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1. Wprowadzenie. 2. Przypadki listeriozy. 3. Listerioza wywotana konsumpcja zywnosci zanieczyszczonej L. monocytogenes. 4. Innowacyjne
rozwigzania technologiczne obnizajace ryzyko wystepowania L. monocytogenes w zywnosci. 5. Podsumowanie

Listeria monocytogenes — survival and methods of its elimination from dairy products

Abstract: Changing consumer’s preferences and expectations exhort food producers to seek for new technological solutions. Many research
and epidemiological studies confirm that Listeria monocytogenes can grow in many types of food products, thus posing a serious threat to
consumers. The growth of this pathogen in food may be limited by the application of different natural substances which have antimicrobial
effect. Some species, oils as well as certain microorganisms and/or their metabolites exhibit antilisterial activity. Occurrence in foods
and outbreaks caused by L. monocytogenes mobilize science and food industry to explore more effective, innovative but at the same time
natural methods of food preservation, which would ensure the microbiological safety of food products.

1. Introduction. 2. Listeriosis outbreaks. 3. Listeriosis resulting from the consumption of food contaminated with L. monocytogenes.

4. Innovative technological solutions to reduce the risk of occurrence of L. monocytogenes in food. 5. Summary

Stowa kluczowe: bezpieczenstwo zywnoéci, L. monocytogenes, naturalne konserwanty

Key words:

food safety, L. monocytogenes, natural preservatives

1. Wprowadzenie

Przezywalno$¢ drobnoustrojow w zywnosci zalezy
od wielu czynnikéw. Do rozwoju mikroorganizméw
niezbe¢dne jest zapewnienie optymalnych warunkdow
srodowiska, przede wszystkim temperatury, pH, aktyw-
nosci wody oraz dostepnos¢ substancji odzywczych.
Wplyw na przezywalno$¢ i namnazanie sie bakterii
w produktach spozywczych majg gléwnie takie czynniki
jak: sktad chemiczny i struktura produktu, obecnos¢
srodkéw konserwujacych i mikroflory towarzyszacej
oraz sposob ich utrwalania, pakowania i przechowy-
wania [25, 26, 44]. Zywno$¢ jest idealnym $rodowi-
skiem do rozwoju mikroflory zaréwno saprofitycznej,
jak i niepozadanej, w tym patogenne;j.

Paleczka Listeria monocytogenes to niewielka (sred-
nica: 0,5x0,5-2um) Gram-dodatnia bakteria, ktora
wraz z L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. mur-
rayi oraz L. welshimeri nalezy do rodziny Listeriaceae.
Listeria jest drobnoustrojem szeroko rozpowszech-
nionym w $rodowisku naturalnym. W latwy sposéb
moze znalez¢ si¢ w $rodowisku produkcyjnym zyw-
nosci, a nastgpnie w wyniku niewlasciwego procesu
np. mycia czy tez reinfekcji produktu, moze je zanie-
czyszczaé. Komorki Listeria posiadaja zdolno$¢ do
namnazania si¢ w szerokim zakresie pH (4,4-9,6)

i temperatury (0-45°C) [10, 18, 24, 28, 35, 48]. Obec-
no$¢ tego patogenu odnotowano w wielu grupach
$rodkow spozywcezych: mieso, ryby, owoce, warzywa,
produkty mleczarskie oraz mrozonki. [5, 7, 10, 11, 36,
47]. Komorki patogenu moga by¢ przyczyna: zapalenia
zoladka, jelit, opon mézgowych, wywolywa¢ posocz-
nice (szczegdlnie u noworodkéw). Listerioza charak-
teryzuje sie wysoka $miertelnoscig (20-30%) i dotyczy
gléwnie okreslonych grup ryzyka(nosiciele wirusa HIV,
kobiety w cigzy i noworodki, osoby z choroba nowo-
tworowa i po przeszczepach). Wystapienie listeriozy
zalezy od stopnia zanieczyszczenia produktow spozyw-
czych, stanu zdrowia konsumenta oraz patogennosci
szczepow [1, 25, 35].

2. Przypadki listeriozy

Na przestrzeni ostatnich 25 lat najwiecej przypad-
kow listeriozy wywolanej spozyciem zanieczyszczonej
komoérkami patogenu zywnosci odnotowano we Wto-
szech. W 1997 roku w wyniku konsumpcji satatki z tun-
czyka zawierajacej 10°jtk/g L. monocytogenes zachoro-
walo 1566 osob [42]. Na obszarze Unii Europejskiej
(UE) zaobserwowano wzrost liczby zachorowan na
listerioze. Najwiekszy odsetek choroby odnotowano

* Autor korespondencyjny: Katedra Mleczarstwa i Zarzadzania Jakoscia, Wydzial Nauki o Zywnoéci, Uniwersytet Warmirisko-Mazurski
w Olsztynie, ul. M. Oczapowskiego 7, 10-719 Olsztyn; tel. 89 523 43 39; e-mail: kamil.adamczewski@uwm.edu.pl
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Rys. 1. Przypadki ludzkiej listeriozy w wybranych krajach UE. Opracowano na podstawie [13]

w 2013 roku w Finlandii, Hiszpanii, Szwecji i Danii
(odpowiednio: 1,12, 1,00, 0,97 i 0,91 przypadkow
na 100000 mieszkancow). Obecno$¢ tego patogenu
w zywnosci stwierdzono w wielu krajach UE gdzie
zarejestrowano wzrost przypadkow listeriozy z 1425
w 2008 roku do 1763 w 2013 roku (Rys. 1) [13, 14].

Od 2002 roku na obszarze UE funkcjonuje system
RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) w celu
ochrony konsumentéw przed potencjalnie niebez-
pieczng zywnoscig . Dzialanie tego systemu polega na
gromadzeniu, analizowaniu i szybkim rozpowszech-
nianiu informacji o produktach spozywczych i paszach
stanowiacych zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat.
Wszystkie powiadomienia publikowane sg w rocz-
nych raportach zamieszczonych na stronie interneto-
wej systemu [17, 32]. W 2015 roku do systemu RASFF
wplyneto 107 zgloszen dotyczacych wykrycia L. mono-
cytogenes w zywnosci, co stanowi wzrost o 3 i 31 przy-
padkéw, odpowiednio w 2014 i 2013 roku. Obecno$¢
tego patogenu stwierdzono m.in. w serze gorgonzola
(3,7 log jtk/g, Wlochy), w serach wyprodukowanych
z surowego mleka krowiego (>3,77log jtk/g, Francja)
i owczego (3,2 log jtk/g, Hiszpania).

3. Listerioza wywolana konsumpcja zywnosci
zanieczyszczonej L. monocytogenes

Obecnos¢ paleczek L. monocytogenes w mleku
surowym wynosi na §wiecie od 0,4 do 16% [2, 20, 22].
Zdolnosci adaptacyjne L. monocytogenes wpltywaja na
rozwdj tego patogenu w produktach przechowywa-
nych w niskich temperaturach, o wysokiej zawartosci
NaCl i tluszczu. W 1999 roku w Finlandii odnoto-

wano epidemie listeriozy po spozyciu masta wyprodu-
kowanego z pasteryzowanej $mietanki metoda ciagla
[23]. W wyniku epidemii analizie poddano 259 pré-
bek masta z opakowan o zréznicowanej gramaturze
pochodzacych ze szpitali, restauracji i sklepow. Obec-
nos¢ komorek L. monocytogenes stwierdzono w 46%
pobranych probek. Liczba komoérek patogenu w prob-
kach masta wynosita 4, 2,5 oraz 1,17 log jtk/g. (odpo-
wiednio w opakowaniach jednostkowych o masie: 7,
10 i 500 g). Na podstawie zebranych danych oszaco-
wano, iz §rednie spozycie zanieczyszczonego masla
przez pacjentoéw, u ktorych wystapita listerioza wynio-
sto 13,78 g na osobe. Najwiecej przypadkow listeriozy
zanotowano w szpitalnych oddzialach hematologii,
pulmonologii i onkologii. Stwierdzono réwniez, ze
zrodlem L. monocytogenes w zakladzie produkcyjnym
byt przenoénik §limakowy oraz rura wylotowa masta
z masielnicy. Obecno$¢ pateczek patogenu stwierdzono
réwniez w kratkach $ciekowych i na powierzchniach
urzadzen pakujacych [23].

Przypadki listeriozy zanotowano takze w pétnocno-
-zachodniej czg¢$ci Szwajcarii zamieszkanej przez ok.
150000 mieszkancoéw. Po spozyciu sera miekkiego
typu ,tomme” odnotowano 10 przypadkoéw listeriozy,
z czego 8 to osoby w podeszlym wieku, a w wyniku
posocznicy 3 osoby zmarly. Dwa przypadki dotyczyly
kobiet w ciazy, ktore poronity w wyniku zakazenia
plodu. Stuzby sanitarne wykazaly, ze ser byl zanie-
czyszczony komorkami L. monocytogenes na poziomie
3-4log jtk/g. Pomimo wszczecia procedury wycofania
produktow z rynku w ciagu kolejnych 10 dni zanoto-
wano jeszcze dwa przypadki listeriozy [4].

Przedstawione przypadki zachorowan na listerioze
wskazujg potrzebe monitorowania i badania jakosci
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mikrobiologicznej produktéw spozywczych zgodnie
z kryteriami bezpieczenstwa zdefiniowanymi w Roz-
porzadzeniu WE2073/2005 w sprawie kryteriow
mikrobiologicznych dotyczacych srodkéw spozywcezych
(z p6zn. zm.). Badania zgodno$ci produktéow spozyw-
czych z kryteriami zawartymi w ww. Rozporzadzeniu
powinny uwzglednia¢ zmiany zachodzace w produkcie
na etapach produkcji oraz przechowywania, w trakcie
calego okresu przydatnosci do spozycia. Producent
powinien na podstawie dostepnej literatury naukowej,
badan fizykochemicznych i mikrobiologicznych pro-
duktu oraz innych narzedzi (np. mikrobiologii progno-
stycznej) opracowa¢ takie warunki produkcji zywnosci,
aby zapewnic jej bezpieczenstwo [31, 45].

4. Innowacyjne rozwigzania technologiczne
obnizajace ryzyko wystepowania
L. monocytogenes w zywnosci

Zachowanie drobnoustrojéow chorobotwérczych
(wzrost, inaktywacja, przezywalnos¢) zalezy od zew-
netrznych i wewnetrznych czynnikéw srodowisko-
wych, m.in.: czasu i temperatury, sposobu pakowania
(warunki: tlenowe, beztlenowe, modyfikowana atmos-
fera), wilgotnosci wzglednej, jakosci mikrobiologicznej
surowca, pH, aktywnos$ci wody, zawartosci skladnikow
antymikrobiologicznych czy sposobu postepowania
konsumenta z produktem. W produkcji seréw na roz-
woj niepozadanej mikroflory duze znaczenie ma rodzaj
i aktywno$¢ kultur starterowych, szybkos¢ oraz stopien
ukwaszenia gestwy serowej, metoda solenia, a takze
temperatura prowadzonego procesu technologicznego
[33]. Ze wzgledu na niska kwasowos¢ i duzg zawar-
tos¢ wody sery miekkie stanowig dobre srodowisko do
rozwoju L. monocytogenes. Zawarto$¢ NaCl (2,3-3,5%)
oraz kwasowos¢ sera (pH 4,5-6,5) nie stanowig wystar-
czajacej bariery dla rozwoju tego patogenu [12, 41].

W celu zapewnienia bezpieczenstwa mikrobiolo-
gicznego w produkcji zywnosci stosowane sg dodatki
w postaci konserwantéw chemicznych (np. kwas sor-
bowy, benzoesowy). Ilo§¢ dodawanych konserwantow
reguluje dyrektywa WE 52/2006 Parlamentu Euro-
pejskiego i Rady z dnia 5 lipca 2006 . (z p6zn. zm.)
w sprawie dodatkéw do zywnosci innych niz barwniki
i substancje stodzace. Obecny na rynku spozywczym
trend eliminacji wszelkich dodatkéw chemicznych jest
pozytywnie postrzegany przez konsumentéw, ktérzy
coraz czesciej analizujg etykiete pod wzgledem sktadu
produktu. W zwigzku z tym, do utrwalania produk-
tow spozywczych zamiast konserwantéw syntetycznych
coraz czesciej zastosowanie maja substancje pocho-
dzenia naturalnego. Dodatki te odgrywaja istotng role
w procesie projektowania nowych i innowacyjnych
wyrobdéw, modyfikacji sktadu istniejacych produktow
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oraz ustalania parametréw proceséw technologicznych.
Niektore ziota i przyprawy stosowane w produkcji
spozywczej wykazuja potencjalne dzialanie antagoni-
styczne wobec paleczek L. monocytogenes. Naleza do
nich: ziele angielskie, ekstrakt z oregano, gozdziki czy
owoce np. boréwki [37, 39]. Wykazano réwniez anty-
bakteryjne wlasciwosci olejku z rozmarynu lekarskiego
(Rosmarinus officinalis). Zwigzki fenolowe pochodze-
nia roslinnego (tymol i karwakrol) dziataja hamujaco
na rozwdj Listeria przy stezeniu 0,5-1%. W badaniach
prowadzonych przez Tajkarimi i wsp. wykazano, iz
wyekstrahowany z szatwii i rozmarynu wolny alkohol
o nazwie borneol wykazywat dziatanie antymikrobio-
logiczne juz przy stezeniu 0,02-0,05% [43].

Dziatanie bakteriobojcze lub bakteriostatyczne
wobec Listeria wykazuje wiele szczepow bakterii fer-
mentacji mlekowej (LAB) wchodzacych w skfad kul-
tur starterowych wykorzystywanych w przemysle
mleczarskim do produkcji réznego rodzaju produk-
tow fermentowanych. Wymieranie pateczek L. mono-
cytogenes prawdopodobnie wynika ze wspotzawod-
nictwa o skladniki pokarmowe, zmian potencjalu
oksydoredukcyjnego srodowiska oraz syntezy przez
LAB kwasow organicznych, bakteriocyn i substancji
bakteriocynopodobnych. Bakterie fermentacji mleko-
wej wykazujg antagonistyczne dzialanie wobec wielu
patogenow i sa zdolne do syntezy bakteriocyn (klasy
IIa). Udowodniono, ze wytwarzana przez Lactococcus
lactis laktycyna 3147 redukowata o 99,9% liczebnos¢
L. monocytogenes w serach twarogowych, natomiast
pediocyna produkowana przez Lactococcus lactis CL1
obnizala poziom o 3log jtk/g tego patogenu w serach
dojrzewajacych [3, 39]. Wigkszos¢ bakteriocyn pro-
dukowanych przez LAB nie wplywa negatywnie na
aktywnos$¢ metaboliczng pozadanej mikroflory, a sub-
stancje te najwieksza aktywnos¢ antylisteryjng wyka-
zuja w warunkach chtodniczych. Skutecznos¢ dzialania
bakteriocyn zalezy rowniez od skladu produktu. Bak-
teriocyny czesto wiaza si¢ ze skladnikami zywnosci
lub ulegaja inaktywacji wskutek dziatania enzymoéw
proteolitycznych [16, 39, 40]. Wykazano, ze najwiek-
sze dzialanie antagonistyczne wobec Listeria posiadaja
nastepujace szczepy: Lactococcus lactis, Lactococcus
garvieae, Lactobacillus plantarum i Leuconostoc mesen-
teroides. Wymienione gatunki drobnoustrojéow znala-
zly zastosowanie w produkcji réznych rodzajow seréw,
tj. twarogowych kwasowych, kwasowo-podpuszcz-
kowych i dojrzewajacych typu holenderskiego [39].
Montiel i wsp. zbadali wplyw reuteryny, wytwarzanej
przez probiotyczny szczep Lactobacillus reuteri, na
zachowanie Listeria w tososiu wedzonym na zimno
zanieczyszczonym na poziomie 5 log jtk/g. Zaobserwo-
wano, iz dodatek reuteryny w ilosci 10 mg/g zahamo-
wal wzrost Listeria w temperaturze 8°C w czasie 15 dni,
a w 30°C przez 8 godzin [27]. Ze wzgledu na swoje
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wlasciwoéci reuteryna znalazla juz zastosowanie
w medycynie. W badaniach klinicznych stwierdzono
ponadto, ze szczep L.reuteri ATCC55730 wyka-
zuje pozytywne dzialanie w zwalczaniu problemdw
gastrycznych niemowlat [30]. Syntetyzowana przez
L. reuteri bakteriocyna charakteryzuje si¢ szerokim
spektrum antybakteryjnym, aktywnos$cig w srodowi-
sku o zmiennej kwasowosci, a takze odpornoscig na
dziatanie enzymow lipo- i proteolitycznych. Powyz-
sze wlasciwosci tego zwiazku czynig go uzytecznym
w zapewnieniu dodatkowej ochrony przed rozwojem
L. monocytogenes, np. w przypadku produktéw goto-
wych do spozycia przechowywanych w warunkach
chtodniczych [48].

Niektore grupy drobnoustrojoéw zdolne sa do biosyn-
tezy metabolitow wtornych, np.: zwigzkéw powierzch-
niowo czynnych zwanych biosurfaktantami. Szczep
Bacillus  subtilis wytwarza lipopeptyd surfaktine,
ktorej amfifilowa struktura utrudnia adhezje L. mono-
cytogenes, Salmonella oraz Enterobacter sakazakii do
powierzchni stalowych urzadzen przemystowych oraz
opakowan [6, 29]. Hamujace dziatanie surfaktiny wobec
Listeria potwierdzili Sabaté i Audisio [34]. Badacze
zaobserwowali réwniez, ze metabolit ten zachowywat
wlasciwosci przeciwbakteryjne w szerokim zakresie
pH (2-10) w obecnosci enzymo6w proteolitycznych. Na
aktywno$¢ surfaktiny nie mialy wptywu analizowane
procesy cieplne: ogrzewanie pozywki (Brain Heart
Infusion) przez 10 minut w 96°C oraz autoklawowanie
przez 15 minut w temperaturze 121°C [34].

Innowacyjne metody ograniczenia czy tez zahamo-
wania wzrostu drobnoustrojéw w zywnosci polegajg
na jednoczesnym zastosowaniu wielu czynnikéw in-
aktywujacych. Huq i wsp. zaobserwowali synergistyczny
efekt promieniowania gamma i zastosowanych substan-
¢ji o potencjalnym dzialaniu antylisteryjnym (olejek
z oregano, cynamon, nizyna) w gotowych do spozy-
cia produktach miesnych [15]. Poprzez zastosowanie
kilku zabiegéw redukujacych ryzyko wystapienia nie-
pozadanych drobnoustrojéw w zywnosci eliminuje si¢
stosowanie syntetycznych konserwantéw co wplywa na
poprawe postrzegania produktu przez konsumenta [49].

Peptydy anionowe pochodzace z bialek serwatko-
wych stanowia przyktad naturalnych substancji hamu-
jacych wzrost L. monocytogenes. Demers-Mathieu i wsp.
poddali serwatke procesowi nanofiltracji, a pozyskane
biatka hydrolizowano przy udziale enzymu trypsyny
[8]. Badacze potwierdzili skuteczno$¢ antybakteryjna
otrzymanych peptydéw na przykladzie sera typu Ched-
dar. Mozliwo$¢ zastosowania tych substancji w prze-
mysle spozywczym stanowi¢ moze dodatkowe zabez-
pieczenie przed rozwojem potencjalnie niebezpiecznej
mikroflory [8]. Peptydy anionowe moga reagowac
z innymi skladnikami zywnosci, jak bialka i ttuszcze.
Z tego wzgledu konieczne jest potwierdzenie skutecz-
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nosci antymikrobiologicznej tych substancji dla okres-
lonego produktu spozywczego [9]. Sila i wsp. badali
antybakteryjne wtasciwosci peptydéw pochodzenia
zwierzecego [38]. Autorzy pozyskali peptydy (m.in.:
Gly-Val-His, Trp-His-Arg, Trp-His-Phe) z biatek mie-
$niowych ryby stodkowodnej - brzany (Barbus callen-
sis) zdolne do niszczenia btony komoérkowej pateczek
Listeria. Cytowane badania wskazujg na mozliwos¢
zastosowania peptydéw anionowych do eliminowania
L. monocytogenes z zywnosci [38].

Innym sposobem zabezpieczania produktéw spo-
zywczych przed L. monocytogenes jest zastosowanie
techniki wysokich ci$nien. Valdramidis i wsp. przepro-
wadzili badania z wykorzystaniem tej techniki w pro-
duktach miesnych [46]. Autorzy stwierdzili, iz przy
zastosowaniu ci$nienia powyzej 500 MPa Listeria nie
byta wykrywana juz po 24 godzinach przechowywania
[46]. Badania wykazaty, ze warunki prowadzenia pro-
cesu utrwalania zywnosci, jak réwniez poziom stoso-
wanych dodatkéw, wplywajg na przezywalnos¢ Listeria
w produktach migsnych. Przytoczone badania sugeruja
mozliwosci aplikacyjne techniki wysokich ci$nien row-
niez w innych galeziach przemystu spozywczego.

5. Podsumowanie

Na przezywalnos¢ L. monocytogenes w produkcji
zywnoéci wplywajg zaréwno czynniki wewnetrzne (cha-
rakterystyka fizykochemiczna i mikrobiologiczna pro-
duktu spozywczego), jak rowniez czynniki zewnetrzne
(parametry technologiczne procesu, warunki pako-
wania i przechowywania produktéw) [19, 21, 24].
W aspekcie bezpieczenstwa zywnosci stosowanie natu-
ralnych substancji hamujgcych rozwdj patogenéw moze
by¢ w pelni uzasadnione. Dziatanie naturalnych sub-
stancji o wlasciwosciach hamujacych wzrost i/lub prze-
zywalno$¢ mikroflory niepozadanej wykorzystujace zja-
wisko synergizmu moze skutecznie chroni¢ produkty
spozywcze przed potencjalnym rozwojem L. monocy-
togenes. Przed wprowadzeniem do obrotu produktéow
zawierajacych naturalne inhibitory w postaci dodatkéow
takich jak przyprawy i bakteriocyny, nalezy poddac je
szczegOtowej analizie pod wzgledem ich kumulacji
i oddziatywania na organizm czlowieka (odkladanie si¢
zwigzkéw chemicznych w tkankach). Nalezy zwréci¢
szczegolng uwage na ewentualno$¢ wystapienia nietole-
rancji pokarmowych, oddzialywania alergicznego oraz
interakeji z przyjmowanymi przez konsumenta lekami.
Poszukiwanie substancji pochodzenia naturalnego,
ktore mozna wykorzysta¢ jako skladniki produktu
pelnigce funkcje naturalnego konserwantu, moze mie¢
dodatkowe, szczegdlne znaczenie w przemysle spozyw-
czym z uwagi na wartoéci prozdrowotne, ktore s takze
elementem strategii marketingowe;j.
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1. Wstep. 2. Ogolna charakterystyka propolisu. 3. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna propolisu. 4. Podsumowanie
Antibacterial properties of propolis

Abstract: Propolis is a natural product which honey bees (Apis mellifera) manufacture from balsamic resins, actively secreted by plants on
leaf buds and barks. The chemical composition of propolis is highly variable. More than 300 compounds, such as polyphenols, phenolic
aldehydes, sesquiterpene, quinines, coumarins, amino acids, steroids and inorganic compounds, have been identified in propolis samples.
The content depends on the specific local flora at the site of collection, on the season of collection and also on the local climate. Propolis is
a complex mixture of balsams, resins, waxes, essential oils, pollen and other substances which are used by bees in the construction, repair
and protection of their hives, mainly thanks to its mechanical properties, antiseptic efficacy and antimicrobial activity. Because of the
broad spectrum of biological activities, propolis is still used in traditional medicine. In this article, we review the current knowledge about

propolis geographic diversity and its antimicrobial activity.

1. Introduction. 2. General characteristics of propolis. 3. The antimicrobial activity of propolis. 4. Conclusion

Slowa kluczowe: aktywno$¢ przeciwbakteryjna, propolis, substancje farmakologiczne
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1. Wstep

W zwigzku ze wzrostem opornosci bakterii na anty-
biotyki, ro$nie zainteresowanie zastosowaniem propo-
lisu, jako produktu pszczelego o najwyzszej aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej. Naukowcom udalo si¢
dowies¢, ze dzialanie antybiotyczne ekstraktow propo-
lisu zapewniaja liczne flawonoidy oraz kwasy fenolowe
iich estry. Poniewaz propolis zawiera kilkaset réznych
substancji bakteriobdjczych, wyklucza to mozliwo$¢
nabycia przez drobnoustroje opornoéci w stosunku
do calego spektrum tych substancji. Godne podkres-
lenia jest wystepowanie synergistycznego dzialania
propolisu i wielu antybiotykow. Skutecznos¢ dzialania
takich lekow, jak cefalosporyny, gentamycyna, oksyte-
tracyklina, erytromycyna, wankomycyna i bacytracyna
w obecnosci ekstraktu propolisu wzrasta od 10 nawet
do 100 razy. Jest to doskonaly sposéb, aby zmniejszy¢
dawkowanie antybiotyku, a tym samym unikna¢ skut-
koéw jego dzialania niepozadanego [4, 45, 56, 86, 88, 92].

2. Ogolna charakterystyka propolisu

Propolis jest wysoce ztozonym, naturalnym kom-
pleksem biologicznym, skladajacym si¢ z mieszaniny
wytworzonej przez pszczoly z rodlinnych substancji
zywicznych, wosku pszczelego, pylku kwiatowego,
pierzgi, wydzieliny gruczolowej pszczot oraz domie-
szek mechanicznych. W zbiorze propolisu bierze
udzial wyspecjalizowana niewielka grupa (od 10 do 30)

pszczo6t zdrowych i silnych, doswiadczonych w pracach
polowych, zwykle w wieku powyzej 15 dni. Najlepiej
propolis zbiera rozpowszechniona w Europie Wschod-
niej pszczota kaukaska Apis mellifera caucasica. Pszczoly
zbierajg balsamiczne substancje z paczkéw niektorych
drzew, np. topoli, brzozy, wierzby, olchy i kasztanowca
oraz zywic wystepujacych na uszkodzonych czesciach
tych drzew. Zbieraja je przede wszystkim od poczatku
lata do jesieni, w najcieplejszych godzinach dnia, mig-
dzy 10.00 a 16.00 przy sprzyjajacych temperaturach
(powyzej 20°C), kiedy substancje zywiczne sa dosta-
tecznie migkkie [3, 21, 24, 51].

2.1. Wykorzystanie propolisu przez pszczoly

Gromadzenie si¢ olbrzymiej liczby owadéw socjal-
nych na bardzo ograniczonej powierzchni, stwarza
podwyzszone ryzyko pojawienia si¢ choréb zakaz-
nych, zwlaszcza nosemozy i zgnilca amerykanskiego.
Gléwnym czynnikiem, ktéry gwarantuje obrone przed
zachorowalnoscig pszczot jest magazynowanie w ulu
propolisu. Stowo ,,propolis” jest pochodzenia greckiego
i oznacza dostownie ,przedmurze miasta” Pszczoly
budujg barier¢ propolisowg tuz za otworem wejscio-
wym, czyli ,,przedmurze przed swoim domem” Jest ono
tak zbudowane, ze wszyscy mieszkancy muszg przez nie
przej$¢ wchodzac do ula lub z niego wychodzac. W ten
sposob jakby przechodza przez bariere dezynfekcyjna
czy mate odkazajaca, by nie wnies¢ do ,,domu” bakterii,
plesni i innych zarazkéw. Pszczoly pokrywaja warstwa

* Autor korespondencyjny: Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny, Instytut Nauk o Zdrowiu, 08-110 Siedlce, ul. Prusa 14;
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propolisu komorki plastra przed ztozeniem do nich
przez matke jaj lub pokrywaja jego warstwa usmiercone
ich jadem szkodniki, ktérych nie s3 w stanie usuna¢
z ula, a ktorych produkty rozkladu stanowilyby zagro-
zenie dla catego roju [3, 24, 51].

Propolis stanowi dla pszczél material budul-
cowy i izolacyjny. Jest wykorzystany do powlekania
wewnetrznych $cian ula i wszystkich jego czesci cienkg
warstwa o grubosci od 0,3 do 0,5 mm, a takze do przy-
mocowania luznych czesci. Pszczoty za pomoca propo-
lisu uszczelniajg gniazdo, zasklepiajg wszelkie otwory
o szerokosci mniejszej niz 4,5mm oraz zmniejszaja
wielko$¢ otworu wylotowego w okresach chtodow,
majac na celu ochrone gniazda przed zimnem, wiatrem
i przeciagiem [24, 51].

2.2. Wlasciwosci fizyczne propolisu

Whasciwosci fizyczne propolisu zalezg od regionu
pochodzenia i rodzaju roélin. Jest on produktem bez-
postaciowym, o ostrym, cierpkim, piekacym i gorzka-
wym smaku. Swiezy propolis jest silnie aromatyczny.
Zapach jest stodkawy, przypominajacy nieco korzenny,
cynamonowy, zapach paczkéw topoli, kadzidla badz
bukietu kwiatowego. W bardzo starych prébkach lub
zanieczyszczonych duzg zawartoscig wosku zapach jest
stabo wyczuwalny, przypomina bardziej zapach wosku
i miodu. Propolis ma rézne barwy, od zo6ltej poprzez
z0tto-zielong, zielonkawg, pomaranczowa, czerwong,
ciemnobrazowg do prawie czarnej. Barwa propolisu
zalezy od gatunku rodliny, z ktdrej jest zbierany (np.
topola-brazowy, olsza-z6tty, brzoza-czarny, kasztano-
wiec-czerwony) oraz od ilo$ci domieszanego przez
pszczoly wosku. Zwykle propolis jest koloru zéitego
i bragzowego. Podczas przechowywania probki propolisu
ciemnieja. Propolis dobrze rozpuszcza si¢ w alkoholu
etylowym, acetonie, eterze etylowym i chloroformie.
W ostatnich latach opracowano technologie przetwa-
rzania propolisu na rozpuszczalny w wodzie proszek
propolisowy. Konsystencja propolisu zalezy gléwnie
od temperatury. Jest on duzo twardszy i odporniejszy
na temperature niz wosk. W temperaturze 15°C pro-
polis jest twardy i kruchy, w 34,5-36°C (temperatura
gniazda) staje si¢ miekKki i plastyczny, a w temperaturze
ponad 45°C - lepki i kleisty. Jest ptynny w temperatu-
rze 70-80°C, chociaz dla niektérych prébek propolisu
punkt topnienia wynosi powyzej 100°C. Gestos$¢ propo-
lisu miesci si¢ w przedziale od 1,20 do 1,27 g/cm’, jest
wiec ciezszy od wosku pszczelego (0,96 g/cm?) [24, 51].

2.3. Sklad chemiczny propolisu
Sklad chemiczny propolisu jest zréznicowany

i uzalezniony od roslinnosci obszaru geograficznego,
z ktorego pochodzi, od pory roku i rasy pszczét. Ogol-
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nie w sklad propolisu wchodza: zywice (50%), olejki
eteryczne (10%), woski (30%), pyltki kwiatowe (5%)
i domieszki mechaniczne (5%). Dotychczas wyodreb-
niono ponad 300 substancji wchodzacych w jego sktad.
Znalezione w sktadzie propolisu substancje naleza do
tzw. substancji grupy GRAS (generally recognized as
safe), ogolnie uznanych za bezpieczne. Polski propolis
pochodzi przede wszystkim z paczkéw lisciowych topoli
czarnej (Populus nigra). Znajduje si¢ w nim ok. 65%
substancji biologicznie czynnych. Substancje uznane
za lecznicze to gléwnie flawonoidy, ktérych zawartosé
w propolisie wynosi od 3,0 do 8,5% i rozne substancje
fenolowe oraz aromatyczne (okoto 77%). Wséréd kwa-
s6w aromatycznych nalezy wymieni¢: cynamonowy,
kawowy, ferulowy, benzoesowy, salicylowy, p-kuma-
rowy. Do najwazniejszych estréw aromatycznych zali-
cza si¢ estry etylowe i fenyloetylowe kwasu cynamono-
wego i kawowego. Najczesciej wykrywa sie w propolisie
nastepujace flawonoidy: chryzyne, tektochryzyne, pino-
strobine, pinocembryne, galangine i chalkon pinostro-
binowy, rzadziej kemferol, kwercetyne, apigenine, gen-
kwanine czy pinobanksyne. Z pozostalych zwigzkéw
wystepujacych w polskim propolisie warto wymienié:
zwigzki lotne (geraniol, nerol, farnezol, B-eudesmol,
kariofilen, patchulen, skwalen) i inne zwigzki aroma-
tyczne (kumaran, waniline) oraz weglowodory (eiko-
san, trikosan, pentakosan, heksadekanol), alkohole
triterpenowe (cholinasterol, fukosterol, stigmasterol),
enzymy (amylazy, esterazy), biopierwiastki, m.in.: wapn,
magnez, mangan, cynk, cyna, miedz, krzem, zelazo, glin,
srebro, sod, potas, chrom, stront i witaminy: B1, B2, B5,
B6, C, D, E, prowitamine A [3, 5, 21, 24, 25].

Propolis wykazuje réznorodne aktywnosci farmako-
logiczne. Jest najaktywniejszy biologicznie wsrod pro-
duktéw pszczelich. Najwazniejsze i najbardziej znane
wlasciwosci propolisu to dziatanie przeciwdrobno-
ustrojowe oraz przeciwzapalne, antyoksydacyjne, prze-
ciwnowotworowe i immunostymulacyjne [51].

3. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna propolisu

Propolis wykazuje szerokie spektrum aktywnosci,
zaréwno przeciwko bakteriom tlenowym i beztleno-
wym, Gram-dodatnim, jak réwniez, chociaz w mniej-
szym stopniu Gram-ujemnym (Tabela I). Jest to spo-
wodowane m.in. ztozong budowsa $ciany komoérkowej
u tej grupy bakterii, niskg przepuszczalnoscig blony
zewnetrznej oraz wystepowaniem systemu efflux,
bialek membranowych odpowiadajacych za aktywny
transport z komorki lekéw i innych substancji chemicz-
nych, w tym sktadnikéw propolisu. Warte podkreslenia
jest rdwniez to, Ze wchodzace w sklad propolisu zywice
i zawarte w nich substancje sg wydzielane przez roéliny
do ich ochrony przed patogenami, gtéwnie bakteriami
Gram-dodatnimi [44, 49].
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Tabela I
Wplyw ekstraktu etanolowego z propolisu na bakterie
Bakterie Gram-dodatnie tlenowe MIC mg/ml Bakterie Gram-ujemne tlenowe MIC mg/ml

Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp. 0,05-1 Escherichia coli >2,56
(S. epidermidis, S. saprophyticus, S. hominis, Salmonella spp. (S. Enteritidis, S. Typhi, >2,56
S. warnerii, S. auricularis, S. capitis) S. Typhimurium)
Streptococcus spp. (S. pyogenes, S. pneumoniae, 0,05-1 Proteus vulgaris, P. mirabilis >2,56
S. mutans, S. sorbinus, S. viridans)
Enterococcus spp. (E. faecalis) 0,5-5 Shigella dysenteriae, S. sonnei >2,56
Micrococcus luteus 0,05-1 Klebsiella pneumoniae >5,12
Bacillus cereus, B. subtilis 0,125-0,5 Enterobacter aerogenes >5,12
Mycobacterium spp. 21 Pseudomonas aeruginosa 22,56
Mycobacterium tuberculosis >2-5 Aeromonas hydrophila >2,56
Corynebacterium spp. 0,05-1 Helicobacter pylori >5,12

Campylobacter jejuni =5

Hemophilus influenzae >5
Listeria monocytogenes >2,56 Brucella abortus, B. melitensis >512

Bakterie Gram-dodatnie beztlenowe MIC mg/ml Bakterie Gram-ujemne beztlenowe MIC mg/ml

Peptostreptococcus spp. 0,01-0,5 Actinobacillus oralis, A. gingivalis 0,06
Peptococcus spp. 1-3 Porphyromonas anaerobius, P. melaninogenica 0,05
Lactobacillus acidophilus 0,5-1 Bacteroides 0,01-0,5
Eubacterium spp. 0,5-1 Prevotella intermedia 0,05
Propionibacterium spp. 0,5-1 Fusobacterium nucleatum 0,01-0,06
Arachnia spp. 0,5-1 Veillonella parvula 1-3
Actinomyces spp. 1-3 Leptotricha 1-3
Clostridium spp. 1-3

MIC - minimalne stezenie propolisu hamujace wzrost bakterii, na podstawie: [17, 16, 19, 20, 35, 39, 40]

Wrystepuje korelacja miedzy aktywnoscig przeciw-
bakteryjng propolisu a jego skladem chemicznym,
ktory jest zalezny od pochodzenia. Fakt ten przyczynit
sie do wydzielenia okreslonych typéw chemicznych
propolisu [30]. Pomimo zréznicowanego sktadu che-
micznego, wszystkie zbadane dotad typy propolisu
wykazuja podobnie wysoka aktywno$¢ przeciwbakte-
ryjna [4, 5, 44]. W propolisie europejskim, péinocno-
amerykanskim i azjatyckim klimatu umiarkowanego,
ktérego gtéwnym zrodlem rodlinnym jest topola,
zwlaszcza topola czarna (Populus nigra), podstawo-
wymi zwigzkami bakteriobdjczymi sg flawony, flawa-
nony, kwasy fenolowe i ich estry. Flawony i flawonole
(inne niz w propolisie topolowym) wystepuja w brzozie
brodawkowatej (Betula verrucosa), z ktdrej otrzymuje
sie propolis rosyjski. Natomiast w Ameryce Pd., glow-
nie w Brazylii, popularny jest propolis zielony, ktéry
jest zbierany przez pszczoly miodne z Baccharis dra-
cunculifolia, ro$liny typowej dla regionu tropikalnego.
W propolisie Baccharis, flawonoidy sg obecne w matych
ilo$ciach, natomiast przewazaja prenylowe pochodne
kwasu kawowego i p-kumarowego oraz pochodne
kwasu cynamonowego, zwlaszcza artepilina C i bak-
charyna, a takze kwasy diterpenowe. Inny typ pro-

polisu, o ktérym nalezy wspomnie¢, to propolis czer-
wony wystepujacy w Brazylii i na Kubie, a pochodzacy
z rosliny Dalbergia ecastophylum [21, 24, 33, 37, 42].
Wazne zwigzki bioaktywne propolisu europejskiego
oraz brazylijskiego zielonego i czerwonego zostaly
wymienione w tabeli II.

Ze wzgledu na zlozony sklad propolisu, nie moze
on by¢ stosowany bezposrednio w stanie surowym.
Dlatego istotny wplyw na aktywno$¢ propolisu maja
rozpuszczalniki stosowane do jego ekstrakcji. Wiele
z substancji bakteriobdjczych rozpuszcza si¢ w alko-
holu lub/i wodzie, a niektére w innych rozpuszczalni-
kach (Tabela III). Efekt przeciwbakteryjny propolisu za-
lezy ponadto od stezenia i jest do niego wprost propor-
cjonalny. Duzy wptyw na wrazliwo$¢ na propolis ma
réwniez pochodzenie szczepdw bakteryjnych (ludzkie,
zwierzece), ich zjadliwo$¢, oporno$¢ na antybiotyki oraz
metodyka przeprowadzonych badan (dzialanie bakterio-
statyczne lub bakteriobojcze, wielko$¢ inokulum, uzyte
podloze bakteriologiczne, warunki inkubacji) [2, 31].

Wrhasciwosci przeciwbakteryjne propolisu zostaly
potwierdzone w licznych badaniach. Zdaniem Stojko
i wsp. [45] wysoce aktywny propolis to ten, ktory
w stezeniu 0,15-0,6 mg/ml hamuje wzrost szczepu
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Tabela II
Gléwne sktadniki europejskiego propolisu topolowego [3], brazylijskiego propolisu zielonego [31] i czerwonego [42]
Zwiazki chemiczne Zawartose Zwiazki chemiczne Zawartose Zwiazki chemiczne Zawartose
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Propolis topolowy Propolis zielony Propolis czerwony
Chryzyna 8,4 Artepilina C 82,96 Formononetyna 10,2
Octan 3-pinobanksyny 8,0 Octan 3-pinobanksyny 13,92 Izolikwiritygenina 4,8
Galangina 7,8 Kemferyd 11,6 Pinocembryna 3,3
Pinocembryna 7,2 Galangina 9,75 Likwiritygenina 1,8
Pinobanksyna 3,7 Sakuranetyna 5,57 Octan 3-pinobanksyny 1,7
Estry pentenylowe kwasu kawowego 3,3 Kwas kumarowy 3,56 Pinobanksyna 1,7
Estry benzylowe kwasu kawowego 3,0 Chryzyna 3,51 Luteolina 1,2
Estry fenyloetylowe kwasu kawowego 2,8 Kemferol 1,77 Rutyna 0,7
Glicerydy fenolowe 1,1 Kwas cynamonowy 1,66 Kwercetyna 0,5
Kwercetyna 1,38 Daidzeina 0,3
Izoramnetyna 0,91
Tabela III
Substancje zawarte w ekstraktach propolisowych w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika [11]
Woda Metanol Etanol Chloroform Eter Dichlorometan Aceton
Antocyjany | Antocyjany Taniny Terpeny Terpeny Terpeny Flawonole
Skrobia Terpeny Polifenole Flawonoidy | Taniny Kumaryny
Taniny Saponiny Poliacetyleny Polifenole Alkaloidy
Saponiny Garbniki Flawonole Poliacetyleny | Kwasy tluszczowe
Terpeny Xanthoxyllina | Terpeny Flawonole
Polipeptydy | Quassinoidy | Sterole Sterole
Lektyny Totarol Alkaloidy Alkaloidy
Laktony
Flawony
Fenony
Polifenole
Polipeptydy
Lektyny

wzorcowego S. aureus P 209 (Oxford). Zbadano aktyw-
nos¢ etanolowych ekstraktéw z propolisu (EEP, ethano-
lic extract of propolis) zbieranego z 18 regionéw w Rosji
wobec Staphylococcus aureus i Bacillus cereus jako przed-
stawicieli bakterii Gram-dodatnich oraz Escherichia coli
i Pseudomonas aeruginosa — bakterii Gram-ujemnych.
W badaniach zastosowano test rozcienczen i okreslono
najmniejsze stezenie propolisu calkowicie hamujace
wzrost, co odpowiada MIC (minimal inhibitory concen-
tration) tego propolisu wobec badanej bakterii. Stwier-
dzono, ze prébki propolisu o stezeniu 0,125-0,5 mg/ml
hamowaly wzrost S. aureus i B. cereus, natomiast nie
mialy wptywu na wzrost E. coli i P. aeruginosa nawet
w stezeniu wyzszym niz 1,0 mg/ml [40]. Badania Kedzi
[18] daty podobne efekty. Na EEP byly wrazliwe glownie
bakterie Gram-dodatnie z rodzaju Staphylococcus, Stre-
ptococcus i Corynebacterium (MIC=0,05-1,0 mg/ml).

Mniejszg podatnos¢ na propolis wykazywaly pacior-
kowce katowe z rodzaju Enterococcus (0,5-5,0 mg/ml),
natomiast niska jelitowe paleczki Gram-ujemne fer-
mentujace z rodzaju Escherichia, Klebsiella i Proteus
oraz paleczki niefermentujace z rodzaju Pseudomonas
(MIC=0,5-10,0 mg/ml). W badaniach uzyto szczepow
wyizolowanych z materiatu szpitalnego.

Inne do$wiadczenia potwierdzaja aktywnos¢ propo-
lisu w stezeniu 0,5-1,0 mg/ml przeciwko 106 szczepom
S.aureus. Ponadto, propolis wykazal synergistyczne
dzialanie z nastepujacymi antybiotykami: benzopenicy-
linami, tetracyklinami i erytromycyng oraz byt aktywny
wobec szczepow opornych na te leki [41]. Z badan prze-
prowadzonych w Turcji wynika, ze sposréd bakterii
Gram-dodatnich najbardziej wrazliwy na 45 réznych
probek propolisu okazat si¢ wywolujacy prochnice
zebow Streptococcus mutans, a z bakterii Gram-ujem-
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nych - pateczka czerwonki Shigella sonnei. Zastoso-
wane ekstrakty propolisu w DMSO (dimethylsulfoxide)
wykazywaty wieksza aktywno$¢ w poréwnaniu z eks-
traktami acetonowymi, z wyjatkiem wplywu na Bru-
cella melitensis, bezwzglednego pasozyta wewnatrzko-
morkowego zwierzat i ludzi. Propolis turecki posiadal
taka samg, a nawet wiekszg aktywnos¢ niz antybiotyki
podawane w zakazeniach szczepami S. mutans, Salmo-
nella Typhi, S. sonnei i P. aeruginosa [50].

Kolejne prace takze potwierdzaja rdznice we wraz-
liwosci na propolis chorobotwodrczych bakterii tleno-
wych Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [12, 16, 23,
26]. W badaniach Grange i Daweya [23], zastosowany
EEP catkowicie hamowatl wzrost S. aureus, Enterococ-
cus spp. 1 B. cereus, a czg$ciowo E. coli i P. aeruginosa.
Nie wykazywal natomiast dzialania inhibicyjnego
wobec Klebsiella pneumoniae. Badania przeprowa-
dzone w Iraku wykazaly takze wyzsza aktywnos¢ pro-
polisu wobec bakterii Gram-dodatnich oraz przewage
w dzialaniu bakteriobdjczym EEP nad wodnym eks-
traktem z propolisu (EAP, aqua extract of propolis).
Minimalne stezenie EEP hamujace wzrost S.aureus
i Streptococcus pyogenes wyniosto >1,28 mg/ml, za$
dla Listeria monocytogenes, E. coli, S. Typhi i P. aerugi-
nosa bylo to >2,56 mg/ml. Najwigksze wartosci MIC
zanotowano dla Enterobacter aerogenes, K. pneumoniae
i Helicobacter pylori — 25,12 mg/ml. Natomiast MIC
EAP dla szczepdw S. aureus, S. pyogenes i E. coli wynidst
>2,56 mg/ml, a dla pozostalych badanych gatunkéow
bakterii byt >5,12mg/ml [16]. Z badan Lazebnika
i wsp. [26] wynika z kolei, ze wodny ekstrakt z pro-
polisu o stezeniu 1,2 mg/ml hamowal wzrost dwéch
szczepdw wzorcowych H.pylori i jednego szczepu
wyizolowanego z materiatu klinicznego.

Wrysokie stezenia EEP byty konieczne do zahamo-
wania wzrostu ludzkich patogenéw opornych na anty-
biotyki. Wartosci MIC propolisu libanskiego byly
nastepujace: 6,25 mg/ml dla szczepu S. aureus metycyli-
noopornego (MRSA) i 12,5 mg/ml dla szczepu K. pneu-
moniae ESBL-dodatniego [8]. Duze zréznicowanie we
wrazliwosci na propolis wykazujg pratki kwasooporne
z rodzaju Mycobacterium. Scheller i wsp. [39] stwier-
dzili u 6(37,5%) z 13 Kklinicznych szczepéw Myco-
bacterium spp., zahamowanie wzrostu w obecnosci
propolisu o stezeniu 1,8 mg/ml. Do zahamowania roz-
woju pozostalych 7 szczepéw wymagane byly stezenia
EEP wielokrotnie wyzsze (MIC>10mg/ml). Rojas-
-Hernandez i wsp. [35] dowodza, ze wszystkie szczepy
szpitalne Mycobacterium spp. (n=30) byly hamowane
przez EEP juz w stezeniu 1,0 mg/ml. Znacznie mniej
wrazliwe byty szczepy pratka gruzlicy (M. tuberculosis),
zastosowany EEP w stezeniach 2,0-5,0 mg/ml zahamo-
wal wzrost tylko 30% z nich.

EEP jest skuteczny wobec bakterii beztlenowych.
Najwigksza aktywnos¢ wykazywal wobec bakterii
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z rodzaju Bacteroides i Peptostreptococcus (MIC=0,01-
0,5 mg/ml), nieznacznie mniejsza w stosunku do Pro-
pionibacterium, Arachnia i Eubacterium (MIC=0,5-
1,0 mg/ml), natomiast najmniej efektywny byt wobec
sporujacej laseczki Clostridium (MIC = 1,0-3,0 mg/ml)
[19]. W innych badaniach [20], EEP o stezeniach
0,01-3 mg/ml byt aktywny wobec 690 szczepéw bak-
terii beztlenowych wyizolowanych ze zmian zapalnych
w obrebie jamy ustnej i jamy brzusznej. Z tymze bak-
terie z rodzaju Bacteroides, Peptococcus, Peptostrepto-
coccus, Propionibacterium, Actinomyces, Clostridium,
Eubacterium, Leptotricha, Veilonella byly mniej podatne
na EEP (najwiecej szczepdw wrazliwych tylko na wyz-
sze stezenia EEP: 1,0-3,0 mg/ml) niz bakterie z rodzaju
Fusobacterium (najwigcej szczepéw wrazliwych na
niskie stezenia EEP: 0,01-0,06 mg/ml).

Do oceny wrazliwoéci danej bakterii na propolis,
badacze stosuja czesto dwie metody: krazkows i stu-
dzienkowa. W pierwszej mierzy sie wielko$¢ strefy
zahamowania wzrostu bakterii wokdt krazka nasaczo-
nego okreslong iloscia propolisu, a w drugiej metodzie
stosuje sie rezerwuarki wypelnione propolisem. Wedlug
obowigzujgcej zasady, ekstrakt propolisowy wykazuje
pozytywny efekt dziatania na bakterie, gdy strefa wokot
krazka jest wigksza od 6 mm. Hendi i wsp. [16] zasto-
sowali obie te metody i stwierdzili, ze szczepy S. aureus
charakteryzowaly si¢ wigksza wrazliwo$cia niz inne
badane bakterie Gram-dodatnie, a przede wszystkim
bakterie Gram-ujemne, z wyjatkiem szczepu wzorco-
wego E. coli. W metodzie studzienkowej przy zasto-
sowaniu 10% EEP otrzymano nastepujace wyniki:
S. aureus — 25mm, S. pyogenes — 14 mm, L. monocy-
togenes — 18 mm, E.coli — 15mm, S. Typhi - 12 mm,
E. aerogenes — 10 mm, K. pneumoniae — 12 mm, P. aeru-
ginosa - 10mm i H. pylori — 10 mm. Wielko$¢ strefy
zahamowania wzrostu bakterii wzrastala proporcjo-
nalnie do zastosowanego wyzszego stezenia EEP, 20
i 30%. W metodzie krazkowej $rednica strefy zahamo-
wania wzrostu byla mniejsza dla wigkszo$ci badanych
gatunkow bakterii i wyniosta od 10 do 13 mm dla bak-
terii Gram-dodatnich oraz od 7 do 12 mm dla bakte-
rii Gram-ujemnych. Do$wiadczenia przeprowadzone
z EAP dowiodly, Zze ma on duzo nizsza aktywnos¢
przeciwbakteryjng niz EEP. Tylko trzy gatunki bakte-
rii wykazywaly wrazliwos¢ (S. aureus, E. coli, P. aeru-
ginosa), a wielkos¢ strefy zahamowania wzrostu tych
bakterii wokdt studzienek wypelnionych 10% EAP
byta kolejno nastepujaca: 11, 13 i 11 mm. W metodzie
krazkowej, 10% EAP wykazywal wlasciwosci przeciw-
bakteryjne wylacznie wobec szczepow S. aureus (9 mm)
i E. coli (7 mm) [35]. W badaniach przeprowadzonych
przez El-Shouny i wsp. [11] stwierdzono, ze wzrost
dwoéch dominujgcych patogendw, paciorkowca ropo-
tworczego (S. pyogenes) i pateczki Hemophilus influen-
zae izolowanych z wymazu z gardla od dzieci chorych
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na zakazenie gérnych drég oddechowych, w obecnosci
20% EEP ulegt zahamowaniu. Srednia warto$¢ strefy
wokodt krazkéow byla dla wymienionych szczepow
kolejno nastepujgca: 24 mm i 17 mm.

Zbadano aktywnos¢ 30% EEP z Bulgarii wobec
38 szczepow klinicznych H. pylori izolowanych od
chorych z wrzodami Zoladka i dwunastnicy. Srednia
wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu bakterii wokot
studzienki przy zastosowaniu kolejno 30, 60 i 90 pl
30% EEP oraz 30pl etanolu jako kontroli wyniosta
odpowiednio: 17,8; 21,2; 28,2 i 8,5 mm. EEP okazal
sie znacznie bardziej aktywny niz etanol w zahamo-
waniu wzrostu szczepow H. pylori (p <0,001). Wyniki
otrzymane metoda krazkowga byly zblizone, cho¢ war-
tosci nieco nizsze [7]. Metode krazkowg do zbadania
wplywu 10% EEP na 26 szczepow H. pylorii 18 szcze-
pow Campylobacter jejuni, Gram-ujemng bakterieg,
ktéra u cztowieka wywoluje zapalenie jelit, zastosowali
Kimoto i wsp. [22]. Uzyskana $rednia wielkos¢ strefy
zahamowania wzrostu dla szczepdéw H. pylori wyniosta
12,4 mm, a dla C. jejuni - 11,6 mm. Z kolei Dobrowolski
i wsp. [9] stwierdzili, Ze $rednice stref zahamowania
wzrostu bakterii z rodzaju Staphylococcus, Streptococcus,
Diplococcus i Corynebacterium wokot krazkéw bibuto-
wych zawierajacych 10% EEP s3 wigksze (12-17 mm)
w pordéwnaniu do stref zahamowania wzrostu bakterii
z rodzaju Escherichia, Salmonella i Shigella (11-13 mm).
Takze inni autorzy stosujac te same techniki badawcze
wykazali nieco wiekszg wrazliwo$¢ na EEP bakterii
Gram-dodatnich niz Gram-ujemnych [3, 10, 24].

3.1. Mechanizm dziatania propolisu

Mechanizm dziatania bakteriobdjczego propolisu
jest ztozony i nie da si¢ go odnies¢ do dziatania jakie-
gokolwiek antybiotyku. Jest to bowiem suma dzialan
wszystkich zawartych w propolisie substancji bioak-
tywnych, zwlaszcza zwiazkéw fenolowych i flawono-
idow. Odpowiadajg one m.in. za uszkodzenie struktury
i funkcji $ciany komorkowej oraz blony cytoplazma-
tycznej. Inaktywuja biatka enzymatyczne zlokalizowane
w blonie cytoplazmatycznej oraz zaburzajg transport
substancji pokarmowych przez blone, a takze syn-
teze skladnikéw komoérkowych. Substancje te maja
takze wplyw na permeabilizacj¢ blony komorkowej,
w wyniku czego dochodzi do nadmiernej utraty jondw
wodorowych i potasowych, a w rezultacie obniza sie
potencjal blonowy. Nastepstwem tego jest zaburzenie
funkcjonowania pompy protonowej oraz zwigzanego
z tym zmniejszenia energii w postaci ATP, ktora jest
niezbedna dla ruchu rzesek, w ten sposdb bakterie
urzgsione wykazuja zmniejszony ruch lub jego brak.
Propolis réwniez hamuje synteze biatka i atakuje mate-
rial genetyczny, powodujac dezintegracje i fragmentacje
DNA. Wszystkie zaburzenia prowadza do lizy i $mierci
komorki bakteryjnej [29, 47].
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Omoéwione dziatania propolisu zalezg od szczepu
bakteryjnego, stezenia zwigzkow bioaktywnych zawar-
tych w propolisie i czasu ekspozycji. Dla przyktadu,
zwigzki fenolowe w niskich stezeniach wplywaja ujemnie
na bilans bioenergetyczny blony cytoplazmatycznej, co
skutkuje uszkodzeniem ruchu bakterii Bacillus subtilis.
Natomiast wysokie dawki zwiazkow fenolowych powo-
dujg denaturacje biatek bakteryjnych, m.in. enzymoéw
biorgcych udzial w metabolizmie komérkowym [29].
Kwasy kawowy, benzoesowy i cynamonowy najprawdo-
podobniej powoduja uszkodzenia strukturalne i funk-
cjonalne $ciany komorkowej i blony cytoplazmatyczne;.
Flawonoidy zaburzaja metabolizm komdrkowy poprzez
ujemny wplyw na reakcje fosfo- i defosforylacji [28,
29, 47]. Przy pomocy mikroskopii elektronowej stwier-
dzono, ze EEP i zawarte w nim substancje przeciwbak-
teryjne (flawonoidy i ester fenyloetylowy kwasu kawo-
wego — CAPE, caffeic acid phenethyl ester) hamowaty
podzialy komoérkowe bakterii z rodzaju Streptococcus
agalactiae, konsekwencja tego bylo tworzenie struktur
pseudo-wielokomorkowych. Metoda kolorymetryczna
za$ wykazala zmniejszony poziom biatka w komorce
bakteryjnej [47]. Liczne sktadniki propolisu dziataja na
czynniki wirulencji bakterii Gram-dodatnich, m.in. cal-
kowicie hamujg aktywno$¢ koagulazy gronkowcowej
i zmniejszajg aktywnos$¢ lipazy oraz zabezpieczaja przed
produkeja biofilmu bakteryjnego [38].

3.2. Wplyw skladnikow propolisu na bakterie

Probki propolisu w zaleznosci od pochodzenia
roznig sie zawartoscig flawonoidéw. Analizowano
38 probek propolisu pobranych z réznych regionow
Chorwacji i dowiedziono, ze te, ktore zawieraly naj-
wiecej flawonu - pinocembryny wykazywaly wysoki
stopien zahamowania wzrostu B. subtilis 32]. Nie tylko
stezenie flawonoidéw mialo wplyw na zahamowanie
pieciu szczepdw z rodzaju Mycobacterium, ale takze
ich wlasciwosci biologiczne. Szczep Mycobacterium
spp. 279 okazatl si¢ najbardziej wrazliwy, a minimalne
stezenie flawonoiddw, ktdre spowodowato zahamowa-
nie jego wzrostu wyniosto 9,96 ug/ml [17]. Koru i wsp.
[23] wymieniajg takze flawonoidy, a wéréd nich pino-
banksyne, kwercetyne, naryngening, galangine i chry-
zyne oraz kwasy aromatyczne, m.in. kwas kawowy, jako
sktadniki EEP z Turcji, ktore dziataly bakteriobdjczo na
patogeny jamy ustnej. Wartosci MBC (minimal bac-
tericidal concentration) propolisu dla badanych bak-
terii miescily sie w zakresie od 8 do 512 mg/ml. Smier¢
bakterii beztlenowych Gram-dodatnich (Peptostrepto-
coccus anaerobius, P. micros, L. acidophilus, Actinomyces
naeslundii) obserwowano juz po 4 h inkubacji bakterii
w obecnosci EEP, natomiast dla bakterii beztlenowych
Gram-ujemnych czas ten byl diuzszy i wyniést 8 h dla
Prevotella oralis, P.melaninogenica i Porphyromonas
gingivalis; 12h dla Fusobacterium nucleatum, a 16h
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dla Veilonella parvula. Propolis wykazuje dzialanie
bakteriobdjcze w szerokim zakresie stezen (9+0,3 do
85+ 2,1 mg/ml) wobec szczepdw Lactobacillus fermen-
tum, wyizolowanych od pacjentéw z préchnica zebow.
Przeprowadzona analiza chromatograficzna pozwolita
na identyfikacje zwigzkéw polifenolowych o wlasciwos-
ciach przeciwbakteryjnych: kwasu kawowego, CAPE
oraz flawonoidéw (myrycetyny, kwercetyny, kemferolu,
apigeniny, pinocembryny i galanginy) [36].

Prébki propolisu pochodzace z réznych regiondow
geograficznych Turcji w wysokich stezeniach (roz-
cienczenie 1:10) wykazywaly silny efekt bakterioboj-
czy wobec patogendw przenoszonych droga pokar-
mowa: Salmonella Enteritidis ATCC 13076 i Listeria
monocytogenes ATCC 1462. Gltéwnymi skladnikami
poszczegolnych 25 probek EEP byly: flawonoidy,
estry kwasdw aromatycznych, alkohole aromatyczne,
kwasy aromatyczne, alifatyczne kwasy karboksylowe,
terpeny, estry alifatycznych kwaséw karboksylowych
[44]. Badania dotyczace zwigzku miedzy aktywnoscia
EEP wobec B. cereus a zawarto$cia w poszczegdlnych
probkach propolisu polifenoli, wykazaly, ze az w 91%
przypadkéw wysoka zawartos¢ tych zwigzkow (=59%)
miala wplyw na wlasciwosci przeciwbakteryjne [27].
W innych badaniach stwierdzono, ze duze stezenie
CAPE, ferulanu benzylu i galanginy wystepujacych
w propolisie niemieckim odpowiadaly za aktywnos¢
przeciwko S.aureus i E.coli [15]. Podobnie wysoka
zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w propolisie portu-
galskim miata wplyw na zahamowanie wzrostu szcze-
pow izolowanych z materiatu klinicznego, takich jak:
S. aureus (MIC=15 ug/ml), S. mutans (MIC =28 pg/ml),
Actinomyces israelii (MIC=1,75ug/ml) i E.faecalis
(MIC=7 ug/ml) [14]. Niektore diterpeny oraz zwigzki
fenolowe obecne w propolisie butgarskim posiadaty
aktywnos¢ wobec H. pylori [7].

Waznym zwigzkiem przeciwbakteryjnym ziden-
tytikowanym w propolisie zielonym jest artepilina C,
pochodna 3,5-diprenylo-4-hydroksylowa kwasu cyna-
monowego. Wysoka aktywnos¢ tego zwigzku stwier-
dzono w stosunku do B. cereus, E.aerogenes i Arth-
roderma benhamiae. Wskazuje si¢ rowniez na flawo-
noidy: galangine, sakuranetyne, kemferol, pinocem-
bryne i pinobanksyne, jako zwigzki o silnym dziala-
niu przeciwbakteryjnym [1]. Hashimoto i wsp. [13]
w 1998 r. zaobserwowali, Ze najsilniejszym dziataniem
na H. pylori odznaczal si¢ kwas p-kumarowy, sktad-
nik chloroformowego ekstraktu z propolisu Baccharis,
ktéry hamowat wzrost dwoch szczepéw wzorcowych
w stezeniu 15 pg/ml. Trzy lata pdzniej inni naukowcy,
Banskota i wsp. [6] z metanolowego ekstraktu wydzie-
lili 8 zwigzkow zdolnych do zahamowania wzrostu
trzech wzorcowych szczepow H. pylori w stezeniach
130-1000 pg/ml. Najsilniejszym dziataniem inhibicyj-
nym odznaczal si¢ ester metylowy kwasu agatowego.
Oprocz kwasow fenolowych i flawonoidéw réwniez di-
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i triterpeny izolowane z propolisu brazylijskiego, ale
takze 1 kretenskiego wykazujg aktywnos$¢ wobec szero-
kiego spektrum drobnoustrojéw chorobotworczych [34].

Nalezy jednak podkresli¢, ze dziatanie natywnego
ekstraktu z propolisu jest zdecydowanie silniejsze niz
poszczegolnych jego frakeji.

4. Podsumowanie

Propolis jest skuteczny w stosunku do bakterii
chorobotwdrczych Gram-dodatnich, tlenowych i bez-
tlenowych. Wiele bakterii Gram-ujemnych jest takze
wrazliwych na ten produkt. Jego wlasciwosci przeciw-
bakteryjne sg wypadkowg dziatania flawonoidow, kwa-
séw aromatycznych i ich estréw oraz seskwiterpendw.

Podsumowujac, propolis wykazuje potencjalne moz-
liwosci wykorzystania w terapii przeciwbakteryjnej,
jako alternatywy dla dzi$ stosowanych farmaceutykow.
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Equine Herpesvirus type 1 — well known, but still challenging

Abstract: Equine herpesvirus type 1 (EHV-1) is a double-stranded DNA virus occurring in all breeds of horses. It belongs to the
Varicellovirus genus, Herpesviridae family and Alphaherpesvirinae subfamily. EHV-1 may cause epidemic respiratory disorders, abortions
in pregnant mares, neonatal foal death, chorioretinopathy and also neurological disease, termed equine herpesvirus myeloencephalopathy
(EHM). The infection spreads by inhalation of the aerosolised infectious virus or close contact with aborted fetuses, fetal membranes and
fomites. Lifelong latency has been demonstrated especially in trigeminal ganglion, lymphatic tissues draining the respiratory tract and in
peripheral blood leukocytes, from where the virus can be periodically reactivated. Both traditional serologic and virus isolation tests have
been available for a long time, however, these assays have disadvantages, interfering with fast and reliable detection of EHV-1. Advances
in molecular biology and the use of quantitative PCR system allow for more sensitive detection in a single genome copy range, higher
analytical specificity and calculation of EHV-1 viral loads.
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1. Wstep

Herpeswirus koni typ 1 (EHV-1), poczatkowo nazy-
wany wirusem zakaznego ronienia klaczy jest jednym
z najbardziej powszechnych patogenéw wystepujacych
w populacji koni, bedac czgsta przyczyng powaznych
strat ekonomicznych. Wirus ten powoduje zakazenia
goérnych drog oddechowych, poronienia u cigzarnych
klaczy, $mier¢ nowonarodzonych Zzrebigt, choroby
oczu jak réwniez przypadki zapalenia moézgu i rdze-
nia kregowego w postaci herpeswirusowej mielo-
encefalopatii (EHM - Equine Herpesvirus Myeloen-
cephalopathy). U osobnikéw chorych, wirus moze
umiejscowic si¢ w zwoju nerwu tréjdzielnego, weztach
chtonnych zlokalizowanych w obrebie gérnych drég
oddechowych i w leukocytach krwi obwodowej przyj-
mujac posta¢ zakazenia latentnego, mogacego utrzy-
mywac si¢ przez wiele lat.

Wyniki szeroko prowadzonych badan nad EHV-1,
jednoznacznie potwierdzajg wystepowanie w popula-
¢ji koni szczepdw rdznigcych sie wirulencja (wysoko-
i slabo-zjadliwe). Jednakze pomimo zdobytej wiedzy
i nieustannych wysitkow badaczy na calym s$wiecie,
wiele zagadnien dotyczacych natury EHV-1 jest nadal
stabo poznana.

2. Charakterystyka ogdlna rodziny Herpesviridae

Wirusy nalezace do rodziny Herpesviridae sg szeroko
rozpowszechnione w populacji wielu gatunkéw ssakow,
ptakow i gadow. W jej sklad zaliczamy trzy podrodziny:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae i Gammaher-
pesvirinae. Posiadaja one liniowy, dwuniciowy DNA
(o wielkosci 124-230 tys. par zasad), otoczony ikosa-
edralnym kapsydem zbudowanym ze 162 kapsomerow,
ktore otacza tegument. Zewnetrzng warstwe wirionu
stanowi bialkowo-lipidowa otoczka na powierzchni
ktdrej znajduja si¢ glikoproteiny. W skfad rodziny Her-
pesviridae zalicza si¢ 14 rodzajow, ktore ze wzgledu na
przynalezno$¢ gatunkowa mozna podzieli¢ na: wirusy
wystepujace u ludzi, malp cztekoksztaltnych, wirusy
innych ssakéw, a takze ptakow, ptazow i gadow, ryb kost-
noszkieletowych oraz wirusy bezkregowcow [35, 57].

Z biologicznego punktu widzenia, rodzina Herpes-
viridae charakteryzuje sie czterema wlasciwo$ciami.
Pierwsza z nich jest mozliwo$¢ ustanowienia stanu
latencji w komorkach gospodarza. Po drugie, zaréwno
proces syntezy wirusowego DNA jak i formowania sie
kapsydu ma miejsce w jadrze komérkowym. Kolejna
wladciwoscig jest posiadanie dwuniciowego kwasu de-
oksyrybonukleinowego, kodujacego szereg enzymow

* Autor korespondencyjny: Zaklad Wirusologii, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Pafistwowy Instytut Badawczy, Al. Partyzan-
tow 57, 24-100 Pulawy; tel. 81 889 31 21, e-mail: karol.stasiak@piwet.pulawy.pl
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bioracych udzial w metabolizmie kwaséw nukleino-
wych, biatek i w syntezie DNA. Czwartg cecha jest
$mier¢ komorki gospodarza na skutek uwalniania sig
wiruséw potomnych [57].

3. Rys historyczny

Badania nad czynnikami zakaznymi o etiologii
wirusowej wywolujagcymi ronienia u klaczy miaty
swoj poczatek w latach trzydziestych ubieglego wieku
na Uniwersytecie Rolniczym w stanie Kentucky (USA).
Infekcja, za wywolanie ktérej podejrzewano nieznany
wspolczesnej nauce wirus, zostala po raz pierwszy
opisana w 1933 roku na podstawie zaobserwowanych
zmian anatomopatologicznych u poronionego kon-
skiego ptodu [16]. Niecale dwie dekady pdznej w dia-
gnostyce zakaznego ronienia klaczy postuzono sig
metodami serologicznymi z ktérych najszersze zasto-
sowanie znalazl odczyn wigzania dopelniacza [18].
W tym samym czasie podjeto proby wyizolowania
i namnozenia w pelni zjadliwego wirusa, poczatkowo
przy uzyciu oseskow chomikéw syryjskich [19], zale-
zonych zarodkéw kurzych [20] jak réwniez i hodowli
komorkowych [44].

Kolejne badania dotyczace wyjasnienia patogenezy
poronien na tle EHV-1, przyczynily si¢ do odkry-
cia powinowactwa zarazka do ukladu oddechowego.
Inokulowanie ci¢zarnych klaczy filtratami pochodzg-
cymi od poronionych ptodéw konskich ze zmianami
anatomopatologicznymi sugerujacymi zakazenie wiru-
sem, wykazalo pojawienie si¢ u nich objawdw choro-
bowych ze strony gornych drég oddechowych [40].
Badania dotyczace etiopatogenezy wirusa zakaznego
ronienia klaczy w odniesieniu do uktadu oddecho-
wego dotyczyty réwniez koni mlodych. Stwierdzono,
ze u tych osobnikéw wirus takze jest odpowiedzialny
za wystepowanie zakazen w obrebie gornych drég
oddechowych [21]. Fakt ten zostal potwierdzony, po
doktadnym przeanalizowaniu charakteru i umiejsco-
wienia zmian anatomopatologicznych, wystepujacych
u zakazonych miodych koni i poronionych ptodéw.
Dlatego tez badacze zasugerowali, by wirus odpowie-
dzialny za przypadki poronien u klaczy byt takze brany
pod uwage jako jeden z gtéwnych patogenéow ukladu
oddechowego [17].

Do poczatku lat osiemdziesigtych wyrdzniano dwa
podtypy wirusa EHV-1. Pierwszy z nich uwazany byt
za czynnik etiologiczny wywotujacy ronienia i zaburze-
nia ze strony ukladu nerwowego, podczas gdy podtyp
drugi miat odpowiada¢ gtéwnie za infekcje w obrebie
gornych drég oddechowych. Punktem zwrotnym byta
analiza wyzej wymienionych podtypéw z zastosowa-
niem enzymow restrykcyjnych, ktéra wykazata szereg
réznic w profilach elektroforetycznych, jednoznacznie
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wskazujgc na ich odrebnos¢ [65, 78, 82]. Dlatego tez
zespol badaczy z Australii zasugerowal aby oba te pod-
typy nazywano odpowiednio EHV-1i EHV-4 [78].

W 2005 roku przeprowadzono szczegdtowa ana-
lize genetyczng sekwencji nukleotydowych szczepdw
EHV-1, z ktérych jeden zostal wyizolowany z przypadku
klinicznego, manifestujacego si¢ objawami neurologicz-
nymi (Ab4) i drugi bedacy przyczyna poronien, gdzie
nie odnotowano zaburzen nerwowych (V592). Badacze
odkryli mutacj¢ punktowa (substytucja) w pozycji 2254
genu ORF30. Sekwencja szczepu V592 zawiera w tej
pozycji adening, natomiast w sekwencji szczepu Ab4
wystepuje guanina. Mutacja ta okreslana jest jako poli-
morfizm pojedynczego nukleotydu i charakteryzuje sie
zmiang w sekwencji aminokwasowej polimerazy DNA
(pozycja 752), czego efektem jest zastapienie asparaginy
kwasem asparaginowym. Po przeanalizowaniu sekwen-
cji nukleotydowej genu ORF30 wigkszej liczby izolatow,
autorzy wysuneli hipoteze, na podstawie ktorej uznali,
ze za wywolanie postaci nerwowej EHV-1 odpowiadaja
szczepy posiadajace genotyp G,,., (potencjal neuropa-
togenny), podczas gdy szczepy o wariancie A, _, s3 nie-
neuropatogenne i sg zwykle odpowiedzialne za wyste-
powanie zakazen ukladu oddechowego i poronien [52].

W ostatnich latach pojawila si¢ znaczna liczba ra-
portéw dotyczacych ostrych przypadkow zachorowan
wsrod koni w wielu rejonach $wiata na tle postaci ner-
wowej EHV-1 [14, 60, 81, 88]. W Polsce odnotowano
dwa przypadki poronien u klaczy, gdzie przyczyng byt
wirus o wariancie neuropatogennym (G,,,,), jednakze
w naszym kraju ostre kliniczne zakazenie na tle EHM
nie zostalo do tej pory potwierdzone laboratoryjnie [76].
Warto wspomnie¢ o pojawianiu si¢ w literaturze dowo-
dow swiadczacych o istnieniu wigkszej liczby mutacji
w genomie EHV-1, ktdre moga warunkowaé wystepo-
wanie herpeswirusowej mieloencefalopatii [24, 60, 61].

4, Wirion

Wirion EHV-1 sklada sie z dwuniciowego DNA,
otoczonego cienkosciennym, ikosaedralnym nukleo-
kapsydem o $rednicy okoto 120 nm, wokdt ktérego
znajduje sie lipoproteinowa otoczka wraz z glikopro-
teinami. Przestrzen zlokalizowana pomig¢dzy nukleo-
kapsydem a otoczka nosi nazwe tegumentu [9].
Dwudziesto$cienny kapsyd zbudowany jest ze 162 kap-
someréw, z ktérych kazdy ma cylindryczny ksztalt
i kanal, potozony wzdluz jego osi dlugiej. Dwanascie
z nich okregla si¢ mianem pentondw, zlokalizowanych
na wierzcholkach, natomiast pozostate kapsomery
— heksony znajduja si¢ na plaszczyznach dwudziesto-
$cianu [51]. Pod wzgledem gesto$ci — wyrdzniamy trzy
rodzaje nukleokapsydow EHV-1: lekkie (1,237 g/cm’),
posrednie (1,244 g/cm’) i ciezkie (1,258 g/cm’). Wyzej
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wymienione nukleokapsydy, réznig si¢ miedzy sobg
zawarto$cig DNA, strukturg wewnetrzng, wlasciwos-
ciami chemicznymi i skladem biatkowym [58].

5. Genom

EHV-1 posiada liniowy, dwuniciowy DNA z usta-
lonym skltadem zasad 56,7% G+C [80]. Badania
z zastosowaniem mikroskopu elektronowego i ana-
lizy restrykcyjnej wykazaly, ze genom wirusa zawiera
okolo 150 tysiecy par zasad (pz) i podzielony jest na
dwa pofaczone ze sobg komponenty: diuga - L oraz
krotka - S [31, 80]. Komponent L sklada si¢ z sekwencji
unikatowej U, zawierajgcej 112 870 pz, otoczonej kon-
cowg sekwencjg powtérzong TR, (32 pz) i wewnetrzng
sekwencjg powtdrzong IR, (32 pz). Podobnie, kompo-
nent krotki, zawiera w swoim skladzie sekwencje uni-
katowg U, (11861 pz) otoczong dwiema sekwencjami
powtdrzonymi IR i TR (obie sktadajg si¢ z 12 714 pz)
[80]. Genom EHV-1 posiada 80 otwartych ramek
odczytu (ORFs), z czego 4 z nich (ORF 64, 65, 661 67)
ulega powtorzeniu w sekwencjach TR i IR, i stad uwaza
sie, ze kodowaniu ulega 76 odmiennych genéw [80].

6. Glikoproteiny

Na powierzchni otoczki EHV-1 jest zlokalizowanych
12 glikoprotein odgrywajacych gtéwna role w proce-
sach adsorbcji, penetracji, uwalniania czastek wirusow
potomnych, a takze rozprzestrzeniania si¢ z komorki
do komorki. Jedenascie z nich (gB, gC, gD, gE, gG, gH,
gl, gK, gL, gM i gN) swoja nomenklatur¢ zawdzigcza
wysokiej konserwatywnosci analogicznie do wirusa
opryszczki pospolitej (HSV-1). W sktad glikoprotein
otoczkowych EHV-1 zalicza si¢ réwniez gp2, ktora
obecna jest tylko u dwoch przedstawicieli podrodziny
Alphaherpesvirinae: herpeswirusa koni typu 4 (EHV-4)
i herpeswirusa ostéw typu 3 (AHV-3) [56, 62].

Jedna z najwazniejszych glikoprotein, niezbed-
nych do replikacji EHV-1 jest po raz pierwszy opisana
w 1985 roku glikoproteina B [49, 73]. Uczestniczy ona
W procesie penetracji wirusa i jego rozprzestrzenia-
niu sie miedzy komoérkami [49, 92]. Ze wzgledu na
wysoka konserwatywnos¢ — gen ORF33 (o wielkosci
okoto 3000 par zasad), kodujacy gB znalazl zastoso-
wanie w diagnostyce jako miejsce przylaczenia wielu
starterow i sond molekularnych [15, 34, 36]. Druga,
odgrywajaca kluczowg role w cyklu namnazania herpes-
wirusa koni typu 1 glikoproteing jest gD. Jej obecnos¢
warunkuje przebieg procesu penetracji [93]. Wspot-
dziala ona takze w szerzeniu si¢ wirusa pomiedzy
komorkami [13, 91]. Dowiedziono, ze znajdujacy sie
w jej skladzie tripeptyd skladajacy si¢ z argininy, seryny
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i kwasu asparaginowego (RSD) ma zdolnos¢ wigzania
sie z aV integrynami komoérkowymi, ufatwiajac tym
samym przenikanie EHV-1 droga endocytozy [84].

Za poczatkowe interakcje zachodzace pomiedzy
wirusem a siarczanem heparanu znajdujagcym si¢ na
powierzchni blony komoérkowej, odpowiada glikopro-
teina C. Ponadto, wspdtdziata ona w uwalnianiu wirio-
néw potomnych, zwlaszcza w przypadku namnozenia
EHV-1 na pierwotnych konskich liniach komérkowych
[53]. Glikoproteina C EHV-1 ma zdolnos¢ aglutynacji
erytrocytow konskich, ktora jest hamowana jedynie
za pomoca przeciwcial monoklonalnych anty-gC.
Sytuacja wyglada inaczej w przypadku glikoprotein C
wystepujacych u innych hepreswiruséw - tam agluty-
nacja jest blokowana przez heparyne [6]. Glikoprote-
ina G pelni role wirusowego biatka wigzacego chemo-
kiny np. min. IL8 i CCL3, tym samym majac wplyw
na przebieg zapalenia ptuc i replikacj¢ wirusa podczas
zakazenia EHV-1 [11, 83, 85].

Badania nad szczepami w ktoérych dokonano dele-
cji genu kodujacego glikoproteing E i I wykazaly, ze
ulatwiajg one rozprzestrzenianie si¢ wirusa miedzy
komorkami, jednocze$nie nie uczestniczgc w adsorbcji
i penetracji, a takze w procesach dojrzewania i uwal-
niania czastek wirusowych [41]. Wirus, pozbawiony
genu kodujgcego glikoproteing M wywoluje wyraznie
stabsze zmiany cytopatyczne w hodowlach komérko-
wych w poréwnaniu do szczepu macierzystego, tym
samym wskazujgc na fakt, ze gM odgrywa wazna role
zaréwno w penetracji EHV-1 jak réwniez w jego sze-
rzeniu si¢ miedzy komorkami [54]. Zbadano réwniez,
ze jej obecnos¢ jest $cisle powiazana z ekspresjg genu
ORF10 kodujacego glikoproteine N [63].

Funkcjami, jakie pelni glikoproteina K jest oprocz
ulatwiania procesu penetracji, takze czesciowy wspot-
udzial w powstawaniu syncytiow w dalszych etapach
infekcji [50]. Pomimo stwierdzonej obecnosci gH
i gL w zakazonych komorkach, ich funkcja w cyklu
namnazania EHV-1 nie jest dokladnie poznana [77].
Jednakze, ostatnio przeprowadzone badania doty-
czace glikoproteiny H, wykazaly obecnos¢ tripeptydu
zbudowanego z seryny, kwasu asparaginowego i izo-
leucyny (SDI), ktory ma zdolno$¢ wigzania sie a4l
integrynami znajdujacymi si¢ na powierzchni btony
komorkowej. Zasugerowano, ze interakcje zachodzace
miedzy nimi umozliwiajg czastkom wirusa wybranie
odpowiedniej drogi wnikniecia do wnetrza komorki
gospodarza (fuzja z blong komdrkowa/endocytoza) [8],
jak réwniez przyczyniaja si¢ do zwigkszenia stezenia
jonoéw wapnia (Ca®*) w cytoplazmie, co jest zapoczat-
kowane aktywowaniem fosfolipazy C i wytwarzaniem
trifosforanu 1,4,5-inozytolu, ktéry po pofaczeniu si¢
z receptorem powoduje uwalnianie Ca** z retikulum
endoplazmatycznego. Efektem tego jest aktywacja
enzymu - skramblazy fosfolipidowej ktora transportuje
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fosfatydyloseryne na zewnatrz blony komoérkowej. I dla-
tego obecnie przyjmuje si¢, Ze powyzsza zmiana ukladu
lipidéw ulatwia wnikanie EHV-1 do komérki [7].
Doktadna rola ostatniej glikoproteiny — gp2, w cyklu
namnazania wirusa nadal pozostaje niewyjasniona.
Do tej pory wykazano, ze delecja genu ORF71 koduja-
cego gp2 znaczaco obniza adsorbcje, penetracje i uwal-
nianie wiriondéw, skutkujgc powstawaniem mniejszych

tysinek [79].

7. Patogeneza zakazenia

W $rodowisku naturalnym, do infekcji EHV-1
dochodzi najczesciej droga kontaktu bezposredniego
z wydzielinami z gérnych drég oddechowych koni cho-
rych. Zrédlem zakazenia moze by¢ kontakt z poronio-
nym plodem konskim oraz zawarto$ciag pochodzaca
z drég rodnych klaczy, ktora poronita. Wazna role
w rozprzestrzenianiu si¢ EHV-1 odgrywa kontakt
posredni, gdzie funkcje wektoréw pelnia zanieczysz-
czone wirusem rece personelu obstugujacego konie
czy tez niedostatecznie dezynfekowane przyrzady
codziennego uzytku (zloby, poidia) [3]. Istnieja dane
dotyczace mozliwej transmisji wirusa poprzez nasienie
ogierdw, zarowno podczas krycia naturalnego (przez
okres do trzech tygodni od momentu zakazenia) jak
i drogg sztucznej inseminacji [29, 89]. U koni, u ktérych
zakazenie EHV-1 przyjmie posta¢ latentna (lokalizacja
materialu genetycznego wirusa w zwoju nerwu troj-
dzielnego, tkance limfoidalnej ukladu oddechowego,
leukocytach), pomimo braku widocznych objawdw
klinicznych wskazujacych na infekcje, moze nastapic
reaktywacja zakazenia wskutek dzialania bodzcow stre-
sogennych [12, 27, 68].

Na poziomie komoérkowym, wirus poczatkowo
ulega adsorbcji dzieki interakcjom pomigdzy gliko-
proteinami C i B a siarczanem heparanu [53]. Aby
caly proces mogl dojs¢ do skutku, niezbedne jest pola-
czenie sie glikoproteiny D z czasteczkg MHC Kklasy I,
bedaca swoistym receptorem dla gD, ktdra znajduje sie
na blonie komoérkowej komorek gospodarza [37]. Po
zapoczatkowaniu adsorbcji, EHV-1 ma zdolno$¢ wni-
kania zaréwno poprzez fuzje czasteczek wirusowych
z blong komorkows jak i droga endocytozy. Nastepnie
doprowadzajac do acetylacji tubuliny, wirus powoduje
stabilizacje mikrotubul i korzystajac z dyneiny trans-
portowany jest do jadra komoérkowego. Nalezy pod-
kresli¢, ze przemieszczanie si¢ czgstek wirusowych jest
uzaleznione od aktywowania serynowo/treoninowej
kinazy ROCKI1 [23].

W odpowiedzi na kontakt czastek EHV-1 z blong
komorek nabtonka gérnych drég oddechowych docho-
dzi do zwiekszonej ekspresji receptoréw blonowych
Toll-like 319 (TLR3 i TLRY), a takze cytokin zapalnych
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(IL-1, TNF-a, IFN-a, IL-6) i chemokin (IL-8, MCP-1).
Ponadto, jako efekt zakazenia obserwuje si¢ znaczace
zmniejszenie ekspresji czasteczek MHC klasy 1111 oraz
spadek wytwarzania interferonu gamma (IFN-y) [32].
Warto dodag¢, ze decydujace znaczenie w regulowaniu
wrodzonej odpornosci przeciwko zakazeniu EHV-1 ze
strony komorek wyscielajacych gorne drogi oddechowe
odgrywa gen ORF1 [33].

Naturalng brama wejscia dla szczepéw neuropato-
gennych jak i nieneuropatogennych jest blona §luzowa
gornych drog oddechowych, gdzie wskutek fuzji cza-
steczek wirusowych z blong komoérek nabtonka jedno-
warstwowego wielorzedowego, a nastepnie replikacji
wirusa dochodzi do ich destrukeji. Zwieksza to ryzyko
zakazen oportunistycznych wywolywanych przez inne
patogeny gornych drog oddechowych [38, 42]. Nastep-
nie, EHV-1 nie uszkadzajac bfony podstawnej komo-
rek nablonkowych, przedostaje si¢ gléwnie za pomoca
komoérek CD172a* (uwazanych za Sluzowe komorki
dendrytyczne) i limfocytéw T CD5* do lokalnych
weztéw chlonnych [28]. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt,
iz w patogenezie zakazenia istotng role “przenosnikow
wirusa” petnig leukocyty krwi obwodowej (limfocyty T
CD8*, limfocyty B, monocyty i limfocyty T CD4") [94].

W miare postgpowania zakazenia, EHV-1 wyko-
rzystujac zdolno$¢ tripeptydu RSD umiejscowionego
w gD do wigzania z integrynami blony komdrkowej
leukocytow krwi obwodowej przenika do ich wnetrza
droga endocytozy [55]. Prowadzi to do powstania ogdl-
noustrojowej wiremii, ktorej pojawienie si¢ jest powia-
zane z drugim od momentu zakazenia wzrostem cie-
ploty wewnetrznej. Zaistniata sytuacja ma najczesciej
miejsce migdzy czwartym a dziesigtym dniem trwania
zakazenia [34]. Charakterystyczng cechg infekcji szcze-
pami o potencjale neuropatogennym jest dtuzszy czas
trwania wiremii i jej znacznie wigksza skala w poréw-
naniu do zakazenia wirusami o wariancie nieneuropa-
togennym [4, 52]. Wykazano réwniez, ze po przedosta-
niu si¢ do leukocytow, EHV-1 indukuje znaczny wzrost
poziomu ekspresji chemokin: CCL5, CXCL9 i CXCL10
a takze spadek ekspresji chemokiny CCL2 oraz CCL3
[95]. W trakcie trwania wiremii, wirus moze przedosta¢
sie drogg fuzji do komorek srodbtonka naczyn krwio-
no$nych ciezarnej macicy klaczy oraz do centralnego
ukladu nerwowego, prowadzac do ostrego zapalenia
naczyn krwionosnych i rozleglej zakrzepicy, czego
efektem jest poronienie i herpeswirusowa mieloence-
falopatia (22, 71].

8. Zakazenia ukladu oddechowego
Niepowiklane przypadki zakazen EHV-1 charak-

teryzuja si¢ ostrym zapaleniem jamy nosowej i gar-
dla z ewentualnym rozprzestrzenieniem si¢ zakazenia
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w rejon dolnych drég oddechowych (zapalenie tcha-
wicy i oskrzeli, zapalenie oskrzelikéw). Ponadto u koni
chorych wystepuje obfity surowiczy wypltyw z nozdrzy,
ktéry w miare nasilenia si¢ procesu zapalnego staje si¢
$luzowo-ropny. Objawami towarzyszacymi sg goraczka
(38,9-41,1°C), ogolne oslabienie oraz obrzek weztow
chtonnych podzuchwowych [5, 26, 86]. Objawy kli-
niczne ze strony uktadu oddechowego z reguly ustepuja
po okoto dwodch tygodniach [67], jednakze przez caly
ten okres ma miejsce siewstwo EHV-1 wraz z wydzie-
linami z gérnych drég oddechowych [26].

9. Poronienia

EHV-1 jest uznawany za jeden z najczestszych czyn-
nikéw zakaznych powodujgcych ronienia u klaczy [70].
W wigkszosci przypadkéw do poronienia dochodzi
w III trymestrze cigzy (7-11 miesigc) u jednej — dwdch
klaczy w stadzie, jednakze niekiedy wskaznik ten moze
osigga¢ wartos¢ 50% [5, 86]. Wydalenie ptodu moze
nastapi¢ w okresie od szdstego dnia [27] do czwartego
miesigca od momentu zakazenia [47]. U ciezarnych
klaczy, czesto nie stwierdza si¢ objawow zwiastunowych
swiadczacych o zblizajacym si¢ poronieniu, natomiast
niekiedy obserwowane sg stabo wyrazone objawy cho-
robowe ze strony gornych drog oddechowych [69].
Plody nie wykazujg cech autolizy, w odréznieniu od
przypadkéw w ktérych poronienie nastgpito przed
6 miesigcem cigzy. Natomiast w wiekszosci przypadkow
mozna u nich stwierdzi¢ zmiany anatomopatologiczne,
sugerujace zakazenie na tle EHV-1 [5]. U klaczy nie
obserwuje si¢ zmian w ukladzie rozrodczym majacych
negatywny wplyw na ich przydatno$¢ do rozrodu [66].

10. Zakazenia nowo narodzonych zZrebiat

Infekcja ptodu moze nastapi¢ w okresie tuz przed
porodem. W takich przypadkach, Zrebi¢ta rodzg sie
apatyczne i oslabione z objawami ostrej niewydolno-
$ci ukladu oddechowego. Bardzo cz¢sto dochodzi do
wtornych zakazen bakteryjnych, co znacznie pogarsza
rokowanie. U zakazonych Zrebigt, pomimo szybko pod-
jetej interwencji lekarsko-weterynaryjnej, dochodzi do
zejscia Smiertelnego w okresie od kilku do kilkunastu
dni [48, 59].

11. Zapalenie mozgu i rdzenia kregowego

Zespol objawéw chorobowych wywolanych przez
EHV-1, ktére swoim zasiegiem obejmujg centralny
uklad nerwowy, nosi nazwe herpeswirusowej mieloen-
cefalopatii. Moga one wystepowac zaréwno u pojedyn-
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czych osobnikéw jak réwniez u grupy koni w danym
stadzie. Objawy nerwowe pojawiaja si¢ nagle i naj-
czedciej sg poprzedzone podwyzszeniem temperatury
wewnetrznej. W wiekszosci przypadkow klinicznych,
odstep pomiedzy pierwszym pojawieniem sie goraczki,
a rozwojem objawow neurologicznych trwa od 6 do 10
dni [30, 87, 90]. Natomiast ich rodzaj i nasilenie zaleza
od lokalizacji oraz rozmiaru uszkodzen centralnego
ukladu nerwowego. Szczegdlnie narazone na infekcje
sg odcinki: piersiowy, ledzwiowy, krzyzowy i ogonowy
rdzenia kregowego. Wérdd zaburzen neurologicznych
obserwuje si¢ okresowa ataksje, niedowtad konczyn
miednicznych oraz ich porazenia. Niekiedy porazenia
mogga takze obejmowac konczyny piersiowe. U chorych
koni moze dochodzi¢ do utraty napigcia migsni ogona,
odbytu i nietrzymania moczu. Rokowanie zalezy od
postaci choroby. W przypadkach o ciezkim przebiegu,
kiedy pomimo intensywnego leczenia konie zalegaja
dluzej niz 2 dni jest ono niepomyslne [43, 87].

12. Zakazenia u innych gatunkow zwierzat

EHV-1 posiada zdolno$¢ pokonywania bariery mie-
dzygatunkowej, co potwierdzaja przypadki zakazen
jakie mialy miejsce na terenie ogrodéw zoologicznych
w Niemczech. Obecnos¢ sekwencji DNA charaktery-
stycznych dla EHV-1 stwierdzono w probkach narza-
déw wewnetrznych pochodzacych od niedzwiedzi
czarnych, u ktérych rozwingty si¢ ostre objawy neuro-
logiczne bedace przyczyna zejscia $miertelnego; gazeli
Thomsona, takze dotknietych zaburzeniami neurolo-
gicznymi i §winek morskich, u ktérych oprécz postaci
nerwowej, dodatkowo wystepowaly poronienia [96].
Zapalenie moézgu i rdzenia kregowego na tle EHV-1,
zostalo rowniez potwierdzone u nosorozca indyjskiego
[1]. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze zakazenia
wywolywane przez herpeswirus koni typu 1 u tych grup
zwierzat nie byly wcze$niej notowane.

13. Diagnostyka laboratoryjna

Zakazenie EHV-1 mozna stwierdzi¢ zaréwno bez-
posrednio: droga wykrycia zjadliwego wirusa w tescie
izolacji lub jego materialu genetycznego (test PCR
i real-time PCR) w narzadach wewnetrznych i ptynach
ustrojowych, a takze posrednio: poprzez wykrycie spe-
cyficznych przeciwcial w tescie seroneutralizacji, tescie
immunoenzymatycznym (ELISA), odczynie wigzania
dopetniacza oraz od niedawna przy uzyciu odczynu
immunodyfuzji w Zelu agarozowym (AGID) [25, 97].

Pomimo coraz czgstszego zastosowania technik
biologii molekularnej - za zloty standard uznaje si¢
test izolacji wirusa przy uzyciu hodowli komoérkowe;j.
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Rys. 1. Efekt cytopatyczny EHV-1 w hodowli komérkowej RK-13
(materialy wlasne)

Materiatem biologicznym, w ktérym mozna wykry¢
obecnos¢ EHV-1 sa: wymazy z nozdrzy, popluczyny
z drzewa oskrzelowego, narzady wewnetrzne poro-
nionych ptodéw konskich (ptuca, watroba, §ledziona),
leukocyty krwi obwodowej, czy tez tkanki pochodzace
z centralnego ukladu nerwowego. W diagnostyce zna-
lazty zastosowanie przede wszystkim linie komorkowe
ciagle: rabbit kidney-13 (RK-13), equine dermis (ED),
Madin-Darby bovine kidney (MDBK), baby hamster
kidney-21 (BHK-21), a takze pig kidney-15 (PK-15)
[97] (rys. 1).

Metodami, ktére ze wzgledu na swojg wysoka czu-
tos¢, specyficznosé i szybkos¢ wykonania usprawnity
diagnostyke zakazen na tle EHV-1 sg test PCR i real
time-PCR. Pozwalaja one na rdéznicowanie zakazen
EHV-1 i EHV-4 [15, 36]. W rutynowej diagnostyce
zakazen, oprocz wysoce konserwatywnego genu
ORF33, kodujacego glikoproteing B — nieco mniejsze
zastosowanie znalazly startery amplifikujace fragmenty
gendw takich jak ORF16 (glikoproteina C) oraz ORF72
(glikoproteina D).

Najwiekszy wspotczynnik zmienno$ci genetycz-
nej w genomie EHV-1 posiada gen ORF68. Przyczyna
takiego stanu rzeczy jest obecno$¢ pojedynczych sub-
stytucji we fragmencie liczacym okoto 600 nukleoty-
dow. Badania dotyczace polimorfizmu wyzej wspo-
mnianego fragmentu genu pozwolily na wyodrebnienie
pod wzgledem pochodzenia geograficznego — poczat-
kowo szesciu, a nastepnie dziesigciu grup izolatow
EHV-1 [52, 39]. Warto doda¢, ze w jednej z publikacji
wyszczegolniono dwa izolaty, w przypadku ktérych
lokalizacja mutacji uniemozliwia ich sklasyfikowanie
do opisanych grup geograficznych, tym samym wska-
zujac na jeszcze wieksze zrdznicowanie terytorialne
szczepow EHV-1 [52].

Kolejng metoda stosowang w praktyce laborato-
ryjnej jest analiza polimorfizmu dlugosci fragmen-
tow restrykcyjnych (PCR-RFLP). Dzigki niej istnieje
mozliwo$¢ réznicowania zakazen wywolanych warian-

Rys. 2. Wynik testu PCR-RFLP z zastosowaniem enzymu restryk-
cyjnego Sall (materialy wlasne)

tem neuropatogennym EHV-1 (G,,,) i nie-neuro-
patogennym (A, ). Metoda RFLP wykorzystuje
enzym Sall do analizy amplikonu genu ORF30 o wiel-
kosci 380 par zasad. W przypadku infekcji wywota-
nej typem G, nastepuje restrykcja amplikonu, czego
efektem jest powstanie dwdch produktéw o mniej-
szej wielkosci podczas gdy amplikon genotypu A, .,
nie ulega trawieniu enzymem restrykcyjnym (rys. 2).
Inng metoda pozwalajacg na roznicowanie zaka-
zen miedzy poszczegdlnymi wariantami EHV-1 jest
test real-time PCR, gdzie typy wirusa sa wykrywane
i identyfikowane za pomocg dwdch specyficznych sond
molekularnych [2, 72].

W celu wykrycia obecnosci przeciwcial EHV-1
w surowicy koni, powszechnie stosuje si¢ test sero-
neutralizacji oraz test immunoenzymatyczny ELISA,
ktorego dodatkowa zaletg jest mozliwos¢ zréznicowa-
nia przeciwcial powstalych wskutek infekcji wywota-
nej przez blisko spokrewniony EHV-4. Duze znaczenie
w diagnostyce serologicznej ma badanie par surowic,
ktore pobiera si¢ w trakcie trwania fazy ostrej zaka-
zenia i nastepnie 3-4 tygodnie pdzniej t.j. z okresu
rekonwalescencji. Co najmniej 4-krotny wzrost miana
przeciwcial bedzie wskazywat na zakazenie EHV-1 [97].
W praktyce, badanie takie moze by¢ przydatne w trak-
cie monitorowania calego stada wolnego od EHV-1,
lub po kontakcie z wirusem. Badanie serologiczne ma
jednak ograniczone zastosowanie u klaczy, ktore poro-
nily i u osobnikéw z EHM. Dzieje si¢ tak dlatego, ze
podczas trwania tych epizodéw, surowica zawiera juz
wysokie miano przeciwcial i kolejne jej pobranie w fazie
rekonwalescencji nie wykaze znaczacego wzrostu [10].

14. Immunoprofilaktyka
Ze wzgledu na powszechne wystepowanie wirusa

w Srodowisku, a takze na tatwos¢ rozprzestrzeniania
sie zakazen zaréwno droga horyzontalng jak i werty-
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kalng nie jest mozliwa petna ochrona przed kontak-
tem z tym patogenem. W profilaktyce stosowane s3
szczepionki pierwszej generacji zawierajace wirusy
zabite (szczepionki inaktywowane) lub o ostabionej
wirulencji (szczepionki zywe, atenuowane). Prowa-
dzenie immunoprofilaktyki przeciwko zakazeniom
EHV-1 przy uzyciu wyzej wymienionych preparatow,
pomimo indukowania przez nie stosunkowo wyso-
kiego miana specyficznych przeciwcial nie prowadzi
do catkowitego wyeliminowania siewstwa, nie zapo-
biega wiremii, ktéra moze prowadzi¢ do poronienia
a takze EHM. Szczepionki inaktywowane stabo sty-
muluja odpowiedZz immunologiczng typu komor-
kowego, wymagaja czestych rewakcynacji i mogg
przyczyniac si¢ do wystapienia lokalnych odczynow
zapalnych [45].

Stosowanie szczepionek zywych, atenuowanych
powoduje, ze po ich jednokrotnym uzyciu odpornosé
pojawia sie szybciej i utrzymuje sie przez dluzszy okres
czasu. Jednak w przypadku ich zastosowania, istnieje
ryzyko rewersji wirusa szczepionkowego do pelnej
zjadliwosci [45, 56].

W profilaktyce zakazen na tle EHV-1, oprdcz
ograniczania siewstwa zarazka, niezwykle wazne jest
zapobieganie powstawaniu wiremii i dlatego tez klu-
czowg role w procesie infekeji odgrywa odpowiedz typu
komorkowego ze strony limfocytéw T cytotoksycznych
(Tc). Badania nad potencjalng stusznoscig tej hipotezy
dowiodly, ze limfocyty Tc wystepujace u koni wykazu-
jacych ekspresje haplotypu MHC I-A3/B2 (ELA-A3/
B2) wykrywaja komponenty bezposrednio wczesnego
transkryptu (Immediate Early) EHV-1, ktéry jako
pierwszy ulega ekspresji w cyklu replikacyjnym wirusa
[75, 74]. Majac na uwadze ten istotny fakt, udowod-
niono ze u tej grupy koni, immunizacja szczepionka
wektorowa zawierajaca gen ORF64, kodujacy wyzej
wymieniony transkrypt (IE) EHV-1 spowodowata zna-
czgce obnizenie poziomu wiremii [74].

Nalezy podkresli¢, ze opracowanie ztozonych szcze-
pionek wektorowych w przypadku ktérych, obiecuja-
cymi kandydatami oprdcz genu IE mogtyby takze by¢
geny kodujace poszczegdlne glikoproteiny. Szczepionki
takie stymulujac indukcje zaréwno silnej odpowiedzi
humoralnej jak i komérkowej moglyby przyczyni¢ sie
do eliminacji siewstwa EHV-1, ograniczenia zainfeko-
wanych leukocytéw, a takze do zapobiegania poronie-
niom u klaczy i wystepowania przypadkéw mieloen-
cefalopatii.

Dla potrzeb immunoprofilaktyki zakazen EHV-1
opracowano réwniez szczepionki tzw. drugiej genera-
cji, jednakze w chwili obecnej pozostaja w sferze badan
inie sg dostepne komercyjnie. W tej grupie szczepionek
znajduja sie oprdcz wyzej wymienionych szczepionek
wektorowych takze szczepionki delecyjne i szczepionki
DNA [41, 46, 64].
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15. Podsumowanie

Wzrost zainteresowania zakazeniami wywowalymi
przez herpeswirus koni typu 1 nastgpil w pierwszej
potowie XX wieku co mialo $cisty zwigzek z czgstymi
przypadkami masowych poronien u klaczy rejestro-
wanych w Stanach Zjednoczonych, jak i pozostatych
cze$ciach $wiata. Infekcje u koni, stosunkowo czesto
ograniczajace si¢ do zapalenia gornych drég oddecho-
wych mogg mie¢ znacznie powazniejsze nastepstwa, do
ktdrych zalicza sie: poronienia, $mieré nowonarodzo-
nych Zrebiat oraz zapalenie mézgu i rdzenia kregowego.
Zakazenia na tle EHV-1, nierzadko o ci¢zkim przebiegu
konczacym sie zejsciem $miertelnym moga wystapi¢
u innych gatunkéw zwierzat niz konie.

Diagnostyka laboratoryjna oparta jest zazwyczaj
na izolacji wirusa przy uzyciu hodowli komérkowych,
stwierdzeniu obecno$ci przeciwcial w tescie seroneu-
tralizacji lub immunoenzymatycznym ELISA. Ponadto
do wykrywania zakazenia na tle EHV-1 stosuje si¢ testy
PCR i real-time PCR.

Prowadzenie regularnych szczepien za pomoca
preparatéw komercyjnych nie jest w stanie wyelimino-
wac siewstwa wirusa ani zapobiec wiremii, dlatego tez
celem zapewnienia mozliwie jak najwiekszej ochrony
przeciwko zakazeniom EHV-1 konieczne jest wdroze-
nie i przestrzeganie zasad bioasekuracji, dezynfekcja
sprzetu i pomieszczen.
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1. Rys historyczny. 2. Taksonomia. 3. Podsumowanie
The history and the current taxonomy of Campylobacter species

Abstract: The first mentions of unknown pathogenic Gram-negative curved rods date back to the 1880s. Initially, these bacteria were
regarded only as a pathogen of animals, however, their clinical significance increased with the development of methods used in
microbiological diagnostics. In recent decades, systematics and taxonomy of Campylobacter, initially belonging to the genus Vibrio, have
undergone many transformations and modifications. Campylobacter is a separate genus since 1963 and, currently, it counts 27 species,
9 subspecies and 3 biovars. 19 species are considered to be pathogenic for humans and 9 for the animals. Nowadays, the significance of

Campylobacter in the pathogenesis of infections in humans and animals is unquestionable.

1. Historical background. 2. Taxonomy. 3. Summary

Stowa kluczowe: Campylobacter, rys historyczny, taksonomia
Keywords: Campylobacter, history, taxonomy

1. Rys historyczny

Pierwsze informacje dotyczace rodzaju Campylo-
bacter siegaja roku 1886, kiedy to drobnoustrdj ten
zostal po raz pierwszy zaobserwowany przez niemiec-
kiego naukowca Theodora Eschericha w okreznicy
zmarlych na skutek biegunki noworodkéw. Bakterie te
nie dawaly wzrostu na stosowanych uprzednio podto-
zach hodowlanych, a przyczyne $mierci okreslono jako
»cholera noworodkdéw” [3, 42].

Na poczatku XX wieku odnotowywano sukcesyw-
nie rosnaca liczbe przypadkow zakazen powodowanych
przez zakrzywione paleczki Gram-ujemne u zwierzat.
W 1905 roku mialy miejsce liczne przypadki poronien
w stadach bydla i owiec. Rok pdzniej John McFadyean
i Stewerd Stockman po raz pierwszy wyizolowali spi-
ralne bakterie ze §luzu macicy ci¢zarnej owcy [42].

W 1918 roku Smith i Taylor zaproponowali nazwe
Vibrio fetus (obecnie Campylobacter fetus) dla bakterii
izolowanych z przypadkéw poronien w stadach bydia
i owiec. U tych pierwszych zrédtem zakazenia byty byki
(bezobjawowi nosiciele), stad chorobe uznawano jako
przenoszong droga plciows, zas u owiec transmisja byla
nieco odmienna, za Zrédlo drobnoustroju uznano nie
barana, ale jedzenie lub wode [43].

W latach 30. XX wieku bakterie o bardzo podobnym
ksztalcie wyizolowano z jelita czczego (tac. jejunum)

cielgt z biegunka i nazwano je Vibrio jejuni (obecnie
Campylobacter jejuni), a w latach 40. z kalu biegun-
kowego $win i pierwotnie okreslono jako Vibrio coli
(obecnie Campylobacter coli). Ponadto pojawily sie¢
wzmianki o bakteriach bedacych przypuszczalnie przy-
czyng zapalen watroby u ptakéw, okreslanych mianem
»related vibrios” [20, 8].

Campylobacter spp. zyskal znaczenie kliniczne, gdy
w 1938 roku Levy zauwazyl spiralne mikroorganizmy
podobne do V.jejuni, odpowiedzialne za zapalenie
zoladka i jelit u 151 pacjentéw w stanie Illinois w Sta-
nach Zjednoczonych Ameryki Péinocnej (USA), zas
domniemanym zrédlem zakazenia bylo zanieczysz-
czone drobnoustrojami mleko [27].

V. fetus poczatkowo takze nie byl uznawany za
mikroorganizm patogenny dla czlowieka, az do
1947 roku, kiedy to Vincent i wsp. opisali pierwszy
przypadek infekcyjnego poronienia u kobiety o etiologii
V. fetus, a przenoszone droga plciowq zakrzywione bak-
terie uznano za czynnik sprawczy poronien i nieplod-
nosci. Prawdopodobnie byly to szczepy obecnie nalezace
do podgatunku Campylobacter fetus subsp. veneralis [3].

Waznego postepu w diagnostyce bakteriologiczne;
Campylobacter spp. dokonata na przetomie lat 50. i 60.
XX wieku King, ktéra wysuneta prawidlows, jak sie
pdzniej okazalo hipoteze, iz sa dwa typy zakrzywionych
paleczek powodujacych infekcje u ludzi: V. fetus oraz

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii i Diagnostyki Immunologicznej, Wydzial Lekarski z Oddzialem Nauczania
w Jezyku Angielskim, Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, al. Powstancéw Wielkopolskich 72, 70-111 Szczecin; tel. 91466 16 69;
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pokrewne im inne zakrzywione paleczki, okreslane jako
»related vibrios” Przeprowadzone badania pozwolily na
réznicowanie tych bakterii na podstawie ich wzrostu
w odmiennych temperaturach. Po raz pierwszy spi-
ralne, mikroaerofilne pateczki wyhodowano w tem-
peraturze 42°C, jak réwniez zaobserwowano zdolnos¢
wzrostu szczepow V. fetus w temperaturze 25°C i 37°C,
nie za§ w temperaturze 42°C, zapoczatkowujac tym
samym podzial na termofilne i nietermofilne pateczki
Campylobacter. Ponadto King w pracy opublikowanej
w 1962 roku wykazala, iz zakazenia o etiologii V. fetus
dotycza pacjentéw ,ostabionych” nie majacych kon-
taktow ze zwierz¢tami, wykluczajac tym samym to
zrodlo zakazenia, zas infekcje powodowane przez ,,rela-
ted vibrios” dotyczyly przede wszystkim niemowlat
i dzieci, pozostajacych w dobrym stanie zdrowia przed
wystgpieniem pierwszych objawdéw. Z drugiej strony,
King zwrdcita takze uwage na przypadek zakazenia
spowodowanego przez ,related vibrios” u dorostego
pacjenta z alkoholowg marskoscig watroby i nadcis$nie-
niem, rolnika bedacego jednocze$nie hodowca drobiu,
u ktérego podczas obfitej biegunki doszto do zgonu na
skutek skrajnego odwodnienia. W autopsji wykazano
zmiany krwotoczne w obrebie jelita czczego, nie zas
w obrebie okreznicy. Zmiany te byly niemalze tozsame
ze zmianami patologicznymi opisanymi w 1931 roku
przez Jones’a i wsp. wystepujacymi u bydta cierpiacego
na ,zimowg czerwonke” o etiologii V. jejuni. Ponadto
King wysuneta prawidtowg hipoteze, iz znaczna liczba
przypadkoéw zakazen u ludzi o etiologii zakrzywionych
pateczek Gram-ujemnych jest niediagnozowana, zwra-
cajac tym samym uwage na nieoszacowany w owym
czasie problem epidemiologiczny [20, 24, 25].

Na poczatku lat 60. poprzedniego stulecia zapropo-
nowano wyodrebnienie bakterii o charakterystycznym
spiralnym ksztalcie, rosnacych w warunkach mikro-
aerofilnych oraz niemetabolizujacych weglowodandw,
z rodzaju Vibrio i utworzenie nowego rodzaju Campy-
lobacter [40].

Zastosowanie metod filtracji uzywanych w mikro-
biologii weterynaryjnej pozwolito Butzlerowi i wsp., na
poczatku lat 70. XX wieku na wyizolowanie Campylobac-
ter spp. z kalu od pacjentéw z biegunkg [7, 4]. Jednakze
dopiero opisanie przez Skirrow’a i wsp. selektywnego
suplementu skladajacego si¢ z wankomycyny, polimy-
ksyny B i trimetoprimu, dodawanego do podlozy bak-
teriologicznych, okazalo si¢ momentem przelomowym
w rozwoju diagnostyki mikrobiologicznej pateczek z ro-
dzaju Campylobacter i ustaleniu ich klinicznej roli [41].

Dzigki nowym mozliwosciom diagnostycznym,
na poczatku lat 80. XX wieku zaczgto izolowac coraz
to nowe gatunki okreslane mianem Campylobacter-
-podobnych (Campylobacter-like organisms, CLOs)
z bardzo réznorodnych materialéw klinicznych, $ro-
dowiskowych, a takze odzwierzecych [14, 30, 12].
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Cho¢ pierwszych zrodel o paleczkach z rodzaju
Campylobacter mozemy doszukiwac si¢ juz pod koniec
XIX wieku, to patogen ten za istotny czynnik chorobo-
tworczy zostal uznany dopiero po uplywie niespeina
kolejnego stulecia [17].

2. Taksonomia

Wyodrebnienie rodzaju Campylobacter z rodzaju
Vibrio zaproponowal w 1963 roku Sebald i Véron. Do
nowo utworzonej jednostki taksonomicznej przenie-
siono dwa gatunki: Vibrio fetus oraz Vibrio bubulus
- byly to odpowiednio Campylobacter fetus i Campylo-
bacter bubulus (obecnie Campylobacter sputorum) [40].
W 1973 Véron i Chatelain opublikowali obszerniejsza
taksonomie Vibrio-podobnych (Vibrio-like) mikro-
organizmow, gdzie do rodzaju Campylobacter zali-
czono cztery odrebne gatunki: C. jejuni, C. coli, C. fetus
i C. sputorum [55].

Rozwoj metod diagnostycznych w mikrobiologii
w latach 80. XX wieku oraz rosnace zainteresowanie
znaczeniem klinicznym znanych gatunkow z rodzaju
Campylobacter, a takze tych nalezacych do grupy CLOs,
doprowadzily na przestrzeni kilkunastu lat do licznych
zmian w obrebie systematyki Campylobacter. Od 1974
do 1988 roku zidentyfikowano 12 nowych gatunkow
i podgatunkow. W 1983 roku do rodzaju Campylobac-
ter dolaczyt gatunek: C. hyointestinalis, ktory nastepnie
zostal podzielony na dwa podgatunki: C. hyointestina-
lis subsp. hyointestinalis oraz C. hyointestinalis subsp.
lawsonii. Rok pdzniej dodano nowy gatunek nazwany
poczatkowo C. pyloridis, nastgpnie nazwe zmodyfiko-
wano na C. pylori, jednakze pig¢ lat pozniej gatunek
ten zostal przeniesiony do nowo powstatego rodzaju
Helicobacter [13, 32, 16].

W 1985 roku z C. sputorum subsp. mucosalis zostal
wyodrebniony nowy gatunek C.mucosalis. Pozostale
podgatunki C. sputorum: C. sputorum subsp. sputorum,
C. sputorum subsp. bubulus oraz C. fecalis zostaly skla-
syfikowane jako biowary (biovar, bv.) C. sputorum [36,
37]. Pierwszy podzial tego gatunku uwzglednial zrédta,
z ktorych izolowano poszczegélne biowary, nastepny
zostat dokonany w oparciu o cechy biochemiczne, takie
jak zdolnos$¢ wytwarzania katalazy oraz ureazy. Na pod-
stawie tego ostatniego kryterium ustalono obecna kla-
syfikacje: C. sputorum bv. sputorum (niewytwarzajacy
katalazy ani ureazy), C. sputorum bv. fecalis (wytwarza-
jacy katalaze, niewytwarzajacy ureazy) oraz C. sputo-
rum bv. paraureolyticus (wytwarzajacy ureaze, niewy-
twarzajacy katalazy) [31, 54]. Zakwestionowano takze
zasadnos¢ istnienia odrebnej jednostki taksonomicznej
dla C. sputorum bv. bubulus gdyz analiza profili bial-
kowych tych szczepéw wykazywata wysoka homologie
ze szczepami C. sputorum bv. sputorum. W 2001 roku
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Tabela I
Rezerwuary i chorobotworczo$¢ szczepdw Campylobacter spp.

Chorobo- | Chorobo-
Gatunek Rezerwuar Pierwsze doniesienie tworczos¢ | tworczosé
dlaludzi | dla zwierzat
C. fetus ssp. fetus bydlo, konie, kangury, owce Smith i Taylor, 1919 + +
ssp. veneralis bydlo Florent, 1959 + +
ssp. testudinum gady, cztowiek Fitzgerald i wsp., 2014 + ?
C. jejuni ssp. jejuni dzikie ptactwo, bydto, trzoda chlewna, |Jonesiwsp., 1931 + +
kurczaki, psy, kroliki, owady, woda
ssp. doylei cztowiek Steel i Owen, 1988 + ?
C. coli dzikie ptactwo, bydlo, trzoda chlewna, |Doyle, 1948 + +
kurczaki, kozy, owc
C. sputorum bv. sputorum czlowiek Prévot, 1940 + ?
bv. faecalis bydto, owce Firehammer, 1965 + ?
bv. paraureolyticus | owce On iwsp., 1998 +2 ?
C. mucosalis psy, trzoda chlewna Lawson i Rowland, 1974 ? +
C. urealyticus konie, czlowiek Jackson i Goodman, 1978 + ?
C. concisus psy; koty, cztowiek Tanner i wsp., 1981 + ?
C. gracilis psy, cztowiek Tanner i wsp., 1981 + ?
C. rectus cztowiek Tanner i wsp., 1981 + ?
C. curvus psy, cztowiek Tanner i wsp., 1984 + ?
C. hyointestinalis | ssp. hyointestinalis | bydlo, trzoda chlewna, owce, renifery, |Gebhartiwsp., 1985 ? ?
psy; chomiki
ssp. lawsonii trzoda chlewna On i wsp., 1995 + +
C. upsaliensis psy; koty, cztowiek Sandstet i Ursing, 1991 + +
C. helveticus koty, psy Stanley i wsp., 1992 + +
C. showae psy, cztowiek Etoh i wsp., 1993 + ?
C. lanienae bydlo, trzoda chlewna, owce, cztowiek |Logan i wsp., 2000 ? ?
C. hominis czlowiek Lawson i wsp., 2001 + ?
C. lari ssp. lari dzikie ptactwo, kurczaki, bydto, konie, |Benjamin i wsp., 2003 + +
malpy, malze, woda
ssp. concheus malze, cztowiek Debruyne i wsp., 2009 ? ?
C. insulaenigrae stonie morskie, lwy morskie, Foster i wsp., 2004 + ?
mor$winy, foki, cztowiek
C. canadensis zurawie Inglis i wsp., 2007 ? ?
C. avium dréb Rossi i wsp., 2009 ? ?
C. cuniculorum kroliki Zanoni i wsp., 2009 ? ?
C. peloridis skorupiaki, czlowiek Debruyne i wsp., 2009 ? ?
C. subantarcticus pingwiny bialobrewe i zfotoczube, Debruyne i wsp., 2009 ? ?
albatrosy czarnobrewe i szarogtowe
C. volucris mewy $mieszki Debruyne i wsp., 2010 ? ?
C. troglodytis szympansy Kaur i wsp., 2011 ? ?
C. corcagiensis makaki wanderu (Macaca silenus) Koziel i wsp., 2014 ? ?
C. iguaniorum jaszczurki, zotwie Gilbert i wsp., 2015 ? ?

zmieniono nazwe biowaru C. sputorum bv. fecalis na
C. sputorum bv. faecalis [54].

W latach 80. ubiegtego stulecia zaobserwowano
takze roznice w obrebie gatunku C. jejuni. W 1985 roku
po raz pierwszy wyizolowano szczepy, okreslone jako
»nietypowe” C. jejuni, od dzieci ponizej 5 roku zycia,
mieszkancow centralnej Australii, hospitalizowanych
z powodu biegunki [46]. Podobne pod wzgledem bio-
chemicznym szczepy wyizolowano z katu biegunkowego
dzieci bedacych rdzennymi mieszkancami potudniowej

i zachodniej Australii oraz dzieci hospitalizowanych
z powodu zapalenia zofadka i jelit (fac. gastroenteritis)
lub sepsy w jednym ze szpitali w Republice Poludnio-
wej Afryki, a takze z bioptatéw zoladka oséb dorostych,
mieszkancow Niemiec oraz Wielkiej Brytanii [22, 33].
Wszystkie te szczepy stabo rosly w temperaturze 37°C,
nie rosty za§ w 42°C, co bylo pierwsza cechg odmienng
od typowych C. jejuni, ktore naleza do gatunkow ter-
mofilnych. Wszystkie ,,nietypowe” szczepy, jak wiek-
szo$¢ gatunkow nalezacych do rodzaju Campylobacter,
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wytwarzaly katalaze, cho¢ w niektérych przypadkach
reakcja z nadtlenkiem wodoru byla stabo widoczna.
Ponadto szczepy te, tak jak typowe szczepy C. jejuni,
hydrolizowaly hipuran, ale w odréznieniu od nich nie
posiadaly zdolnosci redukeji azotandéw do azotynow,
a takze wykazywaly wieksza wrazliwo$¢ na dzialanie
cefalotyny i polimyksyny. Uwzgledniajac takze roznice
genotypowe wykazane podczas hybrydyzacji DNA-
-DNA, w 1988 roku zaproponowano nowa jednostke
taksonomiczng - C. jejuni subsp. doylei [34, 45].

W 1991 roku do rodzaju Campylobacter dotaczono
nowy gatunek: C. upsaliensis, rok pozniej C. helvetius,
aw 1993 roku C. showae [39, 44, 10].

Na uwage zasluguje rowniez taksonomia C. fetus.
Gatunek ten powoduje sporadyczne infekcje oportu-
nistyczne, zwykle o ciezkim przebiegu, pod postacia
bakteriemii lub zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych,
u pacjentéow ze skrajnych grup wiekowych, a takze
u kobiet w cigzy. W obrebie tego gatunku wyrdzniamy
dwa podgatunki: C. fetus subsp. fetus i C. fetus subsp.
veneralis [55, 21, 1]. Zakazenia u ludzi najczedciej
powoduje pierwszy podgatunek, drugi za$ jest przy-
czyng kampylobakteriozy narzadéw pliciowych bydta
i cho¢ byl juz izolowany od ludzi, jego znaczenie kli-
niczne nie jest wyjasnione [2, 49]. W obrebie tych
dwoch podgatunkow, na podstawie réznic w budowie
lipopolisacharydu i skfadu bialek powierzchniowych
(surface layer protein, SLP), wyrdzniamy serotypy A
i B. C. fetus subsp. veneralis jest zawsze serotypu A,
a C. fetus subsp. fetus moze by¢ zaréwno serotypu A
jak i B, rzadko obu (AB) [29, 9].

W 1984 roku C. fetus zostal po raz pierwszy wyizo-
lowany takze od gadéw, najpierw z odchodéw zétwia
przechowywanego w warunkach domowych, a nastep-
nie takze od zdrowego weza z gatunku Heterodon nasicus
oraz z katu o luznej konsystencji od tracacej na wadze
jaszczurki z gatunku Tiliqua nigrolutea. Badajac rézno-
rodno$¢ genetyczna C. fetus w obrebie podgatunkow
(C. fetus subsp. fetus i C. fetus subsp. veneralis) oraz sero-
typow (A i B), poprzez wykorzystanie takich metod jak:
losowa amplifikacja polimorficznego DNA (Random
Amplification of Polymorphic DNA, RAPD), elektrofo-
rezy DNA w zmiennym polu elektrycznym (Pulsed Field
Gel Electrophoresis, PFGE) oraz hybrydyzacja DNA-
-DNA, a takze uwzgledniajac zZrédta izolowanych szcze-
pow, wykazano znaczne réznice pomi¢dzy szczepami
izolowanymi od ssakow i gaddw, istotnie wigksze anizeli
w przypadku réznic pomigdzy podgatunkami i seroty-
pami, wskazujgc tym samym na odmienne pochodze-
nie genetyczne szczepow izolowanych od gadow [18,
48]. W 2004 roku odnotowano pierwszy przypadek
zakazenia u czlowieka szczepem C. fetus posiadajacym
markery charakterystyczne dla szczepéw izolowanych
od gadéw [50]. W pozniejszych latach odnotowano
kolejne przypadki zakazen u ludzi, a szczepy je powo-
dujace okreslono mianem C. fetus-podobne (C. fetus-
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-like). Stad w 2013 roku, uwzgledniajac szczegdlowa
charakterystyke genotypows i fenotypowa tych szcze-
pow, wykazano ich powigzanie z gatunkiem C. fetus
oraz wyrazne odrdznienie od obecnie znanych podga-
tunkow i ustanowiono nowa jednostke taksonomiczna
— C. fetus subsp. testudinum [35, 11].

Na podstawie rybotypowania drobnoustrojow
dokonano reklasyfikacji niektérych gatunkéw: Woli-
nella curva wlaczono do rodzaju Campylobacter jako
C. curvus (znany takze jako C. curva), Wolinella rectus
jako C.rectus (znany jako C. recta), takze Bacteroides
gracilis zostal wlaczony do rodzaju Campylobacter
jako C. gracilis [53, 51]. W 1991 roku niektére gatunki,
dotychczas nalezace do rodzaju Campylobacter, zostaty
przeniesione do nowo utworzonych rodzajow: Arcobac-
ter i Helicobacter. Reklasyfikacji do Arcobacter ulegly
gatunki: C. cryaerophila (obecnie A. cryaerophila) oraz
C. nitrofigilis (obecnie A. nitrofigilis). Do rodzaju Heli-
cobacter oprocz C. pylori (obecnie H. pylori), zostaly
wlaczone gatunki: C. fennelliae (obecnie H. fenelliae),
a takze C. cinaedi (obecnie H. cinaedi) [53].

W kolejnych latach rodzaj Campylobacter zostal
wzbogacony o kolejne gatunki, m.in. w 2000 roku z katu
pracownikow rzezni bez objawéw infekeji wyizolowano
nowy gatunek C. lanienae [28].

Zmiany w taksonomii rodzaju Campylobacter zostaly
przeprowadzone w oparciu o analize sekwencji pod-
jednostki 16S rybosomalnego RNA (rRNA). Na tej
podstawie Campylobacter spp. zostal umiejscowiony
w klasie VI rRNA tzw. e-Proteobacteria, ktora zostata
podzielona na trzy grupy: I - Campylobacter oraz Bac-
teroides ureolyticus, 11 — Arcobacter, 111 — Helicobacter
oraz Wolinella succinogenes. Ze wzgledu na wysoka
homologi¢ rRNA grupa Ii II utworzyty rodzine Cam-
pylobacteriaceae.

Obecnie systematyka Campylobacter spp. jest naste-
pujaca:

Dzial: Proteobacteria

Klasa: e-Proteobacteria

Rzad: Campylobacterales

Rodzina: Campylobacteraceae

Rodzaj: Campylobacter [47].

W 2006 roku rodzaj Campylobacter liczyt 17 gatun-
kéw, 6 podgatunkdw i 3 biowary. Rok pozniej opisano
nowy gatunek wyizolowany od zyjacych w niewoli,
dorostych osobnikéw zurawi krzykliwych - C. cana-
densis [19]. Trzy lata pdzniej wyizolowano od krélikow
C. cunicurolum [56], a z drobiu C. avium [38]. W tym
samym roku Debruyne i wsp., zaproponowali zmodyfi-
kowang taksonomie szczepow wyizolowanych od ludzi
oraz z owocdéw morza, okreslanych dotychczas jako
C. lari-podobnych (C. lari-like). Utworzyli dwa pod-
gatunki: C. lari subsp. lari oraz C. lari subsp. concheus
oraz wyodrebnili nowy gatunek, oksydazo-ujemny
i katalazo-dodatni - C. peloridis [6]. W 2010 roku do
rodzaju Campylobacter dotaczono C. volucris wyizolo-
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wany od osobnikéw mewy $mieszki oraz C. subantarcti-
cus wyizolowany od dzikich ptakow zyjacych w regionie
subantarktyki (pingwinéw biatobrewych i ztotoczubych
oraz albatroséw czarnobrewych i szarogtowych) [5].

W 2010 roku dokonano takze reklasyfikacji Bacte-
roides ureolyticus, poczatkowo na C. ureolyticus [52].
W 2014 roku wyizolowano od makakéw wanderu
szczepy, ktore ze wzgledu na zdolnos¢ rozkladu ure-
azy przypominaly C. ureolyticus. Wprawdzie analiza
sekwencji nukleotydowych gendéw kodujacych pod-
jednostke 16S rRNA oraz genu hsp60 potwierdzila ich
przynalezno$¢ do rodzaju Campylobacter, jednakze
ujawnila znaczace réznice pomiedzy wyhodowanymi
szczepami, a wszystkimi dotychczas odkrytymi gatun-
kami nalezacymi do tego rodzaju, wigc dla nowo odkry-
tego gatunku zaproponowano nazwe C. corcagiensis
[26]. W 2011 roku opisano nowy gatunek C. troglodytis
wyizolowany od dziko zyjacych, oswojonych z ludzmi
szympansow, a w 2015 C. iguaniorum wyizolowany
od gaddw [23, 15].

3. Podsumowanie

Pateczki z rodzaju Campylobacter stanowig obecnie
najczestszy bakteryjny czynnik etiologiczny zakazen
przewodu pokarmowego u ludzi, zaréwno w krajach
rozwijajacych si¢ jak i rozwinietych, takze w krajach
Unii Europejskiej. Cho¢ drobnoustréj ten zostal zauwa-
zony juz w XIX wieku, gléwnie jako patogen zwierzat,
bedacy przyczyna poronien w stadach owiec i bydla,
jego znaczenie kliniczne zostalo docenione niespetna
sto lat pozniej wraz z rozwojem metod stosowanych
w diagnostyce mikrobiologicznej. Rodzaj Campylo-
bacter zostal wyodrebniony w 1963 roku z rodzaju
Vibrio i poczatkowo liczyl tylko dwa gatunki — C. fetus
i C.bubulus. Na przestrzeni ostatnich kilkudziesie-
ciu lat taksonomia tych drobnoustrojow ulegata licz-
nym modyfikacjom. Od 2000 roku do rodzaju Cam-
pylobacter wlaczono 13 nowo odkrytych gatunkow
i 3 podgatunki. Obecnie rodzaj Campylobacter zostal
umiejscowiony w klasie e-Proteobacteria, rzad Cam-
pylobacterales, rodzina Campylobacteraceae. Liczy
27 gatunkow, 9 podgatunkéw i 3 biowary, 19 gatunkow
jest patogennych dla cztowieka, 9 dla zwierzat. Postep
i rozwoj mikrobiologicznych technik diagnostycznych
pozwolily na wyizolowanie oraz identyfikacje nowych
gatunkow Campylobacter, jednakze sama obecno$¢
drobnoustroju nie jest rownoznaczna z wystgpieniem
zakazenia, stad znaczenie kliniczne, a takze chorobo-
tworczos¢ dla zwierzat, wielu z nich, zwlaszcza tych
zidentyfikowanych po 2007 roku (t.j.: C. canadensis,
C. avium, C. cuniculorum, C. peloridis, C. subantarcti-
cus, C. troglodytis, C. corcagiensis, C.iguaniorum) nie
jest jasna i wymaga dalszych badan.
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1. Wstep

Klasyczne bakterie propionowe sa drobnoustrojami,
ktdre od stuleci maja swoje zastosowanie w przemysle
spozywczym i zywieniu zwierzat. Na poczatku jednak
nie bylo wiadomo, ze to wlasnie te mikroorganizmy
odpowiedzialne s3 za przeprowadzanie fermentacji
propionowej. Ich istnienie zostalo odkryte dopiero
okolo 150 lat temu. Charakteryzowana grupa ma
olbrzymi potencjal aplikacyjny, lecz jest malo znana
spoteczenstwu [98].

Badania dotyczace prozdrowotnych wiasciwosci
klasycznych bakterii propionowych zwigzane sg z ich
mozliwo$ciami modulacji sktadu mikroflory jelitowej.
Jak si¢ obecnie uwaza mikrobiom ukladu pokarmowego
ma bardzo istotne znaczenie dla funkcjonowania calego
organizmu. Klasyczne bakterie propionowe badane s3
w aspektach projektowania nowej funkcjonalnej zyw-
nosci, ktéra moglaby by¢ stosowana prewencyjnie lub
leczniczo w walce z wieloma chorobami cywilizacyj-
nymi np. otyloscia, nowotworami [15, 16, 98].

Poznanie szlakéw metabolicznych ukrytych w geno-
mie tych interesujacych mikroorganizméw predyspo-

nuje je do stosowania ich jako bakteryjnych “fabryk”
zwigzkow o przemystowym znaczeniu np. kwasu pro-
pionowego, witamin z grupy B, trehalozy, czynnikow
bifidogennych. Prace optymalizacyjne nad biopro-
cesami prowadzonymi z ich udzialem, wpisuja si¢
w koncepcje zielonej chemii, zakladajacej zastepowanie
toksycznych dla srodowiska syntez chemicznych, pro-
cesami mikrobiologicznymi [16, 31, 73, 98].

Niniejsza praca ma na celu usystematyzowac wie-
dze¢ dotyczaca klasycznych bakterii propionowych oraz
zaprezentowac fakty, ktére moga mie¢ wplyw na ich
lepsze zrozumienie i wykorzystanie praktyczne.

2. Ogolna charakterystyka klasycznych bakterii
propionowych

2.1. Taksonomia

Historia badan nad klasycznymi bakteriami propio-
nowymi siega 1861 r., kiedy Pasteur udowodnit, ze prze-
bieg procesdw dojrzewania seréw jest wynikiem aktyw-
nosci mikroorganizméw. W 1879 r. Fitz opisal przebieg

* Autor korespondencyjny: Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska
Polskiego 48, 60-627 Poznan; tel. 61 848 60 16, e-mail: joannap@up.poznan.pl
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fermentacji prowadzonej przez bakterie w serach typu
szwajcarskiego. Zaobserwowal, ze cukier mlekowy
(laktoza) jest przeksztalcany do kwasu propionowego,
kwasu octowego i dwutlenku wegla. Na poczatku XX w.,
w 1906 r. von Freudenreich i Orla-Jensen po raz pierw-
szy wyizolowali z sera Emmental bakterie Propioni-
bacterium freudenreichii [39, 98]. W 1928 r. van Niel
zaklasyfikowal bakterie majace zdolnos$¢ do syntezy
kwasu propionowego do oddzielnego, nowego rodzaju
Propionibacterium. Do nowo utworzonego rodzaju zali-
czyl osiem gatunkow: P, freudenreichii, P. pentosaceum,
P, peterssonii, P. shermanii, P. rubrum, P. thoenii, P. tech-
nicum, P, jensenii i jeden podgatunek: P, jensenii var.
raffinosaceum. W 1930 r. opisywany rodzaj mikroorga-
nizmu zostal uwzgledniony w 3. edycji Bergey Manual
of Determinative Bacteriology. W kolejnych latach
Werkman and Kendall podniesli odmiane P, jensenii var.
raffinosaceum. do rangi gatunku. Utworzyli dziewiaty
gatunek o nazwie: P, raffinosaceum. Nastepnie Hitchner,
pomiedzy 1932 a 1934 ., zaklasyfikowal do rodzaju Pro-
pionibacterium kolejne dwa gatunki: P. zeae i P. arabino-
sum. W 1941 r. Sakaguchi i wsp. zaproponowali jeszcze
pie¢ gatunkow: P. globosum, P. amylaceum, P. japonicum,
P, orientum, P. coloratum, i jeden podgatunek: P. amy-
laceum var. aurantium. Nastepnie do 16 gatunkow
klasyfikowanych w tamtym czasie do klasycznych
bakterii propionowych Janoschek dodat kolejne trzy:
P, casei, P, pituitosum i P. sangunieum. W 1972 r., John-
son i Cummins na podstawie analizy: budowy pep-
tydoglikanu, sktadu zasad azotowych budujacych ni¢
DNA i podobienstwa wybranych sekwencji nukleoty-
dowych wyznaczyli cztery grupy (gatunki) nalezace do
klasycznych bakterii propionowych: P. acidipropionici,
P, freudenreichii, P, jenseni i P. thoenii. Utworzona klasy-
fikacja zostala uwzgledniona w 8. edycji Bergey Manual
of Determinative Bacteriology [39]. W kolejnych latach
wyizolowano kolejne 2 gatunki, przynalezace do grupy
klasycznych bakterii propionowych: P, cyclohexanium,
P. microaerophilum [48, 53, 65, 73, 98].

Obecnie pozycja taksonomiczna bakterii propiono-
wych przedstawia si¢ nastepujgco: Typ — Actinobacteria,
Klasa - Actinobacteria, Podklasa — Actinobacteridae,
Rzad - Actinomycetales, Podrzad - Propionibacter-
ineae, Rodzina - Propionibacteriaceae, Rodzaj — Pro-
pionibacterium [98]. Umownie bakterie propionowe
dzieli si¢ na dwie grupy:

I - ,klasyczne” lub ,mleczne” [19, 73, 77, 98]

II - ,,skérne” lub ,acnes” [12, 98]

Wyrdznia sie 13 gatunkéw nalezacych do rodzaju
Propionibacterium, w tym 6 przynalezacych do grupy
nazywanej klasycznymi bakteriami propionowymi.
Nazwy gatunkéw zamieszczono w tabeli I. Najle-
piej poznane szczepy nalezgce do mlecznych bakterii
propionowych to: P, freudenreichii, P.acidipropionici,
P, jensenii i P. thoenii.

JOANNA PAWLICKA-KACZOROWSKA, KATARZYNA CZACZYK

Tabela I
Gatunki nalezace do rodzaju Propionibacterium

Klasyczne bakterie propionowe

Skorne bakterie propionowe

P. acidipropionici

P, acidifaciens

P, freudenreichii

P acnes

P, jensenii P australiens
P thoenii P avidum

P. granulosum
P. cyclohexanium* P humerusii

P. microaerophilum* P. propionicus

* Gatunki, ktérych typowym siedliskiem nie jest mleko, ani jego prze-
twory; nalezace jednak do klasycznych bakterii propionowych. Opraco-
wanie wlasne na podst.: [73, 77, 86, 98]

Tabela II
Wybrane cechy biochemiczne gatunkéw nalezacych
do rodzaju Propionibacterium

. . Produkcja | Fermentacja| Redukcja
Mikroorganizm i
katalazy laktozy | azotanéw
P, acidipropionici +/- + +
P, freudenreichii ssp.
freudenreichii * N "
P, freudenreichii ssp.
.. + + -
shermanii
P, jensenii +/- +/- -
P, thoenii + -+ -
P. cyclohexanium - + -
P. microaerophilum - - +

-, 90% szczepow daje wynik negatywny; +, 90% i wiecej daje wynik pozy-
tywny; —/+, 10 do 40% daje wynik pozytywny; +/-, 40 do 90% daje wynik
pozytywny. Opracowanie wlasne na podst.: [48, 53, 66]

Do identyfikacji klasycznych bakterii propiono-
wych iich réznicowania do poziomu rodzaju, gatunku
i podgatunku wykorzystywane s3 metody fenotypowe
(analiza cech biochemicznych), metody genotypowe
oraz metody instrumentalne. Cechy biochemiczne
stosowane w identyfikacji gatunkéw nalezacych do
klasycznych bakterii propionowych zamieszczono
w tabeli II. Oficjalnie gatunek P. freudenreichii dzieli sie
na dwa podgatunki: P, freudenreichii ssp. freudenreichii
i P freudenreichii ssp. shermanii. Wyniki uzyskane przez
Dalmasso i wsp. [19] wskazujg jednak na wystepowanie
czterech podgatunkow gatunku P. freudenreichii: freu-
denreichii, shermanii i ,pheno+” i ,pheno-”, r6znigcych
sie miedzy sobg zdolno$cig do utylizacji laktozy i azo-
tanow (tab. III) [19].

Genotypowanie Propionibacterium spp. umozliwito
badanie réznic molekularnych i struktury populacyjnej
opisywanej grupy bakterii. Wykorzystywano réwniez
techniki bazujace na hybrydyzacji kwaséw nukleino-
wych badanych mikroorganizméw [39, 68].

W typowaniu klasycznych bakterii propionowych
stosowano rozne metody oparte na fancuchowej reak-
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Tabela III
Cechy biochemiczne nowoproponowanych podgatunkéw
dla gatunku Propionibacterium freudenreichii

Fermentacja | Redukcja
Podgatunek §
laktozy azotanow
P, freudenreichii ssp. freudentreichii - +
P. freudenreichii ssp. shermanii + -
P. freudenreichii ,pheno+” + +
P. freudenreichii ,pheno-" - -

Opracowanie wlasne na podst.: [19, 73]

¢ji polimerazy - PCR (Polymerase Chain Reaction)
np. MLST (Multilocus Sequence Typing), RAPD (Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA), PFGE (Pulsed-
-Field Gel Electrophoresis), qQPCR (Quantitative PCR),
RT-qPCR (Reverse Transcription Quantitative PCR)
(19, 31, 68, 93].

Z analizy sekwencji genéw 16S rRNA wynika, ze
P cyclohexanicum jest spokrewniony z P freudenre-
ichii, podczas gdy P. microaerophilum wykazuje filoge-
netyczne pokrewienstwo do szczepu P. acidipropionici
[48, 59, 61]. W ostatnich latach zsekwencjonowano
cale genomy: P. acnes, P.freudenreichii ssp. shermanii
CIRM-BIA', P. freudenreichii ssp. freudenreichii DSM
20271" i P acidipropionici [12, 31, 44, 64]. Bakterie
z rodzaju Propionibacterium charakteryzuja sie wyso-
kim udziatem molowym par G+C (guaniny i cytozyny)
w materiale genetycznym (53-68%), ktéry w komor-
kach wystepuje w postaci chromosomu bakteryjnego
oraz plazmidow [31, 73].

Alternatywe od ww. metod identyfikacji Propioni-
bacterium spp. stanowig nowoczesne metody instru-
mentalne np. spektroskopia w podczerwieni z transfor-
macja Fouriera (FTIR) czy jonizacja prébki potaczona
z pomiarem jej masy w spektrometrze masowym
(MALDI-TOF MS) [26, 27, 93].

2.2. Ekologia

Typowym siedliskiem wystepowania P. acidipropio-
nici, P, freudenreichii, P. jensenii, P. thoenii sa zwierzgta
gospodarskie (przezuwacze np. bydto), mleko oraz jego
przetwory. W serach typu szwajcarskiego (Emmental,
Leerdammer©), w trakcie dojrzewania masy serowej
osiggana jest duza gesto§¢ komorek P, freudenreichii,
na poziomie 10° jtk/g. Klasyczne bakterie propionowe
izolowane sg rowniez z kiszonek [10, 19, 31, 66, 86].

Gatunki P. cyclohexanicum, P. microaerophilum po-
chodza z nowych biotopéw niezwigzanych ze $rodo-
wiskiem mleczarskim. P. cyclohexanicum wyizolowano
z zepsutego soku z pomaranczy, natomiast P. microaero-
philum wyizolowano ze $ciekéw po produkeji oliwy
z oliwek [48, 53].
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2.3. Morfologia i metabolizm

Klasyczne bakterie propionowe sa to Gram-dodat-
nie, nieprzetrwalnikujace, niewykazujace zdolnosci
do ruchu, wzglednie beztlenowe pateczki. W obra-
zie mikroskopowym opisywane bakterie propionowe
obserwuje sie jako komorki wystepujace pojedynczo,
w skupiskach lub taicuszkach. Typowym zjawiskiem
dla tych bakterii jest zmienno$¢ ksztattéw komorek
(tzw. pleomorfizm). Moga one przybiera¢ ksztalty od
bardzo drobnych i kroétkich pateczek (w warunkach
beztlenowych), po twory ksztaltem przypominajace
litery Y lub V (w obecnosci tlenu) [66, 73].

Poszczegdlne gatunki zaliczane do klasycznych
bakterii réznia si¢ wlasciwosciami biochemicznymi.
Niektorzy przedstawiciele rodzaju Propionibacterium
(P, freudenreichii i P. thoenii) wytwarzaja katalaze, odpo-
wiedzialng za proces rozkladu nadtlenku wodoru, co
jest cecha nietypowa dla bakterii Gram-dodatnich
(tab. II) [48, 53, 66, 73]. Klasyczne bakterie propionowe
wytwarzaja rowniez wewnatrzkomorkowe lipazy wyka-
zujace aktywnos$¢ w stosunku trojglicerydéow mleka
oraz enzymy proteolityczne uczestniczgce w kataboliz-
mie np. izoleucyny, leucyny czy proliny [10, 25, 61, 97].
Gléwny metabolit wytwarzany przez klasyczne bakterie
propionowe — kwas propionowy, powstaje na drodze
ferementacji propionowej. Pozostalymi charaktery-
stycznymi produktami tej fermentacji s3 kwas octowy,
kwas bursztynowy i dwutlenek wegla (Rys. 1). Nalezy
podkresli¢, ze klasyczne bakterie propionowe (cho¢
nie wszyscy przedstawiciele) potrafig wykorzystywac
jako zrédlo wegla oprocz np. glukozy, glicerolu czy
kwasu mlekowego réwniez laktoze. Laktoza wyste-
puje w duzych ilosciach (~50 g/l) w mleku i serwatce.
Zdolno$¢ do fermentacji laktozy jest szczepozalezna
i wynika z obecnosci genu Lac, odpowiedzialnego za
synteze enzymu - [3-galaktozydazy [98].

W komorce substrat moze zosta¢ wlaczony do
nastepujacych szlakéw przemian: Embdena-Meyer-
hofa-Parnasa, pentozofosforanowego lub Entnera-
-Doudoroffa. Na podanych szlakach dochodzi do
przeksztalcenia substratu w pirogronian [61, 71, 98].
Kwas propionowy jest produkowany na drodze reduk-
¢ji pirogronianu. Zaangazowanych jest w ten proces
wiele reakcji chemicznych skladajacych si¢ na cykl
Wooda-Werkmana. W pierwszym etapie, w wyniku
transkarboksylacji z pirogronianu powstaje kwas szcza-
wiooctowy. Na drodze reduke;ji szczawiooctan jest prze-
ksztalcany w jablczan. Nastepnie z jablczanu powstaje
fumaran, ktory przeksztalcany jest w bursztynian.
W konicowym etapie przemian z kwasu bursztynowego
powstaje kwas propionowy [22, 71, 98]. Szlaki przemian
oraz enzymy biorgce udzial w fermentacji propionowej
zostaly zamieszczone na Rys. 1. Teoretycznie, z 1 mola
glukozy powstajg 4/3 mola kwasu propionowego (C3),
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Rys. 1. Przebieg fermentacji propionowej prowadzonej przez Propionibacterium spp., w hodowlach na glukozie, glicerolu, laktozie lub
mleczanie (kwasie mlekowym); opracowanie wlasne na podstawie: [22, 31, 61, 71, 86]

(- - - -) - linig przerywana zaznaczono szlaki metaboliczne dotyczace konwersji laktozy. Nie wszyscy przedstawiciele rodzaju Propionibacterium maja
zdolnos¢ do utylizacji laktozy
1. transkarboksylaza zalezna od witaminy B,, 2. dehydrogenaza jablczanowa, 3. hydrataza fumarowa, 4. dehydrogenaza bursztynianowa, 5. syntaza
bursztynylo-CoA, 6. mutaza metylomalonylo-CoA zalezna od witaminy B ), 7. epimeraza metylomalonylo-CoA, 8. karboksylaza metylomalonylo-CoA,
9. karboksylaza propionylo-CoA, 10. CoA-transferaza propionianowa, 11. dehydrogenaza pirogronianowa, 12. syntaza cytrynianowa, 13. akonitaza, 14.
dehydrogenaza izocytrynianowa, 15. dehydrogenaza a-ketoglutaranowa
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2/3 mola kwasu octowego (C2) i 2/3 mola CO,. Nato-
miast z 1 mola kwasu mlekowego powstaje 2/3 mola
kwasu propionowego (C3), 1/3 mola kwasu octowego
(C2) oraz 1/3 mola CO,. Wyzszy zysk energetyczny
bakterie z rodzaju Propionibacterium osiagaja na dro-
dze fermentacji cukréw prostych niz kwasu mlekowego.
W zalezno$ci od zastosowanego substratu przebieg fer-
mentacji propionowej mozna zapisa¢ nastepujacymi
réwnaniami chemicznymi:

- dla glukozy:

C.H,,0,~>4/3CH,CH,COOH +2/3CH,COOH +

+2/3C0O,+4/3H,0 +4ATP

- dla kwasu mlekowego:

CH,CHOHCOOH - 2/3CH,CH,COOH +

+1/3CH,COOH +1/3CO, +2/3H,0 + ATP

Praktycznie wydajnosci tych proceséw sg nizsze,
z powodu powstawania biomasy bakteryjnej [61, 71, 98].

2.4. Wymagania hodowlane

Uznaje sie, ze klasyczne bakterie propionowe moga
rozwija¢ si¢ w szerokim zakresie temperatur od 15°C do
40°C, a takze w temeraturach chtodniczych do 3,8°C,
cho¢ zdolno$¢ do rozwoju w tak niskich temperatu-
rach jest szczepozalezna [20, 73]. Zaobserwowano, ze
szczepy wykazujgce wzrost w nizszych temperaturach
produkuja w tych warunkach wigcej CO,. Bakterie
propionowe toleruja szeroki zakres pH od 4,5 do 8,5.
Jednak za optymalne warunki wzrostu uznaje si¢ tem-
perature ok. 30°C oraz pH ~7 [16, 67].

Propionibacterium spp. charakteryzowane sg jako
wzgledne beztlenowce, dlatego w wielu eksperyman-
tach jednym z etapdw przygotowania pozywki jest jej
przegazowywanie np. N, lub CO,, celem usuniecia O,
ze Srodowiska hodowli [47]. W zalezno$ci jednak od
ukierunkowania fermentacji Propionibacterium spp.
na konkretny metabolit wymagane sg rézne warunki
gazowe np. maksymalng wydajnos¢ produkeji kwasu
propionowego uzyskiwano w warunkach bezwzglednie
beztlenowych, w przeciwienstwie do hodowli ukierun-
kowanych na produkcje witamine B, ,, gdzie najwyzsze
stezenia uzyskiwano w warunkach tlenowych [75].

Na wzrost bakterii z rodzaju Propionibacterium ma
réwniez wplyw aktywno$¢ wody (Aw) oraz intensyw-
nos¢ $wiatla. Zatrzymanie metabolizmu opisywanych
bakterii ma miejsce, gdy wartos¢ Aw jest mniejsza/
réwna 0,955 lub intensywnos¢ $wiatla jest wyzsza niz
60 %102 erg/m2 (2000-2500 Lx) [51]. Klasyczne bak-
terie propionowe wykazuja duzg tolerancj¢ na wysokie
zasolenie (do 7,6% NacCl), obecnos¢ soli z6lci czy pro-
cesy zamrazania-rozmrazania [16].

W literaturze znalez¢ mozna rézne sklady pozy-
wek stosowane do izolacji bakterii propionowych ze
srodowiska [14, 69, 78]. Istnieje réwniez mozliwo$¢
zakupu dostepnych komercyjnie podlozy umozliwia-
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jacych wzrost bakterii propionowych np. Pal Propio-
bac® medium. W hodowlach Propionibacterium spp.
najczesciej stosowanymi zrodlami wegla sa: glukoza,
glicerol, laktoza, kwas mlekowy lub jego sole [14, 31, 38,
67,72, 98, 99]. W badaniach prowadzonych na réznych
szczepach Propionibacterium jako pozywki do hodowli
stosowane sg takze mleko lub serwatka poddane wczes-
niejszej fermentacji przez bakterie fermentacji mle-
kowej, ktore z laktozy biosyntetyzuja kwas mlekowy
[31]. Stwierdzono, ze klasyczne bakterie propionowe
w obecnosci cukréw i mleczandéw w pozywece, najpierw
jako substrat metabolizuja kwas mlekowy [61, 70]. Jako
zrédlo azotu stosowane sg sole amonowe, aminy, ami-
nokwasy lub peptydy. Do wzrostu potrzebujg roéwniez
soli mineralnych (jonéw kobaltu, magnezu, manganu,
miedzi, zelaza) oraz witamin. Bakterie nalezgce do
rodzaju Propionibacterium wymagajg dodatku panto-
tenianu oraz biotyny. W hodowli niektérych szczepow
nalezy stosowac¢ tiaming lub kwas p-aminobenzoesowy.
Pozywki syntetyczne wzbogacane s czegsto w hydro-
lizaty kazeiny lub drozdzy, celem dostarczenia odpo-
wiednich zwigzkéw stumulujacych Propionibacterium
spp. do wzrostu [9, 31, 50, 98].

W celu ograniczenia wzrostu innych bakterii do
pozywek stosowany jest dodatek soli litu, kadmu,
arsenu czy antybiotykow [50, 88, 98]. Problem stanowi
diugi okres wzrostu tych bakterii na podlozach statych,
aby otrzymac kolonie np. wymagane do wyznaczania
liczebnosci oznaczanej metoda plytkows, hodowle
trwaja ponad 6 dni [10, 98].

3. Zastosowanie klasycznych bakterii propionowych
3.1. Przemystowe wykorzystanie i kierunki badan

Klasyczne bakterie propionowe posiadaja dluga
histori¢ stosowania w przemysle rolno-spozywczym.
Stosowane s3 w przemysle paszowym do wytwarza-
nia kiszonek, suplementéw witaminowo-biatkowych
i fermentowanego mleka dla zwierzat gospodarskich
np. bydta [10, 21, 35, 51, 72]. W serowarstwie bakterie
z rodzaju Propionibacterium, w szczeg6lnosci gatunek:
P, freudenreichii, uzywane sg jako kultury starterowe,
do produkgeji twardych seréw podpuszczkowych, tj.
sery szwajcarskie: Emmental, Gruyere, Appenzeller,
Raclettes; sery francuskie: Comté; sery dunskie: Leer-
dammer, Maasdammer; sery norweskie: Jarlsberg.
W drugiej fazie dojrzewania odpowiadajg za proces
oczkowania oraz wytworzenie wlasciwego aromatu pro-
duktu koncowego [55, 61, 65, 73, 97].

Wybrane gatunki zostaly wpisane na liste wzglednego
domniemania bezpieczenstwa QPS (Qualified Presum-
tion of Safety) Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczen-
stwa Zywnosci EFSA (European Food Safety Authority)
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oraz posiadaja status GRAS (Generally Recognized As
Safe) przyznawany przez Federalny Urzad Zywnosci
i Lekow Stanéw Zjednoczonych FDA (Food and Drag
Administration). EFSA i FDA zajmuja si¢ gromadze-
niem i analizg danych naukowych dotyczacych bezpie-
czenstwa zywnosci i pasz [28, 62]

Bezpieczenstwo stosowania opisywanej grupy
bakterii umozliwia badania nad nowymi produktami
spozywczymi powstajacymi przy wykorzystaniu kla-
sycznych bakterii propionowych. Wyniki wskazuja, ze
dodatek Propionibacterium spp. korzystnie wptywa na

jako$¢ koncowa projektowanych artykuldw, poprzez
podniesienie  bezpieczenstwa mikrobiologicznego
oraz wniesienie do ich skladu substancji o dzialaniu
prozdrowotnym [6, 29, 85]. Na skale przemystowa Pro-
pionibacterium spp. stosowane sg do produkeji wita-
miny B, ktorej synteza chemiczna jest zbyt kosztowna
[47, 72]. Klasyczne bakterie propionowe potrafig row-
niez wytwarzac inne zwiazki o przemystowym znacze-
niu np. kwas propionowy, witamine B, foliany, treha-
loze, sprzezony kwas linolowy, czynniki bifidogenne,
kwas 5-aminolewulinowy, bakteriocyny (tab. IV).

Tabela IV
Zwigzki bioaktywne produkowane przez klasyczne bakterie propionowe
bsil(l)l;ﬁ;rxil Z Funkgje / zastosowanie Literatura
Kwas propionowy |- konserwacja zywnosci i pasz [4, 15, 16,
- dzialanie przeciwgrzybicze 24, 45,73,
- substrat dla przemystu chemicznego 79, 89, 98]
- potencjalne zatosowanie w profilaktyce i leczeniu choréb cywilizacyjnych np. nowotworéw, otytosci
- wplyw na proces powstawania cholesterolu
Witamina B, - koenzym (witamina egzogenna) (45, 58, 73,
- udziat w wielu kluczowych reakcjach metabolicznych 74,75, 87]
- utrzymanie homeostazy w organizmie
Witamina B, - koenzym (witamina egzogenna) [7, 18, 54,
- udziat w wielu kluczowych reakcjach metabolicznych 73, 92]
- utrzymanie homeostazy w organizmie
Witamina B, - koenzym (witamina egzogenna) [7,13,73]
- udziat w wielu kluczowych reakcjach metabolicznych
- utrzymanie homeostazy w organizmie
Trehaloza - substytut sacharozy [14, 23, 37,
- $rodek zabezpieczajacy i stabilizujacy (np. enzymy, btony, narzady, produkty spozywcze) 78, 81]
- potencjalne zastosowanie w profilaktyce i leczeniu choréb cywilizacyjnych np. osteoporozy
oraz chordb degeneracyjnych
CLA - potencjalne zastosowanie w profilaktyce i leczeniu choréb cywilizacyjnych np. choréb ukladu [9, 76,91,
sercowo-naczyniowego, cukrzycy, otylosci, osteoporozy, nowotwordw 95, 98]
- wplyw na przyrost masy ciala
- dzialanie przeciwdrobnoustrojowe
DHNA - czynnik bifidogenny [32, 40, 98]
- prekursor witaminy K
- potencjalne zatosowanie w profilaktyce i leczeniu osteoporozy
potencjalne zastosowanie w leczeniu alergii
ACNQ czynnik bifidogenny (40, 96, 98]
potencjalne zastosowanie w leczeniu alergii
ALA prekursor porfiryn [42, 73, 83]
leczenie nowotwordow
produkcja herbicydéw, insektycydow
stymulator wzrostu u roslin
Bakteriocyny dzialanie bakteriostatyczne i/lub bakteriobdjcze (33, 34,73,
konserwacja zywnosci 98]

CLA - sprzezone dieny kwasu linolowego; DHNA - kwas 1,4-dihydroxy-2-naftoesowy; ACNQ - 2-amino-3-karboksy-1,4-naftochinon,

ALA - kwas 5-aminolewulinowy
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W kolejnych podrozdzialach opisano metabolity,
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i probiotyczne
klasycznych bakterii propionowych, ktére maja zna-
czenie dla $wiata nauki i przemystu.

3.2. Kwas propionowy

Kwas propionowy i jego sole: wapnia, sodu czy
potasu, maja bardzo silne dzialanie inhibitujace w sto-
sunku do plesni. Bardzo czesto sa dodawane do zyw-
nosci oraz pasz dla zwierzat, jako srodki konserwujace.
Kwas propionowy stosowany jest réwniez przy wytwa-
rzaniu celulozy, plastikéw, herbicydow, perfum oraz
lekéw (tab.IV) [46, 73]. Dowiedziono, ze kwas pro-
pionowy wytwarzany przez bakterie propionowe ma
wlasciwoséci immunostymulujace organizm do walki
z komorkami raka zotadka, czy okreznicy [15, 16, 98].
Udowodniono, ze kwas propionowy moze indukowa¢
apoptoze w komorkach rakowych. Cousin i wsp. [15]
wykazali, ze ilo$ci kwasu propionowego produkowane
przez klasyczne bakterie propionowe sg wystarczajace,
aby wywola¢ $mier¢ réznych linii komdrek nowotworo-
wych jelit. Badacze zaprojektowali produkt spozywczy
- nap6j mleczny, powstaly na drodze fermentacji pro-
pionowej prowadzonej wylacznie przez szczep P. freu-
denreichii ITG P9, z przeznaczeniem do stosowania
w diecie prewencyjnej, majacej na celu zapobiegaé poja-
wieniu si¢ raka jelit lub wspomagajaco w leczeniu tego
typu nowotworéw [15]. Kwas propionowy wplywa na
zwigkszenie absorpcji wapnia ze swiatla jelita [16, 89].
Badania z zastosowaniem radioaktywnych izotopow
wykazaly, ze kwas propionowy moze hamowac¢ synteze
cholesterolu i kwasow tluszczowych [24]. Co wiecej,
udowodniono, ze spozywanie kwasu propionowego
lub jego soli wapniowych wplywa na zwiekszenie ste-
zenia leptyny we krwi — hormonu odpowiedzialnego za
regulacje¢ pobierania pokarmu oraz rOwnowage energe-
tyczna w organizmie cztowieka. Prowadzone sg badania
nad wykorzystaniem kwasu propionowego oraz bakterii
z rodzaju Propionibacterium w walce z otyloscig [4, 79].

Obecnie kwas propionowy pozyskiwany jest na
drodze proceséw petrochemicznych — w 2006 r. roczna
swiatowa produkcja tego zwigzku wynosita okoto
350 tys. ton. Ze wzgledu jednak na wysoka cene pro-
ceséw chemicznych, stosowanie substratu, ktory jest
surowcem nieodnawialnym, przy dodatkowo rosnagcym
zainteresowaniu konsumentéw produktami natural-
nymi i ekologicznymi, coraz wiecej uwagi zwraca si¢ na
mozliwos¢ biosyntezy kwasu propionowego na drodze
mikrobiologicznej [46, 72, 73, 90]. W typowej fermen-
tacji okresowej wydajnos¢ procesu wynosi ok. 0,4 g/g
glukozy, przy koncowym stezeniu kwasu propionowego
na poziomie oscylujagcym w granicach 20 g/1 [99]. Proby
uzyskania lepszych wydajnosci procesu i wyzszych ste-
zen koncowych zaowocowaly opracowaniem szeregu
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nowych bioproceséw oraz pozyskaniem mikroorganiz-
mow o lepszych zdolnosciach produkceyjnych [38, 46,
47,73, 99]. Jiang i wsp. [38] w hodowli okresowo-dole-
wowej z immobiliozwanymi komoérkami P, acidipropio-
nici, uzyskali stezenie ~135 g/l kwas propionowego [38].

3.3. Witaminy z grupy B

Czlowiek nie potrafi sam syntetyzowa¢ witamin
np. B, B, czy B,. Substancje te muszg by¢ dostarczana
do organizmu z pozywieniem. Dzienne zapotrzebo-
wanie dorostego czlowieka na witaminy B ,, B, i B,
przedstawiono w tabeli V. Naturalnymi producentami
tych witamin sg bakterie z rodzaju Propionibacterium.
Klasyczne bakterie propionowe posiadajg zdolno$¢ do
syntezy wybranych witamin z grupy B w ilo$ciach, ktére
pokrywaja dzienne zapotrzebowanie ludzkiego orga-
nizmu (tab. V) [7, 13, 47, 54, 72, 73, 74, 75].

Tabela V
Dzienne zapotrzebowanie dorostego czlowieka
na witaminy B,, B, i B, oraz ilosci tych witamin produkowane
przez Propionibacterium spp.

Wita- Zalecana Ste;zgnze ;ZYSI,(IW,?ne Literatur

mina | dzienna dawka* prze 'rop ron eratura
bacterium spp.

B, 2-3ug 33-34,8 mg/l (7,45, 47]

B, | 200-400 (600**) pg 211,3 g/l [7, 54, 92]

B, ~1,2mg ~3,2mg/l [7,13, 73]

* dla dorostego czlowieka; ** dla kobiet w cigzy

Witamina B, jest wymagana przez organizm ludzki
do prawidlowego jego funkcjonowania. Petni funkcje
koenzymu takich enzymoéw jak: syntaza metioninowa
i mutaza metylenomalonylo-CoA. Uczestniczy w wielu
reakcjach metabolicznych np. metylacji homocysteiny
do metioniny; syntezie DNA i RNA, syntezie erytrocy-
tow w szpiku kostnym, a takze bierze udzial w powsta-
waniu i funkcjonowaniu otoczki mielinowej neurocy-
tow oraz w wytwarzaniu neuroprzekaznikow (tab. IV)
(7, 47, 73]. Dostepna komercyjnie witamina B, otrzy-
mywana jest na drodze proceséw mikrobiologicznych
z wykorzystaniem migdzy innymi gatunkéw nalezacych
do Propionibacterium spp. (Tabela V) [47, 74, 75]. Opi-
sywane bakterie, sposrod wszystkich poznanych do tej
pory naturalnych producentéw B ,, jako jedyne posia-
daja status GRAS [45, 73]. Od wielu lat prowadzi si¢
badania majace na celu zwigkszenie biosyntezy wita-
miny B, przez klasyczne bakterie propionowe. Proby
skupialy si¢ na wplywie Zrodta wegla, soli mineralnych
czy prekursoréw witaminy B, [17, 45, 57, 74, 75, 87].
Kosmider i wsp. [45] przy zastosowaniu planu elimi-
nacyjnego Placketta-Burmana oraz planu centralnego
kompozycyjnego zbadali wplyw wielu skladnikéw
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pozywki hodowlanej na produkcje witaminy B .. Prace
optymalizacyjne umozliwily wskazanie skladnikéw
cechujacych si¢ najwyzszym wplywem na badany pro-
ces i doprowadzily do zwigkszenia koncowego stezenia
witaminy B, 0 93%, w stosunku do stezenia uzyskiwa-
nego na wyjsciowym skladzie pozywki [45].

Bakterie z rodzaju Propionibacterium syntetyzujg
réwniez foliany, do ktérych zalicza sie okoto 40 zwigz-
kéw. Foliany sa bardzo waznym sktadnikiem ludzkiej
diety. Zwigzki te zalicza si¢ do witamin z grupy B, roz-
puszczalnych w wodzie. Uczestnicza w wielu szlakach
metabolicznych, tj. replikacja, naprawa i metylacja DNA,
synteza/przeksztalcenie nukleotydéw, witamin, fosfoli-
pidéw, aminokwasow. Komorki ssakéw nie posiadaja
zdolnosci do syntezy foliandw, dlatego zwigzki te musza
by¢ spozywane z zywnoscig lub suplementami diety
(tab.IV) [7, 18, 92]. Ich syntetyczng forma jest kwas
foliowy (witamina B,), ktory dostepny jest w sprzedazy,
stosowany jest do fortyfikacji zywnosci [18, 54, 73, 92].
Kwas foliowy jest jednak stabiej przyswajalny niz natu-
ralne formy tej witaminy. Zdolno$¢ do produkgji folia-
néw przez Propionibacterium spp. jest szczepozalezna.
Van Wyk i Britz [92] w hodowli szczepu P. freudenreichii
J16 uzyskali ponad 200 pg/1 folianéw (tab. V) [92].

Inng witaming, ktora syntetyzuja Propionibacterium
spp. jest witamina B, (ryboflawina). Pomimo, Ze jest
ona obecna w wielu produktach spozywczych: pro-
duktach mleczarskich, miesie, jajach oraz w roélinach
zielonych, w populacji ludzi nadal wystepuje problem
awitaminozy powodowany jej zbyt malym spozywa-
niem (tab. IV). Niedoboér witamin B, powoduje zabu-
rzenia funkcjonowania uktadu nerwowego (parestezje,
zawroty glowy, ostabienie), krwionosnego (niedokrwi-
sto$¢), ostabienie wzroku, wystepowanie zaémy, stany
zapalne blon sluzowych np. tradzik; tuszczenie skory,
zawienie oczu i pgkanie warg [13, 73]. Burgess i wsp.
[13] zaproponowali metode otrzymywania i selekcji
szczepow nalezacych do Propionibacterium spp., zdol-
nych do biosyntezy ryboflawiny. Stresowanie dzikich
szczepOw analogiem ryboflawiny (rozoflawing) przy-
czynilo sie do wyselekcjonowania szczepdw wytwarza-
jacych duzo wyzsze ilosci witaminy B,. Najwyzsze uzy-
skiwane stezenie ryboflawiny wynosito ponad 3 mg/1
i byty ponad 10-krotnie wyzsze od stezenia otrzyma-
nego dla szczepu P. freudenreichii B374 przed etapem
stresowania (tab. V) [13].

Bakterie propionowe stosowano w pracach nad
zwigkszeniem zawarto$ci witamin z grupy B w produk-
tach spozywczych. Badano wplyw bakterii propiono-
wych w produkcji sera typu twarog, ktorego mikroflore
starterowg stanowia wylacznie bakterie fermentacji
mlekowej [51, 100]. Dodatek wptynal na wzrost zawar-
tosci witaminy B,, w masie serowej $rednio o 80%,
jednoczesnie umozliwit uzyskanie twarogu o lepszym
smaku, konsystencji i wydtuzonym czasie przydatnosci
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do spozycia w poréwnaniu z kontrolg [51]. Podobne
wyniki uzyskano w do$wiadczeniach nad stosowaniem
dodatku P. jensenii T118 do kultur bakterii fermenta-
cji mlekowej wykorzystywanych do kiszenia warzyw.
Wyniki wskazuja, ze obecno$¢ bakterii z rodzaju Pro-
pionibacterium zwigksza zawartosci B, i folianéw
w tego typu produktach [6]. Wlasciwa selekcja i zasto-
sowanie szczepow nalezacych do klasycznych bakterii
propionowych otwiera nowe mozliwosci suplementacji
zywnosci witaminami, ktérych formy chemiczne natu-
ralnie wystepuja w przyrodzie [54, 73].

3.4. Trehaloza

W latach 60. XX wieku dowiedziono, ze klasyczne
bakterie propionowe wytwarzaja trehaloze. Trehaloza
posiada unikatowe wlasciwosci ochrony makromo-
lekul przed dziataniem streséw $rodowiskowych [37,
81]. Udowodniono, ze trehaloza zapobiega agregacji czy
tworzeniu patologicznych konformacji biatek ludzkich,
a tym samym otwiera nowe sposoby walki z takimi cho-
robami jak: choroba Creutzfeldta-Jakoba, Huntingtona,
amyloidoza czy mukowiscydoza [81]. Spozywanie tre-
halozy moze réwniez wywiera¢ korzystny wplyw na
stan kos$¢ca i tym samym moze by¢ stosowana w pro-
filaktyce i leczeniu osteoporozy (tab.IV) [37]. Stwier-
dzono, ze bakterie propionowe zwigkszaja akumulacje
trehalozy pod wplywem streséw srodowiskowych, tj.
niska temperatura, zmiany wartosci pH czy wysokie
ci$nienie osmotyczne [14, 38, 67, 78]. Wewnetrzna
komoérkowa akumulacja trehalozy przez szczepy nale-
zace do klasycznych bakterii propionowych jest zalezna
od szczepu i warunkéw hodowli [14]. Deborde i in.
(1996) w hodowli szczepu P. acidipropionici ATCC 4875
uzyskali 1,52 g/l trehalozy [23]. Ruhal i Choudhury
[78] wykazali, ze szczep P. freudenreichii ssp. shermanii
NCIM 5137 jest zdolny do akumulacji trehalozy w ilos-
ciach do okolo 0,4 g/g suchej masy [78].

3.4. Sprzezone dieny kwasu linolowego

Wiele badan dowodzi, ze sprzezone dieny kwasu
linolowego (CLA) wykazuja wszechstronne pro-
zdrowotne dzialanie, znajdujac zastosowanie w walce
z takimi chorobami jak: choroby ukfadu sercowo-
-naczyniowego, miazdzyca, cukrzyca, otylos¢, osteo-
poroza, insulinooporno$¢, stany zapalne i rézne typy
nowotworéw [9, 91]. Bakterie propionowe posiadaja
izomeraze kwasu linolowego, umozliwiajacg wytwa-
rzanie CLA. Szczep P freudenreichii ssp. shermanii
JS hodowany na pozywce z dodatkiem kwasu linolo-
wego (LA) jest zdolny przeprowadza¢ reakcje izome-
ryzacji LA do CLA. Wysokie stezenia CLA uzyski-
wano w hodowlach, gdy dodatek LA byt na poziomie
2 g/l. Wspoétczynnik konwersji LA do CLA wynosil
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wtedy 80-87%. [76, 98]. Wang i wsp. [95] testowali
dwa szczepy P. freudenreichii ssp. shermanii i P, freuden-
reichii pod wzgledem ich przydatnosci do wytwarzania
CLA na trzech réoznych podlozach: De Man-Rogosa-
-Sharpe (MRS), mleczanowym i odttuszczonym mleku,
suplementowanych olejem ze stonecznika. Do badan
wybrali mikroorganizmy stosowane jako kultury star-
terowe w przemysle mleczarskim. Badacze wykazali, ze
oba szczepy posiadaja zdolno$¢ przeksztalcania oleju
stonecznikowego do CLA, a na uzyskane stezenia miat
wplyw zastosowany szczep oraz sklad pozywki. Naj-
wyzsze stezenie, 78,8 mg/l CLA, uzyskano dla P. freu-
denreichii ssp. shermanii na pozywce MRS [95].

3.5. Czynniki bifidogenne

Czynniki bifidogenne (BGS - bifidogenic growth
stimulator) promuja wzrost bakterii z rodzaju Bifido-
bacterium, stymuluja ich rozwdj w przewodzie pokar-
mowym ludzi i zwierzat, jak réwniez umozliwiajag
namnozenie tych mikroorganizméw w produktach
spozywczych [49]. Wlasciwosci klasycznych bakterii
propionowych do stymulacji rozwoju Bifidobacterium
spp. potwierdzono in vivo, przeprowadzajac badania
na ludziach, sprawdzajac wplyw spozycia namnozo-
nej biomasy wybranych szczepéw Propionibacterium,
supernatantu po ich hodowli, jak réwniez czystych
preparatéw czynnikow bifidogennych. U wolontariu-
szy stwierdzono zwigkszenie liczby jelitowych Bifido-
bacterium spp., dodatkowo zaobserwowano spadek
liczby bakterii z rodzaju Clostridium oraz odnotowano
przywrocenie réownowagi fizjologicznej wyprdznien
[98] (tab. IV). Zwigzki o wlasciwosciach bifidogennych
wyizolowane z hodowli klasycznych bakterii propio-
nowych zidentyfikowano jako: 2-amino-3-karboksy-
-1,4-naftochinon (ACNQ) i kwas 1,4-dihydroxy-2-naf-
toesowy (DHNA - prekursor witaminy K). ACNQ
i DHNA pelnia funkcje mediatoréw posredniczacych
w procesach regeneracji NADP u bakterii z rodzaju
Bifidobacterium [96, 98]. ACNQ i DHNA maja réwniez
potencjal jako zwiazki przeciwalergiczne [40]. Opty-
malizacja parametréw prowadzenia hodowli pozwala
na zwigkszenie produkcji tych zwiazkdw przez Propio-
nibacterium spp. W hodowlach P, freudenreichii ET-3
prowadzonych w zmiennych warunkach gazowych (na
poczatku — warunki beztlenowe, a nastepnie tlenowe)
uzyskano 0,23 mM DHNA. Uzyskane stezenie DHNA
bylo 1,3 razy wyzsze, od stezenia DHNA uzyskanego
w hodowlach catkowicie beztlenowych [32].

3.6. Kwas 5-aminolewulinowy
Bakterie z rodzaju Propionibacterium syntetyzujg

kwas 5-aminolewulinowy (ALA), pierwszy stabilny
intermediat w szlaku biosyntezy pochodnych tetrapi-

375

rolu (hemu, chlorofilii i witaminy B ) [73, 83]. ALA
moze by¢ wykorzystany np. w rolnictwie do produkcji
selektywnych i biodergadowalnych herbicydéw, bez-
piecznych dla roslin uprawnych oraz nietoksyczny dla
zwierzat i ludzi. Dziala jako stymulator wzrostu na wiele
roslin uprawnych oraz dodatkowo zwigksza ich wytrzy-
malos$¢ na stresy srodowiskowe (niskie temperatury,
wysokie zasolenie) [83]. ALA znalazl rowniez zasto-
sowanie w medycynie jako srodek uzywany w terapii
fotodynamicznej stosowanej w leczeniu choréb nowo-
tworowych (tab.IV) [42]. Chemiczna synteza tego
zwigzku jest niewydajna i zbyt kosztowna, co hamuje
jego komercyjne wykorzystanie. Wiele nadziei wigze
sie z biosyntezg tego zwigzku przez zywe organizmy.
Kiatpapan i wsp. [42] w hodowli szczepu P. acidipro-
pionici TISTR442, suplementownanej glicyng, uzyskali
405 mg/1 ALA [42]. Inna grupa badaczy, Sonhom i wsp.
[83], uzyskata duzo wyzsze stezenie ALA, réwne 7,7 g/l,
w tym przypadku biosynteze ALA prowadzono dla
szczepu P, acidipropionici, w hodowlach zawierajacych
jako zrodlo wegla 3% mleczanu sodu, dodatek glicerolu
i glukozy [83]. Wyniki uzyskane dla hodowli bakterii
z rodzaju Propionibacterium wydaja sie obiecujace
i najprawdopodobniej pozwolg na obnizenie ceny tego
zwiazku, co przelozy si¢ na komercjalizacje produktow
powstatych na jego bazie [31, 83].

3.7. Bakteriocyny

Bakterie propionowe potrafig syntetyzowac bakte-
riocyny, wérdd ktérych wymienié nalezy: propionicyne
PLG-1, GBZ-1, T1, jensening G oraz treonicyne 447
wytwarzane przez P. thoenii; propionicyne SM1, SM2,
jensenine G oraz biatka aktywowane enzymatycznie
tzw. PAMP (Protease-Activated Antimicrobial Pep-
tides) wytwarzane przez P.jensenii; propionicyne F
wytwarzang przez P freudenreichii [33, 34, 73, 98].
Metabolity te posiadaja szeroki zakres aktywno$ci prze-
ciwdrobnoustrojowej wobec Gram-dodatnich i Gram-
-ujemnych bakterii, drozdzy oraz plesni [33, 34, 73, 98].
Stwierdzono, ze jensenina G wykazuje dzialanie anty-
bakteryjne, wptywajace na rozwéj przetrwalnikow Clo-
stridium botulinum typu A, B i E. Propionicyna GBZ-1
i thoenicyna 447 hamujg rozw¢j innych klasycznych
bakterii fermentacji propionowej oraz chorobotwor-
czego szczepu P, acnes. Jednak zwigzki te wykazuja sil-
niejsze oddzialywanie w stosunku do bakterii fermen-
tacji mlekowej np. Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis
ATCC 4797, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
LMG 13551, niz wobec innych gatunkéw nalezacych do
rodzaju Propionibacterium [33]. Wydaje sie, ze znajda
one zastosowanie w przemysle farmaceutycznym np.
przy opracowywaniu preparatéw przeciwtradzikowych
oraz w przemysle spozywczym jako czynniki hamu-
jace rowoj niepozadanej mikroflory w produktach
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spozywczych jak i na poziomie ukladu pokarmowego
poprzez spozywanie nowych funkcjonalnych produk-
tow lub jako czynniki przeciw bakteriom fermentacji
mlekowej, zapobiegajace przekwaszaniu fermentowa-
nych produktéw mleczarskich, tj. jogurty, sery [33, 73].

3.8. Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

Liczne badania wskazuja, ze klasyczne bakterie
propionowe wykazuja wiasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe w stosunku do wielu grup mikroorga-
zniméw. Za dzialanie antagonistyczne odpowiadaja
metabolity wytwarzane przez Propionibacterium spp.,
miedzy innymi: kwas propionowy i bakteriocyny [5,
11, 21, 30, 33, 43, 51, 60, 82, 84]. Zwiazki te sg alterna-
tywa dla stosowania chemicznych konserwantéw przy
zabezpieczaniu zywnosci przed psuciem. Wykazano,
ze dodatek suszonej serwatki propionowej (serwatki
po fermentacji propionowej) wplywa hamujaco na
rozwdj plesni oraz Bacillus sp. podczas przechowywa-
nia chleba mieszanego, zytniego i typu Graham [51].
Suomalainen i Mayra-Makinen [84] testujac wplyw
kultur mieszanych bakterii mlekowych i bakterii pro-
pionowych na jakos¢ zakwasu chlebowego oraz jakos¢
i trwalo$¢ chleba potwierdzili, ze kombinacja dwdch
szczepOw P, freudenreichii ssp. shermanii JS i Lactoba-
cillus rhamnosus LC70S skutecznie chroni chleb przed
rozwojem plesni, drozdzy oraz bakterii z rodzaju Bacil-
lus. Pozwala to na zastepowanie chemicznych srodkow
konserwujacych np. kwasu benzoesowego i sorbowego
oraz ich soli przez odpowiednio dobrane do wytwa-
rzania zakwasu szczepy. Badacze stwierdzili, ze kom-
binacja metabolitow naturalnie wytwarzanych przez
te mikroorganizmy skutecznie hamuje rozw6j mikro-
organizméw odpowiedzianych za procesy psucia sie
pieczywa [84]. Doswiadczenia Babuchowskiego i wsp.
[6] nad stosowaniem dodatku P jensenii T118 do kultur
bakterii fermentacji mlekowej wykorzystywanych do
kiszenia warzyw dostarczajg informacji o tym, ze obec-
no$¢ bakterii z rodzaju Propionibacterium wplywa na
ograniczenie wzrostu mikroflory niepozadanej w tego
typu produktach oraz dodatkowo wywiera pozytywny
wplyw na ocene¢ sensoryczng produktu koncowego [6].
Inna grupa badaczy zaproponowala dodatek zliofilizo-
wanego plynu pofermentacyjnego z hodowli P. thoenii
P-127 do sera Domiati. W do$wiadczeniu udowodnili,
ze liofilizat komorek i metabolitow z hodowli pozwala
skutecznie przediuzy¢ trwalo$¢ sera oraz wplywa na
podniesienie waloréw organoleptycznych produktu
[85]. Podobne wyniki stosowania P. thoenii P-127 jako
naturalnego dodatku konserwujacego uzuskano przy
produkcji sera Kareish [30]. Schwenninger i Meile
[82], po przebadaniu 197 szczepéw Propionibactrium
spp. i wielu szczepdw nalezacych do rodzaju Lactoba-
cillus, opracowali 3 kultury ochronne sktadajace sie z:
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P jensenii SM11 i jednego z trzech szczepéw L. para-
casei ssp. paracasei: SM20, SM29 oraz SM63. Wybrane
przez badaczy kultury ochronne wyréznialy sie duzo
wyzszym inhibujgcym dzialaniem przeciw plesniom
i drozdzom niz pozostale szczepy czy inne kultury
mieszane. Z powodzeniem chronily one przed rozwo-
jem drozdzy (Candida pulcherrima, Candida magno-
liae, Candida parapsilosis i Zygosaccharomyces bailii)
w produktach mleczarskich, tj. jogurty i sery, przecho-
wywanych w warunkach chtodniczych [82]. Ponadto,
Ekinci i Gurel [29] potwierdzili, ze stosowanie P, jen-
senii i P. thoenii w polaczeniu z komercyjnymi kultu-
rami wplywa korzystnie na jako$¢ koncows jogurtu,
wnoszgc dodatek prozdrowotnych metabolitéw pocho-
dzacych z fermentacji propionowej oraz dajac mozli-
wos¢ produkeji nowego typu jogurtow [29].

Dos$wiadczenia prowadzone nad przeciwdrobno-
ustrojowymi wlasciwosciami klasycznych bakterii
propionowych przyczynily sie do pojawienia wielu
patentéw oraz konkretnych, dostepnych komercyjnie
na rynku produktéw powstalych na bazie opisywanych
mikroorganizméw np. HOLDBAC™ YM-B i Microgu-
ard (Danisco, DuPont) [5, 8, 11, 35, 43, 58, 60]. Produkt
HOLDBAC™ YM-B - wcze$niejsza nazwa ,,Bio Profit”,
stanowi liofilizowang kulture mieszang: P.freuden-
reichii ssp. shermanii i Lactobacillus rhamnosus wyka-
zuja podwyzszong aktywno$¢ przeciw plesniom, droz-
dzom [30, 58, 82]. Innym przykladem jest Microguard,
otrzymywany na drodze fermentacji odtluszczonego
mleka przez P. freudenreichii ssp. shermanii. Zostal on
dopuszczony do uzytku przez FDA. Produkt ten stoso-
wany jest jako konserwant seréw typu ,,cottage”, innych
przetworéw mleczarskich oraz znajduje zastosowanie
w wielu innych galeziach przemystu spozywczego do
wyrobu np. pieczywa, wedlin, dresingéw, zup, satatek
owocowych. Dziala hamujgco na rozwéj bakterii Gram-
-ujemnych oraz niektérych plesni i drozdzy [3, 30].

Badania przeprowadzone na ludziach potwierdzaja
korzystne dzialanie przeciwdrobnoustrojowe wybra-
nych szczepéw nalezacych do Propionibacterium spp.
Spozywanie P. freudenreichii ET-3 wplywa na skiad
mikrobiomu uktadu pokarmowego, poprzez wywo-
tywanie spadku liczebnosci np. bakterii Clostridium
perfringens czy Bacteroides spp. [16]. Hatakka i wsp.
[36] wykazali, ze spozycie sera zawierajacego szczepy
bakterii: P. freudenreichii ssp. shermanii ]S, Lactobacillus
rhamnosus GG i LC705, wplywa u starszych oséb na
redukcje w jamie ustnej liczebnosci drozdzy, w szcze-
golnosci z rodzaju Candida [36].

3.9. Wlasciwosci probiotyczne
Probiotyki definiuje si¢ jako: ,,Zywe mikroorganizmy,

ktore spozywane w okreslonych ilosciach, wplywaja
korzystnie na zdrowie gospodarza” (FAO i WHO, 2002).
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Obecnie ocena szczepéw bakteryjnych pod wzgledem
ich potencjalu probiotycznego opiera sie na sprawdze-
niu zgodnosci z takimi kryteriami jak: 1. bezpieczen-
stwo stosowania, 2. zdolnosci do przezycia w trudnych
warunkach technologicznych i panujacych w uktadzie
pokarmowym; 3. zdolnosci adherencji do komérek
nablonka jelitowego; 4. pochodzenie od gospodarza
[16, 56]. Namnozona biomasa wybranych szczepow
nalezacych do Propionibacterium spp. stosowana jest
jako probiotyki lub preparaty bialkowo-witaminowe
dla zwierzat np. bydta, trzody chlewnej, drobiu. Sto-
sowanie tych mikroorganizméw w zywieniu zwierzat
wplywa na utrzymanie ich dobrego stanu zdrowia,
zwiekszenie masy ciala oraz podnosi efektywnosé
wykorzystania paszy [10, 35, 98]. Ponadto, doniesienia
naukowe potwierdzaja, ze badane szczepy nalezace do
klasycznych bakterii propionowych spozywane przez
czlowieka moga wplywac korzystnie na jego zdrowie.
Bezpieczenstwo stosowania klasycznych bakterii pro-
pionowych jest oczywiste, ze wzgledu na fakt spozywa-
nia seréw typu szwajcarskiego. We Francji w ciagu roku
jedna osoba spozywa $rednio 4 kg sera Emmental, gdzie
zawarto$¢ komorek Propionibacterium spp. wynosi
blisko 10° bakterii na 1 g produktu [16]. Dodatkowo,
wybrane gatunki najczgsciej stosowane w przemysle
rolno-spozywczym posiadaja certyfikaty bezpieczen-
stwa przyznawane przez odpowiednio do tego upraw-
nione instytucje (FDA i EFSA). Jednym z kryteriow
bezpieczenstwa mikroorganizmoéw jest nieobecnosé,
na elementach niestabilnych, genéw odpornosci na
dziatanie antybiotykow. Klasyczne bakterie propionowe
posiadajg odpornos¢ na niektére antybiotyki, ale nie
s one kodowane na plazmidach. Opisywane bakterie
nie posiadaja zadnego ze znanych genéw kodujacych
czynniki wirulencji. Propionibacterium spp. wyka-
zuja odporno$¢ na trudne technologiczne i trawienne
warunki [1]. Wykazuja wysoka przezywalnos$¢ w niskim
pH i w wysokich stezeniach soli zofci. Klasyczne bakte-
rie propionowe majg zdolnos¢ do adherencji do blony
$luzowej i komdrek nablonkowych jelit [16, 55, 98].
Istnieje wiele doniesien naukowych potwierdza-
jacych ich korzystny wpltyw na fizjologie i zdrowie
gospodarza, réowniez czlowieka. Opisywane mikro-
organizmy poprzez wytwarzane przez siebie zwigzki
- DHNA, ACNQ, potrafia modulowa¢ sktad mikro-
flory jelit np. poprzez rozwoj Bifidobacterium spp. Ich
obecnos¢ w uktadzie pokarmowym powoduje redukcje
ilosci mikroflory patogennej, w tym moze w kombinacji
z innymi szczepami probiotycznymi inhibowac¢ adhezje
Helicobacter pylori do nablonka jelitowego [63].
Klasyczne bakterie propionowe wykazuja aktyw-
no$¢ P-galaktozydazy, enzymu odpowiedzialnego za
rozklad laktozy. Enzym pozostaje aktywny nawet po
zastosowaniu wysokich temperatur w czasie produkeji
sera typu szwajcarskiego. Ta aktywno$¢ enzymatyczna
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moze postuzy¢ do zmniejszenia dolegliwo$ci wynika-
jacych z nietolerancji laktozy przez niektorych ludzi.
Badania wskazuja rowniez na mozliwosci regulowa-
nia poziomu wchlaniania lipidéw, w tym cholesterolu,
z ukladu pokarmowego gospodarza przy uzyciu bak-
terii z rodzaju Propionibacterium [16, 80].

Niektore szczepy moga wykazywa¢ aktywno$¢ prze-
ciwmutagenng poprzez redukcje aktywnosci enzy-
mow prokancerogennych np. -glukozydazy lub unie-
czynnienie egzogennych mutagenéw np. aflatoksyn,
N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyny (MNNG) czy
9-aminoakrydyny. MNNG stosowany jest do badania
mutacji punktowych, a 9-aminoakrydyna umozli-
wia badanie uszkodzenia DNA na zasadzie mutacji
przesuniecia ramki odczytu. W badaniach wykazano,
ze ochronne dzialanie wykazuja zaréwno zywe jaki
i martwe komorki P, freudenreichii oraz pltyn poho-
dowlany [94, 98].

Dodatkowo, przypisuje si¢ im dzialanie prewen-
cyjne i lecznicze w przypadku nowotworéw ukladu
pokarmowego. Wybrane szczepy z gatunku P. freuden-
reichii i P. acidipropionici wywoluja apoptoze komoérek
rak jelita grubego, ktéry w Europie jest na drugim
miejscu wiréd nowotworéw z najwigkszym odsetkiem
$miertelno$ci. Za przeciwnowotworowe wlasciwo-
$ci odpowiedzialne sg miedzy innymi produkowane
przez klasyczne bakterie propionowe in situ krotkotan-
cuchowe kwasy tluszczowe, przede wszystkim kwas
propionowy [15, 16].

Wykazano réwniez, ze Propionibacterium spp. moga
wywiera¢ immunomodulacyjny wpltyw przejawiajacy
sie oddzialywaniem na aktywnos$¢ ukladu immuno-
logicznego (2, 41, 55, 98]. Do$wiadczenie przeprowa-
dzone na 62 zdrowych wolontariuszach potwierdza, ze
klasyczne bakterie propionowe wykazuja wlasciwosci
przeciwzapalne. Wolontariusze codziennie przez trzy
tygodnie spozywali napdj mleczny zawierajacy komorki
P, freudenreichii ssp. shermanii ]S. W jednej porcji tego
produktu znajdowalo si¢ 3,3x10jtk ww. szczepu.
Spozywanie takiego napoju wplyneto na obnizenie
poziomu biatka C-reaktywnego (CRP), ktdre jest mar-
kerem stanow zapalnych u czlowieka [41]. W ekspery-
mencie przeprowadzonym na myszach, po doustnym
podaniu im antygenu mykobakterii wraz z P, jensenii
702 obserwowano wyrazny wzrost liczby limfocytow T.
Wyniki dowodzg, ze badany szczep moze spelnia¢ funk-
cje adiuwantu, powodujacego wzmocnienie/pojawie-
nie si¢ poszczepiennej odpowiedzi odpornosciowej na
podany doustnie antygen np. pratkéw gruzlicy [2, 98].

Inne wyniki z badania wplywu spozywania prepa-
ratu probiotycznego zawierajacego w swoim skladzie
komorki: Bifidobacterium breve Bb99, Lactobacillus
rhamnosus GG, L.rhamnosus LC-705 i P, freudenre-
ichii ssp. shermanii ]S, przez noworodki obcigzone
wysokim ryzykiem wystapienia choréb alergicznych
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wskazuja, ze dwa lata po narodzeniu dzieci, ktdre suple-
mentowano miedzy innymi P, freudenreichii ssp. sher-
manii JS, wykazywaly mniejszg podatno$¢ na choroby
oddechowe, przez to rzadziej poddawane byty anty-
biotykoterapii. W tej grupie zdiagnozowano réwniez
mniejszg ilo$¢ przepadkéw wystapienia atopowego
zapalenia skory. Wyniki sugerujg negatywna korela-
cje pomiedzy chorobami skory a stopniem kolonizacji
ukladu pokarmowego przez podawane w trakcie eks-
perymentu szczepy bakterii [52].

4. Podsumowanie

Wzrost sSwiadomosci wplywu mikroorganizméw na
funkcjonowanie organizmu czlowieka, rozwoj biotech-
nologii i idei nowej funkcjonalnej zywnosci powoduja,
ze wzrasta zainteresowanie potencjalem aplikacyjnym
rodzaju Propionibacterium. Bakterie z rodzaju Propioni-
bacterium moga by¢ stosowane w procesach biosyntezy
zwigzkéw np. witamin z grupy B, kwasu propionowego,
trehalozy, CLA, czynnikow bifidogennych czy bakterio-
cyn. Ponadto, obecnie prowadzone badania dowodza,
ze mikroorganizmy te wykazuja wlasciwosci prozdro-
wotne. Tradycyjne stosowanie klasycznych bakterii pro-
pionowych w zywieniu ludzi i zwierzat, brak doniesien
o ich szkodliwosci i wywolanych przez nie infekcjach,
wplywa na fakt akceptowania nowych mozliwosci ich
stosowania w przemysle.
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Biosorption of cadmium ions by cell surface structures of bacteria from Lactobacillus species

Abstract: Cadmium is a heavy metal which is one of the major polluting component of human and animal environment. Exposure can
lead to accumulation of metal ions in the tissues, causing adverse health effects. In recent years, the ability of biological material, such as
bacteria, to remove cadmium and other toxic metals have been explored. Biosorption is a process of rapid binding of metals from solution
onto functional groups that occur on the surface of bacterial cells. Species such as Lactobacillus, present in the human gastrointestinal
tract and in fermented food, have the ability to bind and detoxify heavy metal ions due to the occurrence of negatively charged functional
groups. These bacteria offer several advantages compared to other microorganisms, primarily thanks to their probiotic activity and GRAS
(Generally Recognized As Safe) status. In this review, our intention was to describe the current understanding of biosorption mechanism
of lactobacilli and to explain how bacterial surface structures interact with metal ions.
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metal ions. 4. Role of extracellular structures in the binding of heavy metal ions. 4.1. Biosorption of heavy metal ions by surface proteins.
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1. Wprowadzenie

Kadm to metal cigzki, ktory jest jednym z wazniej-
szych skladnikéw zanieczyszczajacych srodowisko
zycia ludzi oraz zwierzat. Ekspozycja srodowiskowa
moze prowadzi¢ do wchlaniania jego zwigzkéw przez
organizm oraz ich niekorzystnego oddzialywania na
komorki i tkanki [59]. Jedng z metod majacych na celu
eliminacje metali cigzkich ze srodowiska jest biosorpcja
- zjawisko, ktére polega na usuwaniu zanieczyszczen
z zastosowaniem materialow biologicznych. Do cech,
ktére wyrdzniajg biosorpcje wéréd metod konwen-
cjonalnych (precypitacja, elektrodializa, adsorpcja na
weglu aktywnym, itp.) zalicza si¢: niski koszt, wysoka
efektywno$¢, minimalizacje odpadéw pochodzenia
chemicznego lub biologicznego, regeneracje¢ biosor-
bentow oraz mozliwo$¢ odzysku metalu [25, 51].

Zdolno$¢ do przeprowadzania procesu biosorpcji
w stosunku do metali ciezkich potwierdzono réwniez
wsrod bakterii kwasu mlekowego (lactic acid bacteria
- LAB) [9, 40, 46, 73, 77, 96]. Mikroorganizmy te, stano-

wigce naturalng mikroflore blon sluzowych ludzi oraz
zwierzat, sa powszechnie stosowane do produkgji pre-
paratéw probiotycznych. Znaczacy udzial w aktywnosci
biologicznej LAB odgrywaja poszczegdlne komponenty
komorkowe, w tym najbardziej zewngtrzne polimery tj.
polisacharydy i biatka powierzchniowe [39, 79]. Liczne
badania wskazuja, ze w zaleznosci od rodzaju, a nawet
szczepu mikroorganizmu majg one zwigzek z adhezja,
agregacja oraz hamowaniem rozwoju patogenow [28,
50]. Dodatkowo, badania prowadzone w ostatnich
latach wykazaly, ze dzieki obecnosci grup funkcyjnych
stanowig one gtéwny czynnik zaangazowany w inter-
akcje bakteria-metal [19, 28, 30, 56, 57, 73].

2. Zanieczyszczenie srodowiska kadmem
a zdrowie czlowieka

W wyniku rozwoju cywilizacji, uprzemystowienia i ur-
banizacji kadm stal si¢ metalem szeroko rozpowszech-
nionym w przyrodzie. W przemysle wykorzystywany
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jest przede wszystkim do produkcji akumulatorow,
baterii niklowo-kadmowych oraz galwanicznych
powlok ochronnych. Dodatkowo, zwigzki kadmu
wchodzg w sklad barwnikéw, stabilizatorow tworzyw
sztucznych, czy materialow fluorescencyjnych. Moga
by¢ takze uzywane do wytwarzania sztucznych ogni,
stopow tozyskowych i lutowniczych badz tez pretow
kadmowych [16]. Kazdego roku do $rodowiska wpro-
wadzanych jest 13 000 ton kadmu, ktéry trafia do roz-
nych ekosystemow i pozostaje w cigglym obiegu zagra-
zajac zdrowiu cztowieka [70].

Zwiazki kadmu dostajg si¢ do organizmu czlowieka
przede wszystkim droga oddechowa i pokarmowa.
Szacuje si¢, ze w zaleznosci od wielkosci czgsteczek,
10-50% wdychanego kadmu jest absorbowana przez
tkanki. Podobna zaleznos¢ wystepuje w przypadku
wchlaniana kadmu, ktory dostaje si¢ do organizmu
wraz z pozywieniem. Absorpcja tego metalu moze
wahac si¢ w przedziale od okoto 5 do 10%, na co dodat-
kowo wplywa zawarto$¢ w diecie mikroelementow,
takich jak zelazo, wapn, miedz czy cynk. Deficyt tych
skladnikow zwieksza bowiem wydajnos¢ wchlaniania
metali ciezkich i ich kumulacje¢ w organizmie. W przy-
padku kontaktu kadmu ze skora, potencjalny efekt
toksyczny, w zwigzku ze znikomym poziomem wchla-
nia, jest bardzo maly [8].

Za najbardziej znaczace zZrédlo narazenia ludzi na
kadm uwazane jest palenie papieroséw. W organizmach
palaczy stezenie tego pierwiastka we krwi, jak i w ner-
kach jest kilkakrotnie wyzsze niz u oséb niepalacych.
Ekspozycja na kadm w postaci aerozoli jest istotnym
zagrozeniem w zaktadach produkcyjnych, w ktérych
metal dostaje si¢ do ukladu oddechowego podczas
procesow, takich jak np. lutowanie lub spawanie [60].

Droga pokarmowg pierwiastek ten trafia do orga-
nizmu wraz z zanieczyszczona zywnoscia, do ktdrej
naleza m.in. skorupiaki, podroby, warzywa liSciaste.
Uwzgledniajac za§ podstawowe produkty spozyw-
cze, w krajach azjatyckich to ryz, a w krajach Europy
Zachodniej - warzywa bulwiaste, stanowia gléwne
zrédlo pokarmowej ekspozycji na toksyczny kadm [2,
35]. Dzienne spozycie kadmu w Polsce przez osoby
doroste ksztaltuje si¢ na poziomie 23-120 pg, podczas
gdy w skali swiatowej jest to okoto 150 pg [17]. Istotnym
zrodlem narazenia cztowieka na metal jest tez woda
pitna, ktéra moze ulega¢ kontaminacji w wyniku kon-
taktu z instalacja wodociggowa wykonang z materialéw
zawierajacych kadm, badz tez z odpadami rolniczymi
lub przemystowymi. Ponadto, zanieczyszczone leki oraz
suplementy diety uwazane sg za potencjalne zZrédto tego
metalu w organizmie czlowieka [2].

Kadm, ktory zostal zaabsorbowany w organizmie
poczatkowo gromadzi si¢ w enterocytach. Wchiania-
nie tego metalu mozliwe jest przede wszystkim dzigki
obecnosci w komorkach nabtonka jelitowego biatko-
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wych przenosnikow, takich jak DMT1 (divalent metal
transporter 1) i MTP1 (metal transporter protein 1).
Duzy wplyw odgrywa réwniez dyfuzja prosta oraz
system biatek transportowych (hZTL1, ZNT1), ktére
odpowiedzialne s3 za transport jonéw cynku i wapnia.
Absorbowanie kadmu z przewodu pokarmowego moz-
liwe jest takze na skutek polaczen metalu z grupami
tiolowymi cysteiny i glutationu (GSH), w wyniku czego
tworzy si¢ odpowiednio: Cd-cysteina i Cd-GSH [72].
Nastepnie kadm, ktory ulegl wchlonieciu, przedostaje
sie z enterocytéw nablonka jelitowego do krwiobiegu.
Stad transportowany jest do watroby zwykle zwigzany
z bialkami, takimi jak albuminy oraz metalotioneiny.
Intensywna produkcja metalotioneiny moze prowadzi¢
do nekrozy i apoptozy hepatocytéw, w wyniku czego
kompleks metal-bialko przedostaje si¢ do tkanek
i narzagdow w organizmie czlowieka [5].

Uwaza sig, ze 50% kadmu zawartego w organizmie
jest magazynowane w watrobie i nerkach, co ma zwigzek
z duzg koncentracja metalotioneiny w tych organach.
Pozostala czg¢$¢ zaabsorbowanego metalu gromadzi si¢
w plucach, trzustce, jadrach, grasicy, $ledzionie, sercu,
$liniankach oraz osrodkowym ukfadzie nerwowym [10,
71]. Dlugotrwata ekspozycja na kadm prowadzi takze
do akumulacji tego metalu w kosciach i wlosach [17].

Kadm ma negatywny wplyw na zdrowie czlowieka
nawet w malych ilosciach, a poniewaz organizm ma
ograniczong zdolnos¢ reagowania na obecnos$¢ metalu,
nie jest on efektywnie usuwany [88]. Dowodzi tego fakt,
ze dziennie wydalanie kadmu, gtéwnie z moczem, nie
przekracza 0,01% ilosci pierwiastka spozywanego
w diecie. W przypadku ostrego zatrucia kadmem,
spowodowanego zazwyczaj kontaktem z metalem
w miejscu pracy, objawy pojawiaja si¢ zazwyczaj po
24 godzinach. Charakterystyczne zmiany to dusz-
nosci, ogdlne ostabienie, goraczka. Moze réwniez
wystgpi¢ obrzek lub zapalenie ptuc, a w cigzkich przy-
padkach - niewydolno$¢ oddechowa i $mier¢ [71].
Dlugotrwala, kilku - kilkunastoletnia ekspozycja na
kadm, prowadzi do zatru¢ przewleklych. Pierwszymi
zauwazalnymi objawami sg wydalanie z moczem nisko-
czasteczkowych biatek i zwiekszona ilos¢ wydalanej
kreatyniny. Nierzadko pojawiajg sie¢ nieprawidtowosci
ze strony ukladu oddechowego i zmiany morfologiczne
krwi, takie jak eozynofilia (zwigkszenie liczby granu-
locytéw kwasochlonnych) oraz zmniejszona zawartos¢
hemoglobiny w erytrocytach [17].

Niekorzystne dziatanie kadmu wigze si¢ z szeregiem
mechanizmoéw, ktére prowadzg do réznorodnych zmian
w organizmach zywych, przyczyniajac sie¢ takze do
wzrostu ryzyka wystapienia nowotwordw. Uszkodzenie
tkanek powodowane przez metal moze by¢ wynikiem
indukowania stresu oksydacyjnego oraz epigenetycz-
nych zmian w ekspresji DNA [65, 89]. Ponadto, kadm
zaburza dzialanie komoérkowych szlakéw transporto-
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wych, a takze ingeruje w metabolizm i funkcje pierwiast-
kéw niezbednych dla organizmu, takich jak np. cynk
i magnez [83, 84]. Inne dzialanie patologiczne obejmuje
hamowanie syntezy hemu i uposledzenie funkcji mito-
chondriéw, co moze prowadzi¢ do apoptozy komorki
[13, 72]. Zaobserwowano rowniez, ze kadm dziata tok-
sycznie na skutek wyczerpywania glutationu i wigzania
metalu do grup tiolowych bialek [84]. Warto dodac,
ze przedstawione mechanizmy, w zaleznosci od obec-
nosci innych metali cigzkich, takich jak otéw i arsen,
moga mie¢ nasilony efekt chorobotworczy. Jednak, jak
pokazuja badania, wystepowanie cynku i selenu oraz
czynnikow zwiekszajacych poziom jadrowego czynnika
Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) moze
tagodzi¢ toksyczne dziatanie kadmu [93].

3. Bakterie z rodzaju Lactobacillus jako biosorbent
jonow metali ciezkich

Bakterie z rodzaju Lactobacillus tworzg duza, hete-
rogenng grup¢ Gram-dodatnich, katalazoujemnych,
fakultatywnie beztlenowych bakterii, ktére nalezg do
typu Firmicutes [43, 92]. Bakterie te zaliczane s3 do
grupy bakterii mlekowych wytwarzajacych kwas mle-
kowy, jako koncowy produkt fermentacji weglowoda-
néw. W zaleznosci od gatunku naleza do mezofili lub
termofili. Lactobacilli rosng w szerokim zakresie tem-
peratur od 2 do 53°C oraz w pH od 3 do 8. Wystepuja
w $rodowiskach bogatych w weglowodany bedacych
substratami przeprowadzanej przez nie fermentacji.
Do wzrostu potrzebuja takze dodatku w podiozu ami-
nokwasow, peptydow, kwasow ttuszczowych, estrow,
soli, pochodnych kwaséw nukleinowych i witamin.
Pomimo duzych wymagan pokarmowych, lactobacilli
zasiedlaja zrdznicowane nisze srodowiskowe: od wody,
gleby i $ciekdw, po tkanki roslinne i nablonek przewodu
pokarmowego ludzi oraz zwierzat [26, 43].

Rodzaj Lactobacillus obejmuje grupe bakterii, ktore
odgrywaja nie tylko kluczowa role w wytwarzaniu zyw-
nosci fermentowanej (produkty mleczarskie, kiszonki,
dojrzewajace wedliny), ale takze s3 wykorzystywane do
produkgji farmaceutycznych preparatéw probiotycz-
nych [20]. Zgodnie z definicjg zatwierdzong przez FAO
i WHO probiotyki to ,,zywe szczepy $cisle okreslonych
drobnoustrojow, ktére podawane w odpowiednich ilos-
ciach moduluja réwnowage bakteryjng flory jelitowej
i wywieraja korzystny efekt na zdrowie konsumenta”
[36]. Obecne na rynku preparaty probiotyczne posia-
dajg w swoim skladzie zywe kultury jednego, lub wiek-
szej liczby szczepow bakterii naturalnie wystepujacych
w przewodzie pokarmowym czlowieka lub zwierzat
[26]. Bakterie nalezace do rodzaju Lactobacillus dzieki
wytwarzaniu substancji antybakteryjnych, tj. m.in.
bakteriocyn i kwasow organicznych wykazuja dziata-
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nie antagonistyczne w stosunku do drobnoustrojow
chorobotworczych. Ponadto, istotng role w hamowaniu
zasiedlania przewodu pokarmowego przez patogeny
odgrywa zdolnos¢ przylegania bakterii chorobotwor-
czych i probiotycznych do nablonka jelitowego oraz
konkurencja o receptory $luzéwkowe i nabfonkowe.
Dodatkowo, bakterie te poprawiajg trawienie i przy-
swajanie skltadnikow odzywczych, usuwajg substancje
toksyczne, obnizajg poziom cholesterolu i poprawiaja
odpornos¢ organizmu [18, 52, 80].

Paleczki Lactobacillus w przewodzie pokarmowym
ulegaja kontaktowi z jonami metali i innymi zanieczysz-
czeniami pochodzacymi z diety, a dzigki wyksztalceniu
odpowiednich mechanizméw potrafig chroni¢ si¢ przed
ich toksycznym dzialaniem. Na podstawie obecnosci
operonu cadA uwaza sig, ze gtéwny mechanizm opor-
nosci LAB na metale cigzkie opiera si¢ na transpor-
cie jonow metalu poza komorke (efflux system) [61].
Wskazywaloby to, ze jony metalu bedg pozostawac nie-
zwigzane przez bakterie w przewodzie pokarmowym.
Jednak proces detekeji jonéw metalu przez komorke,
transkrypcja odpowiednich genéw i nagromadzenie
wlasciwej ilo$ci bialek wymaga czasu. Podczas tych
procesow, ‘uwieziony’ na powierzchni komoérki bak-
terii metal przedostaje si¢ wraz z nig wzdluz przewodu
pokarmowego, a nastepnie ulega usunieciu na drodze
defekacji. Pomimo tej mozliwosci, prawdopodobnie jed-
nak idealnym kandydatem do detoksyfikacji jest mikro-
organizm, ktéry nie posiada genéw kodujacych trans-
portery metali, a jedynie wigze je na powierzchni swoich
oston komoérkowych lub gromadzi wewnatrz komoérki
w cytoplazmie [53]. Procz dziatania skierowanego bez-
posrednio wobec pierwiastkéw, bakterie mlekowe posia-
daja réwniez zdolnos¢ do redukowania stresu oksyda-
cyjnego spowodowanego toksycznoscig metali, mogg tez
tagodzi¢ uszkodzenia narzadéw (nerki, watroba) oraz
ogranicza¢ zmiany histopatologiczne [53, 96].

Kadm, ktory dostal sie do organizmu drogg pokar-
mowa w pierwszym etapie ulega wchlonigciu przez
nablonek jelitowy, ktory zasiedlany jest przez bakte-
rie mlekowe. Badania przeprowadzone na myszach
wykazaly, ze szczep L. plantarum CCFM8610 wiazal
jony kadmu, co powodowalo zwigckszone wydalanie
metalu z organizmu [97]. Podobng zalezno$¢ zauwa-
zono w przypadku probiotycznego szczepu L. rham-
nosus GG, ktory regulowat wchlanianie aflatoksyny B1
u szczurdéw prowadzac do wystepowania wigkszej ilosci
mykotoksyny w kale w poréwnaniu do grupy kontrol-
nej. Moze to prowadzi¢ do ograniczenia wystepowania
kompleksow Cd-MT, ktéry w efekcie, jest w mniejszym
stopniu magazynowany w watrobie lub transportowany
wraz z krwig do nerek. Dzieki temu, znacznie ograni-
czona jest liczba niezwigzanych przez biatko jonow
metalu, a przez to prawdopodobienstwo wystepowania
stresu oksydacyjnego i co za tym idzie uszkodzenie
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tkanek jest mniejsze [31, 95]. Dodatkowo, zauwazono,
ze zywe kultury lactobacilli i bifidobacterii, tj. L. plan-
tarum, L. rhamnosus, B. bifidum oraz B. longum moga
zwieksza¢ wchlanianie i biodostepnos¢ potrzebnych dla
organizmu metali, w tym m.in. wapnia, magnezu oraz
zelaza u ludzi i zwierzat. Mozna, wiec przypuszczad, ze
zywe komorki bakterii L. plantarum CCFM8610 beda
wykazywaty zdolnos¢ do wigkszej absorpcji tych metali
in situ, a tym samym zmniejszaly wchianianie kadmu
do krwiobiegu [97].

Uwaza sie, ze gtéwnym mechanizmem odpowie-
dzialnym za wigzanie jonéw metali na powierzchni
komorek bakterii jest wymiana jonowa. W procesie
uczestniczg ponadto zjawiska, takie jak kompleksowa-
nie, precypitacja, adsorpcja, chelatowanie oraz dyfuzja
przez $ciane i btone komérkows [1, 3].

Dane literaturowe wskazuja, ze wykorzystanie jako
zloza sorpcyjnego zaréwno zywej, jak i martwej bio-
masy prowadzi do usuwania jonéw metali cigzkich
[33, 40, 56, 57, 77, 97]. Przykladowo, Tian i wsp. [77]
badajac zdolnosci sorpcyjne 16 szczepow bakterii pro-
biotycznych wobec jonéw miedzi wykazali, ze wszyst-
kie bakterie lepiej wigzaly jony metalu, jesli w ekspe-
rymencie zastosowano zywe komorki. Sugerowano, ze
inaktywacja termiczna biomasy mogla spowodowac
nieodwracalne uszkodzenia zewnetrznej struktury
komorkowej, a tym samym zmniejszyla liczbe miejsc
wiazgcych jony miedzi. Z kolei inne badania pokazaty,
ze efektywnos$¢ wigzania jonow kadmu przez szczep
L. plantarum CCFM8610 nie ulegla znaczacej zmianie
i byla zblizona w przypadku stosowania zywych i mar-
twych komérek i wynosita odpowiednio 771 73% [97].
Z drugiej jednak strony Mrv¢ic i wsp. [57] wnioskuja, ze
lepsze zdolnosci sorpcyjne czesciej wykazywaly komorki
martwe, co mozna ttumaczy¢ zwiekszeniem dostepnosci
grup funkcyjnych na powierzchni biosorbentu. Mozna,
wiec sadzi¢, ze wydajnos¢ biosorpcji jest w duzej mie-
rze zalezna od gatunku, a nawet szczepu bakterii, ktore
ulegaja kontaktowi z jonem metalu. Nie da sig, zatem
jednoznacznie stwierdzi¢ wpltywu zywej lub martwej
biomasy na wydajno$¢ omawianego procesu.

Wigzanie jonéw metali przez LAB to proces dyna-
miczny. Halttunen i wsp. [34] analizujagc wybrane
szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus i Bifidobacterium
zaobserwowali, ze potrzeba od 5 minut do 1 godziny, by
bakterie wydajnie zwigzaty jony kadmu i otowiu w roz-
tworze wodnym. Podobne rezultaty uzyskano badajac
zdolno$¢ bakterii Pseudomonas putida do wiazania
kationdw metali, w tym kadmu. Otrzymane wyniki
sklonily autoréw do wniosku, ze szybka adsorpcja metali
z roztworéw wodnych jest raczej efektem ich wigzania
do powierzchni §ciany komoérkowej, anizeli akumulacji
jonow metalu (sorbatu) wewnatrz komorki [64]. Z kolei
w innej pracy, autorzy poréwnywali efektywnos¢ usu-
wania jonéw kadmu i olowiu z roztworéw wodnych
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przez dwa probiotyczne szczepy: L. rhamnosus LC-705
i Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii
JS. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen wykazaty
szybkie wigzanie metalu i osiggnigcie stanu rownowagi
juz po godzinie eksperymentu [40]. Podobne rezultaty
uzyskano dla bakterii nalezacych do gatunku Enterococ-
cus faecium, ktore maja zastosowanie w wytwarzaniu
produktow fermentowanych. Zaobserwowano usuwa-
nie kadmu i olowiu z roztworu przez E. faecium EF031
i probiotyczny szczep E. faecium M74. Zjawisko to bylo
efektem tworzenia kompleksow metal-komorka bak-
terii, ktory utrzymywal sie przez 48 godzin trwania eks-
perymentu. Po uplywie godziny, badane szczepy bakterii
zmniejszyly stezenie jonoéw metali w roztworze o 60%,
co wykazalo ze kompleksowanie metalu jest procesem
wyjatkowo szybkim [78]. Powyzsze wyniki wskazuja, ze
zastosowanie probiotycznych szczepdw bakterii mleko-
wych w produktach zywno$ciowych moze przyczynié
sie do wigzania toksycznych jonéw metali w organizmie
czlowieka, a powstajacy kompleks jest wystarczajgco
trwaly, by ulec usunigciu z przewodu pokarmowego na
drodze defekacji [53, 87].

4. Rola zewnetrznych struktur komérkowych
w wiazaniu jonéw metali ciezkich

Negatywnie natadowane grupy funkcyjne, takie
jak aminowa, estrowa, hydroksylowa, karboksylowa,
karbonylowa, sulfonowa, wystepujace na powierzchni
komorki, w wyniku dzialania sil elektrostatycznych
adsorbujg kationy metali (Rys. 1). W zwigzku z tym,
protony i/lub kationy metali lekkich (so6d, potas,
magnez, wapn), ktdre naturalnie zwigzane sa z grupami
funkcyjnymi obecnymi na powierzchni komdrek bak-
terii, zostaja wypierane przez jony metali wystepujace
w roztworze wodnym [51].

Informacji dotyczacych przebiegu procesu biosorp-
cji jonéw metali dostarczaja zaréwno proste, jak i bar-
dziej zlozone uktady eksperymentalne. Kazda z metod
badawczych pozwala ujawni¢ wybrane aspekty doty-
czace sorbatu oraz jego interakcji z miejscem wiazacym
jon metalu. W celu oznaczenia stezenia sorbatu w fazie
wodnej mozna wykorzysta¢ atomowa spektroskopie
absorpcyjna (AAS), elektrody jonoselektywne (ISE),
spektrometric UV-Vis, a takze plazme wzbudzang
indukcyjnie (ICP). Uzyteczng metoda w wizualizacji
morfologii biosorbentu jest skaningowa i transmi-
syjna mikroskopia elektronowa (SEM/TEM). Z kolei
okreslenie miejsc aktywnych biosorbentu mozliwe jest
dzieki wykorzystaniu technik analitycznych, takich jak
spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera
(FTIR), spektroskopia elektronowego rezonansu para-
magnetycznego (ESR) i jadrowy rezonans magnetyczny
(NMR). Analiza termograwimetryczna (TGA) oraz
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Rys. 1. Grupy funkcyjne wystepujace w wybranych biomolekulach na powierzchni komérek bakterii, ktére uczestnicza
w procesie biosorpcji. Na podstawie [86]

skaningowa kolorymetria réznicowa (DSC) dostar-
czajg informacji o stabilnosci termicznej biosorbentu.
Ponadto, stopien utlenienia, kompozycja elementow
powierzchniowych na biosorbecie, jak i stopien utle-
nienia i srodowisko koordynacyjne metalu wigzacego
sie do biosorbentu wyznacza si¢ stosujgc odpowiednio,
spektroskopie fotoelektronéw w zakresie promienio-
wania X (XPS) oraz absorpcyjna spektroskopie rent-
genowska (XAS) [22].

Zdolnosci sorpcyjne niektérych komponentéw ko-
morkowych lactobacilli, takich jak egzopolisacharydy
i biatka powierzchniowe, zostaly zauwazone juz kilka
lat temu [19, 28, 30, 56, 57]. W swojej pracy Haltunnen
i wsp. [33] wykazali, ze neutralizacja fadunku ujemnego
grup karboksylowych i fosforanowych na powierzchni
L. fermentum ME3 prowadzi do zmniejszenia zdolnosci
do biosorpcji jondw kadmu przez bakterie. Sugero-
wano, ze to wlasnie oddzialywania elektrostatyczne
pomiedzy kationami metali, a niektérymi grupami
funkcyjnymi na powierzchni komoérek bakterii maja
wplyw na usuwanie jonéw metali cigzkich. Poznanie
struktury fizykochemicznej polimeréw $ciany komor-
kowej lactobacilli istotnych w procesie wiazania jonow
metali cigzkich pozwala zrozumie¢ posrednie, jak
i bezposrednie uwarunkowania zdolnosci sorpcyjnych
komensalnej mikroflory jelitowej.

4.1. Biosorpcja jonéw metali cigzkich przez
bialka powierzchniowe

Najbardziej zewnetrzng, a zarazem najliczniejsza
grupe biatek otaczajacych komoérke tworzg biatka war-
stwy S (S-layer protein — SLP), ktore stanowig od 10
do 15% ogotu bialek $ciany komodrkowej. Jest to kry-
staliczna, dwuwymiarowa powloka zbudowana z bia-
tek i glikoprotein potaczonych w sie¢ o zréznicowanej
symetrii (uko$na (p1, p2), kwadratowa (p4), heksago-
nalna (p3, p6). Bialka te maja stabilna strukture trzecio-
rzedows, a ich masa czasteczkowa miesci sie w zakresie
od 25 do 71kDa, co czyni je najmniejszymi pozna-
nymi dotychczas biatkami uczestniczacymi w procesie

adhezji do komoérek nablonkowych [38]. Wystepowa-
nie warstwy S potwierdzono dotychczas u szczepow
nalezacych do gatunkoéw: L. acidophilus, L.amylovo-
rus, L.brevis, L.buchneri, L.crispatus, L.gallinarum,
L. helveticus oraz L. hilgardii. Charakterystyczna cecha
biatek powierzchniowych S bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus, oprécz matych rozmiardw, jest ich wysoki punkt
izoelektryczny, ktéry nadaje tym polimerom silnie zasa-
dowy charakter [39].

Bakteryjne biatka powierzchniowe zawieraja dwa
regiony strukturalne, z ktérych jeden odpowiada za
przymocowanie biatka do $ciany komoérkowej, drugi
za$ uczestniczy w utrzymaniu struktury bialka na
powierzchni. Dotychczas scharakteryzowano je w naste-
pujacych biatkach warstwy S: biatku SA L. acidophilus
ATCC 4356, CbsA L. crispatus JCM 5810, SIpB u szcze-
pow L. crispatus K313 1 K2-4-3, SIpA L. crispatus ZJ001,
SIpA L. brevis ATCC 8287 oraz biatku syntetyzowanym
przez szczep L. hilgardii B706. Wiekszos¢ bakteryjnych
biatek warstwy S zawiera peptyd sygnatowy. Takie bialka
wiazg sie niekowalencyjnie ich N- lub C-koncem do
peptydoglikanu i wtérnych polimeréw sciany komoérko-
wej (kwasy tejchojowe, tejchuronowe). W kotwiczeniu
uczestniczy motyw SLH, za§ w przypadku jego braku,
zachodzi interakcja pomiedzy resztami aminokwasow
bialek a natadowanymi ujemnie weglowodanami, ktére
wystepuja w Scianie komorkowej bakterii [11, 38].

Liczne badania wskazuja na istnienie korelacji
pomiedzy obecnoscia biatek warstwy S, ich budowa,
a wlasciwosciami powierzchniowymi lactobacilli [76,
91]. Ponadto, wykazano, ze bialka warstwy S bakterii
z rodzaju Lactobacillus chronig komorke przed nieko-
rzystnymi warunkami $rodowiska, w tym metalami
ciezkimi. Wystepowanie tej warstwy powigzano ze
spadkiem wrazliwo$ci na mutanolizyne u L. helveticus
ATCC 12046 [48], sok zotadkowy i trzustkowy u L. aci-
dophilus M92 [23] oraz kwas taninowy i siarczany mie-
dzi w winie u szczepu L. hilgardii B706 [19].

W celu zrozumienia mechanizmdéw zaangazowanych
w wigzanie jonéw metali mozna wykorzysta¢ analize
widm w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR),
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ktora daje wglad w nature wigzan i pozwala zidentyfi-
kowa¢ rézne grupy funkcyjne na powierzchni $ciany
komorkowej bakterii. Z wykorzystaniem tej techniki
po odpowiedniej ekstrakeji biatek S-layer pochodza-
cych ze szczepoéw L. kefir CIDCA 8348 i JCM 5818
wykazano, ze te polimery zdolne sa do oddzialywania
z metalami poprzez grupy karboksylowe reszt kwasu
asparaginowego i glutaminowego. Koordynacja jest naj-
czesdciej jednokleszczowa i uzupelniona przez dodat-
kowe wigzania koordynacyjne obejmujace grupy - NH
ze szkieletu peptydowego. Wykonane analizy pozwolity
takze stwierdzi¢, ze powstale oddzialywania prowadza
do zmian w strukturze drugorzedowej biatek. Odnoto-
wano zwiekszenie liczby p-harmonijek przy jednoczes-
nym spadku struktur a-helis, umozliwiajac dopasowa-
nie ich konformacji do obecnosci jonéw metali przy
najmniejszych kosztach energetycznych. Zauwazona
zalezno$¢ byla tym wieksza, im wigkszy byl promien
jonowy kationu dwuwartos$ciowego (Pb**, Cd**, Zn*,
Ni**) [29]. Efektem powstatych zmian byt wzrost sztyw-
nosci bialek, ich wytrzymalosci oraz zdolnosci rozpra-
szania energii podczas odksztalcania [69].

Pomimo, ze podczas biosorpcji obserwuje si¢ wy-
razne interakcje grup funkcyjnych z jonami metali, rola
jaka pelnig niektore struktury powierzchniowe wydaje
sie by¢ nie do konca poznana. Schut i wsp. [73] badali
zdolnosci sorpcyjne szczepu L. hilgardii DSM 20176
i zaobserwowali, Ze bakterie traktowane proteinaza K,
a wiec pozbawione warstwy S cechowaly sie mniejsza
zdolnoscig do wigzania jonéw miedzi (o 38%) i zelaza
(0 17%) w poréwnaniu do tych samych bakterii z war-
stwa S obecng na powierzchni komorki. Natomiast ten
sam szczep bakterii, réwniez nie zawierajacy bialek
powierzchniowych, w obecnosci jondéw cynku i man-
ganu wigzal jony z efektywnoscia wigkszg o odpowied-
nio 171 58% [73]. Wyniki badan innych autoréw poka-
zaly, ze szczepy bakterii L. kefir CIDCA 8348 i JCM 5818
pozbawione bialek S-layer cechowaly si¢ wigkszymi
wlasciwo$ciami sorpcyjnymi niz te same bakterie posia-
dajace je na swojej powierzchni. Jednoczes$nie badania
te wykazaly, ze po usunieciu SLP, komorki bakterii byty
bardziej podatne na szkodliwe dzialanie jonéw olowiu.
Autorzy sugerowali wiec, ze bialka powierzchniowe
mogg stanowi¢ raczej bariere ochronng przed jonami
metalu, a role w usuwaniu toksycznych jonéw metali
przypisywali raczej innym komponentom komorko-
wym, takim jak np. egzopolisacharydy [54, 55].

4.2. Udzial polisacharydéw w wiazaniu jonow
metali ciezkich

Strukturami, ktére powszechnie wystepuja na
powierzchni bakterii Gram-dodatnich s3 polisacha-
rydy. To zréznicowane, zazwyczaj obojetne polimery,
ktére moga by¢ kowalencyjnie badz jonowo zwig-
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zane z kwasem N-acetylomuramidowym w tancuchu
peptydoglikanu (cell wall polysaccharide - WPS).
Kiedy polisacharydy sa luzno polaczone z otoczka
komorkows i zachodzi ich uwalnianie do srodowiska
zewnatrzkomorkowego, oznaczane sg jako EPS (extra-
cellular polysaccharides). Polisacharydami otoczko-
wymi (capsular polysaccharides — CPS) nazywamy za$
struktury, ktore tworza gesta, $cisle zwigzang z blona
komorkowa powloke. Warto zauwazy¢, ze w literaturze
istnieja pewne nieécistosci w odniesieniu do definicji
podanych grup, co przeklada sie na nieprzestrzeganie
nomenklatury w artykutach naukowych [15, 66].

Polisacharydy wytwarzane przez lactobacilli to
zazwyczaj heteropolisacharydy skladajace sie z grup
cukrowych, takich jak glukoza, ramnoza, galaktoza,
a takze N-acetyloglukozamina (GlcNAc) oraz N-ace-
tylogalaktozamina. U niektorych szczepéw bakterii
z rodzaju Lactobacillus wystepuja tez reszty kwasu glu-
kuronowego, fosforan, acetyl i grupy pirogronianowe.
Istnieja rowniez pewne szczepy bakterii zdolne sg do
syntetyzowania homopolisacharydéw, takich jak glu-
kany i fruktany z sacharozy [74].

Badania nad Lactobacillus rhamnosus GG pozwo-
lity na zidentyfikowanie u tego szczepu dwoch réznych
klas EPS: zaréwno dlugich i bogatych w galaktozg, jak
i krétkich, obfitujagcych w glukoze/mannoze czaste-
czek. Co ciekawe, mutanty L. rhamnosus CMPG5351
z inaktywowanym genem biosyntezy galaktozy wyka-
zywaly zwiekszong zdolno$¢ adhezji do linii komérko-
wej CaCo-2, w poréwnaniu do szczepu wyjsciowego, co
jest prawdopodobnie zwiazane z oslanianiem adhezyn
bakteryjnych [44].

Ze wzgledu na lokalizacje i obfito$¢, ww. struktury
w znacznym stopniu decyduja o wlasciwosciach biolo-
gicznych bakterii. Liczne badania wskazuja na udziat
polisacharydéw w adhezji, tworzeniu biofilmu, wigza-
niu metali cigzkich, agregacji bakterii oraz w zabezpie-
czaniu komorki przed dziataniem czynnikéw zewnetrz-
nych tj. stres osmotyczny, antybiotyki, sole zélci, niskie
pH, itp. [14, 67, 68].

Cennym narzedziem analitycznym pozwalajagcym
potwierdzi¢ udzial egzopolisacharydéw w przylacza-
niu jonoéw metali cigzkich jest skaningowa mikrosko-
pia elektronowa SEM [45]. Uzyskany obraz przed oraz
po eksperymencie procesu biosorpcji ukazuje zmiany
w morfologii polimeréw $ciany komoérkowej uczestni-
czacych w wigzaniu jonéw metali [21, 67]. Dodatkowo,
w polaczeniu z technikg EDX mozliwe jest uzyskanie
informacji o rozmieszczeniu poszczegolnych elemen-
tow na powierzchni biomasy. Nalezy jednak mie¢ na
uwadze, iz zastosowanie powyzszej techniki daje moz-
liwos¢ jedynie jakosciowej oceny morfologii struktury
zewnetrznej komorki [51].

Z wykorzystaniem odpowiednich metod instrumen-
talnych wykazano, ze w wyniku kontaktu egzopolisa-
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charydow z jonami metali dochodzi do wytworzenia
kompleksow, ktére unieruchamiajg metal. Badania
pokazuja, ze powstaly kompleks jest efektem elektro-
statycznych oddzialywan pomigdzy ligandami metali,
a negatywnie naladowanymi egzopolisacharydami
[62, 75]. Powyzsze obserwacje, pomimo, zZe odnoszace
sie do bakterii nie nalezacych do LAB, potwierdzaja
tunkcje jaka petnig EPS u szczepu L. rhamnosus E/N.
Przeprowadzone w ostatnim czasie eksperymenty
wykazaly, ze zawarto$¢ jondw kadmu w tych struktu-
rach po procesie biosorpcji wzrosta do 141% w poréw-
naniu do poczatkowej zawartosci jonéw [67]. Wykorzy-
stujac technike FT-IR zauwazono wyrazne przesuniecia
spektralne widm w pasmach, ktére pochodzily od
drgan grup hydroksylowych, karboksylowych i kar-
bonylowych, wskazujac jednoznacznie na interakcje
pomiedzy powyzszymi grupami funkcyjnymi, a sor-
batem [21, 67].

5. Czynniki wplywajace na przebieg
procesu biosorpcji

Oprocz budowy $ciany komoérkowej istotnym czyn-
nikiem wplywajacym na zdolnosci sorpcyjne bakterii
sg parametry fizykochemiczne. Do najwazniejszych
z nich zaliczy¢ mozna pH, temperature, site jonowa,
stezenie sorbatu i sorbentu, jak i obecnos¢ zwigzkow
powierzchniowo czynnych. Sterowanie tymi czynni-
kami umozliwia przebieg biosorpcji w najkorzystniej-
szych warunkach, zapewniajac jednoczes$nie najwieksza
wydajnos¢ procesu [85].

W oparciu o badania potwierdzajace dominacje
wymiany jonowej nad innymi mechanizmami odpo-
wiedzialnymi za proces biosorpcji, mozna wniosko-
wa¢, ze kluczowy wplyw na efektywnos$¢ usuwania
metali z roztworéw wodnych ma warto$¢ pH [7, 27].
Odczyn srodowiska determinuje protonowanie/depro-
tonowanie miejsc wigzacych jony metali wptywajac na
dostepnos¢ grup funkcyjnych dla sorbatu. Uwaza sig,
ze poszczegolne grupy funkcyjne warunkujg wystepo-
wanie odmiennego punktu izoelektrycznego (wartosci
pH roztworu, przy ktorej fadunek powierzchniowy jest
zerowy) na powierzchni komoérki. Gdy pH jest nizsze
od punktu izoelektrycznego, powierzchnia komorki
bakteryjnej zyskuje ladunek dodatni, za§ powyzej
tej warto$ci przyjmuje tadunek ujemny powodujac
tym samym przycigganie kationéw metali [98]. Jesli
zwieksza sie warto$¢ pH, nastgpuje wzrost tadunku
ujemnego na powierzchni biosorbentu do momentu,
gdy wszystkie grupy funkcyjne ulegng deprotonacji.
Sprzyja to nasileniu sil elektrostatycznych i adsorpcji
jonéw. Ponadto, uwaza si¢, ze podwyzszony odczyn
srodowiska prowadzi do wystepowania wiekszej liczby
yjemnych grup funkcyjnych zdolnych do wigzania
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jonow metali. Obserwuje si¢ takze spadek konkuren-
¢ji pomiedzy protonami, a jonami metali, co jest spo-
wodowane zmniejszeniem liczby jonéw wodorowych
obecnych w roztworze [94]. W zwigzku z tym, gdy pH
jest niskie, na skutek konkurencji o miejsca wigzace
kationy i produkty kwasnej hydrolizy, znacznie spadaja
zdolnosci sorpcyjne bakterii. Green-Ruiz i wsp. [32]
zaproponowali dwie reakcje, ktore wyjasniajg przed-
stawione zjawisko:

Me** +nH,0 =Me (OH)™ + nH*
nH"+nH O=nH, O*

Rozpatrujac proces biosorpcji przez LAB w roztwo-
rach wodnych mozna stwierdzi¢ ze, niska warto$¢ pH
srodowiska (< 3), a co za tym idzie duza liczba katio-
néw wodorowych wiaze si¢ z ograniczonym wigzaniem
jonéw metali. Dopiero wzrost tej wartosci do pH6
prowadzi do wigkszej efektywnosci procesu. W tych
warunkach grupy karboksylowe uczestniczgce w proce-
sie sg naladowane ujemnie, co zwieksza wigzanie jondw
metali. Jesli za§ pH roztworu wzrasta powyzej tej war-
tosci, odnotowuje si¢ spadek rozpuszczalnosci jondw
metali i mozliwa jest ich precypitacja. Liczne badania
wykazaly, ze najwigksza wydajno$¢ biosorpcji osiaga
sie, jesli odczyn $rodowiska ma wartos¢ pH zblizona
do 5,0 [40, 57, 73].

Obecno$¢ innych jonéw metali w roztworze, na sku-
tek konkurencji pomiedzy jonami sorbatu, zwigksza site
jonowg w roztworze i negatywnie wplywa na proces
biosorpcji. Z drugiej jednak strony, wzrost stezenia
biomasy bakteryjnej zwigksza powierzchnie sorpcyjna
i liczbe miejsc wigzacych, co w efekcie zwieksza liczbe
zwigzanych jonéw metali [12]. Czasem jednak ilo$¢
przylaczonego metalu na jednostke masy sorbentu
spada wraz ze wzrostem jego dawki. Ttumaczy sie to
nakfadaniem lub agregacja dostepnych miejsc wia-
zacych, co w efekcie moze prowadzi¢ do mniejszego
wychwytu jonéw sorbatu [58, 63].

Obok stezenia, na wydajno$¢ procesu w znacznym
stopniu wplywa rozmiar biosorbentu. Zwigkszona
powierzchnia kontaktu z jonem metalu przyczynia sie
do wzrostu efektywnosci procesu biosorpcji. Ponadto
uwaza si¢, ze wraz ze wzrostem poczatkowego ste-
zenia sorbatu w roztworze, zwieksza sie ilo$¢ wigza-
nego metalu w jednostce masy biosorbentu. Wynika
to z faktu, ze poczatkowe stezenie metalu w roztworze
pozwala przezwyciezy¢ opdr pomiedzy fazg wodna
a stalg [86].

Uwaza si¢, ze zmiana temperatury prowadzenia
procesu biosorpcji w zakresie od 20 do 35°C nie inge-
ruje w znaczacy sposob w jej przebieg. Dopiero wzrost
temperatury powyzej 35°C prowadzi do wzrostu aktyw-
nos$ci powierzchniowej i energii kinetycznej substancji
rozpuszczonej, a tym samym wplywa korzystnie na
wigzanie jondw metali cigzkich [85]. Inne doniesienia
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literaturowe pokazujg, Ze zmiana temperatury prowa-
dzenia procesu z 15 do 30°C zwickszyta dwukrotnie
(210,11 do 20,15 mg/g) skuteczno$¢ przytaczania jonow
olowiu do egzopolisacharydéw L. plantarum 70810.
Z kolei dalszy wzrost temperatury prowadzenia pro-
cesu wigzal si¢ ze spadkiem wydajnosci biosorpcji do
wartosci 12,36 mg/g. Ttumaczy si¢ to nasileniem ruchu
atoméw metalu. W tych warunkach moze dochodzi¢
do ostabienia oddziatywan elektrostatycznych pomie-
dzy ligandem a sorbentem, co skutkuje uwolnieniem
cze$ci jondw sorbatu [21, 81]. Pomijajgc te rozbieznosci,
nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze niekiedy zbyt wysoka
temperatura moze prowadzi¢ do uszkodzenia $ciany
komorkowej bakterii. Dlatego tez przyjmuje si¢, ze naj-
korzystniej jest prowadzi¢ proces przytaczania jonow
metali w temperaturze pokojowej [85].

Udzial w zwigkszeniu skutecznosci biosorpcji ma
réwniez powinowactwo metalu do biosorbentu, ktore
mozna modulowa¢ poprzez wstepng obrobke fizyczng
lub chemiczng biomasy wplywajaca na jej przepuszczal-
nos¢ i fadunek powierzchniowy, utatwiajac tym samym
dostep grup funkcyjnych do jonéw metali [1].

6. Kinetyka procesu biosorpcji

Kinetyka biosorpcji wskazuje tempo, w jakim sub-
stancje rozpuszczone ulegaja adsorpcji na powierzchni
materialow biologicznych. Pozwala to okresli¢ przy-
datnos¢ materiatu biologicznego, ktéry ma by¢ wyko-
rzystany, jako biosorbent jonéw metali. W tym celu
niezbedne jest wyznaczenie pojemnosci sorpcyjnej
(g,) okreslanej, jako masa jonéw metalu, ktére ulegly
zaadsorbowaniu w suchej masie biosorbentu w sto-
sunku do aktualnego stezenia w roztworze wodnym.
Parametr Q, opisuje wzor (1) przedstawiony ponizej,
w ktorym Vi V. to poczatkowa i koncowa objetos¢
roztworu, ktora ulega kontaktowi z sorbentem; C ,iC
to stezenia poczatkowe i rownowagowe metalu w roz-

MAGDALENA MICHALAK, KLAUDIA GUSTAW, ADAM WASKO, MAGDALENA POLAK-BERECKA

tworze; m jest iloscia biosorbentu, wyrazang zazwyczaj,
jako sucha masa [24].

_ Co Vo _Ce Ve
m

9. (1)

Eksperymenty majace na celu okreslenie kinetyki
biosorpcji polegaja zazwyczaj na kontakcie biosorbentu
z roztworem jondéw (metoda batch) o znanym stezeniu
poczatkowym. Kinetyke przeprowadzanego procesu
$ledzi si¢ do momentu uzyskania rownowagi w ukladzie
sorpcyjnym, gdy nie obserwuje si¢ juz zmiany stezenia
kationéw w roztworze [85]. Badania kinetyczne dostar-
czajg cennych informacji dotyczacych prawdopodob-
nego mechanizmu biosorpcji, ktora obejmuje proces
dyfuzji i reakcje chemiczne. Przyjmuje sie, ze transport
sorbatu do wnetrza komorki przebiega w kilku etapach.
W pierwszym z nich obserwuje si¢ dyfuzje zewnetrzna
- sorbat dyfunduje z objetosci roztworu do warstwy
cieczy, ktdra otacza powierzchni¢ biomasy, a nastepnie
transport substancji rozpuszczonej w calej warstwie
granicznej. Kolejny etap to transport jonéw metali
przez pory do wewnetrznych czgsci sorbentu i wychwyt
czasteczek przez miejsca aktywne. Ostatni, czwarty etap
polega na sorpgji i desorpcji sorbatu [51].

Sposréd wielu modeli kinetycznych opisanych w lite-
raturze, najczesciej brane sa pod uwage te, ktore opie-
raja sie na porzadku reakcji chemicznych, zwlaszcza
modele Lagergrena (pseudo-I-rzedowy) i Ho (pseudo-
-II-rzedowy) (Tabela I). W wielu pracach dotycza-
cych procesu biosorpcji zauwazono jednak, ze model
zaproponowany przez Lagergrena jest odpowiedni
tylko podczas poczatkowego etapu procesu. Wynika
to gtéwnie z wykorzystania liniowej formy réwnania,
ktéra wymaga znajomosci pojemnosci sorpcyjnej (q,).
Dane na temat tego wspétczynnika nie sg natomiast
potrzebne w przypadku stosowania drugiego z przed-
stawionych modeli kinetycznych [90].

W momencie uzyskania stanu réwnowagi dyna-
micznej obserwowany jest rozdzial jonéw metalu

Tabela I
Wybrane modele kinetyczne opisujace proces biosorpcji

Model Réwnanie Forma liniowa réwnania Pi$miennictwo
Pseudo-pierwszorzedowy Lagergrena | dg, 5 [41]
o _ 1 —g)=1 T
g ~k@.-a) | loglq.-q)=logq. 35571

vlzquevlzque
Pseudo-drugorzedowy dg t [37]

ey |

' k2 qﬁz qe

V2 = kZ qez

Objasnienia: g, i g, - masa jonéw metalu, ktére ulegly adsorpcji na biosorbencie w stanie réwnowagi e i czasie £; k, - stata

szybkosci modelu Lagergrena; v, - poczatkowa szybko$¢ biosorpcji, k, -

v, - poczatkowa szybkos¢ adsorpcji

stata szybkosci modelu pseudo-drugorzedowego;
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pomiedzy roztworem i biosorbentem. Mozna go opisa¢
za pomocg izoterm adsorpcji, ktore przedstawiaja zalez-
nos¢, jaka wystepuje w stalej temperaturze pomiedzy
ilo$cia substancji zaadsorbowanej (jonéw) przez jed-
nostke masy biosorbentu, a stezeniem réownowagowym
w adsorbencie. Powszechnie stosowanym modelem
opisu réwnowagi sorpcyjnej jest zaproponowana przez
Langmuira teoria adsorpcji jednowarstwowej [42].
Obejmuje ona kilka zalozen. Mianowicie informuje,
ze na powierzchni adsorbentu wystepuje okreslona
liczba miejsc aktywnych, ktdre zdolne s do wigzania
adsorbatu, a ich liczba jest proporcjonalna do wiel-
kosci powierzchni. Ponadto, jednemu miejscu aktyw-
nemu odpowiada jedna czasteczka adsorbatu, ktora
nie ma mozliwosci swobodnego przemieszczania sig
na powierzchni adsorbentu. Zjawisko to nazywane jest
adsorpcja zlokalizowang. Dodatkowo, nie obserwuje sie
wzajemnych oddzialywan pomig¢dzy zaadsorbowanymi
czasteczkami, a powstata warstwa adsorpcyjna powo-
duje zmniejszenie sit adsorpcyjnych i tworzy sie w ten
sposob warstwa jednoczasteczkowa. W konsekwencji
procesu, maksymalne stezenie warstwy powierzch-
niowej réwna sie ilosci wystepujacych na powierzchni
adsorbentu miejsc aktywnych [47]. Z uwagi na to, ze
w analizowanym $rodowisku mogg znajdowac si¢ jony
réznych metali cigzkich, ktore wiaza sie na powierzchni
biosorbentu, niezwykle pomocne w planowaniu pro-
cesu biosorpcji jest zastosowanie modeli wielosktad-
nikowych. Najbardziej powszechnie stosowana jest
izoterma BET (Brunauer-Emmett-Teller) wykorzystu-
jaca prosty model jednoskladnikowy, przy zalozeniu,
ze rownanie Langmuira dotyczy kazdej warstwy [22].

7. Podsumowanie

Bakterie z rodzaju Lactobacillus, wchodzace w sklad
mikroflory blon §luzowych ludzi oraz zwierzat, sg przy-
ktadem bakterii o dziataniu prozdrowotnym, a coraz
czgsciej zauwazany i doceniany jest ich potencjal, jako
wydajnych sorbentéw metali cigzkich. Duzy wplyw na
dziatanie detoksykacyjne lactobacilli wobec pierwiast-
kéw wynika z budowy ich $ciany komoérkowej. Z tego
wzgledu, okreslenie udzialu poszczegdlnych struktur
komorkowych bakterii w procesie biosorpcji jest waz-
nym etapem poznawczym, dajacym wglad w potencjat
bakterii, ktére moga zostaé wykorzystane do usuwa-
nia jonéw metali nie tylko ze srodowiska, ale réwniez
z przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat.
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Acetic acid bacteria Asaia sp. and their unique adaptive abilities

Abstract: The natural environment for acetic bacteria of the genus Asaia are Asian fruits, flowers and insects. They are also isolated from
spoiled soft drinks in Europe. These bacteria are classified as saprophytes, but there have been some cases of bacteremia caused by Asaia
lannensis and A. bogorensis strains. They are also isolated as microbiota of mosquitoes in the tropical climate. Their unique adaptation
abilities, such us genes encoding adhesins which help them colonize the environment as well as operons responsible for survival under
various conditions, make Asaia sp. potential microorganisms to be used in the fight against malaria.
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1. Charakterystyka Asaia sp.

Asaia sp. to bakterie kwasu octowego (AAB), nale-
z3ce do klasy a-Proteobacteria, rodziny Acetobacte-
raceae. W obrebie rodzaju wyrdznia si¢ 8 gatunkow
tych bakterii: Asaia bogorensis [35], A. siamensis [28],
A. krungthepensis [36], A. lannensis [26], A. spathodeae
[23], A. astilbis [32], A. platycodi [32], A. prunellae [32].
Ich komorki osiagaja 0,5-1,0 um szerokoscii 1,0-2,0 um
dlugosci. To tlenowe, nieprzetrwalnikujace, Gram-
-ujemne paleczki, ktére wykazuja zdolno$¢ ruchu
dzigki urzesieniu peritrichalnemu. Charakteryzuja sie
aktywnoscig katalazy (EC1.11.1.6) lecz nie wykazuja
aktywnosci oksydazy cytochromowej IV (EC 1.9.3.1).

Bakterie z rodzaju Asaia zasiedlajg nisze ekolo-
giczne bogate w sacharydy, takie jak glukoza, fruktoza
czy sacharoza, stanowiace dla nich podstawowe zrédto
wegla i energii. Izolowane sg zaréwno z egzotycznych
kwiatow, owocdw, ale réwniez z narzadow azjatyckich
i afrykanskich komaréw Anopheles stephensi i An. gam-
biae [12, 30]. Stanowig takze do$¢ czeste zanieczysz-
czenie smakowych wod mineralnych oraz napojow
izotonicznych w Europie [16, 25, 29]. Naleza do mikro-
organizméw mezofilnych, ktére wykazuja najlepszy
wzrost w temperaturze 25-30°C i pH w zakresie 4-5.
Jednak wykazano, ze szczepy wyizolowane jako zanie-
czyszczenie napojow charakteryzuja si¢ zdolnosciag
wzrostu w bardziej zakwaszonych srodowiskach, osig-
gajacych poziom pH 3 [16]. Z kolei izolaty otrzymane
z materiatu klinicznego wykazuja wzrost w tempera-

turze powyzej 35°C [33]. Na pozywkach hodowlanych
zawierajacych m.in. glukoze i weglan wapnia, Asaia sp.
tworza regularne, lososiowe, rézowe badz kremowe
kolonie o $rednicy 1-2 mm ze strefami przejasniania
wskutek produkowanych kwaséw organicznych [24].

Namnazanie bakterii z rodzaju Asaia w napojach
bezalkoholowych prowadzi do zmetnien oraz powsta-
wania klaczkowatych struktur, zbudowanych z komérek
bakteryjnych oraz zewnatrzkomoérkowych zwiazkow
polimerowych (EPS). Synteza oraz charakter wytwa-
rzanych zwigzkéw zalezne s3 m.in. od rodzaju zrodla
wegla w srodowisku bytowania bakterii. Udowodniono,
ze wytwarzanie substancji zewnatrzkomoérkowych prze-
biega wydajniej w srodowiskach zawierajacych sacha-
roze [16, 21, 24]. W badaniach przeprowadzonych
przez Kato zaobserwowano, ze w srodowisku bogatym
w ten sacharyd izolaty Asaia sp. zdolne sa do syntezo-
wania pozakomoérkowego, rozpuszczalnego w wodzie
B-(2,6)-fruktanu [21]. Z kolei Moonmangmee i wsp.
stwierdzili, ze A.bogorensis wykazuje zdolnos¢ do
tworzenia nie tylko zewnatrzkomoérkowych polimeréw
sacharydowych, ale réwniez polimeréw kapsutkowych,
otaczajacych komorki bakteryjne [28]. Uwaza sig, ze
wytworzone polimery stanowig zrédlo pierwiastkow
biogennych, ktére wykorzystywane sg przez komorki
do podstawowych funkcji zyciowych w warunkach glo-
dowych. Wykazano, ze EPS utatwia nie tylko koagre-
gacje komorek, ale takze adhezje bakterii do réznych
materialdw abiotycznych - polistyrenu, polipropylenu
lub politereftalanu etylenu [16, 24, 29].

* Autor korespondencyjny: Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Politechnika L.6dzka, ul. Wélczanska 171/173, 90-924
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2. Zdolnosci adaptacyjne

Badania nad genomem tych bakterii wykazuja, ze
charakteryzuja si¢ one wyjatkowymi zdolnosciami
adaptacyjnymi do nowych srodowisk. Zsekwencjono-
wany genom A. bogorensis NBRC 16594 ma wielko$¢
3198265 par zasad kodujacych 2 758 genéw. Badania
na poziomie molekularnym dowodzg, ze A. bogorensis
sa filogenetycznie blisko spokrewnione z innymi bak-
teriami kwasu octowego Gluconobacter oxydans [22].
Jednak, analiza genomu A. bogorensis wykazala roéw-
niez, ze bakterie te posiadaja geny wspdlne z innymi
bakteriami nalezacymi do AAB - Granulibacter bethes-
densis, izolowanymi od 0s6b z przewlekly choroba
ziarniniakowg (GCD). W materiale genetycznym
Asaia bogorensis zidentyfikowano geny kodujace biatka
adhezyny okreslanej mianem specyficznie-patogenne;j.
Geny kodujace bialko HecA, odpowiedzialne za agre-
gacje i adhezj¢ komorek, obecne sg réwniez u bakterii
odpowiedzialnych miedzy innymi za choroby roslin.
Wystepuja u Pectobacterium atrosepticum oraz Erwi-
nia chrysanthemi (Dickeya dadantii), powodujgcych
miedzy innymi zgnilizne ziemniakéw. Wykazano, ze
biatko HecA odpowiedzialne jest za agregacje komorek
Nicotiana clevelandii wywotujacych nekroze lisci tych
roélin. Dodatkowo, biatko to jest homologiem do wto-
kienkowej hemaglutyniny (FHA) wystepujacej u Bor-
detella pertussis, bedacych czynnikiem etnologicznym
krztusca, czy Klebsiella pneumoniae odpowiedzialnych
za zapalenie pluc [15]. Zidentyfikowano takze dodat-
kowe geny odpowiedzialne za hamowanie proceséw
utleniania oraz geny opornos$ci na antybiotyki. Bada-
nia Kawai i wsp. wykazaly, ze Asaia bogorensis zawiera
dwa kompletne operony kodujace oksydazy cytochro-
mowe typu bo: cyoABCD-1icyoABCD-2 [22]. Analiza
poréwnawcza transkryptoméw wykazala, ze A. bogo-
rensis charakteryzuje si¢ nizszym poziomem ekspresji
cyoABCD-1 w hodowli zawierajacej komoérki HEK293
(Human Embryonic Kidney 293 cells), niz w hodowli
klasycznych dla bakterii kwasu octowego z zastosowa-
niem podloza YPGD (1.0% ekstrakt drozdzowy, 1.0%
pepton, 2.0% glicerol, 0.5% glukoza). Z kolei, w hodowli
tych drobnoustrojéw z innymi typami komdrek obser-
wowano wysoka ilo§¢ transkryptu drugiego z operondw
[22]. Sposrdéd ponad 700 rodzajéw bakterii, 98 gatun-
kow zawiera geny cyoABCD, ale tylko 8, pomijajac
A. bogorensis, wykazuje obecno$¢ dwdch operondw
cyo. Wigkszo$¢ z tych gatunkow stanowig bakterie
patogenne lub symbiotyczne: Bordetella bronchiseptica,
Burkholderia pseudomallei, Stenotrophomonas malto-
philia, Ralstonia solanacearum [22].

Wykorzystanie transkryptomiki pozwolito na odno-
towanie zwiekszonego poziomu ekspresji niektorych
genéw A. bogorensis w hodowlach zawierajacych ko-
morek linii McCoy. Badania te wykazaly, ze poziom
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ekspresji genéw opornosci na stres Srodowiskowy
w obecnosci komorek somatycznych byl znacznie
wyzszy w porownaniu do klasycznych laboratoryjnych
warunkéw hodowli. Wykazano zwigkszony poziom
ekspresji genu RpoH spelniajacego role biologicznego
sensora zmian temperatury. Co ciekawe, pomimo tego
zjawiska, poziom ekspresji gendw odpowiadajgcych za
biatka szoku cieplnego (HSP, Heat Shock Protein) byt
znaczaco nizszy. Wiele prac doswiadczalnych wykazalo,
ze synteza HSP przez bakterie prowadzi do odpowie-
dzi immunologicznej gospodarza. Mozliwe jest zatem,
ze zachowanie niskiego poziomu HSP stanowi strate-
gie, umozliwiajacg przetrwanie i rozprzestrzenienie
komorek A. bogorensis w organizmie gospodarza [22].
Dodatkowo, za adaptacje do Srodowisk o nizej za-
warto$ci tlenu odpowiedzialne sg oksydazy cytochromu
typu bd (operon cydAB), wykazujace wysokie powino-
wactwo do tlenu. Wykazano, ze Asaia platycodi charak-
teryzuja si¢ zdolnoscig do prowadzenia oksydatywnej
fosforylacji niezaleznej od terminalnej oksydazy cyto-
chromu aa,, ktora wykazuje niskie powinowactwo do
tlenu. Dlatego tez, bakterie te moga zaadaptowac sie
do $rodowisk o obnizonym stezeniu tlenu, takich jak
przewod pokarmowy komaréw [9]. Badania Chouaia
wykazaly, ze Asaia platycodi posiadaja miedzy innymi
system sekrecji typu IV umozliwiajacy wymiane mate-
rialu genetycznego miedzy drobnoustrojami czy wpro-
wadzenie czastek efektorowych do wnetrza gospodarza,
a takze tworzenie biofilmow i kolonizacje $srodowiska
[9]. Dodatkowo, zdiagnozowano u nich system trans-
porteréw blonowych nalezacych do rodziny ABC.
Charakteryzujg si¢ one zdolnos$cig do aktywnego usu-
wania lekow, w sktad ktérych wchodza miedzy innymi
tetracykliny, fluorochinolony, makrolidy, linkozamidy,
aminoglikozydy, chloramfenikol, rifampicyna [18].
Obecnos¢ tych gendw przyczynia si¢ prawdopodob-
nie do zwigkszonej opornosci na antybiotyki. Dodat-
kowo, Asaia sp. posiadaja geny kodujgce biosynteze
wici (MotA, MotB, FlaA, FlaB, FigC, FigD) a takze fim-
brii (sF-Chap i sF-UshP) [9]. Geny odpowiedzialne za
naprzemienne aktywnosci operonéw cytochromowych,
system sekrecji typu I'V, obecno$¢ wici lub fimbrii oraz
adhezyn specyficznie patogennych moga odpowiadac za
kolonizacje, adaptacje i interakcje miedzy gospodarzem
a bakteriami. Moga by¢ one kluczem wyjasniajacym
zdolnosci adaptacyjne bakterii Asaia sp. do coraz to
nowych $rodowisk, nie tylko takich jak kwiaty i owoce,
napoje czy nawet organizmy ssakow, ale takze tak spe-
cyficznych jak organizm moskitow Anopheles sp. [22].

3. Zakazenia oportunistyczne
Dotychczas nie potwierdzono przypadku choroby

bezposrednio wywotlanej bakteriami nalezacymi do ro-
dzaju Asaia. Jednak doniesienia literaturowe $wiadcza,
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ze bakterie te czesto izolowane sg od 0s6b z obnizong
odpornoscig organizmu, po dtugotrwalej terapii leko-
wej, z chorobami serca czy ukladu oddechowego [13, 14].

Pierwszy odnotowany przypadek wyizolowania
bakterii z rodzaju Asaia z materiatu klinicznego doty-
czyl pacjenta hospitalizowanego z powodu zapalenia
otrzewnej. Izolat A. bogorensis otrzymano z materialu
klinicznego pozyskanego od 41-letniej kobiety, ktéra
ze wzgledu na zaawansowang chorobe nerek podda-
wana byla dtugotrwatym dializom [31]. Kolejny przy-
padek dotyczyl 23-letniego pacjenta, wykazujacego
zakazenie ogodlnoustrojowe. Wywiad lekarski wyka-
zal, ze w ciagu ostatnich lat pacjent przechodzit liczne
operacje chirurgiczne zwigzane z miesakiem Ewinga
oraz byl poddawany hospitalizacji z powodu przewle-
ktego enterokokowego zapalenia stawow. Dlugotrwate
terapie antybiotykowe z zastosowaniem amoksycyliny
i klindamycyny doprowadzity do utraty odpornosci
i koniecznosci zastosowania substytucyjnego leczenia
metadonem. W posiewach krwi pacjenta stwierdzono
obecnos¢ antybiotykoodpornych, tlenowych pale-
czek, ktorych diagnostyka tradycyjnymi metodami
biochemicznymi byla nieskuteczna. W wyniku analiz
genetycznych stwierdzono, ze za infekcje odpowiadaja
bakterie A. bogorensis [33]. Podobny przypadek bakte-
riemii wywolanej przez szczep z gatunku A. bogorensis
opisano u 20-letniej kobiety naduzywajacej lekow [34].

Pierwszy raport wyizolowania bakterii A. lannensis
z materialu klinicznego dotyczyt 3-letniego chlopca,
u ktorego zdiagnozowano nawrét rdzeniaka. Histo-
ria karty pacjenta obejmowala rdwniez pancytopenig,
zapalenie blony $§luzowej oraz rzekomobloniaste zapa-
lenie jelita wywotane przez Clostridium difficile. Dalsze
badania wykazaly niedoci$nienie tetnicze, tachykardie
i goraczke 40°C. W trakcie hospitalizacji chlopiec pod-
dawany byl lekoterapii z zastosowaniem meropenemu,
wankomycyny i cefepimu. Z posiewu z krwi pacjenta
wyizolowano bakterie, ktdre zidentyfikowano za po-
mocg metod genetycznych jako A.lannensis. Podob-
nie jak w przypadku A. bogorensis, bakterie wykazywaly
niskg wrazliwo$¢ badz calkowitg opornos¢ na penicy-
liny, cefalosporyny, karbapenemy, fluorochinolony,
aztreonam i amikacyne, czyli antybiotyki powszechnie
stosowane przeciwko bakteriom Gram-ujemnym [1].
Bakterie z rodzaju Asaia identyfikowane byty réwniez
z materialu klinicznego innych pacjentéw pediatrycz-
nych. W 2007 roku wyizolowano bakterie A. lannensis
u 15-miesiecznej dziewczynki, z diagnoza niewydol-
nosci serca zwigzang z kardiomiopatig. Kilka tygodni
wczesniej zdiagnozowano u niej infekcje wirusows
goérnych drég oddechowych. Pézniejsze badania echo-
kardiograficzne ujawnily ostabienie funkcji serca.
W trakcie hospitalizacji u pacjentki wystgpita hipo-
tensja, pofaczona z wysoka goraczka, a posiew krwi
ujawnil obecnos$¢ tlenowych, Gram-ujemnych pale-
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czek. Zastosowano leczenie z wykorzystaniem mero-
penu i wankomycyny. Podobne wyniki otrzymano
w przypadku 5-letniego pacjenta, u ktorego takze
zdiagnozowano kardiomiopatie. U pacjenta wystapily
réwniez bole brzucha, wysoka temperatura (39.9°C),
wymioty i zespol niskiego rzutu serca. Podobnie jak
w poprzednim przypadku, posiew krwi ujawnil obec-
no$¢ Gram-ujemnych bakterii. W kuracji antybio-
tykowej zaprzestano stosowania wankomycyny na
rzecz gentamycyny. Identyfikacje bakterii wyizolowa-
nych z materiatu klinicznego przeprowadzono meto-
dami genetycznymi. Izolat charakteryzowat sie niska
wrazliwoscig na powszechnie stosowane antybiotyki
[19]. W 2008 roku odnotowano przypadek 2-letniego
chlopca chorego na mukowiscydoz¢. Zdiagnozowano
u niego takze niewydolno$¢ trzustki oraz zapalenie
blony sluzowej nosa. W trakcie hospitalizacji zaob-
serwowano nasilony kaszel, odkrztuszanie plwociny,
utrate apetytu, zmeczenie. Mikrobiologiczna analiza
plwociny pacjenta wykazala obecno$¢ nie tylko typo-
wej mikroflory zakazajacej: Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Strepto-
coccus pneumoniae, ale rowniez Gram-ujemnych, tle-
nowych pateczek. Analizy z wykorzystaniem technik
molekularnych pozwolily na zaklasyfikowanie wyizo-
lowanych bakterii do Gluconobacter sp. oraz gatunku
A. lannensis [2]. Ostatni opisany przypadek wystepowa-
nia bakterii Asaia sp. w materiale klinicznym dotyczyt
28-letniej kobiety, u ktorej stwierdzono zachowania
obsesyjno-kompulsywne, polegajace na podawaniu
sobie zastrzykow ze srodkéw farmakologicznych. Bez-
posrednim powodem hospitalizacji byla gorgczka sie-
gajaca 40°C oraz niskie ci$nienie krwi 100/60 mmHg.
Posiewy na podtozu McConkey, podlozu Columbia
oraz agarze czekoladowym wykazaly obecnos¢ rézo-
wych kolonii, ktérych identyfikacja przy zastosowaniu
systemu Vitek2 (BioMérieux) pozwolila na zaklasyfi-
kowanie do rodzaju Shigella. Réwniez komercyjne testy
biochemiczne API 20E, API 20NE i API 32 GN nie
daly jednoznacznego wyniku identyfikacji izolatow.
Podobnie jak w poprzednich przypadkach, identyfika-
cja mozliwa byla dopiero metoda sekwencjonowania
genu 16S rRNA, ktora wykazala ze wyizolowany szczep
nalezy do gatunku A. lannensis. Dodatkowo, okreslenie
minimalnych stezent hamujacych wzrost tych bakterii
wykazalo, ze szczep ten wykazat oporno$¢ na wigkszosé
antybiotykéw. Stwierdzono jego wrazliwos¢ jedynie na
antybiotyki aminoglikozydowe oraz tetracykliny [6].
Przedstawione dane literaturowe $wiadczg o duzych
problemach zwigzanych z identyfikacja bakterii nale-
zacych do rodzaju Asaia. W procedurze diagnostycz-
nej brak jest bowiem odpowiedniego komercyjnego
systemu/testu, pozwalajacego na szybka identyfikacje
tych bakterii. Diagnostyka z wykorzystaniem testow
biochemicznych API20E (BioMérieux), API20NE (Bio-
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Mérieux), API32 GN (BioMérieux), Rapid NF (Thermo
Scientific) czy Vitek (BioMérieux) jest praktycznie nie-
mozliwa. Moore i wsp. stosujac testy API 20NE otrzy-
mat dla szczepu Asaia sp. profil numeryczny 5040000,
ktory odpowiadat w 78,7% rodzajowi Pasteurella. Takze
szczepy A. lannensis wyizolowane przez Kregiel i wsp.
w testach API20NE oraz API20E daly odpowiednio
profile 4045400 i 0004002, przypisane odpowiednio do
rodzajow Pasteurella i Shigella [25, 29]. Identyfikacje
biochemiczng bakterii z rodzaju Asaia przeprowadzili
réwniez Carretto i wsp., otrzymujac wynik Klebsiella
sp. dla testu 20NE, a Pasteurella sp. dla API 20NE oraz
Escherichia coli dla API32GN [6]. Problemy z iden-
tyfikacja, ze wzgledu na brak odpowiednich biblio-
tek danych, pojawiaja sie rowniez przy zastosowaniu
spektrometrii masowej MALDI-TOF MS (Matrix-
-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight
Mass Spectrometry). Najbardziej skuteczne metody
identyfikacji tych bakterii to te, oparte na analizach
genetycznych. Dotychczas identyfikacja bakterii Asaia
sp. prowadzona byla z wykorzystaniem sekwencjono-
wania genu 16S rRNA [28, 29, 35, 36]. Jednak, nalezy
pamietad, ze 5 sposrdd 8 opisanych gatunkéw Asaia sp.
charakteryzuje si¢ znacznym, bo wynoszacym 99,5%,
podobienstwem genul6SrRNA, co moze by¢ powo-
dem niedokladnych wynikéw identyfikacji bakterii na
poziomie gatunkowym [2].

4. Symbionta moskitow i walka z malaria

Malaria uwazana jest za jedng z trzech najwazniej-
szych chordéb zakaznych na $wiecie. Przenoszona jest
przez samice komarow z rodzaju Anopheles, za$ zaka-
zenie organizmu czlowieka nastepuje poprzez ugryzie-
nie owadéw. W 2013 roku odnotowano okofo 200 mln
przypadkow zarazenia malarig, ludzi zamieszkujacych
gléwnie regiony tropikalne i subtropikalne, co w sumie
stanowi 106 krajow o tacznej liczbie 3,3 mld ludzi [37].
Malaria, zaraz po AIDS i gruzlicy, jest najniebezpiecz-
niejsza chorobg, zabijajacg rocznie okoto 2 mln ludzi,
gléwnie dzieci. Za rozw6j choroby w organizmie gos-
podarza odpowiedzialne sg jednokomoérkowe pierwot-
niaki z rodzaju Plasmodium, przenoszone przez komary.
Dotychczasowa strategia ograniczenia malarii, obejmu-
jaca stosowanie lekow oraz insektycyddéw, daje coraz
mniejszg skutecznos¢, ze wzgledu na oporno$¢ naby-
wana przez komary oraz pierwotniaki. Dlatego tez, po-
szukiwane sg alternatywne sposoby ograniczania malarii
[7, 27]. Nowoczesne metody walki z malarig oparte sg
o zastosowanie okreslonych symbiontow bakteryjnych,
ktore zamieszkujg organizmy komardw i moga wptywac
na cykl pierwotniakéw Plasmodium sp. [4, 5, 8, 17].

Dotychczasowe badania nad bakteryjnymi sym-
biontami komaréw przenoszacych malarie pokazuja,
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ze w skfad mikroflory izolowanej z komaréw wchodza
bakterie nalezace do rodzajéow Pseudomonas, Rhodo-
coccus, Burkholderia, Serratia, Chryseobacterium, Eliza-
bethkingia. Jednakze, gatunkiem stanowigcym znaczng
wiekszos¢ w procentowym udziale populacji stanowia
bakterie nalezace do rodzaju Asaia [3]. Dotychczas
wykazano, ze narzady rozrodcze, gruczoly slinowe oraz
jelito srodkowe komarow z rodzaju Anopheles zasiedlaja
gatunki: Asaia bogorensis oraz A. platycodi [9, 10, 12].
Pierwotne zasiedlenie organéw owaddw przez bakterie
Asaia sp. nastgpito zapewne w wyniku pozywiania si¢
moskitow pylkiem kwiatéw [10]. Powstala symbioza
bakteria-moskit jest na tyle stabilna, ze komorki bak-
terii zasiedlajgce jelito hamujg rozwdj oocyst Plasmo-
dium sp., ale réwniez przekazywane sg innym osobni-
kom i potomstwu [11].

Zaréwno w prdébach laboratoryjnych jak i srodowi-
skowych wykazano, ze szczepy A. bogorensis przeciw-
dziatajg malarii. Bakterie te byly w stanie dokonac¢ kolo-
nizacji jelita srodkowego i gruczotdéw slinowych oraz
otoczy¢ Plasmodium w réznych stadiach rozwoju (oocy-
sty oraz sporozoity), zachowujac przy tym zywotnosé
i ruchliwo$¢ [11]. Badania wykazaly, Ze zmiany fizjolo-
giczne w jelicie srodkowym moskitow, nastepujace po
positku z krwi, nie wplywaja negatywnie na bytujace
populacje Asaia sp. Ponadto obecnos¢ Plasmodium nie
ma wplywu na liczbe bakterii. Oznacza to, ze zakazone
komary posiadaja odpowiednig liczb¢ komoérek bakterii
z rodzaju Asaia, zdolnych do antagonistycznego dzia-
tania przeciwko Plasmodium [5]. Bakterie w obrebie
$wiatla jelita $rodkowego niekorzystnie wplywaja na
rozne stadia pasozyta malarii. Wykorzystuja do tego roz-
norodne enzymy i toksyny, stwarzaja fizyczne bariery,
ktore utrudniajg wzajemne oddziatywanie Plasmodium
oraz nabtonka jelita sSrodkowego owaddw. Alternatyw-
nie, wptyw bakterii na rozwdj pasozyta moze nastgpic
za po$rednictwem zmiany w fizjologii samego komara.
Prawdopodobnie poprzez indukcje odpowiedzi immu-
nologicznej, pod wptywem obecnosci bakterii i paso-
zytéw, i/lub zmian w metabolizmie gospodarza, ktdre
wplywaja negatywnie na rozwdj Plasmodium. Badania
wykazaly, ze niektore z czynnikéw odpornosciowych
komaréw wywolanych przez bakterie uczestnicza
w zabijaniu pasozytow juz w poczatkowych stadiach
rozwoju oocyst. Uzasadniona wydaje si¢ by¢ hipoteza,
ze obecnos¢ bakterii aktywuje odpowiedz immunolo-
giczng komara, a syntetyzowane peptydy i inne czynniki
odpornosciowe dzialaja przeciwko Plasmodium [11, 17].

5. Podsumowanie
Bakterie z rodzaju Asaia stanowig niezwykle inte-

resujacy model biologiczny. Pateczki te charaktery-
zuja si¢ unikalnymi zdolno$ciami adaptacyjnymi do
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rozmaitych srodowisk takich jak kwiaty, owoce, napoje
bezalkoholowe, ale réwniez organizmy owaddéw czy
ludzi. Réznorodno$¢ mechanizméw umozliwiajacych
przystosowanie si¢ do nowych srodowisk sprawia, ze
bakterie Asaia charakteryzuje swoisty dualizm. Z jednej
strony bakterie te naleza do typowych zanieczyszczen
napojow bezalkoholowych oraz sg oportunistycznymi
patogenami czlowieka, z drugiej strony, jako typowa
mikrobiota moskitow, stanowig wazny mikroorganizm
dla opracowania strategii w walce z malarig.
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Integrons in Gram-positive bacteria

Abstract: Integrons are genetic platforms responsible for integration, rearrangement and expression of resistance determinants called
gene cassettes. Most of the reports on the occurrence, characteristics and evolution of integrons concern Gram-negative bacteria, whereas
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1. Wprowadzenie

Antybiotyki to drobnoczasteczkowe substancje po-
chodzenia naturalnego lub syntetycznego, ktore zabijaja
wrazliwe drobnoustroje, badz hamujg ich wzrost. Ich
odkrycie stanowito wielki przetom w historii medycyny,
dostarczajac niezwykle skutecznego srodka do walki
z infekcjami wywotywanymi przez mikroorganizmy.
Jednak choroby zakazne o etiologii bakteryjnej nadal
pozostaja jednym z wazniejszych wyzwan w obsza-
rze zdrowia publicznego [38, 40, 41, 45]. Nadmierne,
a czesto rowniez niewlasciwe stosowanie antybiotykow
w praktyce medycznej, weterynaryjnej oraz w rolnic-
twie, przyczynilo sie do znacznego wzrostu lekoopor-
nosci drobnoustrojow, ewolucji szczepow wczesniej
niewrazliwych na szerokie spektrum antybiotykow
i wreszcie nabycia znacznej opornosci przez mikro-
organizmy oportunistyczne [11, 12].

Ze wzgledu na rosngce zagrozenie zwigzane z coraz
czestszym wystepowaniem szczepéw wielolekoopor-
nych, utrudniajgcym lub wrecz uniemozliwiajacym
skuteczne leczenie, antybiotykooporno$¢ uznana
zostala za powazny problem medyczny w skali global-
nej [5, 42-44], a uwaga naukowcdédw skupiona zostata
na wyjasnieniu przyczyn tego zjawiska. Za szerzenie
lekoopornosci odpowiada wiele mechanizméw, a za
najwazniejszy z nich uwaza si¢ horyzontalny trans-
fer genow (HGT, Horizontal Gene Transfer). Oprocz
dobrze poznanych elementéw genetycznych odpowie-
dzialnych za HGT, takich jak plazmidy koniugacyjne

i transpozony, zidentyfikowano integrony, uznawane
obecnie za jeden z najwazniejszych czynnikéw szerze-
nia lekoopornosci [8, 9, 19, 36].

2. Charakterystyka integronow

Integrony opisano po raz pierwszy w 1989 roku [36],
poczatkowo uwazajac je za elementy charakterystyczne
wylgcznie dla genomu bakterii Gram-ujemnych [18, 26].
Maja one zwartg strukture. Czgsto okreslane sg mianem
platform naturalnej inzynierii genetycznej, gdyz umoz-
liwiaja wbudowanie egzogennych otwartych ramek
odczytu (zwanych kasetami genowymi) i ich konwer-
sje do funkcjonalnych gendw, poprzez zapewnienie ich
ekspresji [33, 36]. Wlaczenie kaset genowych w obreb
liniowej struktury integronu odbywa si¢ na zasadzie
rekombinacji umiejscowionej (site-specific recombi-
nation), niezaleznej od biatka RecA. Podstawowymi
elementami budowy integronu sa: gen intl, kodujacy
integraze, sekwencja attl, bedaca miejscem wlaczania
kaset genowych, oraz promotor P [10, 14, 25] (Rys. 1).

Zmiennymi elementami integronu sg kasety genowe,
ktorych wielkos¢ miesci sie w przedziale od 400 pz do
1kpz. Poza integronem kaseta wystepuje w cytopla-
zmie jako kolista, kowalencyjnie zamknieta czasteczka
dwuniciowego DNA, ktéra od plazmidu odréznia brak
zdolnosci do autonomicznej replikacji [24]. Do tej pory
odkryto ponad 130 kaset genowych zwigzanych z anty-
biotykoopornoscig [30]. Kazda kaseta zawiera miejsce
attC, zwane dawniej miejscem 59-be. Jest to zmienny,
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Rys. 1. Struktura integronu klasy 1 i wbudowywanie kaset genowych

niezbyt silnie konserwatywny region o dtugosci od 57 do
141 par zasad, warunkujgcy zajscie rekombinacji umiej-
scowionej i wbudowanie kasety w miejsce attI integronu
[8, 18]. Kluczowe dla attC s3 miejsca proste na dwoch
koncach, okreslane jako sekwencje konsensusowe LH
i RH (Left Hand, Right Hand). Kazde z nich sklada si¢
z pary silnie konserwatywnych miejsc rdzennych (core
sites), okreslanych odpowiednio jako 1L i 2L oraz 1R
i 2R [14, 15]. Dlugo$¢ sekwencji facznikowej miedzy
skrajnymi miejscami prostymi waha si¢ od 17 do 117 pz,
co wplywa na zmienng dlugos¢ elementu attC [30].

W odréznieniu od pozostatych enzymoéw z rodziny
rekombinaz tyrozynowych, integraza Intl ma zdolnos¢
nie tylko wigczania, ale i wycinania kaset genowych [26].
Umozliwia to rearanzacje kaset w integronie, co ma duze
znaczenie, gdyz ekspresja genow zawartych w kasetach
zalezy od promotora P, a fizyczne oddalenie genéw od
promotora znacznie ostabia ich transkrypcje [9].

Cho¢ sam integron nie ma zdolnosci do przemiesz-
czania si¢ w obrebie genomu, znaczng mobilno$¢ uzy-
skuje poprzez sprzg¢zenie z ruchomymi elementami
genetycznymi: transpozonami lub plazmidami koniu-
gacyjnymi, co umozliwia rozpowszechnianie oraz wy-
miane gendw opornosci wérdd wielu grup bakterii 3, 25].

Ze wzgledu na réznice w sekwencji genu integrazy,
integrony pogrupowano, wyrdzniajac pie¢ gtownych
klas, przy czym te nalezace do klas 1, 2 i 3 okresla si¢
jako integrony mobilne lub integrony opornosci, zas
klasa 4 i 5 obejmuje integrony odrebnego typu, zwane
superintegronami [6]. Do 1 klasy zaliczono wigkszo$¢

opisanych integronéw. Poniewaz czgstos¢ ich wyste-
powania w izolatach klinicznych jest wysoka, zostaly
one najlepiej zbadane [44]. Wykrywane s3 one row-
niez u bakterii Srodowiskowych [27, 35], a ich obecnos¢
moze by¢ skorelowana ze zwiekszonym potencjatem
chorobotwdrczym szczepu gospodarza [23]. Integrony
klasy 2 wykazuja strukturalne podobienstwo do inte-
gronow klasy pierwszej; sktadaja si¢ z genu integrazy,
int]2, promotora PinA1l oraz miejsca attI2. Podobien-
stwo miedzy sekwencjami aminokwasowymi genéw
intl1 i intI2 jest mniejsze niz 50%, lecz integraza klasy
drugiej nie jest funkcjonalna, bowiem zawiera w polo-
wie ramki odczytu kodon stop. Jedna z hipotez zaklada,
ze intl2 jest pseudogenem, wedlug innej moze to by¢
gen regulatorowy, sprze¢zony z funkcjonalnym intl1
[20]. Integrony klasy 2 s3 znacznie rzadziej spotykane,
a ich wystepowanie stwierdzano m.in. w szczepach
Escherichia coli, Salmonella enterica, Acinetobacter bau-
mannii i Burkholderia cepacia [1, 2, 8, 17, 21]. Wyste-
powanie integronéw klasy 3 ogranicza si¢ do kilku
gatunkow mikroorganizmdéw, m.in. Acinetobacter spp.,
Alcaligenes spp., Citrobacter freundii, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, P.aeruginosa, Pseudomonas putida, Sal-
monella spp. i Serratia marcescens [40].
Superintegrony to duze struktury zawierajace ponad
20 kaset genowych, po raz pierwszy zidentyfikowane
u Vibrio cholerae, w drugim, mniejszym chromosomie
[4]. Najwicksze superintegrony wykryto u Vibrio vul-
nificus (217 kaset genowych, kodujacych réznorodne
biatka, gléwnie o nieznanych funkcjach) i V. cholerae
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(179 kaset), [6]. W przeciwienstwie do klasycznych inte-
gronow, superintegrony nie sg zwigzane z mobilnymi ele-
mentami genetycznymi. Elementy takie opisano dotych-
czas u: Vibrionaceae, Shewanella sp., Xanthomonas sp.,
Pseudomonas sp. oraz innych Proteobacteria [40, 41].

3. Integrony bakterii Gram-dodatnich

Wigkszo$¢ opublikowanych danych na temat inte-
gronéw dotyczy bakterii Gram-ujemnych [3, 8, 9, 18,
19, 24-26]. Poczatkowo, brak doniesienn o obecnosci
integronow u bakterii Gram-dodatnich sklonil bada-
czy do uznania ich za struktury charakterystyczne tylko
dla bakterii Gram-ujemnych [18]. Sytuacja zmienifa sie
w 1998 1., kiedy opisano pierwszy integron szczepu bak-
terii Gram-dodatniej — Corynebacterium glutamicum
[29]. Byt to integron klasy 1, zlokalizowany w obrebie
plazmidu. Wkroétce obecnos¢ integronéw stwierdzono
w innych gatunkach Gram-dodatnich, zaréwno w izo-

latach klinicznych, jak i srodowiskowych [28].
3.1. Integrony Corynebacterium spp.

Opisano dotychczas integrony szczepdéw trzech
gatunkow bakterii z rodzaju Corynebacterium: C. casei,
C. ammoniagenes, C. glutamicum, przy czym najlepiej
poznano te elementy w C. glutamicum. W tym gatunku
integrony klasy 1 zidentyfikowano w obrebie dwdch
plazmidéw typu R (Resistance): pCG4, o wielkosci
29 kpz, determinujacym opornos¢ na streptomycyne
i spektomycyne oraz pTET3, o wielkosci 27,8 kpz,
warunkujagcym opornos¢ na streptomycyne, spektyno-
mycyne i tetracykline [29, 37].

Plazmid pCG4, zawierajacy pierwszy integron
odkryty u bakterii Gram-dodatnich, zostal opisany
w szczepie C. glutamicum T250 (ATCC 31830). Wyka-
zano, ze plazmid ten jest zdolny do replikacji takze
innych gatunkach bakterii, w Corynebacterium herculis,
Brevibacterium flavum i Microbacterium ammoniaphi-
lum [22]. Integron plazmidu pCG4 zawiera pojedyn-
cza kasete genowa, aadA2a, warunkujacg opornos¢ na
streptomycyne i spektynomycyne. Jego sekwencja jest
niemal identyczna z sekwencja integronu plazmidu
pSA1700, wystepujacego w szczepie Pseudomonas
aeruginosa. Réznice dotycza jedynie dwoch substytu-
¢ji nukleotydowych, z ktérych jedna (G > C) wystepuje
w genie aadA2a, a druga (C>G) w obrebie regionu
-10 promotora P . Obecnos$¢ guaniny w tym regionie
skutkuje zwiekszong aktywnoscig promotora integronu
C. glutamicum w pordéwnaniu ze typowym, ,stabym”
promotorem P_ obecnym w integronach klasy 1 [29].

Plazmid pTETS3, zidentyfikowany w szczepie C. glu-
tamicum LP-6, zawiera unikalny integron klasy 1 z ge-
nem integrazy, zinaktywowanym w wyniku wbudo-
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wania sekwencji insercyjnej IS6100. Region zmienny
zawiera pojedyncza kasete genowa aadA9, ktorej
sekwencja wykazuje maksymalnie 61% podobienstwa
do innych kaset typu aadA, obecnych w integronach
wielu gatunkow bakterii [37].

Poza C. glutamicum, integrony klasy 1 wykryto row-
niez w 10 izolatach C. ammoniagenes i trzech C. casei,
wyosobnionych z obornika pochodzacego z ferm dro-
biu w USA. W przypadku integronu C. ammoniage-
nes, region zmienny zawieral kasety genowe aadAl,
aadA2, aadA9 oraz dfrAl-aadAl, natomiast w elemen-
cie C. casei stwierdzono obecnos¢ kaset aadAl, dfrAl
(warunkuje opornos¢ na trimetoprim) oraz genu kodu-
jacego syntaze lipidu A [28].

Sprzgzenie integronéw Corynebacterium spp. z mo-
bilnymi wektorami HGT, jakimi sg plazmidy, pozwala
na propagacje tych elementéw w obrebie catego rodzaju
taksonomicznego. Dane, uzyskane przez Nandiego [28]
sugeruja, ze integrony klasy pierwszej, rozniace sie
rodzajem kaset genowych, sa powszechne u C. glutami-
cum, C ammoniagenes i C. casei. O transferze integronéw
miedzy znacznie oddalonymi filogenetycznie grupami
bakterii $wiadczy¢ moze niemal catkowite podobien-
stwo integronu C. glutamicum z plazmidu pCG4 oraz
integronu InC z Pseudomonas aeruginosa [29].

3.2. Integrony Enterococcus spp.

Integrony wykryto w dwoch najczesciej izolowanych
gatunkach bakterii z rodzaju Enterococcus - E. faecalis
i E. faecium. Pierwsze doniesienie dotyczylo wystepo-
wania genu aadAl w bezposrednim sgsiedztwie genu
integrazy intll, w szczepie E.faecalis W4770, wyho-
dowanym z préobki materialu pobranego od pacjenta
szpitala University of Wisconsin (USA) [7]. Geny te
wykryto w plazmidzie pNCC801 o wielkosci ok. 80 kpz,
ktory byt zdolny do transferu do komorek innego
szczepu E. faecalis, JH2-2, z czesto$cia rzedu 3 x 107
Opisany przez Clarka i wsp. [7] fragment integronu
o wielkosci 1009 pz jest identyczny ze zdeponowa-
nymi w bazie danych GenBank sekwencjami plazmi-
dow E. coli, Salmonella enterica, Shigella dysenteriae czy
Enterobacter cloacae.

Czeste wystepowanie integronéw stwierdzono réw-
niez u enterokokéw wyosobnionych od pacjentow
szpitala Jinan University (Chiny). Integrony klasy 1
z izolatéw E. faecalis najczgsciej zawieraly zestaw kaset
genowych dfrA12-orfF-aadA2. Jeden z izolatéw mial
dwa integrony klasy 1, kazdy z ciagiem kaset dfrA12-
-orfF-aadA2 i aadA2. Dwa izolaty niosly jednoczesnie
integrony klasy 1 i 2, zawierajace, odpowiednio, kasety
dfrA17-aadA5 i dfrAl-satl-aadAl. Integrony te wyka-
zywaly bardzo duze podobienstwo sekwencji, wyno-
szace powyzej 99%, do integronéw wykrytych u innych
gatunkow bakterii na terenie tego samego szpitala.
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Ponadto, te same zespoly kaset genowych dominowatly
u roznych gatunkow bakterii, zaréwno Gram-dodatnich
jak i Gram-ujemnych, co sugeruje ich rozprzestrzenia-
nie wérdd bakterii w srodowisku szpitalnym [42].

3.3. Integrony Staphylococcus spp.

Pierwsze dane o obecnosci integronéw w bakte-
riach z rodzaju Staphylococcus pochodzg z 2004 roku.
Nandi i wsp. [28] wykryli integrony klasy 1 w szczepach
3 gatunkow (8. lentus, S. nepalensis i S. xylosus), wyizo-
lowanych z obornika z fermy drobiu. W szczepie ostat-
niego wymienionego gatunku, w regionie zmiennym
zidentyfikowano gen transketolazy, natomiast pozo-
state izolaty mialy integrony ,,puste”, bez wbudowanych
kaset genowych.

Integrony klasy 1 pochodzace z gronkowcdéw wyho-
dowanych z materialéw pobranych od pacjentéw szpi-
tali poznano kilka lat pdzniej. W 2007 r. Xu i wsp. [39]
wykryli je w izolatach klinicznych S. aureus. Wszystkie
te integrony zawieraly pojedyncza kasete genowa aadA 1.
Badania przeprowadzone przez ten sam zespo6t dopro-
wadzily rowniez do odkrycia integronow klasy 1 w 30
z 54 (55,6%) opornych na metycyline szczepéw gron-
kowcow koagulazo-ujemnych: S. epidermidis, S. homi-
nis, S. haemolyticus i S. warneri. Zidentyfikowano cztery
zastawy kaset genowych: dfrAl-orfF-aadA2, aacA4-
-cmlAl, dfrA17-aadA5 i aadA2. Co ciekawe, analiza
metoda hybrydyzacji Southern blot wykazata, ze we
wszystkich szczepach integrony byly zlokalizowane
w chromosomie, a nie w plazmidach, co ma miejsce
w przypadku wiekszo$ci integronow bakteryjnych.

Xu i wsp. [42] podali takze dane o czgstym wyste-
powaniu integronéw klasy 1 w klinicznych szczepach
S.aureus opornych na metycyling (MRSA). Autorzy
wykryli je w 76 ze 179 (42,5%) izolatéw. Integrony te
zawieraly cztery zestawy kaset genowych: dfrA1-orfF-
-aadA2, aacA4-cmlAl, dfrAl17-aadA5 i aadA2, a wiec
takie same jak u opornych na metycyline gronkowcow
koagulazo-ujemnych. Analizowane szczepy byly izolo-
wane w latach 2001-2006 od pacjentéw z zakazeniami
szpitalnymi. W poszczegélnych latach odnotowywano
najczesciej wystepowanie jednego zestawu kaset, co
moze $wiadczy¢ o mozliwosci przekazywania inte-
gronéow wsrod gronkowcéw na drodze HGT. Jednak
z drugiej strony, chromosomowa lokalizacja integronow
u gronkowcow zdaje si¢ przeczy¢ tej hipotezie [44]. Pod-
sumowujac, budowa integronow Staphylococcus spp. nie
odbiega od ogolnego schematu. Uwage zwraca ich kon-
serwatyzm pod wzgledem zawarto$ci kaset genowych.
Najbardziej rozpowszechnione sa kasety genowe typu
aadA (95,9%) i drfA (52,5%) a najczesciej wystepujacym
zestawem kaset jest drfA12-orfF-aadA2 [39, 40, 44].

Obecnoé¢ kaset genowych zawierajacych geny
z rodziny aadA zwigzana jest z opornoscig na strep-
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tomycyn¢ i spektynomycyng, aacA4 determinuje
oporno$¢ na aminoglikozydy, kasety z rodziny drfA
zapewniaja opornos¢ na trimetoprim, a kaseta cmlAl
warunkuje oporno$¢ na chloramfenikol. Co wiecej,
obecno$¢ integronéw u Staphylococcus spp. skorelo-
wana jest z wielolekoopornoscig tych bakterii. Ren
i wsp. ustalili [32], Ze integrony wystepuja u 80%
badanych szczepéw MRSA opornych na 12 antybio-
tykéw, podczas gdy w szczepach opornych na jeden
antybiotyk, integrony obecne byly tylko w 43,8% izo-
latéw. W ostatnich latach zauwazalna jest takze ten-
dencja wzrostowa w wykrywalnosci integronéw klasy 1.
W 2009 roku integron tej klasy zidentyfikowano u Sta-
phylococcus epidermidis, a zawarte w nim kasety genowe
zwigzane byly z opornoscia na aminoglikozydy - aac6
oraz B-laktamy - aac6™-aph2 [31]. Integrony klasy
pierwszej byly powszechnie wykrywane réwniez w izo-
latach Staphylococcus spp. pochodzacych z wymazow
gardla i nosa - 40,5% z 200 szczepow zawieralo inte-
grony. Co wiecej, po raz pierwszy zanotowano integron
u Staphylococcus saprophyticus. Daje to w sumie dzie-
wie¢ gatunkow z tego rodzaju ze zidentyfikowanymi
integronami (S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. warneri, S. hominis, S. lentus, S. nepalensis, S. xylosus
iS. saprophyticus) 28, 44].

3.4. Integrony Streptococcus spp.

Oprocz Corynebacterium spp., Enterococcus spp.
i Staphylococcus spp., obecno$¢ integrondw stwierdzono
réwniez u bakterii z rodzaju Streptococcus (Tabela I).
W badaniach przeprowadzonych w latach 2001-2002
w Chinach, wykryto cztery szczepy Streptococcus spp.,
wyhodowane z materialéw pobranych od pacjentéw
szpitala, zawierajgce integrony klasy 1 z zestawem kaset
drfA12-orfF-aadA2 [34].

3.5. Integrony innych gatunkow bakterii
Gram-dodatnich

Obecnos¢ integronéw klasy 1 wykazano metoda
PCR takze w bakteriach Aerococcus sp. oraz Brevi-
bacterium thiogenitalis, wyizolowanych z obornika
pochodzacego z ferm drobiu. Nie uzyskano jednak
produktu amplifikacji regionéw zmiennych integro-
néw, co swiadczy¢ moze o braku wbudowanych kaset
genowych, badZ mutacji w obrebie sekwencji komple-
mentarnej do zastosowanych starterow [28].

4. Podsumowanie
Integrony to struktury genetyczne powszechne

w genomach wielu gatunkéw bakterii, warunkujace
adaptacje mikroorganizmdw oraz wplywajace na tempo
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Tabela I
Charakterystyka integronéw bakterii Gram-dodatnich
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Gatunek Integron Szeregi kaset genowych Pi$miennictwo
Aerococcus sp. Klasa 1 |gen kodujacy metylazg tRNA [28]
Brevibacterium thiogenitalis Klasa 1 |nie wykryto [28]
Corynabacerium ammoniagenes | Klasal |aadA2, aadA9, dfrAl-aadAl [28]
C. casei Klasal |dfrAl-aadAl [28]
C. glutamicum Klasal |aadA2, aadA9 (29, 37]
Enterococcus faecalis Klasal |dfrAl2-orfF-aadA2, dfrA17-aadA5, aadA2 [7,42]
E. faecalis Klasa2 |dfrAl-satl-aadAl [42]
E. faecium Klasa 1 |dfrAl12-orfF-aadA2, dfrA17-aadA5, aadA2 [42]
Staphylococcus aureus Klasa 1 |dfrAl12-orfF-aadA2, dfrAl17-aadA5, aadA2, aacA4-cmlAl [42]
S. epidermidis Klasa 1 |dfrAl12-orfF-aadA2, dfrAl17-aadA5, aadA2, aacA4-cmlAl [39]
S. hominis Klasa 1 |dfrAl12-orfF-aadA2, dfrA17-aadA5, aacA4-cmlAl [39]
S. haemolyticus Klasal |dfrAl12-orfF-aadA2 [39]
S. lentus Klasa 1l |nie wykryto [28]
S. nepalensis Klasal |nie wykryto [28]
S. xylosus Klasa 1 | nie wykryto [28]
S. warneri Klasal |dfrAl2-orfF-aadA2 [39]
Streptococcus sp. Klasa 1 |drfAl12-orfF-aadA2 [34]

ich ewolucji. Obecnos¢ integronéw jest czesto skorelo-
wana ze wielooopornoscia szczepéw ich gospodarzy.
Stanowi to powazny problem, ze wzgledu na szybko
szerzaca si¢ lekooporno$¢ wsrod bakterii. Przeprowa-
dzone analizy poréwnawcze wskazujg, ze integrony
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych s3 blisko
spokrewnione - maja podobng strukture i koduja
identyczne integrazy. Swiadczy to czestych zdarze-
niach horyzontalnego transferu genéw miedzy oby-
dwoma grupami bakterii, by¢ moze z udzialem mobil-
nych elementéw genetycznych o szerokim zakresie
gospodarzy. Wiekszos¢ opisanych integrondw bakterii
Gram-dodatnich nalezy do klasy 1 i zaobserwowano
je w gatunkach nalezacych do rodzajow Corynebac-
terium, Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus,
Aerococcus i Brevibacterium. Integrony klasy 2 stwier-
dzono jedynie u enterokokéw, natomiast integrondw
klasy 3 nie zaobserwowano dotad w bakteriach Gram-
-dodatnich. Nalezy jednak zauwazy¢, ze dystrybu-
cja i zmienno$¢ integrondéw w tej grupie bakterii sa
wcigz stabo poznane.
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1. Wprowadzenie. 2. Genetyczne uwarunkowania kolonizacji rosliny przez endofity bakteryjne. 3. Genetyczne podloze odpornoséci
bakterii endofitycznych na stres oksydacyjny i osmotyczny. 4. Mechanizmy sekrecji i translokacji bialek efektorowych. 5. Czynniki
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roélina. 7. Podsumowanie

Genetic basis of endophytic bacteria-plant interactions

Abstract: Bacterial endophytes promote plant growth through colonization of the internal tissues of the plant without external signs of
infection or negative effects on their host. Although endophytic bacteria enter the plant through the primary and lateral root hair cells,
root cracks and wounds, they are found at many sites in the plants, such as stems, leaves, seeds, and xylem. The colonization of plant tissues
comprises: host recognition, chemotactic migration of endophyte towards root exudates, adhesion to the surface of the root, penetration
of the epidermidis and finally adaptation to a new environment. The distinctive features of endophytic bacteria are their flagellar motility,
secretion of the cell-wall degrading enzymes (CWDEs) and biofilm-forming ability. It is postulated that endophytic bacteria capable of
colonizing plants should contain at least a minimum set of genes responsible for their endophytic behavior. Among them, genes involved
in chemotaxis and adhesion processes, secretion and translocation of effector proteins as well as genes which facilitate survival in reactive-
oxygen rich environment can be distinguished. An important group of genes are the ones which encode regulatory proteins involved in
the control of gene expression at the transcriptional level. However, in establishing an endophytic association with plants, species-specific
gene-functions seem to be involved. Identification of genes responsible for endophytic behavior will increase our knowledge about the
genetic aspects of plant-endophyte interactions and enable to fully exploit their potential.

1. Introduction. 2. Genetic determinants of plant colonization by bacterial endophytes. 3. The genetic basis of endophytic bacteria resistance
to oxidative and osmotic stress. 4. Mechanisms of secretion and translocation of effector proteins. 5. Transcription factors involved in the

interactions of bacterial endophytes with the host. 6. Changes in gene expression in the plant-endophyte interactions. 7. Summary

Slowa kluczowe: bakterie endofityczne, biatka efektorowe, kolonizacja rosliny
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endophytic bacteria, effector proteins, plant colonization

1. Wprowadzenie

Endofity bakteryjne, to pochodzace gtéwnie z ryzo-
sfery, bakterie kolonizujace wewnetrzne tkanki roélin,
niewywolujace objawéw chorobowych [14]. Bakterie
te moga wnika¢ do rosliny poprzez wloéniki, korzenie,
jak réwniez poprzez przetchlinki czy aparaty szpar-
kowe [34]. Moga dostawac si¢ do wnetrza rosliny przez
uszkodzenia wywotlane czynnikami abiotycznymi lub
enzymami degradujacymi $ciany komérkowe (CWDE
— Cell Wall Degrading Enzymes) [19]. Endofity moga
pozostawa¢ w miejscu wnikniecia do rosliny lub migro-
wac poprzez jej system waskularny lub apoplast [36].

Zdolnos¢ bakterii do kolonizacji roéliny i oddzia-
tywan endofitycznych z gospodarzem zwigzana jest
z genetycznym uwarunkowaniem ruchliwosci, zdol-
nosci do adhezji do powierzchni korzenia i penetracji
tkanek gospodarza, utrzymania potencjatu redoks, jak
réwniez sekrecji i transportu substancji odzywczych.
Wazng grupe genow stanowia geny kodujace biatka

regulatorowe zaangazowane w kontrole ekspresji genow
na poziomie transkrypcji [2]. Cechy bakterii niezbedne
w procesie kolonizacji rodliny i oddzialywan endofi-
tycznych z gospodarzem przedstawiono w tabeli I.

2. Genetyczne uwarunkowania kolonizacji rosliny
przez endofity bakteryjne

Proces kolonizacji rosliny zwykle rozpoczyna sie
od rozpoznania przez bakterie endofityczne specyficz-
nych zwigzkow wydzielanych przez rosline i migracje
w kierunku ich Zrédla. Zdolno$¢ do przemieszczania
sie w kierunku bodzca chemicznego zwana jest che-
motaksja dodatnig. Proces ten zostal szczegdélowo
poznany i opisany u Escherichia coli [31]. W odpowie-
dzi na pojawienie si¢ w $rodowisku danego zwiazku,
chemiczny ligand zostaje rozpoznany przez zlokalizo-
wany na powierzchni komorki chemoreceptor MCP
(Methyl-accepting Chemotaxis Protein). Zwigzanie

* Autor korespondencyjny: Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Katedra Biochemii, ul. Jagiel-
lonska 28, 40-032 Katowice, tel. 32 2009 462, email: katarzyna.hupert-kocurek@us.edu.pl
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Tabela I
Cechy warunkujace zdolno$¢ bakterii do kolonizacji i oddziatywan endofitycznych z roéling

Zdolnos¢ do ruchu

rzeski, pilusy typu IV

Adhezja do powierzchni korzenia, tworzenie biofilmu

rzeski, pilusy typu IV, egzopolisacharydy, lipopolisacharydy, hemaglutyniny/
hemolizyny, wtdkna curli

quorum sensing

synteza AHL, receptory specyficzne dla AHL

Zdolnos¢ degradacji $ciany komorkowej roslin

pektynazy, celulazy, proteazy

Odpornoé¢ na stres oksydacyjny

katalaza, peroksydaza, transferaza S-glutationowa, dysmutaza ponadtlenkowa,
pompy typu RND, synteza i degradacja PHB

Sekrecja i translokacja biatek efektorowych

systemy sekrecji typu I-VI, system Sec i Tat

liganda powoduje wzbudzenie sygnatu przenoszonego
przez szereg biatek chemotaktycznych (Che) na ztozony
kompleks bialkowy rzeski. Jednym z chemotaktycznych
bialek zaangazowanych w przenoszenie sygnalu jest
kinaza histydynowa, CheA. Bialko to, ulegajac autofos-
forylacji, przenosi grupe fosforanowa na bialko CheY
regulujace aktywnos¢ systemu oddzialujacego bezpo-
srednio z flagellum, kontrolujacego kierunek rotacji
wici. Do grupy biatek warunkujacych przenoszenie
sygnatu i chemotaktyczny ruch bakterii w komoérkach
E. coli naleza takze: bialko CheW modulujace aktyw-
nos$¢ CheA, metylotransferaza CheR i esteraza metylowa
CheB katalizujace metylacje MCP [31]. Obecno$¢ genu
chsA kodujacego biatko CheA, jak réwniez aktywno$¢
tego enzymu wykazano w komorkach endofitycznego
szczepu Azospirillum brasilense. Badania Pedraza i wsp.
[32] obejmujace mutageneze i klonowanie genu chsA
oraz izolacje i charakterystyke biatka CheA potwierdzity
jego udziat w chemotaktycznej odpowiedzi szczepu.
Ruchliwo$¢ jest jedna z wazniejszych cech bakterii
endofitycznych umozliwiajacg efektywna kolonizacje
roéliny. Bakterie te moga przemieszcza¢ si¢ ruchem
biernym, zgodnym z przeptywem wody w roslinie,
lecz aktywna ruchliwo$¢ umozliwia im niezalezne
przemieszczanie si¢ w obrebie tkanek gospodarza.
Zdolnos¢ endofitow bakteryjnych do ruchu wynika
z obecnosci gendw kodujacych rzeski lub pilusy typu IV
odpowiedzialne za drgajacy ruch komorek. Badania
Mitter i wsp. [13] wykazaly, ze ruch drgajacy komorek
uwarunkowany obecnoscig piluséw typu IV jest nie-
zbedny do kolonizacji ryzu przez endofityczng bakte-
rie Azoarcus sp. BH72. W komorkach szczepu BH72,
synteza tego typu pilusow jest zwigzana z obecnoscia
genu pilA, kodujacego krétki peptyd - prepiling i genu
pilB, kodujacego biatko niezbedne w procesie syntezy
piluséw. Oba geny tworzg operon pilAB i s3 rGwnoczes-
nie transkrybowane. W komdrkach szczepu Azoarcus
sp. BH72 wykazano takze obecnos¢ dodatkowego genu
pilT, kodujacego biatko o aktywnosci ATPazy, odpo-
wiedzialne za retrakcje pilusa typu IV warunkujacg
przesuniecie komorki [7]. Mutacja w obrebie genu
pilT, kodujacego biatko PilT powoduje, ze szczep BH72
tworzy mikrokolonie na powierzchni korzeni ryzu, lecz

jego zdolno$¢ do inwazji i kolonizacji tej roéliny jest
znacznie uposledzona.

Kolejny, kluczowy etap kolonizacji rodliny przez
bakterie polega na adhezji komérek bakteryjnych do
powierzchni korzenia i ich intensywnych podziatach
skutkujacych utworzeniem biofilmu. Tworzenie bio-
filmu przez bakterie, jak i szereg proceséw, takich
jak: replikacja DNA, biosynteza metabolitow wtdr-
nych czy bioluminescencja, ulega regulacji poprzez
mechanizm quorum sensing (QS). U bakterii Gram-
-ujemnych, czasteczkami sygnalowymi odpowiada-
jacymi za QS, sa najczesciej acylowe pochodne lak-
tonu homoseryny (AHL). Czasteczki te wydzielane
sa do $rodowiska, a gdy ich stezenie przekroczy war-
to$¢ progowa, nastepuje zmiana ekspresji genéw we
wszystkich komdrkach danej populacji. Jak wykazaly
badania Dourado i wsp. [11], u endofitycznych bak-
terii z rodzaju Methylobacterium zaggszczenie ko-
morek, a co za tym idzie, produkcja AHLs ma wigkszy
wplyw na ekspresje gendw zwigzanych z interakcjami
pomiedzy bakteriami a gospodarzem, niz wydzieliny
roélinne. Czasteczki AHL zwigkszaja ekspresje genow
zwigzanych z metabolizmem bakterii (mxaF), adaptacja
bakterii do stresu srodowiskowego (crt, sss) oraz reak-
cja bakterii na wydzieliny roslinne (acdS). W komor-
kach tych mikroorganizméw, w obecnosci wydzielin
roslinnych, jedynie gen mxaF ulega zwiekszonej eks-
presji. Zdolno$¢ do produkeji specyficznego laktonu,
OOHL (lakton N-3-oksyoktanylo-L-homoseryny),
wykazano w komorkach Pantoea agglomerans YS19.
Ta endofityczna, diazotroficzna bakteria wyizolowana
z ryzu, zdolna jest do tworzenia wielokomoérkowych
agregatow zwanych symplazmatami. Cho¢ YS19 wnika
do tkanek gospodarza w postaci pojedynczych ko-
morek, to kolonizacja zachodzi w postaci symplazmat
[53]. Badania Jiang i wsp. [17] wykazaly, ze inkubacja
komorek P. agglomerans YS19 w pozywce z dodatkiem
OOHL zwigksza ich zdolnos¢ do kolonizacji gospoda-
rza o okolo 67%. W badaniach obserwowano réwniez
wzrost $redniej $wiezej masy siewek ryzu o 11,8%.
Obserwowane efekty moga wynika¢ z intensywniej-
szego tworzenia symplazmat i zwiekszonej zdolnosci
do ruchu komoérek promowanej przez OOHL.
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Wytwarzanie AHL nie zawsze wplywa na efek-
tywnos¢ kolonizacji roéliny przez bakterie. Badania
z uzyciem laktonazy rozkladajacej acylowe pochodne
laktonu homoseryny produkowanej przez endofityczny
szczep Azospirillum lipoferum B518, wykazaly, ze enzy-
matyczna dezaktywacja AHLs powoduje zanik aktyw-
nosci pektynaz, zwigkszong synteze sideroforéw oraz
zmniejszong synteze kwasu indolilooctowego (IAA).
Nie obserwowano natomiast zadnych zmian w aktyw-
nosci celulaz czy zdolnosci szczepu do poruszania sig.
Wyniki opisanych badan sugerujg, ze regulacja ekspresji
genow istotnych dla kolonizacji rosliny, jak i promocji
wzrostu gospodarza przez QS sg specyficzne dla danego
szczepu bakterii [6].

Wstepny etap kolonizacji rosliny — adhezje bakterii
do korzenia, warunkujg slabe odwracalne oddzialy-
wania miedzyczasteczkowe. Kolejna faza oddziatywan
jest nieodwracalna i wynika z oddzialywan miedzy
powierzchnig korzenia a fimbriami lub flagellami
mikroorganizmu [34]. W A. brasilense Sp7, wici sa nie-
zbedne nie tylko do chemotaktycznego przemieszczania
sie bakterii w kierunku korzenia, ale takze w poczatko-
wym etapie adhezji komorek i ich trwalym zakotwicze-
niu. Mutanty badanego szczepu niewytwarzajace wici
nie wykazujg zdolnosci do kolonizacji gospodarza [44].
Obnizong zdolnos¢ do tworzenia biofilmu i poruszania
sie wykazywal takze niezdolny do syntezy wici mutant
szczepu Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 [5].

Zakotwiczenie endofitow bakteryjnych na powierz-
chni korzenia gospodarza, moze by¢ réwniez zwia-
zane z obecnoscig zewnatrzkomoérkowych biatek lub
polimeréw otoczkowych [34]. Widkna curli to gtéwny
biatkowy skladnik macierzy zewnatrzkomdrkowej
u wielu szczepdw bakterii z rodziny Enterobacteriaceae.
Wiokna te zaangazowane sg w procesy adhezji komorek
do powierzchni korzenia, agregacji komoérek bakteryj-
nych i formacji biofilmu. W genomie szczepu Pseudo-
monas putida W619 zlokalizowano dwa klastry genow:
csgEFG i csgAB, ktore koduja biatka odpowiedzialne za
tworzenie tego typu widkien [50]. Jak wykazaly badania
de Oliveira Pinheiro i wsp. [10] nad kolonizacjg roslin
przez bakterie z rodzaju Azospirillum, w przytwier-
dzaniu bakterii do powierzchni korzenia moze takze
uczestniczy¢ $§luz wydzielany przez korzenie. Adhezja
komorek do powierzchni korzenia mozliwa jest réw-
niez dzieki produkgji biofilmu, ktdrego struktura stabi-
lizowana jest przez egzopolisacharydy (EPS). Wprowa-
dzenie mutacji w obrebie genu gumD, zaangazowanego
w synteze EPS u szczepu G. diazotrophicus Pal5, unie-
mozliwia przytwierdzanie si¢ mutanta do powierzchni
korzenia i efektywna kolonizacje gospodarza [28].

W kolonizacji roéliny przez bakterie, réwnie wazna
jest zdolnos§¢ bakterii endofitycznych do produkeji
kwasu indolilooctowego (IAA). IAA produkowany
przez bakterie endofityczne moze stymulowa¢ tworze-
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nie korzeni bocznych i wlo$nikéw, co powoduje zwiek-
szenie powierzchni korzeni, a tym samym mozliwosci
wnikania bakterii do wnetrza rosliny. Bakteryjny IAA
rozluznia strukture $ciany komorkowej, jak tez zwiek-
sza ilo§¢ produkowanych polisacharydéw, ktore moga
by¢ wykorzystywane przez inne mikroorganizmy.
Polisacharydy przyciagaja kolejne potencjalne endo-
tity bakteryjne oraz umozliwiajg wzrost i rozwoj bak-
teriom ryzodermalnym. Bakteryjne IAA umozliwiaja
réwniez, ominigcie systemu obronnego gospodarza
poprzez ostabienie sygnalizacji zwigzanej z IAA, co
z kolei moze przyczyniaé si¢ do osiagniecia sukcesu
kolonizacyjnego [12].

Bakterie endofityczne mogag wnika¢ do wnetrza
rosliny w miejscach naruszenia cigglosci tkanek. Jed-
nakze, ze wzgledu na syntez¢ zewnatrzkomoérkowych
enzymow odpowiedzialnych za degradacje roslinnej
$ciany komoérkowej (CWDE - Cell Wall Degrading
Enzymes), czes¢ tych mikroorganizméw wnikajgc do
komorek gospodarza nie wymaga obecnosci uszkodzen
[34, 45]. Zdolnos¢ syntezy enzymoéw pektynolitycz-
nych, celulolitycznych i proteolitycznych stwierdzono
u szczepOw: Azoarcus sp. BH72 [20], Azospirillum
irakense, Bulkholderia sp. PsJN, Enterobacter asburiae
JM22, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas sp. IMBG294
[30], Pseudomonas sp. A3R3 [22], Pseudomonas fluores-
cens [34], Klebsiella pneumoniae 342 [13], Azospirillum
sp. B510 [18] i Pseudomonas stutzeri A1501 [52].

W genomie endofitycznego szczepu Azoarcus sp.
BH?72 zidentyfikowano gen eglA, kodujacy endogluka-
naze (EC 3.2.1.4) hydrolizujacg wiazania {3-1,4-gliko-
zydowe celulozy. Zwigkszong ekspresje genu eglA obser-
wowano w komérkach bakterii bytujacych w poblizu
korzeni bocznych i wierzchotkéw korzeni ryzu, ktére
s3 glownymi miejscami wnikania bakterii do wne-
trza rosliny. Jak wykazaly badania Krause i wsp. [20],
mutanty w genie eglA charakteryzowaly si¢ obnizona
zdolno$cig do wewnatrzkomodrkowej kolonizacji epi-
dermy korzeni i brakiem zdolnosci do systemicznego
rozprzestrzeniania si¢ w siewkach ryzu. W komoérkach
badanego szczepu nie wykazano obecnosci gendw
kodujacych inne enzymy z grupy CWDE (20, 37].

Zdolno$¢ do produkeji enzymoéw degradujacych
$ciany komorkowe roélin wykazano takze u szczepow
G. diazotrophicus Pal5 i UAP5541. Szczepy te synte-
tyzuja endoglukanaze (EC3.2.1.4), endopolimety-
logalakturonaze (EC3.2.1.15) i endoksyloglukonaze
(EC3.2.1.151), ktore w przeciwienstwie do endo-
glukanazy szczepu Azoarcus sp. BH72, umozliwiaja
wykorzystanie odpowiednio celulozy, pektyny i ksy-
loglukanu, jako jedynego zrdédta wegla. Jak sugeruja
badania Adriano-Anaya i wsp. [1], regulacja syntezy
tych enzyméw stanowi mechanizm kontroli wzrostu
G. diazotrophicus Pal5 i UAP5541 wewnatrz korzeni
gospodarza.
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Tabela II
Geny endofitéw bakteryjnych warunkujace skuteczng kolonizacje¢ roéliny i funkcjonowanie bakterii w komoérkach gospodarza
Funkcja kodowanego . .. 5
Szczep Gen peptydu/biatka Efekt inaktywacji genu Zroédlo
Azoracus sp. BH72 pilT retrakgja pilusa typu IV brak zdolnosci szczepu do ruchu drgajacego, obni-| (7]
warunkujgca ruch komorki biatko |zenie o 50% zdolnosci szczepu do kolonizacji ryzu
Azoracus sp. BH72 pilA strukturalne pilusa typu IV obnizona zdolno$¢ do formowania mikrokolonii [7]
na powierzchni korzenia ryzu
Azoracus sp. BH72 eglA hydroliza wigzan obnizona zdolno$é¢ kolonizacji komoérek epidermy| [20]
B-1-4-glikozydowych celulozy korzeni ryzu
Azospirillum brasilense Sp7 | motl, mot2, | synteza wici, zdolno$¢ do ruchu  |brak zdolnosci adsorbcji do powierzchni korzeni, | [43]
mot3  |chemotaktycznego obnizona zdolnos¢ kolonizacji pszenicy
Azospirillum brasilense chsA  |kinaza histydynowa, bialko obnizona zdolno$¢ do chemotaktsji i kolonizacji | [32]
chemotaktyczne, zaangazowa- truskawek
nych w przenoszenie sygnatu
Gluconacetobacter gumD  |produkcja egzopolisacharydéw  |obnizona zdolno$¢ adsorbcji do powierzchni [28]
diazotrophicus Pal5 korzeni, tworzenia biofilmu i kolonizacji ryzu
Gluconacetobacter sod dysmutaza nadtlenkowa, obnizona zdolnos¢ kolonizacji ryzu [3]
diazotrophicus Pal5 inaktywacja anionorodnika
ponadtlenkowego
Gluconacetobacter gr reduktaza glutationowa, obnizona zdolnos¢ kolonizacji ryzu [3]
diazotrophicus Pal5 odtwarzanie zredukowanej formy
glutationu
Gluconacetobacter flgA zdolnos¢ do ruchu obnizona zdolnoé¢ do tworzenia biofilmu [39]
diazotrophicus Pal5 chemotaktycznego i poruszania si¢
Herbaspirillum hrpE  |bialka systemu sekrecji typu IIl  |obnizona zdolno$¢ kolonizacji ryzu [41]
rubrisubalbicans hrcN
Salmonella Typhimurium invA jedno z biatek rdzenia kompleksu |indukcja odpowiedzi systemu odpornosciowego | [42]
sytemu sekrecji typu III tytoniu

Ekspansyny to bialka obecne w $cianie komarko-
wej roslin odpowiedzialne za rozluznianie jej struktury.
Rozrywajg one, na drodze nieenzymatycznej, nieko-
walencyjne wigzania miedzy mikrofibrylami celulo-
zowymi a glikanami [38]. Wiele mikroorganizmoéow
oddziatujacych z rodlinami jest zdolna do produkeji
biatek podobnych do ekspansyn. Geny kodujgce zew-
natrzkomorkowe biatka posiadajace domeny o struk-
turze podobnej do ekspansyn znaleziono w genomie
Micromonospora lupini Lupac 08 wyizolowanej z bro-
dawek korzeniowych Lupinus angustifolius. Sugeruje
sie, ze produkcja bialek podobnych do ekspansyn
przez bakterie endofityczne moze by¢ rowniez istotna
dla promogiji ich interakcji z roslinnym gospodarzem
[46]. Geny endofitow bakteryjnych warunkujace sku-
teczng kolonizacje roéliny i funkcjonowanie bakterii
w komorkach gospodarza zebrano w tabeli I1.

3. Genetyczne podloze odpornosci bakterii endo-
fitycznych na stres oksydacyjny i osmotyczny

Rosliny wytworzyly szereg réznych mechanizméw
warunkujacych ochrone przed infekcjami bakteryj-
nymi, wirusowymi i przed grzybami. Jednym z nich

jest produkcja reaktywnych form tlenu czy tlenku
azotu [45]. W zwiazku z tym, dla efektywnej koloni-
zacji komorek gospodarza, endofity bakteryjne musza
by¢ przystosowane do przetrwania w srodowisku boga-
tym w te zwiazki [2].

Enterobacter sp. 638 to endofityczny szczep wyizo-
lowany z topoli zdolny do promocji wzrostu roslin.
W genomie tego szczepu zidentyfikowano szereg
genow kodujacych enzymy zaangazowane w procesy
usuwania reaktywnych form tlenu, miedzy innymi geny
dysmutazy ponadtlenkowej, peroksyreduktazy, chloro-
peroksydazy, peroksydazy tiolowej, jak rowniez geny
kodujgce enzymy umozliwiajace synteze glutationu.
Szczep ten zdolny jest réwniez do detoksykacji wolnych
rodnikow tlenku azotu dzigki obecnosci genu kodu-
jacego dioksygenaze tlenku azotu oraz grupy genow
kodujacych enzymy beztlenowej redukeji azotanéw.
W komorkach Enterobacter sp. 638 kluczowym regu-
latorem aktywujgcym ekspresje gendw zaangazowanych
w obrong przed stresem oksydacyjnym indukowanym
nadtlenkiem wodoru jest bialko OxyR [24].

W komorkach K. pneumoniae 342, diazotroficz-
nego endofita o szerokim zakresie gospodarza, ziden-
tyfikowano gen kodujacy biatko Ada niezbedne do
aktywowania transkrypcji gendéw zaangazowanych
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w odpowiedz komorki na uszkodzenia wzoru metyla-
cji DNA, ktore moga by¢ spowodowane przez czyn-
niki alkilujace lub tlenek azotu. Badany szczep posiada
takze gen uvrA, kodujacy endonukleaz¢ zaangazowana
w naprawe uszkodzenn DNA, wywotanych m.in. nad-
tlenkiem wodoru oraz geny kodujace dysmutaze nad-
tlenkowa, katalaze, peroksydaze, peroksyreduktaze
i transferaze glutationowy. Podobnie jak Enterobacter
sp. 638, szczep K. pneumoniae 342 zdolny jest do usu-
wania wolnych rodnikéw tlenku azotu dzigki obecnosci
biatka odpowiedzialnego za detoksykacje tlenku azotu
i grupy genow kodujacych enzymy beztlenowej reduk-
cji azotanow [13]. W genomach obu szczepow bakterii
zidentyfikowano takze geny kodujace kompleks biat-
kowy - AcrAB. Pompa AcrAB odpowiedzialna jest za
usuwanie z komdrek bakteryjnych fitoaleksyn, ktére sa
produkowane przez roéliny w odpowiedzi na infekcje
wywolane przez patogeny roélin [13, 45].

Obecnos¢ gendw kodujacych biatka zaangazowane
w usuwanie reaktywnych form tlenu wykazano takze
w genomie P. putida W619, endosymbionta wyizolowa-
nego z topoli [50] oraz szczepu P, stutzeri A1501, kolo-
nizujgcego i infekujgcego korzenie ryzu [52]. W komor-
kach P. putida W619 odpowiedz na stres oksydacyjny
regulowana jest przez czynnik transkrypcyjny PerR,
ktérego aktywno$¢ zalezy od obecnosci jonow Fe?* lub
Mn?*. Biatko to wiaze si¢ z DNA powodujac represje
genow zwigzanych z odpowiedzig na stres oksydacyjny.
W obecnosci nadtlenku wodoru biatko PerR oddyso-
cjowuje od DNA, dzigki czemu regulowane przez ten
represor geny moga ulec ekspresji [24, 50]. W odpo-
wiedzi na obecno$¢ reaktywnych form tlenu w komor-
kach szczepu P, stutzeri A1501 obserwuje sie natomiast
indukcje genu bep kodujacego biatko Bep o aktywnosci
peroksydazy tiolowej zaleznej od tioredoksyny [35].

W komoérkach Agrobacterium tumefaciens [8] i P. pu-
tida [40] w ochrone przed stresem oksydacyjnym
zaangazowane jest biatko wigzagce DNA - Dps (DNA-
-binding protein from starved cells), zidentyfikowane
i opisane po raz pierwszy u E. coli. W przeciwienstwie
do E. coli, w komorkach A. tumefaciens biatko Dps nie
wigze si¢ z DNA, lecz jego ochronna rola wynika ze
zdolnos$ci wigzania jonow zelaza i hamowania formacji
rodnikéw hydroksylowych [8].

Znaczaca role enzymow zaangazowanych w procesy
usuwania reaktywnych form tlenu: reduktazy glutatio-
nowej i dysmutazy nadtlenkowej w endofitycznej kolo-
nizacji ryzu przez szczep G. diazotrophicus Pal5 wyka-
zaly badania Alqueres i wsp. [3]. Insercyjna inaktywacja
genow gr i sod kodujacych odpowiednio te dwa enzymy
(tabela II), prowadzita do znacznego obnizenia liczby
bakterii kolonizujacych korzenie badanej rosliny.

W trakcie kolonizacji rodliny, komorki bakteryjne
muszg poradzi¢ sobie takze ze wzrastajacym cisnie-
niem osmotycznym. Dlatego tez, wiele endofitow bak-
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teryjnych posiada geny kodujace biatka umozliwiajace
szybka odpowiedz na zmieniajgce si¢ warunki $rodo-
wiska zewnetrznego. Na przyktad, w genomie Azoarcus
sp. CIB, zidentyfikowano geny kodujace biatka zaanga-
zowane w transport i metabolizm osmoprotektantow,
takich jak: N-tlenek trimetyloaminy, poliaminy czy
sarkozyna, oraz kilka kopii gendw kodujacych enzymy
umozliwiajgce synteze i degradacje polihydroksyma-
$lanu (PHB) [26].

Herbaspirillum seropedicae SmR1 i H. frisingense
GSF30T sg zdolne do produkeji innego waznego osmo-
protektanta - trehalozy. Szczep SmR1 posiada geny
umozliwiajgce synteze i degradacje homopolimeru
D-glukozy, ktérego metabolizm, podobnie jak w przy-
padku PHB produkowanego przez Azoarcus sp. CIB,
moze by¢ zwigzany ze zdolno$cia do radzenia sobie ze
stresem osmotycznym i glodzeniem [33, 44]. Szczep
G. diazotrophicus Pal5 wykazuje tolerancje na wysokie
stezenie sacharozy (do 30%), co stanowi wazne przysto-
sowanie tej bakterii do bytowania w tkankach trzciny
cukrowej, gdzie obserwuje si¢ wysokie stezenie tego
disacharydu. Tolerancja wysokich stezen cukru moze
wynikac z obecnosci w komérkach szczepu Pal5 syste-
mow transportu umozliwiajacych poboér proliny/beta-
iny, di- i tripeptyddw, jak tez przewidywanej zdolnosci
do syntezy, degradacji i transportu trehalozy. Pomimo
wysokiej tolerancji na stres osmotyczny, szczep G. dia-
zotrophicus Pal5 jest wrazliwy na stres solny. Zaktada
sie, ze obecno$¢ jondw chlorkowych wplywa negatyw-
nie na jego interakcje z roslinnym gospodarzem [5, 9].

4. Mechanizmy sekrecji i translokacji biatek
efektorowych

W oddzialywaniu bakterie endofityczne-roslina
istotng role odgrywaja czasteczki efektorowe wydzie-
lane do $rodowiska zewnetrznego lub wprowadzane
bezposrednio do komoérek gospodarza. Sekrecja i trans-
lokacja bialek efektorowych to kluczowe strategie
mikroorganizmdéw majace na celu ostabienie ukladu
odporno$ciowego gospodarza.

W komorkach bakterii Gram-ujemnych opisano
funkcjonowanie szesciu typow systemoéw translokacji
i sekrecji biatek (T1SS - T6SS). U wiekszosci opisanych
dotad endofitéw najczesciej spotykane sg systemy typu I
(T1SS) i typu IT (T2SS). T1SS odpowiada za transport
bialek bezposrednio na powierzchni¢ komorki bakte-
ryjnej lub do otaczajacego ja Srodowiska, podczas gdy
sekrecja z udziatem T2SS jest procesem dwuetapowym,
obejmujacym transport bialek przez blone cytoplazma-
tyczng do przestrzeni peryplazmatycznej, a nastgpnie
na powierzchnie komorki [36].

Geny kodujace biatka wchodzace w skiad systemu
sekrecji typu III zidentyfikowano w genomie endofi-
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tycznego szczepu H. seropedicae SmR1 [33]. Sugeruje
sie, ze obecnos¢ T3SS w komoérkach tego szczepu
moze by¢ zwigzana z rozpoznawaniem bakterii przez
gospodarza. Badania prowadzone z uzyciem szczepu
Rhizobium NGR234, wydzielajacego bialka efekto-
rowe w odpowiedzi na flawonoidy wydzielane przez
korzenie roélin, $wiadcza z kolei o roli systemu T3SS
w optymalizacji oddzialywan bakteria—gospodarz.
Jednym z bialek efektorowych wydzielanych przez ten
system jest biatko NopL. Biatko to hamuje ekspresje
biatek odpornosciowych u gospodarza roslinnego.
Ponadto, wykazano, ze NopL wydzielane przez bak-
terie promuje tworzenie brodawek korzeniowych [2,
4, 33, 36]. Badania Shirron i Yaron [42] wykazaly, ze
kolonizacja tytoniu (Nicotiana tabacum) przez zywe
komorki Salmonella Typhimurium nie wywoluje obja-
wow chorobowych, podczas gdy kolonizacja rosliny
przez komorki niezdolne do syntezy biatka NopL
prowadzi do odpowiedzi ze strony ukladu odpornos-
ciowego rosliny. Indukcje systemu odpornosciowego
gospodarza wyrazajacg si¢ zmianami pH i produkcja
reaktywnych form tlenu obserwowano takze podczas
kolonizacji tytoniu przez zmutowany szczep Salmonella
Typhimurium, niosacy delecje¢ w genie invA, koduja-
cym jedno z bialek rdzenia kompleksu systemu sekrecji
typu III (tabela II).

System sekrecji typu IV uczestniczy w procesie
koniugacji oraz w transferze biatlek, DNA i nukleopro-
teinowych komplekséw do komoérki docelowej. Obec-
nos¢ genoéw kodujacych skladniki kompleksu T4SS
zlokalizowane zostaly w genomie szczepow G. diazo-
trophicus PALS5, K. pneumoniae 342 1 Methylobacterium
populi BJ0O1. Dzigki systemowi T4SS szczep A. tumefa-
ciens zdolny jest do wprowadzenia T-DNA do wnetrza
komorki rodlinnej [5, 36]. Identyfikacja systemdéw T3SS
i T4SS u nielicznych bakterii endofitycznych moze suge-
rowa¢, ze mechanizm modulacji odpowiedzi roéliny na
wnikniecie bakterii, poprzez biatka efektorowe wydzie-
lane bezposrednio do komoérek gospodarza, nie jest
powszechny w interakcjach endofit-roslina [36].

Dla wigkszo$ci zbadanych dotad endofitéw cha-
rakterystyczny jest system sekrecji typu V (T5SS). Jest
on zwigzany jest z transporterem Sec, ktory przenosi
wydzielane bialko do przestrzeni peryprazmatycznej,
z ktorej dzieki obecnosci w wydzielanym biatku domeny
translokacyjnej, przedostaje si¢ ono na powierzchnie
komorki [2]. Sekrecji z udziatem systemu T5SS ulegaja
na przyklad bialka zaangazowane w proces adhezji
u szczepu P, putida W619 [50] czy tez biatka warun-
kujgce kolonizacje komdrek roslinnych przez szczep
Enterobacter sp. 638 [45].

Funkcjonowanie systemu sekrecji typu VI (T6SS)
jest istotne dla przebiegu wielu proceséw, miedzy
innymi: tworzenia biofilmu, koniugacji, regulacji QS,
promocji i supresji wirulencji [15]. T6SS jest to kom-
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pleks biatkowy wystepujacy u wigkszosci Proteobac-
teria umozliwiajgcy translokacje bialek efektorowych
do komorek eukariotycznych i prokariotycznych [21].
U wielu gatunkéw bakterii patogennych T6SS wydaje
sie by¢ gléwnym czynnikiem determinujgcym ich wiru-
lencje [27]. U P. aeruginosa natomiast, T6SS promuje
antybakteryjng aktywnos¢ szczepu przeciw szerokiemu
spektrum konkurencyjnych bakterii [15].

W komorkach szczepu A. tumefaciens, system T6SS
zaangazowany jest w sekrecje rodziny biatek efektoro-
wych typu VI - DNaz (Tde), ktdre wykazujg aktyw-
nos¢ antybakteryjna. Ochrone komérkom bakteryjnym
przed Tde zapewnia biatko Tdi. Zdolnos$¢ do sekrecji
biatka Tde jest jednym z przystosowan szczepu A. tume-
faciens do kolonizacji rosliny. Obecno$¢ gendw tde/tdi
w genomach bakterii kolonizujacych rosliny sugeruje
konserwatywno$¢ tego mechanizmu u fitobakterii, jako
sposobu uzyskania przewagi w srodowiskach zasiedla-
nych przed wiele gatunkéw bakterii. Wykazano, ze
funkcjonowanie systemu T6SS moze mie¢ takze pozy-
tywny wplyw na interakcje endofit-roélina [21]. Geny
kodujace ten system sekrecji znalezione zostaly w geno-
mie niektérych bakterii endofitycznych, na przykltad
w komérkach P, fluorescens PICF7, u ktérego zlokali-
zowano dwa zestawy genow kodujacych elementy tego
systemu sekrecji [26].

Brak u niektorych bakterii endofitycznych genow
kodujacych kompleksy systemu sekrecji typu III i IV
i obecno$¢ gendw systemu sekrecji typu VI wskazuje, ze
organizmy bedace endofitami mozna scharakteryzowac
jako ,,rozbrojone patogeny” [2].

5. Czynniki transkrypcyjne zaangazowane
w interakcje endofit bakteryjny-gospodarz

W wyniku analizy poréwnawczej genomdw endofi-
tow bakteryjnych zidentyfikowano grupe konserwatyw-
nych czynnikéw regulujacych metabolizm komérkowy,
ktére najprawdopodobniej odpowiedzialne sg za zacho-
wania endofityczne. Do czynnikéw tych nalezg biatka:
AraC, FrmR, AsnC, LrgB, LysR, DeoR i WrbA [2].

AraC to rodzina bakteryjnych czynnikéw regula-
torowych oddziatujacych z DNA, ktdre aktywuja pro-
ces transkrypcji wielu réznych genéw, chociaz moga
réwniez dziala¢ jako represory tego procesu. Biatka
rodziny AraC zaangazowane s3 w regulacje metabo-
lizmu cukréw, proceséw patogenezy i odpowiedzi na
warunki stresowe [16].

Kolejna rodzina bialek regulatorowych, LrgB, zaan-
gazowana jest przede wszystkim w kontrole aktywnosci
mureinaz. Dlatego tez, bialka te najprawdopodobniej
zaangazowane sg w regulacje nieinwazyjnej degradacji
roslinnych $cian komérkowych, ktéra zachodzi podczas
infekcji gospodarza przez bakterie endofityczne [2].
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Regulatory transkrypcji zaliczone do rodziny LysR
naleza do najbardziej rozpowszechnionych w krole-
stwie Procaryota. Uczestniczg one w regulacji ekspresji
wielu funkcjonalnie zréznicowanych zestawdw genow.
Do genéw regulowanych przez biatka LysR nalezg geny
zaangazowane w wirulencje, metabolizm komoérkowy,
quorum sensing, zdolnos$¢ do poruszania si¢, odpowiedz
na stres oksydacyjny (np. OxyR i PerR), jak réwniez
w produkcje toksyn i ich sekrecje [23, 24].

Do wymienionych czynnikéw transkrypcyjnych,
ktére moga by¢ zaangazowane w interakcje gospo-
darz-endofit bakteryjny zaliczono réwniez biatko
WrbA, flawoproteine, ktorej synteza w komorkach
E. coli indukowana jest przez produkt genu rpoS kodu-
jacego alternatywny czynnik transkrypcyjny oS regu-
lujacy ekspresje gendw zaangazowanych w odpowiedz
komorki na czynniki stresowe. Jednakze rola bialek
WrbA w oddzialywaniu bakterii z rolinami nie zostata
jeszcze w pelni wyjasniona [2].

6. Zmiany w ekspresji genoéw w interakcji endofit
bakteryjny-ro$lina

Ze wzgledu na to, Ze kolonizacja roslin przez bakte-
rie wplywa na wzrost i rozwdj roélin, wytworzyly one
szereg molekularnych mechanizméw warunkujacych
odpowiedz na inwazje przez te mikroorganizmy. Wiele
genow roslinnych ulega zmienionej ekspresji podczas
interakeji bakteria-roslina [48, 49]. Sugeruje to, ze
poczatkowe etapy kolonizacji rodliny przez bakterie
endofityczne sg aktywnie monitorowane i prawdopo-
dobnie wzmacniane lub ostabiane przez gospodarza.
Przykladem genu, ktérego ekspresja ulega zmianie pod-
czas kolonizacji rosliny jest gen shr5 kodujacy biatko
zaangazowane w transdukcje sygnatéw w komorkach
roélinnych. Po inokulacji trzciny cukrowej diazotro-
ticznymi bakteriami G. dizaotrophicus, H. seropedicae
i A. brasilense obserwuje si¢ obnizenie ekspresji tego
genu [34]. Wyniki badan Vinagre i wsp. [47] wskazuja,
ze im bardziej korzystna dla rosliny jest kolonizacja
przez endofity, tym nizszy poziom ekspresji genu shr>5.

Nadekspresje gendw zwigzanych z chemotaksjg
oraz sekrecja obserwowano u szczepu P aeruginosa
w odpowiedzi na substancje wydzielane przez korzenie
buraka cukrowego. W komoérkach Gram-dodatniego
szczepu Bacillus amyloliquefaciens FZB42 obserwowano
silng indukcje ekspresji genéw odpowiedzialnych za
chemotaktyczny ruch komoérki oraz rozklad substra-
tow odzywczych, wywotang przez wydzieliny korzeni
kukurydzy. Analiza transkryptomu endofitycznego
szczepu B.subtilis OKB105 przeprowadzona przez
Xie i wsp. [51] wykazala natomiast zmiany w ekspresji
176 genow badanego szczepu po inkubacji z siewkami
ryzu. Obserwowane zmiany w poziomie transkryp-
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cji dotyczyly genéw zaangazowanych w metabolizm,
transport cukréw i aminokwasdéw, chemotaksje i ruch
komorki, jak réwniez sporulacje i biosynteze kwasu
tejchuronowego [51].

7. Podsumowanie

Bakterie endofityczne znajduja coraz wiecej zasto-
sowan w roznych dziedzinach biotechnologii, szcze-
golnie w biotechnologii roslin i biotechnologii $ro-
dowiska. Badania polowe potwierdzaja skuteczno$¢
inokulowania roslin endofitami bakteryjnymi w celu
stymulowania wzrostu gospodarza, jego ochrony przed
szkodnikami, wskazujg takze na pozytywne aspekty
wykorzystania tych organizméw do wspomagania
procesow fitoekstrakcji oraz fitoremediacji terendw
zdegradowanych. Bakterie te sg réwniez Zrédlem wielu
substancji czynnych o wlasciwosciach antybakteryj-
nych, przeciwwirusowych, przeciwnowotworowych
czy przeciwgrzybicznych. Dlatego tez, niezmiernie
istotnym wydaje si¢ identyfikacja genéw odpowiedzial-
nych za ,endofityczne” zachowania oraz zrozumienie
i poszerzenie wiedzy o genetycznych aspektach oddzia-
tywan endofity bakteryjne - rosliny. Umozliwi to pelne
wykorzystanie potencjatu tej grupy bakterii.
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1. Wprowadzenie. 2. Strategie tolerancji metali ci¢zkich u mikroorganizméw i roslin. 3. Koncepcja fitostabilizacji wspomaganej. 4. Aktywnos$¢
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Recultivation of heavy metal-contaminated soils using aided phytostabilization

Abstract: The main anthropogenic sources of heavy metals in the environment are mining and smelting, refining and chemical industry,
industrial and municipal wastes, transport as well as fertilizers and pesticides used in agriculture. Among all heavy metals, Cd, Cu, Pb, Hg,
Ni and Zn are of major environmental and human health concern. The high toxicity of heavy metals causes the need to remove them from
the contaminated soil using minimally invasive remediation solutions, called gentle remediation options (GRO). One of the attractive
methods to reduce the labile fractions and toxicity of heavy metals in soil seems to be aided phytostabilization. It is a combination of
phytostabilization using plants tolerant to trace metals and stabilizing soil against erosion with the initial chemical immobilization
achieved by adding various organic and inorganic additives. The potential toxicity of trace elements depends on their specific form present
in the environment, their reactivity, mobility, concentration and their availability to living organisms. The bioavailability of heavy metals
in soil is constantly changing and depends on different physicochemical, biological and environmental parameters. Due to the fact that
microorganisms respond quickly to the presence of stressors in the environment, the changes in metabolic activity, size and structure can
be used as good indicators of the effectiveness of applied remediation technology for cleaning up contaminated sites and ecosystem quality.

1. Introduction. 2. Tolerance strategies in microorganisms and plants. 3. Concept of aided phytostabilization. 4. Microbial activity of soil

under aided phytostabilization. 5. Microbial indexes and soil quality. 6. Examples of in situ aided phytostabilization. 7. Summary

Slowa kluczowe: fitostabilizacja wspomagana, gleba, metale ci¢zkie, mikroorganizmy, roéliny
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1. Wprowadzenie

Skazenie gleby metalami ciezkimi stanowi powazny
problem w wielu uprzemystowionych krajach na swie-
cie i dotyczy terenéw silnie zurbanizowanych [43].
Gléwnymi antropogenicznymi Zrédtami metali cigz-
kich w $rodowisku sg zaklady przemystu gdérniczego
i hutniczego, petrochemicznego i chemicznego, odpady
dzialalnosci przemystowej i komunalnej, transport oraz
stosowane w rolnictwie nawozy i pestycydy [2, 14]. Spo-
$rod wszystkich metali ciezkich za najbardziej niebez-
pieczne uwazane s3 Cd, Cu, Pb, Hg, Nii Zn. Pierwiastki
te naleza do priorytetowych zanieczyszczen srodowiska,
zagrazajacych zdrowiu ludzkiemu zaréwno ze wzgledu
na wlasciwosci toksykologiczne, jak i powszechnos¢
wystepowania [29, 61].

Atrakcyjng alternatywa dla fizykochemicznych roz-
wigzan w detoksykacji i/lub eliminacji metali z gleby
wydaja sie by¢ bardziej bezpieczne i mniej ingerujace
w $rodowisko biologiczne metody, okreslane wspdlng
nazwg GRO (gentle remediation options) [16, 40].
Nalezy do nich miedzy innymi fitostabilizacja wspo-

magana, stosowana z powodzeniem w rekultywacji
terenow zanieczyszczonych odpadami pokopalnianymi
o duzej zawarto$ci metali ciezkich. Polega ona na che-
micznej stabilizacji metali z zastosowaniem réznych
nieorganicznych i organicznych dodatkéw doglebo-
wych w polaczeniu z odpowiednio dobranymi gatun-
kami roélin [7, 11, 21, 31]. Celem tej technologii jest nie
tylko usunigcie lub ograniczenie biodostgpnosci metali
ciezkich, ale takze przywrdcenie odpowiedniej jakosci
biologicznej gleby.

O potencjalnej toksycznosci metali/metaloidow
decyduje postaé, w jakiej wystepuja w srodowisku, ich
mobilno$¢ oraz stezenie i dostepnos¢ dla organizmdw
zywych [63, 80]. Biodostepnos¢ metali w glebie zmienia
sie dynamicznie i zalezy od réznych czynnikoéw fizyko-
chemicznych, biologicznych i srodowiskowych [32].
Z uwagi na to, ze mikroorganizmy charakteryzuja si¢
wyjatkowa zdolnoscig adaptacji do zmieniajacych sie
warunkoéw $rodowiskowych pomiary ich aktywnosci
metabolicznej, liczebnosci i bioréznorodnosci moga
by¢ dobrymi wskaznikami jakosci, funkcjonowania
izmian zachodzacych w glebie [8, 12, 78]. W polaczeniu
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z czynnikami fizykochemicznymi, taka kompleksowa
analiza stanu i funkcji gleby moze dostarczy¢ szcze-
gotowych informacji o kierunku zmian zachodzacych
w glebie oraz zapewni¢ ocene efektywnos$ci procesow
remediacyjnych [8, 29, 60].

1. Strategie tolerancji metali ci¢zkich
u mikroorganizmoéw i roslin

Mikroorganizmy i roéliny wyzsze odgrywaja istotng
role w modyfikowaniu wlasciwosci fizykochemicznych
gleby, wptywajac tym samym na biodostepnos¢ zawar-
tych w niej metali. Kooperacja pomiedzy mikroflorg
strefy ryzosferowej i roslinami stanowi bardzo wazny
rodzaj pozytywnego oddzialywania, majacego wpltyw
na redukcje toksycznego charakteru metali cigzkich
w glebie oraz kontrolowanie ich wnikania i akumulacje
w komorkach mikroorganizmoéw i roélin [23, 45, 69].

Aktywnos$¢ mikroorganizmoéw glebowych jest jed-
nym z istotnych czynnikéw wptywajacym na procesy
zwigzane z mobilizacjg i immobilizacjg metali. Mikro-
organizmy posiadajg zdolnos¢ wigzania form organicz-
nych i nieorganicznych metali, zaréwno rozpuszczal-
nych jak i nierozpuszczalnych, na powierzchni komérek
W procesie zwanym biosorpcja [26, 44, 53]. Grupy kar-
boksylowe peptydoglikanu bakterii Gram-dodatnich
stanowig gléwne miejsca wigzania kationdw metali na
powierzchni komoérki, natomiast u bakterii Gram-ujem-
nych taka funkeje pelnia grupy fosforanowe. U grzybow
natomiast w wigzaniu metali na powierzchni komorki
uczestniczy chityna wchodzaca w sktad sciany komor-
kowej [69]. Powinowactwo metali do powierzchni
komorek mikroorganizméw przedstawia nastepujacy
szereg: Ni>>Hg>U>>As>Cu>Cd> Co>Cr>Pb [84].

Metale ciezkie mogg réwniez ulega¢ akumulacji
wewnatrzkomoérkowej w drodze ich transportu bier-
nego/aktywnego przez blone, a nastepnie ich wigza-
niu, precypitacji i magazynowaniu przez wewnatrzko-
morkowe struktury i organelle w postaci fosforandw,
szczawianow i weglanow [26, 27, 45]. Wiele zwigzkow
bedacych produktami metabolizmu mikroorganizméw
moze wigza¢ metale cigzkie. Do niespecyficznych
zwigzkdéw o takim charakterze nalezg niskoczastecz-
kowe kwasy organiczne i alkohole oraz wielkoczastecz-
kowe polisacharydy [69]. Specyficznymi natomiast
zwigzkami syntezowanymi przez mikroorganizmy
w obecnosci toksycznych metali s3 metalotioneiny.
Te niskoczasteczkowe biatka zawierajg liczne reszty
cysteinowe, ktdre uczestnicza w wigzaniu i detoksyka-
cji jonoéw metali [58, 86]. Z kolei do precypitacji metali
moze dochodzi¢ w drodze pozyskiwania energii z utle-
niania Fe?* do Fe* lub utleniania zwiazkéw siarki do
H,SO, [27]. Redukcja U%*do U*i Cr** do Cr** prowadzi
do zmniejszenia rozpuszczalnosci tych metali. Niektore
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bakterie redukujace metale i siarczany charakteryzuja
sie zdolnoscig do wytrgcania metali glownie w postaci
wodorotlenkéw i siarczandw [26, 69].
Mikroorganizmy moga réwniez uwalnia¢ metale
ciezkie w glebie poprzez ich tugowanie, chelatacje
i metylacje. Procesy te prowadza do rozpadu nie-
rozpuszczalnych zwigzkéw metali i mineratow [26].
Aktywno$¢ bakterii heterotroficznych moze prowadzi¢
do zakwaszenia gleby i uwolnienia kationéw metali
zwigzanych na przyklad ze zwigzkami organicznymi.
Nastepuje to w wyniku miedzy innymi uwolnienia
z komorki do $rodowiska kwasow organicznych, spo-
$réd ktorych kwas cytrynowy, glukonowy i szczawiowy
moga tworzy¢ wysoce mobilne, stabilne kompleksy
z metalami [69, 73, 86]. Zdolno$¢ mikroorganizmoéow
do detoksykacji Fe, Mg, Mn, Cr, Pb, Zn, Cd, Ga i Pu
wynika ze zdolnosci do syntezowania i wydalania
z komorki niskoczasteczkowych bialkowych chelato-
roéw, zwanych sideroforami [68, 74]. Innymi metaboli-
tami bakteryjnymi zwiekszajacymi mobilno$¢ metali sg
biosurfaktanty. Te amfipatyczne czasteczki tworzg kom-
pleksy z metalami cigzkimi obecnymi w macierzy gle-
bowej, a nastepnie uwalniajg je do roztworu glebowego
zwigkszajac ich biodostepnos¢ [83]. Niektore gatunki
bakterii i grzybéw moga usuwac z gleby zwiazki Se, As
i Hg w drodze ich metylacji do lotnych pochodnych
zwigzkow, takich jak: (CH,),Se i (CH,),Se,, (CH,),HAs
i (CH,), As oraz HgCH,*i Hg(CH,), [11, 71]. Mikro-
organizmy mogg takze uwalnia¢ potencjalnie biodo-
stepne metale i metaloidy poprzez procesy oksydore-
dukcyjne. Redukcje wigkszosci metali przeprowadzaja
bakterie beztlenowe wykorzystujace Fe** jako koncowy
akceptor elektronéw. Do uwalniania metali moze
dochodzi¢ w wyniku redukeji Fe** do Fe** lub obnize-
nia pH w nastepstwie utlenienia S [27]. Redukcja Fe’*
do Fe* i Mn** do Mn** zwigksza ich rozpuszczalnos¢.
Natomiast redukcja jonéw Hg*™ do rteci metalicznej
Hg’ i jej dyfuzja poza komorke jest gléwnym mecha-
nizmem unieszkodliwiania toksycznej formy Hg** [26,
86]. Procesy immobilizacji i mobilizacji metali cigzkich
w glebie przez mikroorganizmy ilustruje rys. 1.
Rosliny wyzsze posiadaja zdolnos¢ do pochlaniania
i neutralizowania aktywnych chemicznie zanieczysz-
czen. Podczas swojego wzrostu wplywaja na stezenie
metali cigzkich w zanieczyszczonej glebie na dwa spo-
soby. Jednym z nich jest unikanie przyswajania metali
ciezkich i blokowanie ich wchlaniania przez korzenie
do tkanek roélinnych, natomiast drugim sposobem jest
zdolno$¢ do pobierania, magazynowania i immobili-
zowania metali ciezkich poprzez ich wigzanie z cza-
steczkami czynnymi biologicznie [17]. Pierwsza linia
obrony roélin przed migracja metali cigzkich do wne-
trza komorek jest poziom pozakomoérkowy. Obecnosé
zjawiska mikoryzy arbuskularnej z systemem korzenio-
wym roélin naczyniowych stanowi bariere chroniaca
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Rys. 1. Procesy immobilizacji i mobilizacji metali cigzkich w glebie przez mikroorganizmy

Me - metal, org — zwigzek organiczny [23, 26, zmodyfikowany]

przed wnikaniem metali do tkanek roslinnych. Miko-
ryza odpowiada za adsorpcje lub chelatacje biodostep-
nych w glebie form metali/metaloidéw, w szczegdlnosci
Hg, Se, Cd, Cu i Zn, ograniczajac ich dostgpnos¢ dla
roslin [17, 69]. W zapobieganiu transportu metali przez
$ciane komorki roslinnej biora udziat réwniez elementy
strukturalne $ciany zdolne do immobilizowania metali
cigzkich, jak na przyklad: pektyny, grupy histydynowe
i zewnatrzkomoérkowe weglowodany. Innym rozwia-
zaniem pozwalajgcym rodlinom na przetrwanie na
terenach zanieczyszczonych metalami ciezkimi jest
tworzenie trwatych kompleksow z wydzielinami korze-
niowymi, co ogranicza dostepnos$c i toksycznos¢ metali.
Sktadnikami tych wydzielin s3 migdzy innymi: amino-
kwasy, kwasy organiczne, jony nieorganiczne, weglowo-
dany, proste zwiazki fenolowe, wodoroweglany, polisa-
charydowy $luz roélinny, czy siderofory [17, 35]. Druga
strategig obrony roslin przed toksycznym oddziatywa-
niem metali ciezkich jest ich wewnatrzkomdrkowa
detoksykacja. Polega ona na zapobieganiu transportowi
jonéw metali w poprzek blony komérkowej i ich inak-
tywacji poprzez wigzanie w komorce i/lub modyfiko-
wanie do form mniej toksycznych. W wychwytywaniu
toksycznych jonoéw metali ciezkich w cytozolu komérek
roélinnych i ich transporcie uczestniczg bogate w grupy
- SH polipeptydy, jak fitochelatyny i metalotioneiny.
Podobne wiasciwosci wigzania metali posiada takze
glutation. Zwigzane w kompleksy metale sg transporto-
wane wzdtuz tonoplastu do wakuoli gléwnie z udziatem
antyportu metal/H* lub transportera ABC (ATP-bin-
ding cassette), czy rodziny transporteréw ZIP (iron-,

zinc-regulated transporter-like proteins). W tonoplas-
cie metale cigzkie unieruchamiane s3 w drodze ich
wigzania z kwasami organicznymi (mugeinowym,
titowym) lub siarczkami [15, 17, 36, 57, 86]. Nisko-
czasteczkowe kwasy organiczne, takie jak: cytrynian,
jablczan, szczawian, fumaran i malonian moga réwniez
chelatowa¢ metale ci¢zkie (szczegdlnie Cr**, Cd** i U"),
co prowadzi do ich akumulacji w li$ciach [73]. Mecha-
nizmy tolerancji metali ci¢zkich u roslin ilustruje rys. 2.

2. Koncepcja fitostabilizacji wspomaganej

Fitostabilizacja wspomagana jest to metoda sto-
sunkowo nowa, opracowana na przestrzeni ostatniej
dekady, polegajaca na zastosowaniu doglebowych
dodatkéw immobilizujacych metale w polaczeniu
z odpowiednio dobranymi gatunkami roslin (rys. 3).
W charakterze dodatkéw do gleby stosuje sie pojedyn-
cze lub w ukfadach kombinowanych rézne materiaty
nieorganiczne, takie jak: zwigzki wapnia (szczegélnie
CaO) i fosforany (np. apatyt, wodorofosforan amonu),
materialy ilaste (np. montmorylonit i zeolit), hematyt
czy Fe(0) i/lub zwiazki organiczne, na przyklad: wegiel
brunatny i drzewny, osady $ciekowe, kompost, torf,
popiodt, trociny czy kore drzew. Ich aplikacja alkalizuje
glebe, wzmacnia efekt wigzania mobilnej frakcji metali
ciezkich poprzez absorbowanie, kompleksowanie badz
stracanie metali, zmniejszajac tym samym ich biodo-
stepnos¢ i toksyczno$¢ oraz zwieksza zawarto$¢ materii
organicznej i zdolnos¢ zatrzymywania wody [10, 11, 29,
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31, 56, 59]. Obecnie nowym podej$ciem w ograniczaniu
biodostepnych form metali ciezkich w glebie jest stoso-
wanie nanomateriatow, takich jak nanoczgstki apatytu
czy wapnia i tlenku wapnia [49, 54].

Dobér odpowiednich gatunkéw roslin na potrzeby
fitostabilizacji jest najistotniejszym zadaniem poprze-
dzajacym remediacje skazonego terenu. Zaleca sie
uzywanie do tego celu roslin charakteryzujacych sie:
tolerancja na wysokie stezenia metali ciezkich i ich
magazynowaniem gléwnie w cze$ciach podziemnych,
malymi wymaganiami siedliskowymi, szybkim wzro-
stem i produkcja duzej biomasy, zdolnoscig tworzenia
zwartej okrywy roélinnej oraz posiadajacych gesty,
wigzkowy system korzeniowy [18, 29, 64]. Przyklady
roélin stosowanych w oczyszczaniu gleb skazonych
metalami ciezkimi przedstawia tabela I.

Wzmocnienie efektu fitostabilizacji mozna réwniez
osiggnac poprzez zwigkszenie wzrostu roslin z wyko-
rzystaniem bakterii promujacych wzrost roslin (PGPB,
plant growth-promoting bacteria) [10]. Moga one
stymulowa¢ proces fitoremediacji wplywajac na bio-
dostepno$¢ metali poprzez zmiany pH gleby, ula-
twianie poboru z gleby azotu, fosforu i niezbednych

mikroelementéw przez rosliny, synteze sideroforéw
i hormonoéw roslinnych (np. kwasu indolilooctowego)
oraz zwiekszenie wigzania metali ze zwigzkami chela-
tujagcymi. Stymulacja wzrostu roélin przez PGPB lub
inokulacja gleby PGPB moze skutkowa¢ zwigkszeniem
tolerancji roslin na obecnos$¢ metali cigzkich, duzym
przyrostem biomasy roslinnej oraz zmniejszeniem

Tabela I
Wybrane rosliny jako fitostabilizatory metali ciezkich
Roélina Metale Zrédto

Lolium perenne L. As [13]

Pb, Cu (37]

Pb, Cu, Zn [62]
Festuca arundinacea Schreb. | Cd, PbiZn [31]
Festuca ovina L. Pb, Cd, Zn [51]
Phaseolus vulgaris L. Pb, Cd, Zn [72]
Lactuca sativa L. As, Pb, Cd, Zn [43]
Triticum aestivum L. Zn, Cd, Pb, Cu, Ni [82]
Spinacia oleracea L. Cu, Cd, Zn [33]
Trifoliun repens L. Pb, Cd, Zn [52]
Miscanthus giganteus L. As [34]
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Me - metal [opracowanie wlasne]

stresu $rodowiskowego. Takie podejscie pozwala na
zastosowanie mniejszej dawki dodatkéw stabilizujg-
cych metale ciezkie i stanowi¢ moze potencjalne zrodlo
oszczednosci finansowych [1, 19, 30, 75]. Liu i wsp. [50]
badali na przyklad wptyw PGPB z rodzajow: Pseudo-
monas, Microbacterium, Klebsiella, Stenotrophomonas,
Agrobacterium i Ochrobactrum, wyselekcjonowanych
ze strefy ryzosferowej roslin rosngcych na odpadach
zanieczyszczonych Cu, na przyrost biomasy Pennise-
tum purpureum Schumach., Oenothera erythrosepala
Borbas i Medicago sativa L. Po 60 dniach wzrostu roélin
w obecnosci PGPB stwierdzili 4-krotnie wieksza bio-
mas¢ czg¢sci nadziemnych P purpureum i 2-krotnie
wiegksza O. erythrosepala i M. sativa w stosunku do
biomasy roélin kontrolnych. Inokulacje gleby skazonej
As, Cu, Pb i Zn bakteriami PGPB przeprowadzili row-
niez Grandlic i wsp. [30]. Celem tego eksperymentu
bylo zbadanie wplywu trzech szczepéw PGPB: Clavi-
bacter sp. (MTR-21A), Rhodanobacter sp. (MTR-45B)
i Arthrobacter sp. (K4-10C i MTR-44) na wzrost dwdch
rodzimych, pustynnych gatunkéw traw Atriplex lenti-
formis Torr. i Buchloe dactyloides Nutt. Po uplywie 72
dni od wysiewu traw stwierdzili, ze biomasa A. lenti-
formis w glebie inokulowanej PGPB byta 1,6-3-krot-
nie wieksza, a B.dactyloides 1,5-5-krotnie wigksza
w pordéwnaniu z biomasg traw w glebie kontrolne;j.

417

3. Aktywnos$¢ mikrobiologiczna gleby
w warunkach fitostabilizacji wspomaganej

Utrzymanie wysokiej jakosci gleby zapewniaja
organizmy glebowe, w tym przede wszystkim mikro-
organizmy odpowiedzialne za zachodzace w niej pro-
cesy biogeochemiczne oraz za jej strukture i produk-
cyjno$¢ [24]. Ze wzgledu na to, ze mikroorganizmy
szybko reaguja i dostosowuja si¢ do nowych warun-
kow srodowiskowych, sktad i aktywno$¢ mikroflory
gleby odzwierciedla interakcje pomiedzy czynnikami
biotycznymi i abiotycznymi [9, 79]. Obecno$¢ w gle-
bie metali/metaloidéw moze powodowac w diuzszym
czasie powazne skutki w funkcjonowaniu ekosystemu
i negatywnie wplywac na biologiczne procesy glebowe
[12, 78]. Aby rzetelnie oceni¢ skutecznos¢ podjetych
dziatan remediacyjnych w przywracaniu glebie jej funk-
cji 1 wlasciwosci, wynikajacych ze standardow jakosci
okreslonych w Rozporzadzeniu Ministra Srodowiska
z 9 wrzesnia 2002 r. [20] powinno brac si¢ pod uwage
nie tylko parametry fizykochemiczne gleby, ale réwniez
koniecznie uwzglednia¢ jej aktywnos¢ biologiczng [43].
Takie podejscie daje mozliwo$¢ poznania stabo dotad
zbadanych reakcji mikroflory gleby w odpowiedzi na
dziatanie czynnika zanieczyszczajacego w zakresie
zachodzgcych zmian w bioréznorodnosci funkcjonalnej
i strukturalnej zespotéw mikroorganizméw. Na podsta-
wie uzyskanych z takich badan informacji mozna wnio-
skowa¢ o charakterze zmian w calym ekosystemie oraz
ocenia¢ jakos¢ biologiczna gleby [41, 58, 79]. Mimo,
ze takie podejscie ma swoje uzasadnienie, wcigz sto-
sunkowo niewiele jest prac o charakterze komplekso-
wym, poszerzajacych zakres prowadzonych pomiaréow
parametrow fizykochemicznych o szczegotowe analizy
mikrobiologiczne i biochemiczne.

Mimo przewagi analiz fizykochemicznych nad
mikrobiologicznymi, znane sg doniesienia literaturowe
o bardziej kompleksowym podej$ciu w ocenie odpo-
wiedzi mikroflory gleby na zmiany stezenia metali
podczas fitostabilizacji wspomaganej. Przykladem
takich badan moze by¢ rekultywacja gleby skazonej
Cd, Pb i Zn, wzbogaconej w kompost z odpadéw rol-
niczych (ok. 269 tha™ gleby) z wysiang trawg Panicum
virgatum L. [6]. Wyniki tych badan wskazuja, ze po
711 dniach prowadzenia eksperymentu stezenia bio-
dostepnych frakeji Zn, Cd i Pb w rekultywowanej glebie
zmniejszyly si¢ odpowiednio o 20, 301 75% w poréw-
naniu do gleby kontrolnej. Dodatkowo stwierdzono,
ze catkowita biomasa mikroorganizméw (oznaczona
na podstawie zawarto$ci PLFAs) w tej glebie wyno-
sifa 80,3 umol kg™' s.m.™ gleby i bylta 2,5-krotnie wyz-
sza od ich biomasy w glebie kontrolnej. W calkowitej
biomasie mikroorganizméw biomasa bakterii Gram-
-dodatnich w glebie z dodatkiem kompostu stanowita
53% i byla ponad 3,5-krotnie wyzsza od ich biomasy
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w kontroli. Natomiast biomasy bakterii Gram-ujem-
nych, promieniowcow i grzybdw stanowity odpowied-
nio 30, 2,5 i 20% i byly 2-krotnie wyzsze niz w glebie
kontrolnej. Ponadto w glebie z dodatkiem kompostu
wykazano 4-, 3-, 2 i 1,5-krotny wzrost aktywno$ci enzy-
mow, odpowiednio arylsulfatazy, fosfatazy zasadowej,
B-glukozydazy i fosfatazy kwasnej w stosunku do ich
aktywnosci w kontroli. W innych badaniach Ascher
iin. [5] stwierdzili, ze biodostgpnos¢ As w glebie pod-
danej chemicznej stabilizacji przez okres 6 lat w obec-
nosci beringitu (5%) i Fe (0) (1%) oraz ich mieszaniny
byta mniejsza niz w kontroli (11,4 pmol kg™ s.m. gleby)
i wynosita odpowiednio 8,14, 0,63 i 0,88 pmol kg™ s.m.
gleby. Dodatkowo w liSciach sataty (Lactuca sativa L.)
po 2 miesigcach uprawy roslin w glebie z dodatkiem
Fe (0) oraz Fe(0) i beringitu wykazano, Ze st¢zenie As
bylto nizsze odpowiednio o 50 i 79% niz w liSciach
roslin kontrolnych. Ponadto w ukladach tych ozna-
czono ponad 2-krotnie wyzsza w odniesieniu do kon-
troli aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej, fosfodiesterazy,
B-glukozydazy i proteazy. W podobnych badaniach
dotyczacych wykorzystania Fe(0) (1%) i beringitu (5%)
oraz kompostu (5%) w dlugoterminowej (4 lata) fito-
stabilizacji wspomaganej gleby skazonej As Rajkumar
iwsp. [69] stwierdzili 2,5-4-krotny wzrost stezenia bio-
dostepnej frakeji tego metalu w stosunku do gleby kon-
trolnej. Jednoczesnie w glebie z tymi dodatkami ozna-
czono znacznie wyzsza aktywnos$¢ wybranych enzymow
glebowych w stosunku do kontroli. W szczegdlnosci
wprowadzenie wszystkich dodatkéw w postaci skoja-
rzonej wplyneto na wzrost aktywnos$ci w glebie fosfa-
tazy zasadowej (4-krotny), fosfodiesterazy (7-krotny),
B-glukozydazy (5-krotny) i ureazy (10-krotny). Dodatki
doglebowe stymulowaly réwniez wzrost 2 rodzimych
gatunkow roslin kloséwki welniastej (Holcus lanatus L.)
i sosny nadmorskiej (Pinus pinaster Aiton). Z kolei
bogactwo gatunkowe bakterii wyrazone wartosciami
indeksu Shannona bylo najwigksze w rekultywowanej
glebie wzbogaconej w kompost.

Z badan Kohlera i wsp. [39] wynika, ze aktywnosci
dehydrogenaz i fosfatazy kwasnej w glebie skazonej
Zn, Cd, Cu i Pb, pochodzacej z terenéw kopalni srebra
i poddanej fitostabilizacji wspomaganej, uzaleznione
byly takze od rodzaju dodatku doglebowego i gatunku
hodowanej roéliny. Najwigksza aktywno$¢ badanych
enzymow stwierdzono w glebie z dodatkiem sfermen-
towanego odpadu z przetwdrstwa buraka cukrowego,
a najmniejsza w glebie z dodatkiem kompostu zielo-
nego. Najwyzsza aktywnos$cig dehydrogenaz charakte-
ryzowala sie gleba z wysianym rodzimym gatunkiem
Bituminaria bituminosa L., natomiast aktywno$¢ fos-
fatazy byta najwyzsza w glebie z wysiang trawa Pip-
tatherum miliaceum L. Dla pordéwnania aktywno$ci
tych enzymoéw w kontroli byly nizsze o 47% dla dehy-
drogenaz i 0 19% dla fosfatazy. W innych badaniach
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Mingorance i wsp. [59] mierzyli z kolei aktywno$¢ dehy-
drogenaz i fosfatazy alkalicznej w glebie skazonej Zn
i Pb oraz stabilizowanej osadami §ciekowymi, na ktorej
prowadzili uprawy pomidora jadalnego (Lycopersicon
esculentum Mill.) i zycicy trwalej (Lolium perenne L.).
Podczas badan stwierdzili stymulujacy wplyw osadow
$ciekowych na aktywnosci oznaczanych enzymow gle-
bowych. Aktywnosci dehydrogenaz i fosfatazy zasado-
wej wzrastaly w glebie wraz z aplikowanym stezeniem
osadu. Ich aktywnosci w glebie z dodatkiem osadu
w najwyzszym stezeniu (10%) wynosily odpowiednio
3664 ug INTF g™' godz.™' 1 530 ug PNP g™! godz.™, nato-
miast w kontroli byly znacznie nizsze i wynosity 60 pg
INTF g godz.”' 12,63 pg PNP g godz.™ Istotny wplyw
na wzrost aktywnosci ureazy oraz fosfatazy w glebie
skazonej Cd w wyniku aktywnosci gérniczej miato row-
niez wzbogacenie jej w kompost oraz uprawa pszenicy
zwyczajnej (Triticum aestivum L.) [46]. W glebie tej
z dodatkiem kompostu w najwyzszej dawce (216 tha™)
w odniesieniu do kontroli oznaczono 4-krotnie wyz-
sz aktywno$¢ ureazy, natomiast po dodaniu kompo-
stu w najnizszej dawce (27 tha™) stwierdzono w niej
2-krotnie wyzszg aktywnos¢ fosfatazy. Podobny mate-
rial doglebowy w celu oceny jego wplywu na aktyw-
nos$¢ ureazy zastosowali Zornoza i wsp. [89]. Najwyzsza
aktywnos¢ enzymu oznaczyli w glebie z wysiang trawa
Piptatherum miliaceum L. i loboda solniskowa (Atriplex
halimus L.), natomiast w glebie kontrolnej ureaza byla
nieaktywna. Baker i wsp. [6] oceniali rowniez w glebie
skazonej Zn, Pb i Cd wplyw réznych stezen nawozu
krowiego na aktywnos¢ fosfataz kwasnej i zasadowej
w obecnosci prosa rézgowego (Panicum virgatum L.)
Stwierdzili, Ze dodanie nawozu w dawce 269tha™
powodowalo ponad 2-krotny wzrost aktywnosci fos-
fatazy zasadowej i ponad 3-krotny aktywnosci fosfa-
tazy kwasnej niz w glebie z dawka nawozu 45tha™.
Po 18 miesigcach eksperymentu aktywnosci fosfatazy
kwasnej i zasadowej w glebie z najwyzsza aplikowana
dawka nawozu wzrosly odpowiednio o 24% i 34%
w stosunku do ich aktywnosci w glebie kontrolne;j.
Badaniom dotyczgcym wplywu réznorodnych ma-
terialéw wprowadzanych do gleby na aktywnos¢ enzy-
matyczng i bioréznorodno$¢ funkcjonalng mikroorga-
nizméw towarzysza niejednokrotnie analizy biomasy
mikroorganizméw, oznaczanej na podstawie zawartosci
markerowych dla wybranych grup mikrobiologicznych
fosfolipidowych kwasow ttuszczowych (PLFAs) [25].
Przykladem takich badan moze by¢ analiza biomasy
bakterii i grzybow w glebie skazonej Pb-Ag i Zn z dodat-
kiem sfermentowanych odpadéw roslinnych i popiotu
lotnego [28]. Na podstawie analizy stezent markerowych
PLFAs dla bakterii, promieniowcow i grzybdw stwier-
dzono najwieksza biomase bakterii (383,60 ugkg™),
promieniowcow (39 ugkg™) i grzybow (9,30 pgkg™)
w glebie z dodatkiem odpadu organicznego, a najmniej-
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sz3 w glebie wymieszanej z popiolem (odpowiednio
174,00 pg kg™, 26,5 pgkg™ i 1,00 pug kg'). Z kolei Lee
i wsp. [42] obserwowali 2-krotny wzrost biomasy mikro-
organizméw w glebie z dodatkiem kompostu w poréow-
naniu z ich biomasa w glebie kontrolnej. Podobnie
Treonis i wsp. [81] stwierdzili wzrost calkowitej bio-
masy mikroorganizmoéw (o 37%) w nastepstwie wpro-
wadzenia do gleby kompostu zielonego w poréwnaniu
z ich biomasg w glebie kontrolnej. Odmienne natomiast
wyniki uzyskali Watzinger i wsp. [85], ktorzy po wpro-
wadzeniu do gleby wegla drzewnego stwierdzili spadek
catkowitego stezenia PLFAs izolowanych z gleby o 13%.

Przykladem innych badan, w ktérych przepro-
wadzono analizy PLFAs izolowanych bezpo$rednio
z gleby skazonej Zn i Pb, poddanej rekultywacji metoda
fitostabilizacji wspomaganej w warunkach in situ na
terenie kopalni, byl eksperyment Zornoza i wsp. [89].
Badano w nim wplyw nawozu zwierzecego dodanego
do gleby na biomas¢ mikroorganizméw. Wyniki tych
badan okazaly si¢ interesujace, poniewaz najwiekszg
biomase calkowitg bakterii oznaczono nie w glebie sta-
bilizowanej, ale w glebie kontrolnej skazonej metalami
(okoto 6,0 umol g™ C). W glebie tej biomasy bakterii
Gram-dodatnich (1,6 umolg™ C) i Gram-ujemnych
(1,4 umol g™' C) byly zblizone. Dla poréwnania zawar-
to$¢ calkowita PLFAs w rekultywowanej glebie wynosita
3-4pmol g™ C, niezaleznie od uprawianego gatunku
roéliny. Ponadto dominowaly w niej bakterie Gram-
-ujemne, ktérych biomasa zawierala si¢ w przedziale
0,5-0,9 umol g™! C. W innych badaniach Baker i wsp.
[6] oceniali miedzy innymi wplyw nawozu krowiego
dodanego do gleby zanieczyszczonej Zn, Pb i Cd na
sklad populacji mikroorganizméw. Rekultywacje
gleby prowadzono metoda fitostabilizacji wspomaga-
nej w miejscu pierwotnego skazenia z wykorzystaniem
prosa rozgowego (Panicum virgatum L.) Analiza pro-
fili PLFAs wykazala, ze w glebie z najwieksza dawka
materialu organicznego (269 tha™) biomasa mikro-
organizmoéw wynosila 80,3 umol kg™ s.m. gleby i byta
0 62% wyzsza niz w kontroli. W glebie tej dominowaty
bakterie, przy czym biomasa bakterii Gram-dodatnich
byta wigksza 0 36% niz Gram-ujemnych. Z gleby tej
wyizolowano réowniez najwig¢cej markerowych PLFAs
dla promieniowcdw i grzybow, ktdrych biomasy wyno-
sity odpowiednio 2,0 i 16,4 umol kg™ s.m. gleby i byly
wyzsze 0 40% i 47% niz w kontroli.

4. Wskazniki mikrobiologiczne a jakos¢ gleby

Koncepcja ,jakosci gleby” powstata w latach 90.
XX wieku. Termin ten definiowany jest jako ,zdol-
no$¢ gleby do pelnienia swoistych dla niej funkcji” lub
»stan funkcjonowania gleby odpowiedni do jej prze-
znaczenia® [38]. Dlatego tez w ocenie skutecznosci
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podjetych dzialan w oczyszczaniu gleby skazonej
metalami cigzkimi powinno sie uwzglednia¢ nie tylko
parametry fizyczne gleby, ale takze czynniki chemiczne
i biologiczne [29, 59]. Dotychczas nie opracowano uni-
wersalnej formuly pozwalajacej w sposob mierzalny
przedstawic jakos¢ gleby. Przyczyna tego moze by¢ brak
standaryzacji wielu metod, powszechne stosowanie roz-
nych metod na $wiecie, a takze heterogeniczno$¢ gleby
i warunki naturalne (ro$linno$¢ i klimat) [8].

Z danych literaturowych wynika, ze do oceny ja-
kosci gleby mozna stosowa¢ rdzne wskazniki. Jednym
z nich jest indeks jakosci gleby, definiowany jako naj-
mniejszy zestaw parametrow gleby, ktore w powigzaniu
ze sobg dostarczaja informaciji o jej jakosci i zdolnosci
pelnienia okreslonej funkgcji. Parametry te obejmuja
najczesciej: odczyn pH, zawarto$¢ substancji orga-
nicznych, biomase mikroorganizmoéw, wydajnos¢ pro-
cesdw oddechowych oraz aktywnos$¢ enzymatyczna.
Dotychczas wsrod tych parametréw w charakterze
jednej ze zmiennych indeksu jakos$ci gleby nie znala-
zty zastosowania wskazniki molekularne. Takie wskaz-
niki moglyby by¢ niezwykle przydatne w ustaleniu roli
konkretnych mikroorganizméw w glebie oraz w selekcji
kluczowych enzymoéw zwigzanych z funkcjonowaniem
gleby. Opracowanie takich wskaznikéw prawdopodob-
nie bedzie mozliwe dzigki osiggnieciom wspolczesnej
genomiki, transkryptomiki i proteomiki [8].

Innym wskaznikiem zaproponowanym przez Wysz-
kowska i Wyszkowskiego [87] w badaniach wptywu Cd
i Mg na aktywno$¢ enzymoéw w glebie jest wskaznik
zyznosci gleby M, (soil fertility index). Jest on iloczy-
nem procentowej zawartosci wegla organicznego (%C)
i sumy aktywnosci ureazy, dehydrogenaz, fosfatazy
alkalicznej i kwasnej. Kolejnym wskaznikiem jakosci
gleby, opracowanym we wczesnych latach 90., jest
indeks jakosci gleby SQI (soil quality index), bedacy
sumg i-tego wskaznika wyrazonego jako iloczyn wspot-
czynnika regresji i linearnej lub nielinearnej wartosci
i-tego wskaznika [55, 76]. Jako$¢ gleby mozna takze
wyraza¢ indeksem zmian w glebie SAI (soil alteration
index), w ktérym zmiennymi mogg by¢ aktywnosci
wybranych enzyméw glebowych lub stezenie okreslo-
nych fosfolipidowych kwasow tluszczowych (PLFAs).
Indeks ten jest suma iloczynu wspotczynnika a rowna-
nia korelacji kanonicznej (raw canonical coefficients)
i aktywnosci enzymoéw/stezenn PLFAs istotnych staty-
stycznie w danych badaniach [66, 67].

Wyszkowska i Wyszkowski [87] na podstawie war-
tosci indeksu M, stwierdzili mniejszg zyzno$¢ gleby
w obecnosci Cd. Poza tym nie stwierdzili wptywu ogra-
niczenia mobilnosci tego metalu w glebie na jej Zyzno$¢.
Puglisi i wsp. [67] wykazali wzrost wartosci SAI w gle-
bie pochodzacej z terendw kopalnianych, na ktérych
prowadzono zabiegi zmierzajace do przywrdcenia
szaty ro$linnej. Z kolei w innych badaniach indeks SAI
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przyjmowal nizsze wartos$ci dla gleb poddanych dziatal-
nosci antropogenicznej i intensywnemu nawozeniu niz
dla gleb niezmienionych dziatalnoscig cztowieka [66].
Jedynym opracowanym indeksem wigzacym para-
metry fizykochemiczne z biologicznymi jest indeks
jakosci gleby SQI. Badania Erkossa i wsp. [22] wyka-
zaly najwigkszy wzrost jakosci gleby po wzbogaceniu
jej w nawoz organiczny w pordwnaniu z innymi gle-
bami poddanymi réznym zabiegom antropogenicznym.
Indeks SQI znalazt rowniez zastosowanie w badaniach
dotyczacych oceny wplywu rodzaju uprawianych roslin
[77], czestotliwosci [4] i rodzaju nawozenia [56] na
jakos¢ gleby. Pomimo, ze autorzy réznych doniesien
zwracajg uwage na istotno$¢ wyznaczania jakosci gleby
w oparciu o parametry fizyczne, chemiczne i biolo-
giczne, to nie jest to powszechnie stosowana praktyka.

5. Przyklady in situ fitostabilizacji wspomagane;j

Fitostabilizacja wspomagana znalazla gléwnie za-
stosowanie w remediacji gleb terendw dziatalnosci
powydobywczej i hutniczej. Byla i jest ona szeroko
praktykowana w wielu krajach Unii Europejskiej oraz
w innych czg¢éciach $wiata. Badania w tym zakresie sg
jednak ograniczone czg$ciej do kontrolowanych warun-
koéw laboratoryjnych niz do eksperymentéw polowych.
Takie badania pilotazowe majg swoje uzasadnienie,
gdyz umozliwiajg poznanie loséw zanieczyszczen w gle-
bie i optymalizacje fitotechnologii przed jej praktycz-
nym zastosowaniem, ale niejednokrotnie nie sg wdra-
zane na szerszg skale [7].

Mimo potwierdzonej w wielu badaniach labora-
toryjnych skutecznosci fitostabilizacji wspomaganej
w remediacji gleb skazonych metalami ciezkimi, wcigz
niewiele jest publikacji na temat jej stosowania i efek-
tywnosci w warunkach polowych. Pavel i wsp. [64]
przeprowadzili badania w warunkach in situ na tere-
nach przyleglych do zamknietej huty cynku i ofowiu
w Rumunii. Autorzy pracy zmieszali glebe z czerwonym
szlamem i zalozyli na niej plantacje trawy miskanta
chinskiego (Miscanthus giganteus L.) W wyniku tych
zabiegdw udalo si¢ zmniejszy¢ stezenia biodostepnych
frakcji Pb, Cd i Zn w glebie oraz uzyska¢ zmniejszona
akumulacje metali cigzkich w korzeniach i czesciach
nadziemnych trawy. W innych badaniach prowa-
dzonych bezposrednio na terenach skazonych odcie-
kami kopalnianymi w Hiszpanii oceniano potencjat
kompostu bogatego w kwasy humusowe, leonardytu
o duzej zawartoéci kwaséw humusowych oraz wapna
jako stabilizatoréw Cd, Cu i Zn w glebie [88]. Apli-
kacja tych materiatéw nie tylko znaczaco wplynela
na zmniejszenie stezen biodostepnych frakcji metali
cigzkich w skazonej glebie, ale rowniez spowodowata
ekspansje endemicznego gatunku Cyndona dactylon L.
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na objetym badaniami terenie. Ponadto stwierdzono,
ze w obecnosci kompostu akumulacja CuiZn w tkan-
kach nadziemnych tej rosliny byla niewielka. Fitosta-
bilizacje wspomagang wykorzystano rowniez w warun-
kach polowych w Afryce do remediacji terendéw silnie
zanieczyszczonych Cu w wyniku dziatania huty [76].
Dodany do gleby wapien i kompost ograniczyty w niej
mobilno$¢ jondéw tego metalu. Dodatki doglebowe
stymulowaly takze wzrost rodzimej rosliny Microchloa
altera Rendle i ograniczaty poziom akumulacji Cu w jej
lisciach. Probe immobilizacji Cd w glebie na terenie
kopalni w Chinach poprzez intensywne jej nawozenie
kompostem i uprawe pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.) podjeli Li i wsp. [46]. Z badan tych wynika,
ze zabiegi te doprowadzily do redukcji biodostepnej
frakcji Cd w glebie oraz zmniejszenia akumulacji tego
metalu w fodygach roslin.

6. Podsumowanie

Zanieczyszczenie gleby metalami cigzkimi stanowi
powazny problem ekologiczny, wymagajacy nie tylko
monitorowania ich loséw w $rodowisku, ale takze
opracowania i wdrazania innowacyjnych rozwigzan
ich eliminacji i detoksykacji. Sposréd réznych metod
titotoremediacji obiecujaca technologia w ogranicza-
niu mobilnosci metali cigzkich w glebie jest fitostabi-
lizacja wspomagana, wykorzystujaca zdolnosci roslin
do redukgji stezen bioprzyswajalnych zanieczyszczen
w obecnosci réznych dodatkéw doglebowych. Klu-
czowe znaczenie w intensyfikacji procesow usuwania
metali z gleby oraz poprawy jej jako$ci ma dokladne
poznanie relacji pomigdzy mikroorganizmami a rosli-
nami, zbadanie mechanizméw unieruchamiania
metali w obecno$ci réznych materialéw oraz okres-
lenie wplywu czynnikéw srodowiskowych na zakres
tych zaleznosci i przebieg proceséw. Znajomo$¢ takich
zagadnien jest niezbedna, aby rekultywowa¢ skazone
gleby zgodnie z unijnymi i krajowymi programami oraz
strategiami w dziedzinie ochrony gleb i zapobieganiu
dalszemu jej zanieczyszczeniu.

Aby okresli¢ stopien efektywnosci podjetych dziatan
bioremediacyjnych na danym terenie z praktycznego
punktu widzenia istnieje potrzeba wdrazania dlugo-
terminowego monitoringu ekologicznego. Monitoring
obejmuje systematyczne prowadzenie empirycznych
pomiaréw wybranych parametréw i ich analize przez
okres minimum 10 lat. Taki dlugoterminowy program
jest potrzebny, aby regularnie oceniaé efekt zanie-
czyszczenia na zdrowie ludzi i srodowisko [3, 19, 47].
Rozszerzeniem monitoringu ekologicznego jest zapro-
ponowany przez Lindenmayera i wsp. [48] tzw. ,,moni-
toring adaptacyjny”. Obejmuje on powtarzajace si¢
cyklicznie w trakcie trwania remediacji danego obszaru
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nastepujace dzialania: rozwdj modeli koncepcyjnych,
projektowanie eksperymentu, zbidr i analize danych
oraz ich interpretacje. ,,Monitoring adaptacyjny” jest
jedyna koncepcja, ktdra moze si¢ rozwija¢ w odpowie-
dzi na pojawiajgce sie problemy, nowe informacje, sytu-
acje lub warunki i wprowadza¢ w trakcie jego trwania
stosowne rozwigzania.
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Microbial elimination of toxic industrial dyes

Abstract: Many industrial dyes are commonly present in wastewater and, due to its toxicity, mutagenicity and carcinogenicity, can cause
serious pollution of the aquatic environment. So far, a number of strategies has been developed for dye elimination from wastewater,
however, the most promising method seems to be bioremediation involving various microorganisms such as bacteria, fungi and
microscopic algae. This article presents the latest research on microbial decolourisation of synthetic dye. Microorganisms capable for
decolourisation, mechanisms involved in the bioremoval of dyes and analytical tools applied in process characterization have been
summarised. In addition, this review discusses genetic manipulation of microorganisms and enzymes used for dye decolourisation.

1. Introduction. 2. Synthetic dyes - structure, classification and application. 3. Impact of dyes on the environment. 4. Methods for dye
removal. 4.1. Chemical and physical methods. 4.2. Biological methods. 4.2.1. Biosorption. 4.2.2. Bioaccumulation. 4.2.3. Biodegradation.
4.3. Enhancement of the microbial decolourisation of dyes. 4.4. Advanced analytical tools in the decolourisation studies. 5. Conclusions
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1. Wprowadzenie

Do polowy XIX wieku zwiazki uzywane przez
czlowieka do barwienia tkanin, skor czy przedmiotow
codziennego uzytku otrzymywano wylgcznie z natu-
ralnych Zrédel nieorganicznych i organicznych np.
hematytu, sadzy, liSci, kwiatow i krwi zwierzat. Dopiero
w XIX wieku opracowano metody otrzymywania barw-
nikéw syntetycznych na skale przemystowa. Pionierem
w tej dziedzinie byl 18-letni student Wiliam Henry
Perkin, ktéry na drodze nieudanej proby syntezy chi-
niny uzyskal niebieska substancje¢, opatentowana poz-
niej jako purpura anilinowa. Od tej pory do produk-
cji przemystowej wprowadzono ok. 10000 réznych
syntetycznych srodkéw barwigcych, ktére catkowicie
wyparly barwniki pochodzenia naturalnego [72].

2. Barwniki syntetyczne - budowa, podzial
i zastosowanie

Z technologicznego punktu widzenia barwnikami
nazywamy zwiazki chemiczne, ktére po zetknieciu sie
z materiatami takimi jak np. wiékna naturalne i sztuczne,
papier czy tworzywa syntetyczne, wigza si¢ z nimi

w sposdb trwaly nadajac im odpowiednie zabarwie-
nie. Pod wzgledem chemicznym barwniki to zwigzki,
ktére posiadaja zdolnos¢ do wybidrczego pochlania-
nia promieniowania elektromagnetycznego w zakre-
sie widzialnym, czyli dla fal o dlugosci 400-700 nm.
Pochlanianie promieniowania widzialnej czesci widma
jest mozliwe dzieki obecnosci w czasteczce barwnika
jonow, atomow lub ugrupowan chemicznych, w ktérych
pod wplywem $wiatla nastepuje przejscie elektronu ze
stanu podstawowego w stan wzbudzony. Ugrupowanie
takie nazywamy chromoforem (z tac. chroma-barwa,
foros-niosacy) i najczesciej wystepuje ono w postaci
wigzania -C=C~, -C=N-, -C=0-, -N=N-, -NO,
lub pierscienia chininowego. Drugg niezwykle istotna
strukturg jest auksochrom - elektrodonorowe ugru-
powane atomoéw powodujace intensyfikacje barwy.
Do auksochroméw nalezg m.in. ugrupowania -NH,,
-COOH, -SO,H, -OH [68].

Pod wzgledem struktury chemicznej oraz rodzaju
obecnego w czasteczce barwnika chromoforu wyréz-
nia si¢ ok. 20-30 klas barwnikéw [75]. Najwazniejsze
sposrod nich to barwniki azowe (mono-, di-, tri-, polia-
zowe), trojfenylometanowe, antrachinonowe, nitrowe,
nitrozowe, ftaleinowe, indygoidowe i inne. Inna kla-
syfikacja opiera si¢ na stosowanej metodzie barwienia
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oraz rodzaju sil odpowiadajacych za wigzanie barw-
nika z substratem. W proces ten zaangazowane moga
by¢ rézne typy oddzialywan chemicznych, do ktérych
najczesciej nalezg sity Van der Waalsa, wigzania wodo-
rowe, jonowe lub kowalencyjne [19].

Barwniki najpowszechniej uzywane sa w przemysle
tekstylnym, papierniczym, kosmetycznym, podczas
produkcji farb, lakieréw i tworzyw syntetycznych. Sto-
suje sie je rowniez do kontroli skutecznosci procesow
oczyszczania $ciekow, w celu okreslenia powierzchni
wlasciwej osadu czynnego i monitorowania stanu wod
gruntowych. Wiele z tych zwigzkéw znalazto zastoso-
wanie w naukach biologicznych i medycynie, a te nie-
toksyczne uzywane sg takze w przemysle spozywczym
i farmaceutycznym [58].

3. Barwniki a Srodowisko

Barwniki syntetyczne dostajac sie do srodowiska
naturalnego w postaci $ciekéw przemystowych sta-
nowig powazne zagrozenie dla czlowieka i innych
organizmoéw zywych. Z uwagi na duzg skale produkcji
oraz nieskuteczno$¢ proceséw technologicznych do
srodowiska moze przedostawac nawet do 50% uzytego
barwnika, przy czym stezenie takiego zwigzku w $cieku
siega¢ moze nawet 300 mg/ml [41]. Obecnos¢ barw-
nika nadaje wodzie zabarwienie, a to skutkuje ograni-
czeniem fotosyntezy, prowadzi do eutrofizacji, zakloca
prawidtowy obieg pierwiastkéw biogennych oraz bez-
posrednio lub posrednio niekorzystnie oddzialuje na
wszystkie poziomy fancucha troficznego [31, 62]. Barw-
niki obnizajg takze efektywnos$¢ oczyszczania sciekow
metodami biologicznymi poprzez hamowanie wzrostu
i aktywnosci enzymatycznej mikroorganizmoéw, a takze
ograniczenie bioréznorodnosci drobnoustrojéw wcho-
dzacych w sklad ktaczkéow osadu czynnego i bfony bio-
logicznej zt6z zraszanych.

Toksyczne dziatanie barwnikéw syntetycznych wy-
nika z faktu, ze wiele z tych zwigzkow to ksenobiotyki
o zlozonej strukturze, odznaczajace si¢ wysoka stabil-
noscia oraz opornoscig na rozklad chemiczny, fotoli-
tyczny i biologiczny. Bardzo czgsto ich obecnos¢ moze
wywotac u organizmoéw zywych efekt toksyczny, muta-
genny i/lub kancerogenny [78]. Przykladem jest zielen
malachitowa (barwnik z grupy tréjfenylometanowych),
dla ktorej udowodnione szkodliwe dziatanie obejmuje
m.in. uszkodzenie chromosomodw, zaburzenie dziatania
enzymow oddechowych oraz niekorzystny wplyw na
funkcjonowanie watroby, nerek czy ukltadu rozrodczego
[74]. Ponadto, jak wykazal Cha i wsp. [12] barwnik ten
moze réwniez powodowal powstawanie nowotworow.

Liczne doniesienia dotyczace szkodliwego dziata-
nia barwnikéw na $rodowisko naturalne doprowadzity
do utworzenia stowarzyszenia ETAD (Ecological and
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Toxicological Association of Dyes and Pigments Manu-
facturers) zajmujacego sie klasyfikacja barwnikow nie-
bezpiecznych, sporzadzaniem wytycznych ich uzycia
oraz popularyzacjg wérdd producentéw danych o tok-
sycznosci barwnikéw [61]. Sposrod 4 000 barwnikow
przetestowanych przez ETAD ponad 90% wykazywalo
warto$¢ LC, ,, wigkszg niz 2x 10° mg/kg masy ciata.
Najbardziej toksyczne okazaly sie by¢ zwiazki z grupy
zasadowych i dwuazowych barwnikéw bezposrednich.

4. Metody usuwania barwnikow syntetycznych
ze Sciekow

Duza réznorodnos¢ barwnikéw stosowanych w prze-
mysle sprawia, ze brak jest jednej, uniwersalnej metody
usuwania tych zwigzkow ze $ciekow i zanieczyszczo-
nych akwenéw wodnych [69, 79]. Wyréznia si¢ trzy
podstawowe metody eliminacji barwnikow syntetycz-
nych: fizyczne, chemiczne i biologiczne. Jednak naj-
czedciej stosowane sg technologie bedace kombinacja
wymienionych metod, a ich wybér zalezy czynnikéw
takich jak rodzaj oraz stezenie barwnika, sktad che-
miczny $cieku, obecno$¢ dodatkowych zanieczyszczen
czy planowane koszty procesu [38, 61].

4.1. Metody chemiczne i fizyczne

Fizyczne metody eliminacji barwnikow ze $ciekdw
przemystowych opieraja si¢ na zjawiskach takich jak:
filtracja. membranowa, flokulacja, sedymentacja czy
adsorpcja. Ze wzgledu na wysoka wydajnos¢ elimina-
cji zwiazkow zaliczanych do réznych klas oraz niskie
koszty procesu jedna z najbardziej powszechnych
metod dekoloryzacji jest adsorpcja [66, 79]. Polega
ona na wigzaniu rozpuszczalnych badz zawiesino-
wych zanieczyszczen przez stala matryce i przebiega
na skutek oddzialywan elektrostatycznych, wymiany
jonowej, dzialania sil van der Waalsa lub reakcji kom-
pleksowania. Efektywno$¢ procesu moze by¢ z powo-
dzeniem zwigkszana po optymalizacji warunkow takich
jak: temperatura, pH, czas kontaktu czy rodzaj adsor-
bentu. Najbardziej popularnym sorbentem jest wegiel
aktywowany, jednak ze wzgledu na wysoki koszt jego
uzycia i regeneracji trwaja badania m.in. nad wykorzy-
staniem w adsorpcji odpadow takich jak: torf, wiory
drzewne, popioly lotne, makuch rzepakowy, pestki
i skorki owocow, biomasa bakteryjna i grzybowa [8, 32,
34, 61]. Pomimo swej wysokiej skutecznosci, adsorpcja
barwnikéw syntetycznych ze $ciekow przemystowych,
posiada réwniez pewne ograniczenia. Najpowazniej-
sza wada jest fakt, ze adsorpcja prowadzi wylacznie do
skoncentrowania czasteczek barwnika na powierzchni
sorbentu bez zmiany ich struktury chemicznej, a tym
samym obnizenia toksycznosci [73].
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Ze wzgledu na prostote uzycia, sposrod chemicz-
nych metod eliminacji barwnikéw syntetycznych ze
sciekéw, na uwage zastuguja gtéwnie reakcje utlenia-
nia. Czynnikiem utleniajgcym najczgsciej jest nadtle-
nek wodoru, ktory ze wzgledu na swoje wlasciwosci
wymaga uprzedniej aktywacji (jako aktywator nad-
tlenku wodoru uzywany jest zazwyczaj odczynnik
Fentona). Reakcja Fentona pozwala prowadzi¢ réwno-
legle proces utleniania i koagulacji $ciekow, co znacznie
zwieksza efektywnos¢ oczyszczania. Jednak ze wzgledu
na powstawanie duzych ilosci osaddw, zawierajacych
zatezone barwniki i zelazo w formie koloidu wodo-
rotlenku zelazowego (III), uzycie tej metody jest nie-
znaczne. Nadtlenek wodoru moze by¢ takze aktywo-
wany na drodze ozonowania. Powaznymi barierami
ozonowania jest jednak krotki czas poéttrwania ozonu
w wodzie oraz koszty procesu. O wiele bardziej ekono-
miczng i réwnie efektywna metode eliminacji barwni-
kow (gtéwnie azowych), stanowi utlenianie z uzyciem
chloru gazowego lub podchlorynu sodu, jednak uwal-
nianie toksycznych i kancerogennych zwiazkéw spra-
wia, ze metoda ta stosowana jest coraz rzadziej. Naj-
wieksza przewaga metod chemicznych nad fizycznymi
jest fakt, ze czasteczki barwnikow przeksztalcane sa do
nietoksycznych pochodnych. Jednak ze wzgledu wyso-
kie koszty procesu, ich uzycie na skale przemystowg jest
mato optacalne [61].

4.2. Biologiczne metody usuwania barwnikow

Wysokie koszty, niska efektywnos¢ procesu, powsta-
wania toksycznych produktéow ubocznych sprawity, ze
podjeto préby usuwania barwnikéw z wykorzysta-
niem proceséw zachodzacych przy udziale réznych
grup organizmoéw zywych [9, 21]. Jedng z najbardziej
obiecujacych i intensywnie rozwijanych technologii jest
bioremediacja wykorzystujaca do oczyszczania srodo-
wiska gléwnie potencjal metaboliczny drobnoustro-

jow. Metody mikrobiologicznej eliminacji barwnikéow
opierajg si¢ na trzech gtéwnych procesach: biosorpcji,
bioakumulacji i biodegradacji lub kombinacji tych
mechanizméw (rys. 1). Biosorpcja jest niezaleznym
do metabolizmu procesem wigzania zanieczyszczen
przez martwe lub zywe komorki mikroorganizméw.
Bioakumulacja polega na pobieraniu polutanta do
wnetrza zywej komorki i jego akumulacji w obrebie
cytoplazmy. Biodegradacja z kolei obejmuje prze-
ksztalcanie polutanta z wykorzystaniem zewnatrz- lub
wewnatrzkomorkowych enzymodw [19].

4.2.1. Biosorpcja

Biosorpcja jest selektywnym, wydajnym i uniwersal-
nym procesem, w ktorym czgsteczki barwnikéw przyla-
czane s3 do powierzchni $ciany komodrkowej w sposdb
bierny, niezalezny od metabolizmu. Za wigzanie czaste-
czek barwnikow sg odpowiedzialne grupy aminowe, tio-
lowe, karboksylowe i fosforowe obecne na powierzchni
komorek bakteryjnych i grzybowych. Biosorpcja nie
wymaga wysokich nakladéw inwestycyjnych, bo mate-
rial biologiczny wiazacy barwniki syntetyczne jest czesto
tani i moze pochodzi¢ z przemystowej hodowli biomasy
lub stanowi¢ produkt odpadowy lub uboczny. Zwigzane
z sorbentem barwniki mogg by¢ ponadto odzyskane na
drodze desorpcji, a biosorbent po uprzedniej regeneracji
wykorzystany w kolejnym cyklu usuwania zanieczysz-
czen (38, 82]. Do biosorpcji réznych grup barwnikow
wykorzystywane sg liczne gatunki zaréwno bakterii,
grzybow jak i mikroskopowych glondw.

Jasinska i wsp. [33] wykorzystali martwg biomase
grzyba Penicillium pinophilum IM 6480 do wigza-
nia zieleni malachitowej z roztworéw wodnych. Juz
w 30 minucie procesu udalo si¢ uzyska¢ niemal catko-
witg eliminacj¢ barwnika. Co wiecej biomasa grzybowa
efektywnie wigzata barwnik takze z roztworéw zawie-
rajacych inne barwniki lub metale ciezkie.

Biosorpcja

Biodegradacja

Bioakumulacja

e Proces pasywny

e Zywa lub martwa
biomasa

e Barwnik zwigzany
z powierzchnig komorki

e Proces odwracalny

e Substancje odzywcze
nie sg wymagane

e Metoda szybka

e Metoda niezalezna
od metabolizmu

e Proces aktywny
e Zywa biomasa

e Barwnik degradowany
przez enzymy

e Proces nieodwracalny

e Substancje odzywcze
sg wymagane

e Metoda wolna

e Metoda zalezna
od metabolizmu

e Proces aktywny
e Zywa biomasa

e Barwnik zwigzany
z powierzchnig komorki

e Proces cze$ciowo
odwracalny

e Substancje odzywcze
sg wymagane

e Metoda wolna

e Metoda zalezna
od metabolizmu

Rys. 1. Poréwnanie mechanizméw mikrobiologicznej eliminacji barwnikéw
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Tabela I
Przyklady drozdzy zdolnych do bioakumulacji barwnikéw
Mikroorganizm Barwnik (wg Colour Index) Dekoloryzacja [%] | Zrédto
Candida utilis Remazol Turquoise Blue G 50 mgl™* 59,2 [28]
Pichia fermentans Basic Violet 3 10 mgl™ 69,8 [17]
Rhodotorula glutinis Reactive Red 11 20 mgl™! 72,5 [65]
Rhodotorula mucilaginosa | Remazol Blue 50 mgl™ 96,0 [23]
Saccharomyces cerevisiae | Remazol Black B 400 mg'~ 1 62,0 [2]
Saccharomyces cerevisiae | Basic Yellow 2 40 mgl™! 93,0 [40]

Nalezy jednak pamigta¢, ze biosorpcja barwnikow
nie rozwigzuje problemu obecnosci tych zanieczysz-
czen w $rodowisku, poniewaz toksyczne zwigzki nie s3
rozkladane, a tylko wigzane przy uzyciu biosorbentu.
Dlatego zastosowanie zywej biomasy, ktora wigze barw-
niki wewnatrz komorek na drodze akumulacji, wydaje
sie by¢ metoda korzystniejsza, niz biosorpcja. W przy-
padku zywej biomasy biosorpcja stanowi z reguly
poczatkowy etap eliminacji barwnika. Mou i wsp. [50]
zaobserwowali, ze zywa biomasa Myrothecium verruca-
ria w ciggu pierwszych 10 godzin reakeji wiaze ponad
50% barwnika, ktéry nastepnie ulega stopniowej bio-
degradacji Przystas i wsp. [55] wykazali, ze eliminacja
blekitu Evansa i zieleni brylantowej przebiega szybciej
iz wieksza wydajnoscig w ukladach zawierajacych zywa
biomase grzybowg lub bakteryjna. Co wiecej obserwuje
sie wowczas istotny spadek toksyczno$ci barwnika.

Naturalne wlasciwosci sorpcyjne biomasy grzybowej
lub bakteryjnej moga by¢ zwiekszone poprzez mody-
fikacje chemiczne i/lub fizyczne ich powierzchni. Na
przyklad w badaniach z wykorzystaniem Pseudomonas
sp. DY1 wykazano, ze poddana obrébce termicznej bio-
masa wigze barwnik azowy Acid Black 172 z wydajnos-
cig 150 razy wigksza, niz zywe, nie poddawane obrébce
termicznej komorki [20]. Oprdécz obrobki termicznej
biosorbent mozna modyfikowa¢ poddajac go liofili-
zacji, ucieraniu, a takze traktujac roztworami kwasow,
zasad lub rozpuszczalnikoéw organicznych [4, 25].

4.2.2. Bioakumulacja

Bioakumulacja polega na wigzaniu barwnika do
$ciany komdrkowej, a nastepnie jego akumulacji obre-
bie cytoplazmy [16, 84]. Jest to bardzo ztozony, zalezny
od wielu czynnikéw (takich jak skfad podtoza, pH, tem-
peratura i obecno$¢ innych zanieczyszczen) proces [40].
W przeciwienstwie do biosorpcji, bioakumulacja nie
wymaga oddzielania biomasy od podfoza wzrostowego,
jej suszenia, przetwarzania i przechowywania. Jednak
proces bioakumulacji wigze si¢ z pewnymi ogranicze-
niami np. konieczno$¢ zapewnienia odpowiedniego
zrédia wegla i azotu, hamowanie wzrostu drobnoustro-
jow w obecnosci wysokich stezen barwnika i innych

toksycznych zanieczyszczen zawartych w $ciekach
[84]. Najpowszechniej stosowana do biooakumula-
cji toksycznych barwnikéw grupa drobnoustrojow sa
drozdze. Ich przydatno$¢ wykazano m.in. w eliminacji
barwnikéw azowych, reaktywnych, czy tréjfenylome-
tanowych (Tab. I).

4.2.3. Biodegradacja

Biodegradacja to zalezny od metabolizmu proces
rozkladu czasteczki barwnika do zwigzkéw prostszych
zachodzacy przy udziale zewnatrz- i/lub wewnatrz-
komoérkowych enzymoéw. Proces ten prowadzi nie tylko
do dekoloryzacji roztworéw barwnych, ale takze do
przeksztalcenia barwnikéw do zwigzkéw prostszych,
ktdre zazwyczaj charakteryzuja si¢ nizsza toksycznos-
cig, niz zwiazki wyjsciowe. W niektdrych przypadkach,
biodegradacja prowadzi do mineralizacji barwnikow
czyli ich rozkladu do dwutlenku wegla, wody i/lub
innych produktéw nieorganiczny [57].

Najlepiej poznang grupe drobnoustrojéw zdolnych
do dekoloryzacji barwnikdw stanowig tzw. grzyby bialej
zgnilizny drewna m.in. szczepy z gatunku Phanerocha-
ete chrysosporium, Trametes versicolor, Funalia trogii,
Phlebia tremellosa, Irpex lacteus, Dichomitus squalens
i Pleurotus ostreatus [11, 22, 26, 51, 52]. Jednak efek-
tywna eliminacje barwnikéw opisano réwniez u grzy-
béw nalezacych do Ascomycota i Deuteromycota takich
jak Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor
sp., Fusarium sp. [38, 86]. Ze wzgledu na dynamiczny
wzrost i tatwg adaptacje do zmieniajacych sie warun-
kéw $rodowiska, dekoloryzacja barwnikéw z wykorzy-
staniem grzybow mikroskopowych jest procesem szyb-
kim i wydajnym. Wiele spo$réd badanych szczepow to
izolaty pochodzace ze $rodowisk skazonych [1, 47, 85].

W bioremediacji srodowisk skazonych toksycznymi
barwnikami wykorzystywane sg takze szczepy bakterii
zdolne do transformacji i mineralizacji tych zwigzkow.
Wysoka wydajnos¢ eliminacji barwnikéw zaobserwo-
wano w hodowlach bakterii z rodzaju Pseudomonas sp.,
Bacillus sp., Kurthia sp., Shewanella sp., Desulfovibrio
sp., Staphylococcus sp., Alcaligenes sp. Procesy odbar-
wiania $ciekéw przemystowych prowadzone sg takze
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Tabela IT
Przyklady enzymoéw odpowiadajacych za eliminacje barwnikéw przez bakterie i grzyby
G| S [Pl g
Alishewanella sp. Reactive blue 59 2,5 gl™! 95,0 Cyt P-450, AR, reduktaza NADH-DCIP [43]
Bacillus sp. Metanil Yellow 200 mgl™! 100,0 AR [5]
Brevibacillus laterosporus | Remazol red 50 mgl™ 100,0 reduktaza NADH-DCIP, VAO, AR [45]
Enterobacter sp. Reactive red 195 30 mgl™ 91,0 AR [36]
Fusarium solani Crystal violet 2,5 mgl™ 98,0 Lac [1]
Irpex lacteus Reactive black 5200 mgl™ 98,4 MnP [52]
Kocuria rosea Malachite green 50 mgl™ 100,0 reduktaza ZM, reduktaza DCIP [53]
Lentinus polychrous Indigo carmine 20 mgl™* 97,6 Lac [67]
Myrothecium roridum Malachite green 10 mgl™! 97,0 Lac [35]
Penicillum ochrochloron | Cotton blue 50 mgl™ 93,0 LiP [70]
Proteus vulgaris Scarlet R 150 mgl™ 100,0 reduktaza NADH-DCIP [64]
Trametes sp. Congo red 100 mgl™* 100,0 Lac [83]

AR - azoreduktazy; Cyt P-450 - cytochrom P-450; Lac — lakaza; LiP - peroksydaza ligninowa; MnP - peroksydaza manganowa;
reduktaza ZM - reduktaza zieleni malachitowej; VAO - oksydaza alkoholu weratrylowego

przy uzyciu niektérych mieszanych kultur bakteryjnych
[7, 13,15, 59].

Zaréwno u grzybow jak i bakterii gtéwnym mecha-
nizmem tych grzybéw odpowiadajacym za transforma-
cje barwnikow sg reakcje katalizowane przez enzymy
utleniajgco-redukujace, z ktdrych najszerzej opisywane
sa lakazy, peroksydazy i reduktazy [69].

Lakazy to enzymy katalizujace utlenianie szerokiego
spektrum zwigzkéw organicznych i nieorganicznych,
ktéoremu towarzyszy redukcja tlenu czasteczkowego
do wody. Podczas kazdego cyklu katalitycznego lakazy
dochodzi do redukeji 1 czgsteczki tlenu do 2 czaste-
czek wody, czemu towarzyszy utlenienie 4 czasteczek
substratu do 4 rodnikéw substratéw [18, 44]. W pro-
cesach usuwania barwnikéw syntetycznych zastoso-
wanie znalazly gléwnie mechanizmy, w ktérych lakaza
wspoldziata z prostymi mediatorami chemicznymi
takimi jak 2,2’-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfo-
nian), syryngaldazyna czy wanilina [6, 60]. Najbardziej
podatne na przeksztalcanie przy udziale lakaz sg barw-
niki antrachinonowe i trojfenylometanowe, a ich odbar-
wianie jest proporcjonalna do aktywnosci enzymu [71].

Drobnoustrojowe peroksydazy, takie jak peroksy-
daza ligninowa (LiP) czy peroksydaza manganozalezna
(MnP), charakteryzuja sie niska specyficznoscia, co
umozliwia tym enzymom utlenianie calego spektrum
ksenobiotykdw, w tym toksycznych barwnikow synte-
tycznych [54, 70]. LiP katalizuje jednoelektronowe utle-
nianie zwigzkow fenolowych i niefenolowych, podczas
gdy MnP przeksztalca Mn** do Mn**, ktéry zdolny jest
do utleniania zwigzkéw stanowigcych pochodne fenolu
[30]. Wykazano, ze dekoloryzacje barwnikéw przy
udziale peroksydaz wzmaga obecnos¢ alkoholu wera-
trylowego jako mediatora reakcji. W reakgji takiej alko-

hol ulega utlenieniu przez pojedynczy elektron tworzac
kation, ktéry nastepnie utlenia zwigzek barwny [3].

Barwniki syntetyczne moga by¢ takze dekoloryzowa-
ne na drodze zaleznych od obecnosci NADH/NADPH
reakgji katalizowanych przez enzymy z grupy reduktaz
[10, 32, 63]. Najszerzej zbadano dotad zwigzane z blona
komoérkowsq azoreduktazy katalizujace rozszczepianie
wiazania azowego [42]. Enzymy te w pierwszym etapie
redukujg substrat azowy do hydrazyny, ktora nast¢pnie
redukowana jest do 2 amin. Wrazliwe na obecnos¢ tlenu
azoreduktazy po raz pierwszy zostaly zidentyfikowane
w hodowlach Clostridium i Eubacterium [56]. Druga
wazng grupe reduktaz dekoloryzujacych barwniki sta-
nowig reduktazy trojfenylometanowe. Produkcje tych
enzymow stwierdzono u Citrobacter sp. KCTC 18061P,
Pseudomonas aeruginosa NCIM 2074, Exiguobacterium
sp. MG2 i Mucor mucedo [32, 37, 49, 80]. Zestawienie
enzymow bioracych udziat w dekoloryzacji barwnikow
przedstawiono w Tabeli II.

Dane literaturowe wskazuja, ze w procesie dekolo-
ryzacji barwnikow moga bra¢ udzial nieenzymatyczne,
niskoczasteczkowe zwigzki np. rodniki hydroksylowe,
wytwarzane przez grzyby bialej i brazowej zgnilizny
drewna na drodze reakcji Fentona [26, 27, 39, 48, 81].

4.3. Sposoby zwiekszania wydajnosci procesu
mikrobiologicznej dekoloryzacji barwnikow

Zdolnos¢ drobnoustrojow do rozkladu barwni-
koéw syntetycznych wynika przede wszystkim z uzdol-
nient metabolicznych. Jednak dobierajac odpowiednio
warunki procesu mozna wielokrotnie podwyzszy¢
wydajnos¢ dekoloryzacji. Duzy wplyw na efektywnos¢
procesu maja czynniki takie jak: struktura i stezenie
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barwnika, pH $rodowiska, temperatura, dostepnosé¢
sktadnikéw odzywczych i tlenu czy obecno$¢ innych
zanieczyszczen, w tym jonéw metali ciezkich. Sposréd
dostepnych Zrodel wegla glukoza najbardziej sprzyja
dekoloryzacji barwnikéw. Jednak ze wzgledu na jej
koszt coraz czesciej wykorzystuje si¢ tansze zrédla
wegla np. skrobie czy melase. Wykazano, ze biodegra-
dacji barwnikéw sprzyja dodatek do podtoza wzrosto-
wego organicznych zrédel azotu oraz tzw. induktorow
chemicznych wzmagajacych aktywnos¢ enzymow ligni-
nolitycznych [18].

Bardzo czesto rowniez w celu uzyskania efektywnej
eliminacji barwnikéw wybiera si¢ te mikroorganizmy,
ktére narazone byly przez dlugi czas na dzialanie tok-
sycznych zanieczyszczen i dzieki temu wyksztalcity
mechanizmy unieszkodliwiajace te zwigzki. Proces ten
nazywany jest aklimatyzacja i najczesciej polega na
nadekspresji gendw kodujacych enzymy umozliwiajace
biodegradacje ksenobiotykéw obecnych w srodowisku
wzrostu drobnoustroju. Tom-Sinoy i wsp. [77] z gleby
pochodzacej z terenu zakladu barwiarskiego wyizolo-
wali dwa szczepy Pseudomonas sp., ktore okazaly sie
by¢ niezwykle efektywne w eliminacji wielu barwni-
kéw np. zieleni brylantowej, fioletu krystalicznego,
fuksyny oraz zieleni malachitowej. Podobnie Thorat
i Sayyad [76] w warunkach laboratoryjnych przepro-
wadzili aklimatyzacje probek gleby w rosnacych steze-
niach fioletu krystalicznego, co pozwolilo na izolacje
kilku szczepow bakteryjnych skuteczny w degradacji
tego barwnika. Jednak rozwdj genomiki i proteomiki
przyczynil sie do opracowania technik umozliwiajacych
przyspieszenie tych naturalnie zachodzacych procesow.
Badania prowadzone w tym obszarze polegaja glow-
nie na zmianie, z wykorzystaniem metod inzynierii
genetycznej, ekspresji, swoistosci i powinowactwa
enzymow bakteryjnych i grzybowych bioracych udzial
w dekoloryzacji. Lu i wsp. [46] uzyskali ekspresje lakazy
z Pycnoporus sanguineus w komoérkach Pichia pastoris

NN
D

\ .
DN

429

i stwierdzili, ze oczyszczony enzym z wysoka wydajnos-
cig dekoloryzuje fiolet krystaliczny. Jang i wsp. [32] po
raz pierwszy przeprowadzili klonowanie genu reduk-
tazy trojfenylometanowej pochodzacej z Citrobacter sp.
Podobnie Chengalroyen i Dabbs [14] zidentyfikowali
geny zaangazowane w biodegradacje barwnikow trojfe-
nylometanowych, ktére po wklonowaniu do komoérek
Mycobacterium sp. i Rhodococcus sp. nadawaty im zdol-
no$¢ do odbarwiania fioletu krystalicznego .

4.4. Zaawansowane techniki analityczne
wykorzystywane w badaniach nad
dekoloryzacja barwnikow

Monitorowanie procesu dekoloryzacji barwnika
polega na ilosciowej ocenie ubytku substratu w hodowli
oraz na jakos$ciowej analizie metabolitéw powstajacych
podczas tego procesu. Stezenie barwnika moze by¢ oce-
niane poprzez pomiar catkowitego wegla organicznego
(CWO), chemicznego zapotrzebowania na tlen (CHZT)
lub pomiar absorbancji roztworu przy dlugosci fali dla
ktorej barwnik wykazuje maksymalng absorpcje $wia-
tla. Jednak metody te moga by¢ obarczone pewnym
bledem np. z uwagi na obecnos¢ w roztworze dodatko-
wych zanieczen, niskg selektywno$¢ itp. Dlatego obec-
nie w badaniach nad dekoloryzacjg stosuje si¢ bardziej
specyficzne i zaawansowane techniki analityczne, ktére
mozna podzieli¢ na dwie kategorie: techniki separa-
cyjne oraz spektroskopowe [24].

Techniki separacji, takie jak wysokosprawna chro-
matografia cieczowa (HPLC) oraz chromatografia
gazowa i cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas
(GCMS, LCMS), a takze metody spektroskopowe np.
spektroskopia NMR lub spektroskopia fourierow-
ska, pozwalaja monitorowa¢ intermediaty powstajace
w trakcie dekoloryzacji, a takze identyfikowac konicowe
produkty biodegradacji. Do oceny ubytku barwnika
najczesdciej uzywa sie spektroskopii UV-VIS [29].

Rys. 2. Akumulacja zieleni malachitowej wewnatrz komérek Penicillium pinophilum [35, zmodyfikowany]

A - hodowla prowadzona bez dodatku barwnika; B — hodowla w obecnoéci zieleni malachitowej
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Rys. 3. Testy wykorzystywane do oceny toksycznosci barwnikéw i ich pochodnych [72, zmodyfikowany]

W analizie proceséw dekoloryzacji zachodzacych
przy udziale drobnoustrojéw bardzo czgsto oceniany
jest rowniez udzial enzymoéw. Do tego celu wykorzy-
stuje sie liczne testy kolorymetryczne, w ktorych spe-
cyficzne substraty s3 utleniane lub redukowane do
barwnych pochodnych przez interesujace nas enzymy.
Izolacja, oczyszczanie i identyfikacja bialek bioracych
udziat w dekoloryzacji barwnikéw mozliwa jest dzieki
zaawansowanym technikom elektroforetycznym (1-D
i2-D PAGE), spektrometrycznym (MALDI - TOE, ESI)
i bioinformatycznym (wykorzystujagcym oprogramowa-
nia do analizy peptydow i bialek takie jak ProFound,
MASCOT czy MS-Fit).

Przy ocenie udziatu biosorpcji/bioakumulacji w pro-
cesie eliminacji barwnika nieodzowne wydaja si¢ by¢
obserwacje mikroskopowe komorek. Dla przykladu na
rysunku 2 przedstawiono obraz grzybni P. pinophilum
hodowanej bez dodatku (rys.2A) oraz w obecnosci
(rys.2B) zieleni malachitowej uzyskany przy pomocy
mikroskopii konfokalnej i obrazujacy wewnatrzkomor-
kowg akumulacje barwnika [35].

Koncowym etapem badan nad dekoloryzacja po-
winna by¢ ocena toksycznos$ci powstajacych podczas
procesu produktow. W tym celu stosuje si¢ liczne testy
toksycznosci wykorzystujace jako organizmy wskazni-
kowe najczesciej bakterie, skorupiaki, rosliny, a takze
linie komdrkowe (rys. 3).

5. Podsumowanie

Mikrobiologiczna eliminacja toksycznych barwni-
kéw syntetycznych stanowi bardzo obiecujgcy sposéb
usuwania tych zwiazkow ze $ciekéw. Badania wskazuja,
ze wiele gatunkow bakterii, grzybow i mikroskopowych
glonéw zdolnych jest do usuwania tych substancji ze
srodowiska wzrostu. Takze zastosowanie biosorpcji przy
udziale odpadowej biomasy bakterii i grzybow stanowi
dobrg alternatywe np. do adsorpcji na weglu aktywo-
wanym. Szczeg6lnie interesujace wydaje si¢ by¢ uzycie
preparatow opartych na drobnoustrojowych enzymach
np. lakazach, peroksydazach, reduktazach. Aby to bylo
mozliwe konieczne jest poszukiwanie nowych szczepow
efektywnie eliminujgcych barwniki ze srodowiska wzro-

stu, wnikliwa ocena mechanizméw odpowiadajacych za
dekoloryzacje polaczona z oceng toksycznosci powsta-
jacych produktéw oraz izolacja i analiza enzymdw bio-
racych udzial w procesie odbarwiania.
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exocytosis in penicillin G secretion by high-yielding strains. 7. Strain improvement. 8. The future of p-lactams. 9. Conclusions

Wydalanie penicyliny G z przemystowej grzybni Penicillium Chrysogenum

Streszczenie: W hodowlach przemystowych penicylina G jest wydalana z komérek grzybni wysokowydajnych szczepdw Penicillium
chrysogenum w iloéci 50-55 g w litrze podloza. Efektywne wydalanie tak olbrzymiej ilos¢ antybiotyku z komoérek grzybni przemystowej
wymaga licznych dostosowan ultrastrukturalnych. Doniesienia literaturowe wskazuja, Ze transportery ABC sg catkowicie niewydajne
w tym zakresie aktywnosci biosyntezy penicyliny G. Obecnie, inny mechanizm sekrecji antybiotyku z komoérek grzybni szczepéw
przemystowych powinien by¢ brany pod uwage, tj. proces egzocytozy. Ostatnie dwa enzymy na szlaku biosyntezy penicyliny G sa
zlokalizowane w peroksyzomach, gdzie antybiotyk jest gromadzony. Wyniki naszych wieloletnich badan wspieraja hipoteze, ze peksofagia
(selektywne pochtanianie i degradacja duzych peroksysoméw w wakuolach), a nastepnie egzocytoza, tj. paczkowania wakuoli i tworzenie
wakuolarnych zbiornikéw oraz fuzja tych zbiornikéw z blong cytoplazmatyczng sg procesami, ktére moga uczestniczy¢ w transportowaniu
penicyliny G z komoérek przemystowej grzybni do podioza fermentacyjnego.

Abstract: In industrial cultures, the extracellular penicillin G is secreted by the overproducing strains of Penicillium chrysogenum in
amounts of 50-55 g per liter of the liquid fermentation medium. Such an abundant amount of the produced antibiotic requires a specially
adopted ultra-structural organization to secrete the antibiotic from the industrial mycelium, because the traditional ABC-transporters are
not efficient enough. Thus, a novel secretory mechanism, i.e. the process of exocytosis, should be now also taken into account. The last step
in penicillin G biosynthesis is located in peroxisomes, in which the final product is subsequently entrapped. The results of our long-term
experiments support the hypothesis that vacuolar pexophagy (phagy of peroxisomes) combined with exocytosis, i.e. vacuolar budding
resulting in the formation of numerous vacuolar vesicles followed by their fusion with the plasma membrane, might be directly involved
in penicillin G secretion from the industrial mycelium of P. chrysogenum.

1. Wprowadzenie. 2. Szlak biosyntezy penicyliny G. 3. Strukturalna organizacja komoérek przemystowej grzybni podczas sekrecji penicy-
liny G. 4. ,,Ta$ma montazowa — maszyneria” biosynteza penicyliny G. 5. Transportery ABC penicyliny G. 6. Peksofagia i egzocytoza w procesie
sekrecji penicyliny G z przemystowej grzybni. 7. Ulepszanie szczepow przemystowych. 8. Przysztosé antybiotykow p-laktamowych. 9. Wnioski

Key words: exocytosis, P. chrysogenum, penicillin G, pexophagy
Slowa kluczowe: egzocytoza, P. chrysogenum, peksofagia, penicylina G

1. Introduction tosis might be immediately involved in the process of

penicillin G secretion from the industrial mycelium of

The last two enzymes in penicillin G biosynthesis,
i.e. phenylacetyl-CoA ligase and acyl-CoA:6-amin-
openicillanic acid acyltransferase are located in pero-
xisomes called also microbodies. Secretion of penicil-
lin G from the interior of peroxisomes first across the
peroxisomal membrane and then through the plasma
membrane of the high-penicillin-yielding mycelial cells
of P. chrysogenum is at present poorly understood [1,
19]. Actually, there are no known transporters involved
in the large-scale secretion of penicillin G from the
industrial mycelia [8, 16, 17].

This article is designed to overview details con-
cerned with the hypothesis that pexophagy and exocy-

P. chrysogenum into the fermentation medium. Another
goal was to discuss further ultra-structural organization
of the industrial mycelium which is combined with the
large-scale biosynthesis and secretion of penicillin G.

2. The pathway of penicillin G biosynthesis

B-Lactams have unusual chemical structures, like
many other secondary metabolites [7]. All B-lactams
are composed of a four-membered P-lactam ring
closed by an amide bond. Penicillins contain a bicy-
clic penam nucleus formed by fused (B-lactam and

* Autor korespondencyjny: Independent Laboratory of Streptomycetes and Fungi Imperfecti, National Institute of Public Health
- National Institute of Hygiene, Chocimska 24, 00-791 Warsaw, Poland; phone: 22 54 21 228; e-mail: wkurzatkowski@pzh.gov.pl
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thiazolidine rings and an acyl side-chain bound to the
amino group at C-6. The biosynthesis of penicillin G
starts by the condensation of activated precursor amino
acids L-a-aminoadipic acid, L-cysteine and L-valine
to 8-L-a-aminoadipyl-L-cysteinyl-D-valine (ACV)
tri-peptide formed by the ACV synthetase — encoded
by the pcbAB gene. This tri-peptide is converted to
isopenicillin N (IPN) by the action of IPN synthase
- encoded by the pcbC gene. In this ring closure reac-
tion the bi-cyclic penam nucleus is formed consisting
of B-lactam and thiazolidine rings. In the last step, the
acyl-CoA:6-aminopenicillanic acid acyltransferase
encoded by the penDE gene synthesizes penicillin G
by substitution of the L-a-aminoadipyl side chain of
IPN by the phenylacetyl side chain [7].

3. Ultrastructural arrangements in penicillin G
secretion by industrial strains

At the highest activity of penicillin G secretion,
the industrial hyphae of P. chrysogenum is composed
of apical regions, growing sub-apical cells, sub-apical
metabolically active non-growing vacuolated cells, and
late-apical degenerating highly vacuolated cells. At the
high activity of penicillin G secretion about 75% of the
mycelial cells were characterized as vacuolated cells [7].
In the sub-apical non-growing cells the widely extend-
ing endoplasmic reticulum is frequently placed at the
periphery of the cytoplasm and around the vacuoles
transforming into numerous peroxisomes from 0.1 um
up to 1.0 um in diameter which are characteristically
accompanied by the rough endoplasmic reticulum and
polyribosomes. The abundant pexophagy of mature
peroxisomes and exocytosis are important features
characterizing the non-growing mycelia cells of the

high-yielding strains.

4. The “assembly line - the machinery”
of penicillin G biosynthesis

Penicillin G biosynthesis and secretion by P. chryso-
genum is a compartmentalized process. The enzymes of
the penicillin biosynthetic pathway are located in differ-
ent cellular compartments. For this reason, the precur-
sors of penicillin G biosynthesis and the biologically
active end-product have to cross one or more mem-
branes. The final enzyme step in penicillin G biosynthe-
sis is mediated by acyl-CoA:6-aminopenicillanic acid
acyltransferae which is located in peroxisomes. At the
high activity, the “machinery” of penicillin G overpro-
duction build a strictly adjusted structurally arranged
“assembly line” consisting of peroxisome entrapped
phenylacetyl-CoA ligase and acyl-CoA:6-aminopeni-
cillanic acyltransferase. These enzymes are close co-
located with the IPN synthase which is mainly accu-
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mulated in the cytosol between the peroxisome and the
peroxisome surrounding polyribosomes that are abun-
dantly accompanied by the endoplasmic reticulum [7].
The pH in the lumen of peroxisomes is around 7.5 and
is in the same range as the cytosoloc pH. It corresponds
to the highest activity of all key enzymes of the peni-
cillin biosynthetic pathway which are inactive at pH
values below 6.0 [18]. These findings are in accordance
with the active status of the cytosolic ACV synthetase
in penicillin G biosynthesis [18]. The purified enzyme
has a sharp pH optimum about 7.5 [15] corresponding
with the cytosolic pH of approximately 7.0-7.5.

The productive mycelial cells of the high-yielding
strain exhibit numerous mature peroxisomes frequently
located at the periphery of the cytoplasm and around
the vacuoles. Such an arrangement may increase the
peroxisome accompanied IPN synthase supplying
efficacy in penicillin biosynthesis from the medium
and from the cytosol as well as from the vacuolar pool.
These discoveries are consistent with the reported posi-
tive correlation between the number of mature peroxi-
somes and penicillin G biosynthesis [3, 4, 10, 11]. Two
models of peroxisome development have been docu-
mented, the de novo synthesis from the endoplasmic
reticulum and multiplication by fission of pre-existing
organelles [2, 10, 12, 13].

5. The ABC-transporters in penicillin G secretion

At present, secretion of penicillin G from the
mycelium of the industrial strains to the fermentation
medium is only poorly understood [19]. Penicillin G
is secreted from the industrial mycelium in very large
quantities. Since the last two steps in penicillin G bio-
synthesis are located in peroxisomes the antibiotic has
to be transported from the peroxisomes to the culture
medium. In spite of significant effort that has been made
to explain the role of the ABC transporters in penicil-
lin G secretion by the high-yielding strains, the lack of
clear involvement of any of these transporters may indi-
cate that secretion of this antibiotic does not proceed
through the classical ABC pump, although this might
be the case in the wild-type strains [9]. Therefore, at pre-
sent, new secretory pathways are considered for penicil-
lin G secretion by the industrial strains that were absent
or inefficient in the low-yielding wild-type strains.

6. Pexophagy and exocytosis in penicillin G
secretion by high-yielding strains

Pexophagy was detected mainly in sub-apical non-
growing productive vacuolated cells and in late-apical
degenerating highly vacuolated cells of the myce-
lium of the high-penicillin-producing strain P. chry-
sogenum PQ-96 [7]. Inside of vacuolar invaginations
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abundant pexophagy of large and middle size per-
oxisomes is a characteristic feature at the period of
intensive penicillin G secretion (Fig.1). A dominant
feature of the productive and late-apical hyphal cells
of the industrial strain is the high cellular vacuoliza-

Fig. 1. P chrysogenum PQ-96, 72 h culture, high-penicillin-produc-
ing strain, activity of penicillin G biosynthesis (U/ml): total yield
at 72h of cultivation - 8400, increase of yield between 48h and
72 h of fermentation - 5800. (A) Penicillin G is produced in peroxi-
somes (P), which are frequently located in the peripheral cytoplasm.
(B) Autophagy - vacuole (V) engulfed mitochondria (M) and
(B1) abundant pexophagy are characteristic ultra-structural features
of the vacuolated mycelial cells at the highest activity of penicillin G
secretion from the mycelium into the fermentation medium. In the
tonoplast (t) surrounded vacuole numerous organelle debris includ-
ing the damaged peroxisomal matrix (black spots) can be observed.
(C) At the cell wall (cw) located peroxisomes (P) and vacuole (V)
engulfed peroxisomes are associated with the process of vacuolar
budding (B). (C1 and C2) The exocytosis (fusion of vacuolar vesicles
with plasma membrane - arrows) is shown. Scale bar = 1 um.
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tion and abundant budding of vacuoles, resulting in
formation of numerous vacuolar vesicles of about
0.3 pm to 0.4 um in diameter. The intensive vacuolar
budding (Fig.2) is characteristic during the period

A

(] Peroxisome Citosol

Biosynthesis

Pexophagy

C

Exocytosis

Pen G

Fig. 2. A hypothetical overview of penicillin G secretion from
the productive cells of the industrial mycelium of P. chrysogenum
is depictured. (A) The process of penicillin G biosynthesis. The
precursor amino acids L-a-aminoadipic acid (A), L-cysteine (C),
L-valine (V) and the tri-peptide 8-L-a-aminoadipyl-L-cysteinyl-D-
valine (ACV) as well as the ACV synthetase (ACVS) and isopenicil-
lin N (IPN) synthase (IPNS) are located in the citosol. The last two
enzymes of penicillin G biosynthesis, i.e. phenylacetyl (PA)-CoA
ligase (PCL) and acyl-CoA:6-aminopenicillanic acid acyltrans-
ferase (AT) are located in peroxisomes were isopenicillin N (IPN)
is converted to penicillin G (Pen G). In this process the 6-oxopi-
peridine-2-carboxilic acid (OPC) is produced by the conversion of
the substituted side chain. (B) In the abundant vacuolar pexophagy,
penicillin G is transported to the interior of vacuoles. (C) Finally,
penicillin G is secreted from the vacuoles into the fermentation
medium in the process of exocytosis, i.e. abundant cellular vacuoli-
zation, vacuolar budding and fusion of vacuolar vesicles with the
plasma membrane. In spite of numerous attempts, at present, alter-
native ABC transporters for large-scale secretion of penicillin G by
the industrial mycelia of P. chrysogenum are not known.
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of the highest activity of penicillin G secretion from
the peroxisomes to the fermentation medium. At
the time of penicillin secretion abundant fusion of
vacuolar vesicles with the cytoplasm membrane was
observed [6]. The vacuolar vesicles are characteris-
tically packed with organelle debris. In the mature
non-growing hyphal cells of the low-yielding strain
P, chrysogenum Q-176 a lack of large peroxisomes could
be observed [5].

We suggest that the abundant pexophagy of large
peroxosomes as well as the vacuolar budding observed
in the productive and late-apical cells of P. chrysoge-
num PQ-96 might be directly involved in large-scale
secretion of penicillin G. In these cellular arrange-
ments the penicillin G formed in peroxisomes might
be transferred to vacuoles and late secreted out of the
cells by an exocytosis process. A hypothetical overview
of penicillin G secretion from the productive mycelial
cells of P. chrysogenum PQ-96 is shown in Fig. 2. The
vacuolar pH about 5-6 is suitable for the stability of
penicillin G. Our discoveries are consistent with the
reported positive correlation between the number of
large peroxisomes and penicillin G secretion [3, 4, 10,
11], as well as between the extended vacuolization and
antibiotic secretion [6]. At a late stage of the cultures,
peroxisomes are known to be integrated into vacuoles
by the pexophagy phenomenon [4, 14].

7. Strain improvement

Selected strains of P. chrysogenum have been used
for more than 65 years for the industrial manufacture
of penicillins. Classical strain improvement has yield
industrial strains that produce high titers of penicillin G
[19]. Large-scale penicillin G production is a result of
industrial strain improvement, including numerous
mutagenesis and selection [17]. These strains contain
up to eight copies of the penicillin G biosynthetic gene
clusters (pcbAB gene, pcbC gene and penDE gene). The
phenylacetyl-CoA ligase encoded by phl gene is not
a part of the penicillin G biosynthetic gene cluster [19].

8. The future of f-lactams

Penicillin G is the first compound that was used
in medical treatment beginning the era of antibiotic
therapy. p-Lactams have been used extensively for
treatment of various bacterial infections for more than
half a century. Over many decades, the always increas-
ing resistance of bacteria to B-lactams was forcing as
to modify the chemical structures of these antibiotics
to obtain novel compounds which are not accepted by
B-lactamases and widely accepted by DD-peptidases.
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Inhibition of DD-peptidases is the mode of action
of these antibiotics [5]. So far, we always modify the
B-lactams to get efficient antimicrobial compounds,
but as a response to our modifications the bacteria are
doing exactly the same, modifying their mechanisms of
resistance. Nevertheless, the search for novel B-lactams
is at present the order of the day and should be mainly
directed against the resistant DD-peptidases (not
accepting the B-lactams) and the sensitive B-lactamases
(accepting the p-lactams). At present, despite the wide-
spread use over about sixty years the p-lactams are
compounds with annual production volumes exciting
65,000 tons. The future of B-lactams must be protected
by the correct medical application and novel strategies
of treatment, e.g. the rotational use of f-lactams.

9. Conclusions

Our findings suggest that in penicillin G biosyn-
thesis the structurally grouped organelles build the
well-organized “machinery” composed of cytosol
concentrated and membrane encompassed enzymes,
substrates, intermediates, precursors, side- and end-
products [7]. We have come also to the conclusions that
in large-scale secretion of penicillin G the pexophagy
phenomenon and the exocytosis should be currently
considered as putative alternative for active secretion
by the ABC transporters. Our ultra-structural findings
[5, 6] provide evidence to support that pexophagy and
exocytosis, i.e., vacuolar budding and fusion of vacuolar
vesicles with the plasma membrane might be a major
“machinery” of penicillin G secretion from the high-
penicillin-producing cells of the industrial mycelium.
We have also come to the conclusion that the sub-apical
non-growing vacuolated cells are privileged in the bio-
synthesis and intensive secretion of Penicillin G. More-
over, the senescent mycelial cells are mainly involved in
penicillin G secretion by the exocytosis process.
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