczka rRNA spelnia jednoczesnie
kilka waznych kryteriow, a mianowicie wystepuje
powszechnie u wszystkich badanych organizméw, jest
funkcjonalnie stala (wchodzi w sktad rybosomu, kto-
rego podstawowa funkcjg jest synteza biatka), zawiera
domeny konserwowane i zmienne oraz posiada odpo-
wiednig wielkos$¢, niosaca wystarczajaca ilo$¢ infor-
macji [64, 82, 94]. W ciagu ostatnich 25 lat, metody
obejmujgce analize rRNA lub geny kodujgce rRNA
(rDNA) zrewolucjonizowaly taksonomig organizméw
prokariotycznych [82]. Rybosomy Procaryota zbu-
dowane s3 z trzech typéw rRNA o statych sedymen-
tacji 5S rRNA (120 nukleotydéw), 16S rRNA (1650
nukleotydéw) i 23S rRNA (3300 nukleotydéw) [8,
82]. Obecnie ze wzgledu na niewielkg ilo$¢ informa-
cji genetycznej niesionej przez czasteczke 55 rRNA
nie jest ona stosowana przy identyfikacji mikroorga-
nizmoéw. Sekwencjonowanie czasteczki 23S rRNA ze
wzgledu na jej wielkos¢, takze nie jest powszechnie
stosowane w analizach filogenetycznych. Natomiast
sekwencjonowanie czgsteczki 16SrRNA stalo sie
obecnie standardem w badaniach taksonomicznych
bakterii [94]. Bazy danych zawierajace znaczne iloéci
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sekwencji 16S rDNA z pewnoscig przyczynily si¢ do
czestego stosowania tego markera w badaniach poréw-
nawczych mikroorganizmoéw [82, 94]. Przykladowo
na stronie internetowej Ribosomal Database Project
Relasae zgromadzono 3224 600 sekwencji 16S rDNA
bakterii i archeonéw (stan na dzien 26 maj 2015 rok)
[78]. Jednakze istnieja pewne ograniczenia w zasto-
sowaniu genu 16SrDNA w identyfikacji mikroorga-
nizméw. Nalezy pamietaé, ze ze wzgledu na wolne
tempo ewolucji, ktore charakteryzuje 16S rDNA, ze nie
powinna by¢ stosowana do klasyfikacji blisko spokrew-
nionych organizmoéw [59, 94]. Dodatkowym proble-
mem moze by¢ fakt, ze genomy bakteryjne moga zwie-
ra¢ kilka kopii genéw rDNA, ktore w obrebie jednego
organizmu moga ro6zni¢ sie sekwencja np. u Sinorhizo-
bium meliloti 1021 i Rhiozbium etli CFN42 jest ich trzy
[2, 64]. Gdy stopien podobienstwa sekwencji 16S rDNA
dwdch szczepdw wynosi przynajmniej 95%, wowczas
organizmy zaliczane sg do tego samego rodzaju. Z kolei,
gdy identycznos¢ sekwencji 16S rDNA wynosi wiecej
niz 97%, wéwczas organizmy mozna uznac za ten sam
gatunek [13, 77, 82, 94].

7. Podsumowanie

W pracy przedstawiono wybrane metody moleku-
larne wykorzystywane do badan mikroorganizmdw
glebowych. Analiza bioréznorodnosci srodowiska gle-
bowego jest wazna nie tylko dla podstawowych badan
naukowych, ale takze dla badan dotyczacych poszuki-
wania nowych szczepow. Liczba dotychczas zidentyfi-
kowanych mikroorganizméw jest niska. Ograniczeniem
w klasyfikacji drobnoustrojéow sg problemy w izo-
lacji w postaci czystych kultur i ograniczona wiedza
na temat cech fenotypowych i genomowych. Metody
molekularne stosowane w identyfikacji drobnoustrojow
glebowych majg przewage nad klasycznymi metodami
fenotypowymi, poniewaz s3 niezalezne od warunkéw
hodowli, sa bardziej powtarzalne i czule. Genomika
w sposob znaczacy weryfikuje dotychczasowy analize
bioréznorodnosci oraz rozbudza olbrzymie nadzieje
na dotarcie do mikroorganizméw niehodowanych.
Wykorzystywane metody molekularne umozliwiaja
klasyfikowanie szczepéw. I tak analiza zawartosci zasad
G+C wyznacza granice gatunku, podobnie jest w przy-
padku metody hybrydyzacji. Sekwencjonowanie DNA
pozwala réznicowac szczepy od gatunku przez rodzaj,
az do rodziny. Natomiast analiza sekwencji 16S rRNA
umozliwia klasyfikacje mikroorganizméw na poziomie
gatunku i rodzaju. Postgp technologiczny i malejace
koszty analiz genomowych sg czynnikiem zach¢cajacym
do coraz powszechniejszego stosowania metod moleku-
larnych. Wyzwaniem dla mikrobiologéw jest udoskona-
lanie i rozpowszechnienie metod genomowych.
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Properties and uses of bacteriological media

Abstract: 'The aim of this article was to collate information about bacteriological media, presenting their composition, properties and
the resultingpossible applications of a particular medium or group of media in bacteriological diagnostics. The most important groups
of culture media were classified basing on their composition (synthetic, semi-synthetic and natural), consistency (liquid, semi-solid,
solid), nutrient content (minimum, nutrient-enriched) and use (transport, nutrient, selective, differential, selective-differentiating, for
susceptibility testing). Taking into account the practical aspect, much space is devoted to the classification of culture media based on their
possible use. For each group, several examples of culture media with their major components and bacterial species for which they are
intended are given. Brief information about the quality assurance and control of media during their preparation, transport and storage is
also presented.

1. Introduction. 2. Preparation and storage of media. 3. Quality control. 4. Classification of culture media. 4.1. Classification of culture
media based on their composition. 4.2. Classification of culture media based on their consistency. 4.3. Classification of culture media

based on their nutrient content. 4.4. Classification of culture media based on their use. 5. Summary

Slowa kluczowe: diagnostyka mikrobiologiczna, kontrola jako$ci, podtoza bakteriologiczne, zapewnianie jako$ci
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1. Wstep

Hodowla bakterii uznawana jest za ,,ztoty standard”
w diagnostyce bakteriologicznej. Umozliwia m.in.
wstepng identyfikacje bakterii poprzez okreslenie ich
wlasciwosci biochemicznych, oznaczenie lekowrazli-
wosci oraz stanowi zrédto materiatu do badan mole-
kularnych. Aby hodowla spetniata swoje zadanie, pod-
toza nalezy dobra¢ do wymagan patogenéw obecnych
w badanym materiale, zapewniajac im optymalne
warunki wzrostu. Kontrola jakosci podtozy mikrobio-
logicznych jest jednym z podstawowych elementéw pro-
gramu zapewniania jakosci w laboratorium mikrobiolo-
gicznym, jednak na ich uzytecznos¢ sktada sie nie tylko
odpowiednie przygotowanie i przechowywanie, ale i do-
branie pozywki do rodzaju badanego materiatu [18, 19].

W celu zapewnienia wlasciwych warunkéw rozwoju
bakterii podtoza musza spelnia¢ szereg wymagan. Moga
sie one od siebie znaczaco rozni¢, jednak wszystkie
powinny zawiera¢ odpowiednig ilo§¢ przyswajalnych
form pierwiastkéw biogennych: C, O, H, N, P, §, zZrédet
energii, soli mineralnych, mikroelementéw: Zn, Mn,
Cu, Mo, Co, Ni oraz innych substancji potrzebnych do
wzrostu bakterii, takich jak witaminy i aminokwasy.

Ponadto, musza odznacza¢ si¢ odpowiednim poten-
cjalem oksydoredukcyjnym, ci$nieniem osmotycznym
i pH. Wigkszos¢ bakterii wykazuje najobfitszy wzrost
na podtozach o odczynie oboj¢tnym, jednak niektdre
wymagaja szczegolnie niskiego lub wysokiego pH. Pod-
foza powinny by¢ réwniez jednorodne i przejrzyste,
o ile w ich sktad nie wchodzg zwigzki nierozpuszczalne,
np. CaCO, lub ttuszcze. Podloza specjalne, przezna-
czone dla wybranych grup bakterii, zawieraja dodat-
kowo skladniki selekcyjne lub réznicujace [6, 18].

Hodowle bakterii obligatoryjnie wewnatrzkomor-
kowych, ktérym tradycyjne podloza bakteriologiczne
nie s3 w stanie zapewni¢ wlasciwych warunkdéw roz-
woju, prowadzone sg w zarodkach kurzych lub hodow-
lach komoérkowych. Do tej grupy zaliczaja sie¢ m.in.
Chlamydia spp., Coxiella spp., Rickettsia spp. i Myco-
bacterium leprae [2, 3, 5].

2. Przygotowywanie i przechowywanie podlozy

Podtoza mikrobiologiczne dzielimy na dwie grupy:

« przygotowywane w laboratorium ze sktadnikow
podstawowych lub komercyjnie dostepnych gra-
nulatéw i odwodnionych proszkow,

* Autor korespondencyjny: Centralny Osrodek Badan Jako$ci w Diagnostyce Mikrobiologicznej, ul. Rydygiera 8, 01-793 Warszawa;

tel. 22 841 58 34; amikolajczyk@polmicro.edu.pl
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« gotowe do uzycia, w probéwkach lub na ptytkach
Petriego.

Jesli podloza przygotowywane sg w laboratorium, to
wlasnie na nim spoczywa odpowiedzialnos$¢ za jakos¢
przygotowywanych pozywek. W przypadku podiozy
komercyjnych producenci zobowiazani sg do kontroli
jakosci swoich produktow, czego potwierdzeniem jest
certyfikat przedstawiajacy jej wyniki. Certyfikaty dla
skladnikow podstawowych i podiozy w proszku odno-
szg sie tylko do takiej postaci, jaka zostala dostarczona
do laboratorium, poniewaz wilasciwosci ostatecznej
postaci pozywki zaleza takze od sposobu jej przygo-
towania. Bez wzgledu na to, czy podtoza pochodzg od
wytworcdw komercyjnych, czy powstaja w laborato-
rium, nalezy zapewni¢ nadzdér nad wszystkimi czyn-
nikami i etapami przygotowania, ktére maja wplyw
na wilasciwosci fizyko-chemiczne i uzytkowe podlozy.
Nadzor ten obejmuje standaryzacje produkeji i prze-
chowywania podlozy oraz wdrozenie programu kon-
troli ich jakosci [13, 19, 20].

Do najistotniejszych elementéw wplywajacych na
jakos¢ pozywek nalezg [9, 13, 19, 20]:

o zastosowane surowce lub podfoza sypkie, ktore
powinny by¢ przechowywane w szczelnych po-
jemnikach w przewiewnym, chlodnym i ciemnym
miejscu,

 woda, ktdrej pH powinno zawiera¢ sie¢ w zakre-
sie 5,5-7,5, a przewodno$¢ wlasciwa mierzona
w 25°C wynosi¢ nie wiecej niz 25 uS/cm - prze-
wodno$¢ zalezy wprost proporcjonalnie od za-
wartosci jonow soli, w tym jonow miedzi, ktore
hamujg wzrost drobnoustrojow,

« sktad pozywki - odpowiednie proporcje poszcze-
gblnych sktadnikéw warunkujg wlasciwosci od-
zywcze i uzytkowe,

* sposob przygotowania pozywki zgodny z obowia-
zujacymi procedurami i udokumentowany tak, by
umozliwi¢ odtworzenie przebiegu wytwarzania
danej partii,

o przebieg procesu sterylizacji przeprowadzanej za
pomocg pary wodnej pod ci$nieniem lub filtracji,

« opakowanie, warunki transportu i przechowywa-
nia zapewniajgce stabilno$¢ wlasciwosci pozywki:
zabezpieczajace przed kontaminacja, uszkodze-
niami mechanicznymi, odwodnieniem skutkuja-
cym zmiang st¢zenia poszczegdlnych skladnikow,
destrukcyjnym dziataniem $wiatla, ktore przy
dluzszej ekspozycji moze doprowadzi¢ do zmiany
sktadu chemicznego poprzez niepozadane reakcje
miedzy sktadnikami podloza lub ich degradacje,
skrajnymi temperaturami — zbyt wysoka tempera-
tura moze doprowadzi¢ do degradacji lub zmian
stezenia komponentow, zbyt niska do wytracenia
niektorych sktadnikéw, a duze wahania tempera-
tury do nadmiernej kondensacji wody.
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Aby umozliwi¢ pelna identyfikacje danej serii po-
zywki, kazde naczynie z podlozem (plytka, kolba,
butelka czy probéwka) powinno by¢ opisane jego nazwa
oraz datg przygotowania lub data waznosci partii,
z ktorej pochodzi [19].

3. Kontrola jakosci

Jakos¢ podlozy determinuje mozliwos¢ wykrycia
bakterii w badanym materiale, ich prawidtowa iden-
tyfikacje oraz oceng lekowrazliwosci. Nawet najlepiej
dobrane do profilu badania podtoze moze sprawi¢, ze
uzyskany wynik nie bedzie wiarygodny, jesli pozywka
bedzie zlej jakosci. Od laboratoriéw mikrobiologicz-
nych wymaga si¢ przeprowadzania kontroli podiozy
niezaleznie od zZrddta pochodzenia w celu potwierdze-
nia ich jakosci i kwalifikacji dostawcéw. Wymagania
te zawarte s3 w normach PN-EN ISO/IEC 17025:2007
i PN-EN ISO 15189:2015-05. W celu zapewnienia wia-
rygodnosci wynikow wszystkie laboratoria powinny
kontrolowac¢ jakos¢ pozywek, nawet jesli nie wdrazaja
systemu zarzadzania jakoscig [14, 15, 19].

Na kontrole jakosci podlozy sktada sie kilka etapow:
ocena ogolna, ocena szczegdtowa, a w przypadku pod-
fozy komercyjnych takze ocena wstepna. Dopiero po
pomyslnym przejéciu wszystkich etapéw kontroli dana
partia pozywki moze by¢ przeznaczona do uzytku [13].

Wstepna kontrola dostawy polega na kazdorazo-
wym sprawdzeniu certyfikatu jakosci oraz dokumenta-
cji opisujgcej warunki transportu. Certyfikat powinien
zawiera¢ nazwe producenta, nazwe podioza, numer
serii, date waznosci, opis jego wlasciwosci fizyko-che-
micznych (barwy, pH) i mikrobiologicznych (morfo-
logii kolonii danego gatunku na podtozu oraz wykaz
zastosowanych szczepow kontrolnych). Ponadto, labo-
ratorium powinno odnotowywac date dostawy i wizu-
alnie oceni¢ opakowanie transportowe pod katem jego
oznakowania i szczelno$ci [9, 19].

Kontrola ogélna obejmuje sprawdzenie jatowosci
oraz okreslenie wtasciwosci fizycznych i chemicznych
podlozy. Weryfikuje si¢ takze stopien wypelnienia opa-
kowania pozywka sypka, forme¢ wypetnienia i grubos¢
warstwy agaru dla pozywki stalej lub objetos¢ pozywki
plynnej. Ocenie podlega pH oraz wyglad zewnetrzny:
klarowno$¢, jednorodnos$¢, zabarwienie, obecnosé
artefaktow i stopien rozdrobnienia podlozy sypkich.
Do najczesciej spotykanych nieprawidtowosci naleza:
niewystarczajaca ilo$¢ pozywki w plytce/butelce/pro-
béwce, uszkodzenia mechaniczne plytek, oderwa-
nie pozywki stalej od dna plytki, zamrozenie agaru,
chropowato$¢, obecno$¢ pecherzykéw lub pekniec¢ na
powierzchni agaru, nadmiar wilgoci lub odwodnienie,
nietypowe zabarwienie, hemoliza krwi oraz kontami-
nacja widoczna makroskopowo [9, 13, 19].
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Kontrola szczegdtowa polega na ocenie wlasciwosci
mikrobiologicznych, inaczej nazywanych uzytkowymi.
W celu jej przeprowadzenia stosuje si¢ szczepy kontro-
Ine pochodzace 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 szczepéw odniesienia
powinien sklada¢ si¢ ze szczepdw kontroli dodatniej,
nazywanych szczepami docelowymi, stabo dodatniej
i ujemnej. Ten etap kontroli ma na celu zbadanie inten-
sywnosci wzrostu bakterii, stopnia zahamowania flory
towarzyszacej oraz sprawdzenie czy na danym podiozu
szczep wzorcowy wykazuje charakterystyczne dla siebie
wlasciwosci fizjologiczne i biochemiczne [9, 13, 19].

4. Podzial podlozy

Sprawnie dzialajgce laboratorium powinno dys-
ponowa¢ najmniejszg mozliwg liczbg rodzajow pod-
tozy, niezb¢dna do wykonywania badan o okreslonym
profilu, a kategoryzacja podiozy ulatwia ich odpo-
wiednie dobranie. W zalezno$ci od potrzeb stosuje
sie wiele klasyfikacji podlozy, odnoszacych sie do ich
sktadu, konsystencji, zawartosci substancji odzywczych
i zastosowania. Ze wzgledu na znaczenie praktyczne,
najszerzej omowiono podzial podtozy pod katem ich
zastosowania [17, 20].

4.1. Podzial ze wzgledu na sktad chemiczny

Pod wzgledem sktadu chemicznego podioza dzielg
sie na naturalne, pétsyntetyczne i syntetyczne. Pozywki
naturalne sporzadza sie¢ na bazie skladnikéw pocho-
dzenia naturalnego, takich jak hydrolizaty biatek czy
wyciagi z tkanek (np. miesni, watroby) lub warzyw.
Ich obecno$¢ sprawia, ze sklad chemiczny tej grupy
podlozy nie jest w pelni zdefiniowany. Podtoza synte-
tyczne, w przeciwienstwie do naturalnych, charakteryzuje
$cidle okreslony sklad chemiczny. Podloza pdtsynte-
tyczne posiadajg zaréwno skladniki syntetyczne, jak
i pochodzenia naturalnego [10, 19].

4.2. Podzial ze wzgledu na konsystencje

Ze wzgledu na konsystencje podloza bakteriolo-
giczne mozemy podzieli¢ na: plynne - stuzace gtéwnie
do namnazania, pélplynne, zawierajace 0,1-0,7% agaru
- przeznaczone dla mikroaerofili, oraz podloza stale
0 1,5-2% zawartosci agaru — umozliwiajace izolacje czy-
stych kultur i obserwacje wygladu kolonii. Poczatkowo
do hodowli bakterii stosowane byly jedynie podloza
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plynne, np. Ludwik Pasteur stosowatl proste pozywki na
bazie wyciggdw z moczu i miesa. Dopiero Robert Koch
rozpoczal prace nad otrzymaniem podloza stalego,
wykorzystujac w tym celu m.in. skrobig, skoagulowane
albuminy jaja kurzego czy zelatyne. Ostatecznie zasto-
sowanie agaru zasugerowala mu zona jednego ze wspot-
pracownikow, Fannie Eilshemius Hesse. Na przewage
agaru nad innymi srodkami zestalajgcymi sktada sie jego
wysoka temperatura topnienia oraz fakt, ze wiekszos$¢
drobnoustrojoéw nie jest w stanie go roztozy¢ [7, 10].

4.3. Podzial ze wzgledu na zawartos¢ substancji
odzywczych

Stosowany jest rowniez podziat podlozy na podsta-
wie zawartosci substancji odzywczych. Pozywki mini-
malne (inaczej: podstawowe), zawieraja jedynie nie-
zbedne sktadniki pokarmowe, pozwalajace podtrzymy-
wac zywotno$¢ bakterii. W sktad podtozy odzywczych
(inaczej: pelnych) wchodza wszystkie substancje odzyw-
cze, ktdre sa niezbedne do zapewnienia dobrego wzro-
stu bakterii. Podloza wzbogacone zawierajg dodatkowe
substancje wzrostowe, takie jak krew, surowica, wyciag
z watroby, plyny wysiekowe lub mleko, dzieki czemu
umozliwiaja wzrost bakterii wymagajacych [10, 17].

4.4. Podzial ze wzgledu na zastosowanie

Ze wzgledu na zastosowanie wyrdznia si¢ siedem
gléwnych grup podtozy:

1) transportowe — minimalne, utrzymujgce Zywotnos¢
drobnoustrojow w czasie transportu,

2) transportowo-wzrostowe — odpowiednie do namna-
zania drobnoustrojéw podczas przechowywania,
transportu i inkubacji materiatu klinicznego

3) namnazajace - bogate, odpowiednie do namnazania
wielu grup bakterii,

4) selektywne - inaczej wybidrczo-namnazajace, z do-
datkiem substancji umozliwiajacych wzrost okreslo-
nego rodzaju/gatunku i hamujacych wzrost pozosta-
tych drobnoustrojow,

5) réznicujace - inaczej izolacyjne, w ich sklad wchodzi
indykator, dzieki ktéremu na podstawie wybranych
cech pozwalajg rozrézni¢ okreslone grupy bakterii,

6) wybiorczo-rdznicujace, ktore tacza wasciwosci pod-
tozy selektywnych i réznicujacych,

7) podioza do badania lekowrazliwosci drobnoustro-
jow [18].

1) Podloza transportowe

Podtoza nalezace do tej grupy uzywane sa do trans-
portu probek materiatu klinicznego i szczepow bak-
terii do laboratorium. Klasyczne podloza transportowe
utrzymuja zywotno$¢ bakterii, ale nie pozwalaja na ich
namnozenie [17].
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Najszerzej stosowanymi podtozami transportowymi
s3 uniwersalne podtoza Stuarta i Amiesa oraz - sto-
sowane gléwnie do probek kalu - podloze Caryego-
-Blaira, poniewaz sg one odpowiednie do przecho-
wywania zaréwno bakterii tlenowych, beztlenowych,
jak i wzglednie beztlenowych. Za utrzymanie niskiego
potencjatu redukcyjnego, umozliwiajacego przezycie
beztlenowcow, odpowiada dodatek tioglikolanu sodu.
Niektére bakterie, np. Bordetella pertussis, sa bar-
dzo wrazliwe na zmiany czynnikéw srodowiskowych
i ging juz w kilka godzin po pobraniu materiatu, dla-
tego wymagaja specjalnych podlozy transportowych.
Przy podejrzeniu krztusca material nalezy pobiera¢ na
potptynne podloze Regan-Lowe, zawierajace dodatek
wegla drzewnego i krwi konskiej, w dwdch powtorze-
niach: z antybiotykiem (cefaleksyng lub metycyling),
ktéry zahamuje wzrost flory towarzyszacej oraz bez
dodatku antybiotyku, po czym jak najszybciej nalezy
przesia¢ material na podtoze Bordeta-Gengou [4, 17].

Istniejg takze podioza wzbogacone, nazywane
transportowo-wzrostowymi, ktére sa odpowiednie do
namnazania bakterii w czasie przechowywania, trans-
portu oraz pdzniejszej inkubacji materialéw klinicz-
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nych. Moga one zawiera¢ dodatek substancji neutra-
lizujacych aktywno$¢ antybiotykow, a niektore z nich
maja charakter dwufazowy - stanowia polaczenie pod-
Yoza stalego i ptynnego, na ktérym mozliwe jest szybsze
zaobserwowanie wzrostu bakterii [17].

2) Podloza namnazajace

Podloza bogate, stwarzajace dogodne warunki dla
wzrostu wielu rodzajow bakterii, nazywane sa podto-
zami namnazajgcymi. Przykladami pozywek namna-
zajacych sa: bulion odzywczy, w skltad ktérego wcho-
dzi wyciag z miesa i woda peptonowa (pepton, NaCl
i woda) oraz bulion glukozowy, ktéry rézni sie od
bulionu odzywczego jedynie dodatkiem glukozy [10].

3) Podloza selektywne (wybidrczo-namnazajace)
Zadaniem podlozy wybidrczo-namnazajacych jest
stworzenie dogodnych warunkéw do wzrostu okreslo-
nych bakterii przy réwnoczesnym zahamowaniu roz-
woju pozostatych. Przyklady pozywek selektywnych
wraz z ich najwazniejszymi skladnikami i grupami
bakterii, do ktérych wzrostu sg przystosowane, przed-
stawiono w tabelachIailb [2,4, 16,17, 21].

Tabela Ia

Wybrane podloza selektywne (wybidrczo-namnazajace) dla bakterii Gram-ujemnych

(ang. Modified Thayer-
-Martin)

Neisseria meningitidis

nystatyna, trimetoprim

Nazwa Bakterie Czynniki wybidrcze Pozostale istotne sktadniki
Agar czekoladowy Haemophilus influenzae, Neisseria | Czynniki X (hemina) i V (NAD) | Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
gonorrhoeae, Brucella abortus ze zdenaturowanej krwi baraniej, | i tkanek zwierzecych, wyciag
i inne bakterie wymagajace w modyfikacji dla drozdzowy
Haemophilus spp., bacytracyna
Podloze MTM Neiserria gonorrhoeae, Wankomycyna, kolistyna, Hemina, NAD, hemoglobina,

witaminy

Podloze Roiron

Neiserria gonorrhoeae

Wankomycyna, kolistyna,
amfoterynyna B

Enzymatyczny hydrolizat kazeiny,
osocze konskie, glukoza

Brucella agar

Brucella spp.

Mieszanina antybiotykow:
polimyksyna B, bacytracyna,
kwas nalidyksowy, nystatyna,

wankomycyna, cykloheksamid

Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
i tkanek zwierzecych, wyciag
drozdzowy, glukoza (w wersji
statej 10% odwloknionej krwi
konskiej)

(B-G)

Agar BCYE Legionella spp., Tatlockia spp., Mieszanina antybiotykdw: Chlorowodorek L-cysteiny, kwas

(ang. Buffered Charcoal | Fluriobacter spp. cefamandol, polimyksyna B, a-ketoglutarowy, pirofosforan

east Extract Agar) anizomycyna zelaza, wyciag drozdzowy, wegiel
drzewny

Agar Bordeta-Gengou | Bordetella spp. Metycylina, cefaleksyna Krew konska lub barania, wyciag

z ziemniakdw, glicerol

Agar BCSA
(ang. Burkholderia
cepacia Selective Agar)

Burkholderia cepacia

Fiolet krystaliczny, polimyksyna B,
gentamycyna, wankomycyna

Pepton, laktoza, sacharoza

(ang. Selenite F Broth)

Salmonella i Shigella)

Podloze CCDA (ang. | Campylobacter spp. — kolonie Deoksycholan sodu, cefoperazon, | Aktywowany wegiel drzewny,
Charcoal, Cefoperazone, | wypukle (C. jejuni - mozliwy amfoterycyna B siarczan zelaza (II), pirogronian
Deoxycholate Agar) wzrost mglawicowy) sodu

Bulion SF Salmonella spp., Shigella spp. Selenin sodowy (wzmaga wzrost | Hydrolizat kazeiny, laktoza
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Tabela Ia - c.d.

(ang. Colistin Nalidixic
Acid Agar)

(gt. Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Listeria spp.)

Nazwa Bakterie Czynniki wybidrcze Pozostale istotne sktadniki
Podloze SS Salmonella spp., Shigella spp. Sole kwaséw zotciowych, Laktoza (do odrdzniania pateczek
(Salmonella- - kolonie bezbarwne, szczepy cytrynian laktozododatnich), tiosiarczan
-Shigella agar) Salmonella wytwarzajace H,S sodu

- z zaczernionym $rodkiem
Podloze Simmonsa Enterobacteriaceae zdolne do Cytrynian sodowy, Siarczan amonowy

wykorzystywania cytrynianu jako | blekit bromotymolowy

zrédla wegla — kolonie niebieskie
Podloze z cetrimidem | Pseudomonas spp. Cetrimid Enzymatyczny hydrolizat zelaztyny
Pétplynne podloze Leptospira spp. — zmetnienie Pepton, surowica krélicza Wyciag miesny
Fletchera gornej warstwy pozywki (wspierajg wzrost Leptospira)
Podloze BSK II Borrelia spp. Bardzo wolny wzrost kretkéw Ok. 60 sktadnikéw, m.in.
(Barboura-Stoennera- (inkubacja do 3 miesigcy) aminokwasy, witaminy, elektrolity,
-Kellyego II) surowica krolicza
Agar CHAB Francisella tularensis Zhemolizowana krew barania Wycigg sercowo-mozgowy
(ang. Cysteine Heart i chlorowodorek cysteiny
Agar with Blood)

TabelaIb
Wybrane podloza selektywne (wybidrczo-namnazajace) dla bakterii Gram-dodatnich

Nazwa Bakterie Czynniki wybidrcze Pozostale istotne sktadniki

Agar CNA Bakterie Gram-dodatnie Kolistyna, kwas nalidyksowy Krew barania

Bulion LE
(ang. Listeria
Enrichment Broth)

Listeria spp.,
ew. Staphylococcus spp.

Tiocyjanian potasu lub chloro-
wodorek akryflawiny, w modyfi-
kacjach takze: kolistyna, kwas
nalidyksowy, cykloheksamid

Pepton, glukoza, witaminy

PALCAM agar - agar
selektywny wg Nettena
(ang. Listeria Selective
Agar Base)

Listeria spp. — kolonie oliwkowo-
zielone lub czarne, otoczone
czarng strefa (rozklad eskuliny),
ew. mannitolododatnie
gronkowce (z6lte)

Akryflawina, chlorek litu,
antybiotyki (polimyksyna
i ceftazydym)

Mannitol, eskulina, sole zelaza

Agar CCF

(ang. Cycloserine-
-Cefoxitin-Fructose
Agar)

Clostridium difficile - kolonie
z0lte, przypominajace matowe
szklo na tle rézowego podloza,
zapach konskiego nawozu

Cykloseryna, cefoksytyna

Fruktoza

Loewensteina-Jensena

L))

Podloze Mpycobacterium spp. Zielent malachitowa, w systemach | Sole mineralne, glukoza, glicerol,
Middlebrooka automatycznych takze zestaw albumina, kwas oleinowy,
antybiotykow witaminy, czynniki wzrostowe
i chemioterapeutykow i katalaza
Podloze Mycobacterium spp. Zielert malachitowa Asparagina, glicerol,

maka ziemniaczana, jaja kurze

Podloze Stonebrinka

Mycobacterium spp., w tym
katalazoujemne, oporne
na izoniazyd (INH)

Zielen malachitowa

Pirogronian sodu, glicerol,
maka ziemniaczna, jaja kurze

Podloze Rogosa

Lactobacillus spp.

pH 5,5

Pepton, wyciag drozdzowy,
glukoza, Tween 80, s ole mineralne

4) Podloza réznicuj

Podloza roéznicujace sa odpowiednie dla wielu
bakterii, jednak obecne w ich skfadzie czynniki rézni-
cujgce (inaczej: indykatory), umozliwiaja ich rozréz-

ace (izolacyjne)

nienie na podstawie identyfikacji okreslonych cech,

np. hemolizy czy fermentacji danego cukru. Przy-
ktadowe podtoza izolacyjne wraz z ich najwazniej-
szymi skladnikami i grupami bakterii, do ktdérych
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Tabela II

Wybrane podloza réznicujace (selektywne)
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(ang. Cystine-Lactose-
-Electrolyte-Deficient
Agar)

Staphylococcus spp., Enterococcus spp.
Bakterie laktozododatnie — kolonie zélte,
zazo6lcenie podtoza; laktozoujemne

- bezbarwne z ciemnoniebieska otoczka
(Psudomonas spp. — brazowawy srodek)

Nazwa Bakterie Czynniki wybidrcze Pozostale istotne sktadniki
Agar Columbia Bakterie wymagajace, réznicowanie na pod- | Krew barania lub konska | Enzymatyczny hydrolizat kazeiny
stawie typu hemolizy (a, B, ) i tkanek zwierzecych, wyciag
drozdzowy
Agar CLED Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Laktoza L-cysteina, mata ilo$¢ elektrolitow,

biekit bromotymolowy

Podloze Kliglera

Enterobacteriaceae, brak fermentacji cukrow
- zmiana barwy podtoza z lososiowej na
czerwong, fermentacja glukozy - zazélcenie
czesci stupkowej (skos wtornie fososiowy),
fermentacja laktozy - utrzymujace sie
zazolcenie skosu i stupka, wytwarzanie CO,
lub H, - unoszenie lub rozerwanie podloza,
wytwarzanie H.S — czarny strat w czesci
stupkowej

Glukoza, laktoza,
tiosiarczan, jony zelaza,
wskaznik pH

Hydrolizat kazeiny i wyciag
z tkanek zwierzg¢cych

Podloze do obserwacji
zdolnosci ruchu

Bakterie urzesione (ruchliwe) — wzrost
w calej objetosci podloza, bakterie

0,3-0,4% agaru

Bulion odzywczy, w modyfikacji:
1% TTC (chlorek 3,2,5-trifenylo-

barwy podloza z z6ltej na rézZowoczerwona,
bakterie niewytwarzajace ureazy — brak
zmiany barwy

bakterii nieurzesione (nieruchliwe) — wzrost tetrazoliowy — ciemnoczerwone
w kanale wklucia zabarwienie ulatwia okreslenie
strefy wzrostu)
Podloze Loefflera Bakterie wymagajace, Corynebacterium spp. | Surowica konska Bulion wzbogacony, glukoza
- rosng szybciej niz pozostate, wytwarzaja
liczne ziarna metachromatyczne
Podloze plynne Stuarta | Bakterie wytwarzajace ureaz¢ — zmiana Mocznik (2%) i czerwien | Ekstrakt drozdzowy

fenolowa

Agar Christensena

Bakterie wytwarzajace ureaze — zmiana
barwy podloza z z6ltej na r6zowoczerwona
w ciagu kilku godzin (Proteus spp.) lub dni
(Klebsiella spp.), bakterie nie wytwarzajace
ureazy — brak zmiany barwy

Mocznik (2%) i czerwien
fenolowa

Pepton, dekstroza

wzrostu sg przystosowane, przedstawiono w tabel II
(2,4, 17, 21, 23].

5) Podloza wybidrczo-réznicujace

Podloza tego typu facza wlasciwosci pozywek roz-
nicujacych i selektywnych, tzn. umozliwiajg réznico-
wanie okreslonych rodzajow/gatunkow bakterii oraz
hamuja wzrost flory towarzyszacej. Wybrane podloza
wybidrczo-izolacyjne wraz z ich najwazniejszymi sklad-
nikami i grupami bakterii, do ktérych wzrostu sg prze-
znaczone, przedstawione zostaly w tabelach IITaiIll b
[2,4,11,17,21].

6) Podloza chromogennne

Podloza chromogenne wydzielone zostaly jako
odrebna grupa ze wzgledu na to, ze mogg miec¢ one
wlasciwosci wybidrczo-réznicujace lub tez wybidrczo-
-namnazajace. Charakteryzujg si¢ dodatkiem substra-

tow, ktore ulegajac hydrolizie pod wplywem wytwa-
rzanych przez bakterie enzymow, przeksztalcane sa
do barwnych produktéw. Oczekiwang cechg substra-
tow chromogennych jest tworzenie produktéw, ktére
nie dyfunduja do podtoza, co jest szczegélnie istotne
w wykrywaniu patogendéw w kulturach mieszanych.
W teorii, flora towarzyszaca na pozywkach chromo-
gennych powinna tworzy¢ bezbarwne kolonie lub jej
wzrost powinien by¢ calkowicie zahamowany. W sktad
podloza czgsto wchodzi kilka substratéw chromogen-
nych, co umozliwia rozréznienie na jednym podiozu
chromogennym kilku rodzajéw/gatunkéw bakterii jed-
nocze$nie [1, 12].

Czesto spotykanymi substratami w podlozach ko-
mercyjnych sa indoksyl i jego chloropochodne, ktére
mogga by¢ przeksztalcane w wiele barwnych zwigzkow.
Spontaniczna dimeryzacja czasteczek indoksylu w obec-
nosci tlenu powoduje tworzenie barwnika indygo.
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Nazwa

Bakterie

Czynniki wybidrcze

Czynniki réznicujace

MacConkey agar

Enterobacteriaceae laktozododatnie - kolonie
rézowe, laktozoujemne - kolonie bezbarwne

Sole zdtciowe, fiolet
krystaliczny

Laktoza, czerwien obojetna

Podloze HE (ang.
Hektoen Enteric Agar)

Bakterie nie fermentujgce zadnego cukru (Shigella,
Providencia, Morganella) - kolonie zielone, ale
wytwarzajace H.S (Salmonella, Proteus mirabilis)

- zielone z czarnym $rodkiem, fermentujgce przy-
najmniej jeden cukier (Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter, Serratia i Shigella sonnei)

- z0lte z r6zowa/pomaranczows strefg wokot,
fermentujgce cukry i wytwarzajace H,S (Proteus
vulgaris) — z6tte z czarnym $rodkiem, ew. Vibrio
cholerae — kolonie tososiowozotte

Sole zbtciowe

Laktoza, sacharoza, salicyna,
bilekit tymolowy, fuksyna
kwasna

Agar XLD
(ang. Xylose Lysine
Desoxycholate Agar)

Salmonella spp. - kolonie czerwone z czarnym
$rodkiem, Shigella spp. — kolonie czerwone,
pozostate Enterobacteriaceae — kolonie z6lte,
zazo6lcenie podtoza

Dezoksycholan sodu

Ksyloza, lizyna, czerwien
obojetna

Podloze
Wilsona-Blaira

Salmonella Typhi - kolonie czarne z metalicznym
polyskiem, czarne zabarwienie podtoza, Salmonella
Enteritidis - kolonie czarne, bez potysku, czarne
zabarwienie podloza, pozostale Salmonella

- kolonie jasnozielone, brak zabarwienia podloza,
wzrost pozostatych paleczek jelitowych silnie
zahamowany, ew. drobne, brunatne kolonie

Zielen brylantowa,
siarczyn bizmutu

Siarczan zelaza, siarczyn
bizmutu

Bulion Schaedlera

Bakterie beztlenowe o wysokich wymaganiach
odzywczych, np. z rodzaju Bacteriodes, Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium, fermentacja cukru
- zmiana barwy purpury bromokrezolowej na zdtta

Filochinon
(witamina K1),
L-cystyna

1% dodatek wybranego cukru,
purpura bromokrezolowa
(nakraplana na wyroste
kolonie)

Podloze EMB
(ang. Eosine Methylene
Blue)

Enterobacteriaceae

Bakterie fermentujace laktozg i sacharoze

(np. Escherichia) - kolonie zielonkawoczarne

z metalicznym polyskiem, stabo fermentujace

— kolonie fioletowe, laktozoujemne - bezbarwne
lub o barwie podtoza

Barwniki anilinowe:
eozyna, blekit
metylenowy

Laktoza, sacharoza

Podloze TCBS
(ang. Thiosulfate Citrate
Bile Salts Sucrose Agar)

Przecinkowce fermentujace sacharoze (V. cholerae,
V. alginolyticus) - kolonie gladkie, z6tte

z przezroczystymi brzegami, niefermentujace
sacharozy (V. parahaemolyticus, V. vulnificus)

- kolonie niebieskozielone

Wysokie pH, z6l¢,
sole zotciowe

Sacharoza

Agar CIN (ang.
Cefsulodin-Irgasan-
-Novobiocin Agar)

Yersinia enterolitica — kolonie z jasnor6zowym lub
czerwonym $rodkiem i bezbarwnym brzegiem (tzw.
»bycze oko”), Plesiomonas shigelloides — kolonie
bezbarwne, ew. drobne kolonie Serratia spp.,
Citrobacter spp. i Enterococcus spp.

Cefsulodyna, irgasan,
nowobiocyna

Mannitol, fiolet krystaliczny,
czerwien obojetna

Podloze BBE (ang.
Bacteroides Bile Esculin)

Bacteroides fragilis — ciemne kolonie
z czarnobrazowg strefa zmetnienia (kompleks
eskuletyny i zelaza)

Z6¥¢, gentamycyna

Eskulina, cytrynian
zelazowo-amonowy

Samo chlorowcowanie indoksylu takze ma duzy wptyw
na powstalg barwe, np. 5-bromo-4-chloro-indoksyl jest
zielononiebieski, a 5-bromo-6-chloro-indoksyl inten-
sywnie rézowy. Druga grupa popularnych substra-
tow chromogennych sa chelatory metali, np. eskulina
czy 8-hydroksychinon. Eskulina jest substratem dla
B-glukozydazy i pod jej wplywem przeksztalcana jest
do eskuletyny (6,7-dihydroksykumaryny). Zaréwno

eskuletyna, jak i glikozydy 8-hydroksychinonu tworza
czarnobrazowe chelaty zelaza [12].

Podloza chromogenne stosowane s3 do rdznico-
wania, izolacji, identyfikacji wstepnej — w okreslonych
przypadkach identyfikacja moze by¢ uznana za osta-
teczng, np. S.agalactiae na podlozu Granada - oraz
wykrywania mechanizméw opornosci w diagnostyce
zakazen i testach przesiewowych w nadzorze epide-
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Nazwa

Bakterie

Czynniki wybidrcze

Czynniki réznicujace

Podloze Chapmana

Staphylococcus spp. — wytwarzanie pigmentu
(zwhaszcza S. aureus), nakroplenie 0,004% blekitu
bromotymolowego - zabarwienie podloza wokaét
gronkowcow rozktadajacych mannitol na zétto,
nakroplenie nasyconego roztworu siarczanu
amonowego - zmetnienie podloza, strefy
przejasnienia wokot S. aureus

NaCl (7,5%), azydek
sodu (65 mg/l)

Mannitol, kazeina

Podloze z mannitolem
iNaCl

Staphylococcus spp., kolonie rozkladajace mannitol
sg zolte, podioze zmienia barwe z tososiowordzowej
na z6ltg

NaCl (7,5%)

Mannitol, czerwien fenolowa

Podloze Baird-Parker

Staphylococcus spp.

S. aureus - kolonie czarne (silna redukgja tellurynu),
pozostale gatunki - szare. Zmetnienie wokot kolonii
(przy dodatku zottka jaja najczesciej S. aureus, przy
osoczu - gronkowce koagulazododatnie)

Chlorek litu, telluryn
sodu (hamujg wzrost
innych bakterii),
pirogronian i glicyna
(stymuluja wzrost

Zéltko jaja kurzego lub
osocze krolicze

gronkowcow)
Podloze z krwig Streptococcus spp. — kolonie szarawe, bardzo drobne, | Azydek sodu Krew barania
i azydkiem Staphylococcus spp. — kolonie bialoszare, wieksze
Podloze Tinsdale’a Corynebacterium spp. — kolonie czarne lub szare, Telluryn potasowy Telluryn sodowy, tiosiarczan

u C. diphtheriae, C. ulcerans i C. pseudotuberculosis
- brazowe zabarwienie podltoza wokot kolonii

sodowy

miologicznym. Zastosowanie podlozy chromogen-
nych pozwala na szybsze podjecie dziatan majacych
na celu ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ patogenu
i rozpoczecie leczenia pacjenta. Mimo, ze same pod-
toza chromogenne s3 drozsze od klasycznych, ich uzy-
cie przyczynia sie¢ do obnizenia calkowitych kosztow
diagnostyki poprzez ulatwienie rozpoznawania patoge-
néw w hodowlach mieszanych, zmniejszenie liczby nie-
zbednych podtozy i testéw biochemicznych oraz ogélne
uproszczenie i skrécenie procesu identyfikacji [1, 4, 18].

Poszczegélne rodzaje podlozy chromogennych
dedykowane sa okreslonym gatunkom lub grupom
drobnoustrojéw, np. do wykrywania E.coli uzy-
wane jest m.in. podloze TBX (Tryptone Bile X-Glu-
curonide Agar), na ktéorym pod wpltywem dzialania
B-glukuronidazy jej kolonie przyjmujg barwe zielono-
niebieskg lub podioze Rainbow Agar O157 dedykowane
E. coli O157:H7. Przykladowe podloza chromogenne
dla Salmonella spp. to Rambach agar, SM-ID (ang. Sal-
monella Detection and Identification Medium), pod-
toze ABC (a-p chromogenic medium) i BBL CHROM-
agar Salmonella [12, 22].

Podtozem do szybkiej izolacji i wstepnej identyfi-
kacji wiekszo$ci patogendéw ukladu moczowego jest
np. HiCrome UTT agar. Rézowa lub czerwona barwa
kolonii na tym podiozu $wiadczy o obecnosci bakte-
rii wytwarzajacych p-galaktozydaze (E. coli), niebieska
- B-glukozydaze (bakterie z rodzajéow Enterococcus,
Klebsiella, Enterobacter i Serratia), natomiast brgzowa,
z barwnikiem dyfundujacym do podtoza - deami-

naze tryptofanu (Proteus spp.). Biale kolonie tworzone
sa przez S. saprophyticus, a bezbarwne przez Pseudo-
monas spp. [1].

Do izolacji S. aureus uzywane sa m.in. CHROMagar
S. aureus, na ktérym gronkowiec zlocisty tworzy kolo-
nie rézowe lub fioletowe, a pozostale gronkowce — biale
lub niebieskie i S. aureus ID, na ktérym wytwarzajacy
a-glukozydaze S. aureus barwi si¢ na zielono, podczas
gdy inne gronkowce - wytwarzajace P-glukozydaze
- wyrastaja w postaci biatych lub rézowych kolonii.
Osobng grupe stanowia podloza dla szczepéw mety-
cylinoopornych, np. ORSAB (ang. Oxacillin Resi-
stance Screening Agar), CHROMagar MRSA, MRSA
ID i MRSA Select [12].

Niektdre podloza chromogenne, np. CHROMagar
Yersinia (CAY), pozwalaja odrdzniaé szczepy pato-
genne od niepatogennych. W tym przypadku kolonie
szczepow patogennych Yersinia enterolitica majg barwe
jasnofioletows, a niepatogennych — niebieska z meta-
licznym polyskiem, podobnie jak kolonie pozostatych
Enterobacteriaceae, ktdrych wzrost nie zostal zahamo-
wany. Reakcje chromogenne nakierowane sg na kilka
enzymow, m.in. B-glukozydaze [8, 16].

7) Podloza do badania lekowrazliwo$ci

Waznym etapem diagnostyki bakteriologicznej jest
oznaczanie lekowrazliwosci bakterii. Mozna jg ocenia¢
metoda dyfuzyjno-krazkowa na podstawie pomiaru
wielkosci strefy zahamowania wzrostu wokot krazka
z antybiotykiem, metodg paskow z gradientem stezen
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(oznaczanie wartosci MIC [mg/1]), metodg rozciencze-
niowa w bulionie lub agarze, czy przy uzyciu komer-
cyjnych systeméw automatycznych (oznaczanie war-
tosci MIC w zakresie punktéw odciecia). Do badania
lekowrazliwosci bakterii tlenowych stosuje si¢ Mueller-
-Hinton agar, w ktérego sklad wchodzi m.in. wyciag
wolowy, hydrolizat kazeiny i skrobia. W przypadku
badania lekowrazliwosci wymagajacych bakterii tleno-
wych wykorzystywany jest Mueller-Hinton agar z 5%
dodatkiem krwi konskiej i B-NAD (20 mg/l). Leko-
wrazliwo$¢ wymagajacych bakterii beztlenowych naj-
czedciej badana jest na agarze Brucella, zawierajacym
enzymatyczny hydrolizat kazeiny i tkanek zwierzecych,
odwtokniong krew konskg (10%), witamine K i hemine.
W niektdrych laboratoriach stosowane jest w tym celu
takze podioze Wilkins-Chalgren. W jego skladzie
obecne sg wyciaggi z migsa i drozdzy oraz menadion
(witamina K3) i hemina (czynnik X) [4, 17, 18].

5. Podsumowanie

Podloza bakteriologiczne mozna podzielic ze
wzgledu na skfad chemiczny, konsystencje czy zawar-
to$¢ substancji odzywczych, jednak ze wzgledow prak-
tycznych najczesciej wykorzystywany w diagnostyce
mikrobiologicznej jest podzial podlozy pod katem ich
zastosowania. Istnieje szereg podtozy bakteriologicz-
nych, ktore dedykowane sa danym grupom bakterii,
a takze przeznaczonych do posiewu odpowiednich
materiatéw klinicznych. Na szczegdlng uwage zastuguja
podloza chromogenne, ktore upraszczajg i przyspieszaja
proces identyfikacji bakterii, dzigki tworzeniu barw-
nych produktéw hydrolizy — charakterystycznych dla
okreslonych grup bakterii.

Przy planowaniu badan w laboratorium nalezy
uwzgledni¢ wszystkie rodzaje podiozy. Ich dobdr
powinien by¢ adekwatny do zakresu prowadzonych
badan, by przy mozliwie najmniejszej liczbie podlozy
uzyskiwaé wszystkie niezbedne informacje. Zwykle
jest to kwestia indywidualna, zwigzana z charakterem
dziatalnosci danego laboratorium, jednak w niektérych
galeziach przemystu, np. w przemysle farmaceutycz-
nym czy spozywczym, obowigzujace normy i przepisy
$cisle okreslaja wymagany asortyment podlozy.

Niezmiernie istotne sg takze zagadnienia zwigzane
z prawidtowym przygotowaniem i przechowywaniem
podlozy. Maja one wplyw na jakos§¢ pozywek, a co za
tym idzie, na ich przydatnos¢ do uzycia i wiarygodnosé¢
przeprowadzanych badan. Dlatego wiasnie tak wazna
jest kontrola jakosci podfozy zaréwno na etapie ich pro-
dukgji, jak i przed uzyciem danej partii. Mimo ciag-
tego opracowywania nowych metod diagnostycznych,
wyhodowanie bakterii z badanego materialu pozostaje
»ztotym standardem” w diagnostyce bakteriologiczne;.
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