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WSPOMNIENIE

Prof. dr hab. Jozef Wojciech Kur
(1955-2016)

Jozef Wojciech Kur urodzil sie 23 kwietnia w 1955 r.
w Wejherowie. Tutaj ukonczyt Szkote Podstawowa nr 6
im. T. Kosciuszki oraz I Liceum Ogolnoksztalcacego
im. Jana III Sobieskiego. Jako laureat ogdlnopolskiej
olimpiady biologicznej podjat studia na Uniwersytecie
Gdanskim na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi bez
egzaminow wstepnych. W roku 1979 ukonczyt stu-
dia z wyrdéznieniem i uzyskat tytul magistra biologii
z zakresu biochemii. Praca magisterska pt. ,Enzyma-
tyczna modytfikacja bialek Escherichia coli produk-
tami rozkltadu NAD+” wykonana pod kierunkiem
dr Romualda Skérko w Zakladzie Biochemii Uni-
wersytetu Gdanskiego, kierowanym woéwczas przez
prof. dr hab. Karola Taylora, rozpoczeta kariere mlo-
dego naukowca. Wyniki badan jego pracy magister-
skiej zostaly opublikowane w renomowanym czasopis-
mie European Journal of Biochemistry. Wkrotce zostal
zatrudniony w Zakladzie Mikrobiologii kierowanym
przez prof. dr hab. Ann¢ Podhajska na Wydziale Bio-
logii, Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego
na stanowisku asystenta (1980-1988), a nastepnie
adiunkta (1988-1991). Wspdlpraca z Katedra Biologii
Molekularnej pozwolita mtodemu naukowcowi zdoby¢
nowe do$wiadczenia naukowe zwigzane z replikacja
DNA wiruséw bakteryjnych i plazmidéw. Stad tez wziat
sie temat pracy doktorskiej — ,Wplyw mutacji dnaA
Escherichia coli na replikacje plazmidéw pochodza-
cych od bakteriofaga A", ktora wykonat pod kierunkiem
prof. dr hab. Karola Taylora. Praca zostala wyrézniona
Nagroda Ministra, a wyniki opublikowane w Journal
of Molecular Biology. Postawiona w rozprawie teza
»hiesprawiedliwego dziedziczenia” zainicjowala nowa
tematyke badawcza w wielu $wiatowych zespotach eks-
perckich pracujacych nad replikacja DNA. Po uzyska-
niu stopnia doktora nauk przyrodniczych w dziedzinie
biologii w roku 1987 Jézef Kur wyjechal na dwuletni
staz naukowy do jednego z najwickszych osrodkow
badan nad nowotworami, McArdle Laboratory for
Cancer Research, University of Wisconsin, Madison
w Stanach Zjednoczonych Ameryki, gdzie kierow-
nikiem laboratorium i jednoczes$nie jego mentorem
byl znany w $wiecie nauki prof. Wactaw Szybalski.
Podroz ta zainicjowala wieloletnig przyjazin pomie-
dzy znanym juz naukowcem a mlodym pasjonatem

biologii molekularnej i mikrobiologii, ktora wplynela
na relacje miedzy dwiema uczelniami tj. Politechnika
Gdanska a University of Wisconsin oraz Polskim Towa-
rzystwem Mikrobiologow.

Tematyka badawcza podjeta w laboratorium na
Uniwersytecie w Wisconsin zwigzana byla z badaniem
funkcji bialka IHF (Integration Host Factor) E. coli
w kontroli transkrypcji oraz jego wykorzystaniem
w metodzie rzadkiego i precyzyjnego ciecia DNA,
zwanego ,,Cieciem w Piecie Achillesa” (Achilles’ Heel
Cleavage). Bogaty dorobek publikacyjny i wysoka
cytowalnos$¢ prac w tej tematyce umozliwily przygo-
towanie rozprawy habilitacyjnej zatytutowanej ,,Histo-
nopodobne biatko Escherichia coli IHF - wlasciwosci
i zastosowanie”. Stopient naukowy doktora habilitowa-
nego nauk biologicznych w zakresie biologii molekular-
nej nadala Jemu w 1993 roku Rada Wydzialu Biologii,
Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Jed-
nakze juz wczesniej, bo w roku 1991 w czasie krétkiego
pobytu w Polsce przed kolejnym wyjazdem do Stanéw
Zjednoczonych, swoja przysztos¢ zwigzal z Politechnika
Gdanska. Woéwczas to zaproponowano Profesorowi
utworzenie nowej jednostki na Politechnice Gdanskiej
- Zakladu Mikrobiologii. Zaktad poczatkowo sktadal
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sie z trzech osdb (kierownika, pracownika naukowo-
-dydaktycznego i technika laboratoryjnego), ktore
zajely si¢ organizacja nowych laboratoriéw naukowych
i dydaktycznych. W 1998 roku Jozef Kur uzyskat z ragk
Prezydenta RP Aleksandra Kwasniewskiego tytul pro-
fesora nauk biologicznych i zostal najmtodszym pro-
fesorem Politechniki Gdanskiej. W roku 2001 zostal
zatrudniony na stanowisku profesora zwyczajnego.
W latach 2002-2012 pracowal réwnolegle na stano-
wisku profesora nadzwyczajnego na Uniwersytecie
Szczecinskim na Wydziale Biologii, tam tez nawiazal
bliskie przyjaznie z pracownikami Uniwersytetu, mie-
dzy innymi z prof. Wiestawem Deptulg i jego zong
prof. Beatg Tokarz-Deptula. Wielkim marzeniem Pro-
fesora bylo stworzenie dobrego zespotu, ktéry bedzie
realizowal tematyke w dziedzinie biotechnologii i bio-
logii molekularnej. W 1995 roku Zaklad zostal prze-
ksztalcony w Katedre Mikrobiologii, ktéra w 2014 roku
zmienifa nazwe na Katedre Biotechnologii Molekular-
nej i Mikrobiologii. W ciagu calej dziatalnosci Katedry
kierowanej przez prof. dr hab. Jézefa Kura pojawiali
sie nowi magistranci, nastgpnie doktoranci oraz pra-
cownicy ze stopniem doktora i doktora habilitowanego.

Tematyka naukowa, poczatkowo zwigzana z bial-
kiem IHE, rozszerzyla si¢ o badania podstawowe i sto-
sowane dotyczgce zastosowania metod biologii mole-
kularnej w medycynie i weterynarii, molekularnych
mechanizméw patogennosci uropatogennych szcze-
péw bakteryjnych, produkcje i wykorzystanie bialek
organizméw ekstremofilnych w biotechnologii przemy-
stowej i medycznej, konstrukcji nowych fuzyjnych i chi-
merycznych polimeraz DNA o réznych wlasciwosciach
aplikacyjnych, biotechnologicznej produkcji antygenow
rekombinowanych i konstrukcji nowych testow immu-
nodiagnostycznych oraz szczepionek nowej generacji
gléwnie przeciwko toksoplazmozie. Przeprowadzane
byly badania genetyczne lezace u podstaw opornosci
na antybiotyki, wirulencji, patogenezy, poruszany byt
réwniez temat bakteriemii i sepsy o etiologii E. coli
oraz prowadzono prace badawcze nad opracowaniem
nowych metod genotypowania drobnoustrojow.

Jako jedna z pierwszych uczelni w Polsce, Katedra
kierowana przez Profesora Kura, zaczela stosowacd
w swoich badaniach w latach 90. technike PCR. Pro-
dukcja w Katedrze rekombinowanych termostabilnych
polimeraz DNA data mozliwo$¢ szybkiego rozwoju réz-
nych technik opartych o PCR. W 2002 roku Katedra
otrzymata finansowanie z Ministerstwa Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego w postaci grantu aparaturowego, co
umozliwilo zakup nowoczesnego sprzetu, komor lami-
narnych do PCR i stworzenie infrastruktury laborato-
rium diagnostyki molekularnej. Zakres badan poszerzyt
sie 0 nowe mozliwosci.

Tematyka badawcza z zakresu mikrobiologii udoku-
mentowana licznymi wspdlnymi publikacjami nauko-

wymi byta wynikiem wspdtpracy Katedry z Labora-
torium Mikrobiologii Klinicznej Gdanskiego Uniwer-
sytetu Medycznego. Kliniczne aspekty prowadzonych
badan byty wielokrotnie dyskutowane i konsultowane
z dwczesnym kierownikiem laboratorium Dr Alfredem
Sametem, a ze spotkan tych narodzifa si¢ wieloletnia,
prawdziwa przyjazn.

Natomiast temat dotyczacy molekularnych mecha-
nizméw patogennosci szczepéw UPEC E. coli, zaowo-
cowal wspodlpracg z ekspertem w dziedzinie chordb
infekcyjnych, ginekologii i potoznictwa, prof. Bogda-
nem Nowickim z University of Texas Medical Branch
(UTMB) w Galveston, USA.

Diagnostyka i immunoprofilaktyka toksoplazmozy
staly si¢ podstawa nawigzania wspolpracy z Profeso-
rem Miroslawem Stankiewiczem z University of Lin-
coln w Nowej Zelandii, Profesor Henryka Dlugonska
z Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwer-
sytetu Lodzkiego oraz profesor Ursulg Wiedermann
z Medical University of Vienna w Austrii.

Tematyka badawcza zwigzana z organizmami ter-
mofilnymi i psychrofilnymi to réwniez duzy rozdzial
w zyciu Katedry. Badania nad enzymami zaadaptowa-
nymi do zimna, tzw. psychrozymami, zostaly zapoczat-
kowane w roku 2002 po nawigzaniu przez Profesora
Kura wspotpracy z Profesor Marianng Turkiewicz i Pro-
fesorem Stanistawem Bieleckim z Instytutu Biochemii
Technicznej Politechniki L.odzkiej. W wyniku tej wspot-
pracy powstal cykl publikacji poswiecony badaniom
wlasciwoséci adaptowanych do zimna (-galaktozydaz
i esteraz. Dalszy rozwoj wspotpracy Katedry z Insty-
tutem zaowocowal takze badaniami nad unikalnymi
strukturami psychrozyméw prowadzonymi przez
dr hab. inz. Anne Bujacz wraz ze wspotpracownikami
z zespolu Profesora Grzegorza Bujacza. Profesor Kur
przyczynil si¢ tez do zainteresowania tg tematyka ba-
dan Profesora Wiestawa Deptuly z Katedry Mikro-
biologii Uniwersytetu Szczecinskiego. Owocem tej
wspolpracy byly badania nad adaptowanymi do zimna
hydrolazami.

Najwazniejsze osiggniecia poznawcze zespotu nau-
kowego stworzonego przez Profesora to opracowanie
nowych metod genotypowania mikroorganizméow w ba-
daniach epidemiologicznych; zdefiniowanie molekular-
nego mechanizmu biogenezy fimbrii uropatogennych
szczepow E. coli oraz ich wykorzystanie do konstruk-
¢ji potencjalnych szczepionek (fimbrie chimeryczne
z heterologicznymi epitopami pochodzenia bakteryj-
nego i wirusowego); opracowanie biotechnologicznej
produkgji kilkudziesieciu réznych form rekombinowa-
nych bialek antygenowych pasozyta Toxoplasma gon-
dii oraz ich wyselekcjonowanie do réznicowania fazy
wczesnej i przewlektej toksoplazmozy w serologicznych
testach diagnostycznych; odkrycie nowej klasy biatek
SSB-podobnych, konstrukeja systeméw ekspresyjnych,
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oczyszczanie, charakterystyka oraz zastosowanie jako
wzmacniaczy reakcji PCR; izolacja, charakterystyka
i zastosowanie [-galaktozydaz z mikroorganizmoéw
ekstremofilnych.

Opublikowany do konca pazdziernika 2016 roku
dorobek naukowy to 190 pozycji (165 oryginalnych
opublikowanych prac twdrczych, 25 artykuléw mono-
graficznych; 390 punktéw IF 25 indeks Hirscha). Pro-
fesor uczestniczyl réwniez w pisaniu podrecznikow
i rozdzialéw w podrecznikach. W ostatnim roku uka-
zal sie rozdzial w renomowanym wydawnictwie Sprin-
ger International Publishing AG Switzerland na temat
B-galaktozydaz izolowanych z zimnolubnych organiz-
moéw i ich znaczenia biotechnologicznego.

Profesor J. Kur dazyl do nawigzania wspdtpracy
z roznymi jednostkami naukowymi i instytucjami,
w czym widzial mozliwosci rozwoju mlodego zespotu.
Silne wiezi Politechniki Gdanskiej z Profesorem Wacta-
wem Szybalskim zainicjowaly nazwaniem jednego
z budynkéw Wydzialu Chemicznego jego imieniem
(ufundowanie tablicy pamigtkowej), a sam Profesor Kur
zostal zaproszony do dzialalnosci w Fundacji Profesora
Wactawa Szybalskiego. To dzigki wsparciu Fundacji
byty sponsorowane nagrody dla miodych naukowcow
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw oraz konferen-
cje mikrobiologiczne. Profesor Szybalski, ktory lubi
i potrafi rozmawia¢ z mlodymi ludZzmi, czesto przyjez-
dzal do Polski i byl goszczony w dwczesnej Katedrze
Mikrobiologii. Profesor J. Kur jako jego uczen réwniez
mial dobry kontakt z mlodzieza oraz ze swoimi wspot-
pracownikami. Wiedzial, ze dobry zespdét naukowy
to dobre relacje pomiedzy ludzmi i rozwdj naukowy.
Organizowat wspdlne pikniki i wypady w teren (grzy-
bobranie, pikniki rybne, grillowanie), ktore skracaly
dystans pomiedzy kierownikiem a wspotpracownikami.

Popularyzowanie nauki i nawigzywanie naukowych
kontaktow prowadzit poprzez organizowanie ogoélno-
polskich konferencji naukowych pod nazwag BioMil-
lenium, skupiajacych si¢ wokol biotechnologii mole-
kularnej i mikrobiologii, ktérych 3 edycje odbyly sie
w Gdansku w latach 2001-2009.

Jozef Kur byt wzorem profesora, potrafil polaczy¢
nauke z dydaktyka. W trosce o odpowiedni poziom
ksztalcenia, powstaly przy jego wspotautorstwie i redak-
cji podreczniki i skrypty uczelniane: Podstawy Inzynie-
rii Genetycznej (1994, 2014), Cwiczenia z Mikrobiologii
Ogolnej (1993; 2009), Podstawy Mikrobiologii Prze-
mystowej (2007), Diagnostyka Molekularna w Mikro-
biologii (2008), Laboratory Exercises in Microbiology
(2008), Biotechnologia molekularna (2009). Byl tez
opiekunem preznie dzialajacego naukowego Kota Stu-
dentéw Biotechnologii oraz licznej grupy studentéow
studiujacych wedtug Indywidualnego Toku Studidw.

Profesor Jozef Kur cieszyl si¢ autorytetem zaréwno
w nauce krajowej jak i miedzynarodowej. Byt wielo-

krotnie nagradzany za osiagnig¢cia naukowe Nagrodami
Rektora Uniwersytetu Gdanskiego i Rektora Politech-
niki Gdanskiej I stopnia. Zostat odznaczony Srebrnym
i Ztotym Krzyzem Zastugi, Medalem Komisji Edukacji
Narodowe;j.

W trakcie pracy Prof. Kur stuzyl swoja wiedza
i doswiadczeniem réznym instytucjom i organiza-
cjom naukowym w Polsce, np. jako czlonek Komitetu
Mikrobiologii PAN (2003-2014), cztonek Komitetu
Biotechnologii PAN (2003-2008), czlonek Interdyscy-
plinarnego Zespotu do Spraw Rozwoju Biogospodarki
w Ministerstwie Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (1998-
2008), cztonek Polskiej Platformy Biotechnologicznej,
czlonek i przewodniczacy Rady Naukowej Instytutu
Medycyny Morskiej i Tropikalnej w Gdyni, czlonek
Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej PAN
w Lodzi, Przewodniczacy Oddzialu Gdanskiego Pol-
skiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Byt takze czton-
kiem Zespoléw Redakcyjnych takich czasopism jak:
Acta Biochimica Polonica Environmental Biotechnology,
Postepy Mikrobiologii, Advances in Agricultural Sciences
czy Polish Journal of Microbiology.

Profesor J. Kur przez wiele lat organizowal corocznie
ogolnokrajowe kursy naukowe z zakresu diagnostyki
molekularnej i inzynierii genetycznej. Byt wspétauto-
rem ramowego programu studiow kierunku Biotech-
nologia oraz autorem ramowego programu kierunku
dyplomowania Biotechnologia Molekularna. Byt czton-
kiem Uniwersyteckiej Komisji Akredytacyjnej dla kie-
runku studiéw Biologia. Wygtlosil wiele wyktadéw na
temat nowoczesnej diagnostyki molekularnej w medy-
cynie na zaproszenie wielu uczelni i duzych szpitali.

Jego wielkie marzenie o zalozeniu wlasnej firmy bio-
technologicznej spelnilo si¢ w roku 1994, kiedy powstala
mata firma biotechnologiczna w Gdansku o wymownej
nazwie ,,DNA Gdansk”. To wlasnie w tej firmie powstaja
pierwsze polskie testy diagnostyczne oparte o PCR do
wykrywania wiruséw CMV, HBYV, bakterii z rodzaju
Chlamydia, Anaplasma, Borrelia czy pratkow gruzlicy.
Katedra Mikrobiologii i firma biotechnologiczna wspol-
nie podejmowaly dzialania zmierzajace do opracowania
nowych produktéw w zakresie diagnostyki moleku-
larnej i biotechnologii. W roku 2008 powstata druga
biotechnologiczna firma BLIRT, ktdrej Jozef Kur byt
wspolzalozycielem i pomystodawca. Dwa lata pdzniej
firma DNA Gdarisk zostata wlaczona w struktury preznie
rozwijajacej sie firmy Blirt z siedziba w Gdanskim Parku
Naukowo-Technologicznym imienia Profesora Hilarego
Koprowskiego, a syn Krzysztof (dr nauk chemicznych
w zakresie biotechnologii) ,,przejmuje paleczke” od ojca
i czuwa nad jej rozwojem. Uwaga Profesora skupila si¢
juz nie tylko na nauce, ale réwniez na firmie wigkszych
rozmiar6w, ktorej byl wspottworcg, akcjonariuszem
i przewodniczacym rady naukowej i nadzorczej. Teraz
to juz byla prawdziwa biotechnologia.
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Prywatnie Profesor byl réwniez zaangazowany
w sport. Jego najwazniejszym hobby bylo wedkarstwo,
zaréwno rekreacyjne jak i sportowe. Jak sam mowil,
ten sport to jego ,drugie zycie”. To wedkarstwo zblizylo
go do Profesora Zbigniewa Religii, najstynniejszego
kardiochirurga, z ktérym wspolnie planowali wyjazdy
na ,duze ryby”.

Lowil miedzy innymi dwumetrowe jesiotry w Missi-
sipi, dorsze, czarniaki, halibuty podczas wielokrotnych
wypraw na Morzu Norweskim, okonie, leszcze, szczu-
paki w kaszubskich jeziorach, pstragi i lipienie w oko-
licznych rzekach, czy mureny i réznokolorowe ryby
w Egipcie. Odnosil sukcesy w licznych okregowych
zawodach wedkarskich, bral takze udzial w sptawiko-
wych mistrzostwach Polski w Krakowie. Byt lokalnym
patriota. Z pasja opowiadal o swoim rodzinnym Wej-
herowie, a takze Gdansku, gdzie spedzil wiekszos¢ swo-
jego zycia zawodowego. Zgromadzil obszerna kolekcje
starych pocztowek z Wejherowa i okolic. Kazdg wolna
chwile probowal spedza¢ na lonie natury, w ukocha-
nym Lewinku, w okolicy ktérego znat najlepsze miej-
sca borowikowe i gdzie ztowil najwiecej szczupakow,
a takze innych miejscach Pojezierza Kaszubskiego.

Kochat sport i emocje z nim zwigzane. W liceum
i na studiach gral na pozycji bramkarza w pitke reczna.
Lubit gra¢ w koszykowke, siatkdwke, tenisa i brydza
sportowego. W ostatnich latach jezdzil na nartach bie-
gowych i uprawial Nordic Walking. Byt tez zagorzatym
kibicem poczynan reprezentacji Polski w réznorodnych

dyscyplinach, jak i zmagan syna Mateusza w bilardzie
i wnuka Jakuba w pilce nozne;j.

Profesor Jozet Kur zmarl niespodziewanie 27 paz-
dziernika 2016 roku, odszed! pelen planéw na przy-
sztos¢, z glowa pelng nowych pomystow naukowych,
organizacyjnych i wdrozeniowych, zaangazowany i od-
dany sprawom swoje Katedry i firmy. Profesor Jozef
Kur byt zawsze pomocny, zyczliwy, otwarty na nauke
i nowe wyzwania.

Smier¢ Profesora wywotata wérdd jego przyjaciot,
wspotpracownikow, doktorantdw i studentéw ogromny
smutek i zal. Mieli jednak szczgscie, ze stanal na drodze
ich zycia, bo ,,zarazil” ich swoja pasja naukowg i mitos-
cig do mikrobiologii i biotechnologii.

Profesor dr hab. Jézef Kur zbudowal od podstaw
irozwinal jedng z jednostek organizacyjnych Wydzialu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej - Katedre Bio-
technologii Molekularnej i Mikrobiologii. Wypromo-
wal 40 doktoréw. Obecnie Katedra liczy o§miu samo-
dzielnych pracownikéw nauki, trzech doktoréw, dwdch
pracownikéw inzynieryjno-technicznych oraz licznych
stuchaczy Studium Doktoranckiego.

~Czlowiek zyje tak diugo jak dlugo trwa pamigc
o nim” — Profesor Jozef Kur na zawsze pozostanie w ser-
cach i pamieci wielu ludzi a wiedza, ktérg przekazat
trafi do nastepnych pokolen mtodych biotechnologdw.

Pracownicy Katedry Biotechnologii Molekularnej
i Mikrobiologii
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8. Podsumowanie

Cresols and the microorganisms of the soil environment

Abstract: Phenolic compounds, including cresols, in the soil environment are a result of natural processes such as: biodegradation of lignins
and tannins, and anthropogenic activity. Cresols are present in disinfectants as well as in the wastewater from chemical, petrochemical,
pharmaceutical, paper and textile industry. They are also used in the production of insecticides, herbicides, medicines and antioxidants
and have been classified as hazardous substances. Exposure of microorganisms to cresols can bring about changes in the structure of
their cell membranes, resulting in their growth inhibition and cell lysis. However, there is still an untapped bioremediation potential
in microorganisms, which are able to participate in the catabolism of cresols, both under aerobic and anaerobic conditions. The typical
strategies of the aerobic degradation of cresols include the use of monooxygenase and dioxygenase enzymes. Thanks to these enzymes, atoms
of molecular oxygen initiate fission of the aromatic ring structure. Under anaerobic conditions, the mechanisms of cresol decomposition
currently focus on the addition of fumarate, hydroxylation or carboxylation. The effectiveness of microorganisms in the degradation of
cresols is not only due to their occurrence in consortia. They are also effective as single strains. The only controversial aspect involves using
genetically modified organisms (GMOs) or their genes in the bioaugmentation process. This is because they are strictly selected and target
only specific substrates. Due to this, they do not compete with autochthonous microorganisms undergoing natural selection.

1. Introduction. 2. Natural and anthropogenic sources of cresols in the environment. 3. Toxicity of cresols. 4. The microorganisms
participating in the distribution of cresols. 5. Aerobic catabolism of cresols. 6. Anaerobic catabolism of cresols. 7. Microbial degradation

of cresols in the soil environment. 8. Summary

Slowa kluczowe: biodegradacja, gleba, katabolizm, krezole, mikroorganizmy

Key words:

biodegradation, soil, catabolism, cresols, microorganisms

1. Wstep

Krezol (C_H,O) jest to organiczny zwigzek chemiczny
z grupy fenoli o masie czasteczkowej 108,14 mg mol ™.
Jest hydroksylowa pochodng toluenu lub metylowa
pochodna fenolu. Wystepuje w postaci trzech izomeréw
strukturalnych réznigcych sie nieznacznie strukturg
chemiczng: 2-metylofenol (o-krezol), 3-metylofenol
(m-krezol) i 4-metylofenol (p-krezol) [68, 94, 95]. Ich
ogolng charakterystyke i wybrane wlasciwosci fizyko-
chemiczne podano w tabeli 1.

2. Antropogeniczne i naturalne zZrédla krezoli
w $rodowisku

W $rodowisku naturalnym krezole, podobnie jak
inne zwigzki fenolowe powstaja w procesie biodegra-
dacji polimeréw takich jak ligniny i taniny [45]. Sg
réwniez sktadnikiem barwnikéw kwiatéw i owocow.
Wchodza w sklad wydzielin korzeniowych roslin,
jako kwasy hydroksybenzoesowe (galusowy, proto-
katechowy, syrynginowy i wanilinowy) oraz kwasy
hydroksycynamonowe (p-kumarowy, ferulowy, kwas
kofeinowy) [15, 93]. Wsréd zwigzkéw fenolowych

ro$linnych wyrdznia sie réwniez alkohole cynamylowe
(gwajakol, syringol, alkohol koniferylowy) i flawono-
idy (katechiny i epikatechiny). Sg one odpowiedzialne
za pigmentacje, wzrost i rozmnazanie roslin, a takze
odporno$¢ na patogeny i drapiezniki. Naturalnym
zrodlem prostych zwigzkéw fenolowych, w tym kre-
zoli, sa warzywa, zboza, rosliny straczkowe, owoce,
orzechy oraz produkty roélinne takie jak: wino, cydr,
piwo, herbata i kakao [15]. Ich obecnos¢ w ekosyste-
mach zwigzana jest réwniez cisle z negatywnymi skut-
kami dzialalno$ci antropogenicznej. Do 2005 r. Europa
Zachodnia wiodla prym w wykorzystaniu o-krezolu.
Przypuszcza sie, ze w srodkach dezynfekujacych, czysz-
czacych i klejach wykorzystano rocznie 550 Mg tego
ksenobiotyku [69]. Swiatowa produkcja m-krezolu
wynosita okoto 28.500 Mg, p-krezolu - 59.500 Mg,
a mieszaniny tych dwdch izomeréw - 128.000 Mg.
Zdecydowana wigkszo$¢ krezoli wykorzystywana jest
w polproduktach, a bezposrednie ich zastosowanie
stanowi zaledwie okoto 1% produkcji $wiatowej [68].
Sposrdd najstarszych metod otrzymywania krezoli
na uwage zastuguje kraking benzyny ciezkiej oraz desty-
lacja frakcjonowana smoty weglowej bedacej produktem
suchej destylacji wegla kamiennego [60, 95]. o-krezol

* Autor korespondencyjny: Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Plac £6dzki 3, 10-727 Olsztyn;
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Tabela I

Ogolna charakterystyka i wybrane wlasciwosci fizykochemiczne krezolu

Analizowane dane

o-krezol

m-krezol

p-krezol

Mieszanina
0-, m-, p- krezolu

Wz6r strukturalny

OH
CH

Q.

3

Q/OH
H.C

3

bezbarwna ciecz

Nazwa CAS 2-methylphenol 3-methylphenol 4-methylphenol methylphenol
Numer CAS 95-48-7 108-39-4 106-44-5 1319-77-3
Synonimy 2-hydroksytoluen, 3-hydroksytoluen, 4-hydroksytoluen, hydroksytoluen,
kwas o-krezolowy | kwas m-krezolowy kwas p-krezolowy kwas krezolowy
Temp. topnienia (°C) 30,94 12,22 34,74 11+35
Temp. wrzenia (1013 hPa) (°C) 191 202,2 201,9 191+ 203
Ciezar wlasciwy (w temp. 20°C) 1,0273 g cm™ 1,0336 g cm™® 1,0336 g cm™ 1,0336 g cm™®
Rozpuszczalno$é w wodzie 25,95gdm™ 22,7gdm™ 21,52gdm™ brak danych
Posta¢ biate krysztaly z6lta lub cialo stale Bezbarwna, z6lta

lub rézowa ciecz

otrzymywany jest obecnie z 2,6-ksylenolu na drodze
alkilowania metanolem fenolu w fazie gazowej, w obec-
nosci MgO jako katalizatora. Temperatura tego procesu
waha sie pomiedzy 673 a 773K [29]. Alkaliczna hydro-
liza chlorotoluenu badz rozszczepienie wodoronad-
tlenku cymenu skutkuje uzyskaniem mieszaniny krezoli
o duzej zawartosci m-krezolu. Z kolei p-krezol powstaje
w procesie sulfonowania toluenu kwasem siarkowym,
zgodnie z mechanizmem substytucji elektrofilowej [82]
Krezole s3 uwalniane ze $ciekami z zakladow prze-
mystu chemicznego, petrochemicznego, farmaceutycz-
nego, papierniczego i tekstylnego [4, 60]. W $ciekach
z procesu konwersji wegla w piecach koksowniczych
60% zanieczyszczen stanowig fenole, a 30% krezole
[101]. Z plynnymi odpadami z pirolizy wegla w 1 dm®
wprowadzane jest do wod 10 g fenolu, katecholu, rezor-
cyny, ksylenu, pirogalolu oraz o-, m-, p-krezolu [27].
Metylofenole w pozycji orto-, para-, i meta- sg stoso-
wane powszechnie do syntezy lekéw, herbicydow, prze-
ciwutleniaczy i barwnikéw [82]. 4,6-dinitro-o-krezol
(DNOC) posiada dziatanie owadobdjcze, grzybobojcze
i chwastobdjcze. Do 2000 r. byt on wykorzystany jako
selektywny herbicyd w uprawie zbdz, chmielu, wino-
roéli i owocow [26]. 4-chloro-o-krezol (PCPOC) jest
materialem wyjsciowym dla waznych selektywnych
herbicydéw. p-krezol w postaci 2,6-di-tetra-butylo-
-p-krezolu, znany jest jako butylowany hydroksytoluen
(BHT) do wytwarzania zywic fenolowych, przeciwutle-
niaczy oraz inhibitoréw polimeryzacji. Jest réwniez sto-
sowany do produkeji p-hydroxybenzonitrylu (p-HBN),
waznego zwigzku stosowanego podczas zabiegow agro-
chemicznych [53], natomiast o-krezol do wytwarza-
nia zywic epoksydowych, stosowanych jako material
uszczelniajacy do uktadow scalonych (chipow) [21, 85].
Z m-krezolu jako surowca produkowane sg pyretroidy,

insektycydy trzeciej generacji [83]. Olej kreozotowy,
produkt uboczny destylacji smoly weglowej zawiera
45% fenoli, w tym fenoli i krezoli [76].

3. Toksycznos¢ krezoli

Ze wzgledu na ich potencjalne skutki toksyczne,
mutagenne, rakotworcze i teratogenne, krezole sklasy-
fikowano jako priorytetowe substancje niebezpieczne
[67]. Uwzgledniajac stopien szkodliwo$ci mozna usze-
regowac je nastepujaco: 4,6-dinitro-o-krezol > p-krezol
> o0-krezol > krezole [6]. Wedlug Starka [94] krezole sa
substancjami toksycznymi i Zracymi. Wywieraja nega-
tywny wplyw na os$rodkowy uktad nerwowy, uklad
oddechowry, skore watrobe oraz nerki. Co istotne, desta-
bilizuja rozrodczo$¢ w modelu wielopokoleniowym i sg
promotorami procesu nowotworowego. p-krezol zostat
przypisany przez US Environmental Protection Agency
(EPA) do zanieczyszczen z Grupy C, skupiajacej zwiazki
o mozliwym dziataniu rakotwérczym dla czlowieka [1].
Niemniej jednak Miedzynarodowa Agencja Badan nad
Rakiem (IARC) nie zakwalifikowata krezoli do puli
zwigzkow kancerogennych [6]. Obwarowane prawnie
s3 rowniez dopuszczalne stezenia krezoli (mgkg™ s.m.)
w glebie. W zaleznosci od glebokosci, wynosza one
odpowiednio: 0,1 mg (0-0,3 m), 0,5-20 mg (0,3-15 m),
3-40 mg (> 15 m). Dotyczy to gruntéw zaliczonych do
uzytkow rolnych, z wylaczeniem gruntéw pod stawami
i gruntow pod rowami, gruntéw lesnych oraz zadrze-
wionych i zakrzewionych, nieuzytkéw, a takze gruntow
zabudowanych i zurbanizowanych. W glebie z tere-
néw przemystowych, uzytkéw kopalnych oraz terenow
komunikacyjnych te wytyczne ksztaltujg sie nastepu-
jaco: 50 mg - (0-2m), 3-100 mg (2-15m) [24]. Z racji
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tego, ze glownym zrodlem krezoli sg Scieki z roznych
galezi przemystu réwniez w nich nalezy monitorowac
zawarto$¢ fenoli. Indeks fenolowy dotyczacy wszystkich
ich rodzajéw wprowadzanych do wod wynosi obecnie
0,1 mgdm™ [23]. Szczegdlnym zagrozeniem dla wdd s
chlorowane pochodne fenolu - chlorometylofenole, sto-
sowane szeroko w produkcji barwnikow, lekéw i §rod-
kéw ochrony roslin [3]. Z kolei warto$¢ najwyzszego
dopuszczalnego stezenia krezoli — mieszaniny izomeréw
W powietrzu, w miejscu pracy wynosi 22 mgm~ [22].
Toksycznos¢ tej grupy fenoli jest zwiazana z dwoma
procesami: toksycznoscia nieokreslong zwigzang z hy-
drofobowoscig pojedynczego zwiazku i tworzeniem si¢
wolnych rodnikéw [61]. Na skutek dziatania peroksy-
daz i prostaglandyn tworza si¢ m.in. rodniki fenok-
sylowe wchodzace w interakcje z bioczasteczkami
w komorce. Fenole wykorzystujace wigkszg reaktywnoséé
prowokuja peroksydacje lipidéw blony komoérkowej. Z
kolei te charakteryzujace si¢ nizsza reaktywnoscig sg
odpowiedzialne za uszkodzenia retikulum endopla-
zmatycznego, mitochondriéw oraz jadra, a w nim enzy-
mow i kwaséw nukleinowych [33]. Bardziej efektywna
penetracja blony komérkowej przez zwigzki fenolowe
jest réwniez wynikiem spadku wartosci pKa (gdzie Ka
jest stalg dysocjacji zwigzku) oraz wzrostu wartosci
logP (gdzie P jest wspdtczynnikiem podzialu danego
zwiazku w ukladzie oktanol - woda z kwaséw niezdyso-
cjowanych) i hydrofobowosci tych ksenobiotykow [62].
Wedtug Sikkema i wsp. [91] w przypadku drobnoustro-
jow istotne jest rowniez aktualne stezenie tych zwigzkow
w blonie cytoplazmatycznej i ich oddzialywanie z jej
skladnikami. Ekspozycja drobnoustrojéw na dzialanie
toksycznych zwigzkéw aromatycznych, w tym krezoli,
prowadzi do zmian wlasciwosci blony komdrkowej, jej
struktury, a przede wszystkim sktadu fosfolipidowych
kwaséw tluszczowych (PLFAs) [47], identyfikowanych
w blonie jako acylowe sktadniki fosfolipidow, glikoli-
pidéw i glikofosfolipidéow [40]. Dzieki duzemu powi-
nowactwu tych ksenobiotykéw do btony komdrkowej
nastepuje ograniczenie interakcji miedzy fancuchami
kwasow ttuszczowych, czego skutkiem jest zahamowa-
nie oddychania i wzrostu drobnoustrojéw. Najmniej
oczekiwanym nastepstwem moze by¢ takze liza komoérek
(20, 35]. Toksycznos¢ metylofenoli obrazuje warto$¢ EC,
dla Pseudomonas putida w odniesieniu do m-krezolu,
ktéra po 16 h ekspozycji wynosita 53 mgdm™[68].

4. Drobnoustroje uczestniczace w rozkladzie krezoli

Drobnoustroje indukujace rozklad krezoli sa sze-
roko rozpowszechnione w $rodowisku (Tab. IT, IIL, IV)
[52]. Wykorzystanie bogactwa potencjatu bioremedia-
cyjnego mikroorganizméw w integracji z podstawami
genetyki, uwzgledniajacymi wysoka przepustowos$¢ na
poziomie genomu, daje nadzieje na powstanie nowych

metod biotechnologicznych. Geny kodujace enzymy
odpowiedzialne za katabolizm krezoli ewaluowaly
wsrod wielu szczepow bakteryjnych w wyniku zanie-
czyszczenia srodowiska tymi ksenobiotykami. Informa-
cja genetyczna o syntezie enzymow zaangazowanych
w rozklad pier$cienia aromatycznego moze by¢ zloka-
lizowana w chromosomach bakteryjnych oraz w plaz-
midach degradacyjnych. Procedura sekwencjonowa-
nia genomow bakteryjnych dostarcza ogromniej ilosci
danych na temat dzialania genéw. Na szczegdlng uwage

Tabela II
Drobnoustroje tlenowe uczestniczace w rozkladzie krezoli
Drobnoustroje tlenowe Pié.mien—
nictwo

1. Comanonas testosteroni E23 [106]

2. Pseudomonas putida F1-Te [89]

3. Pseudomonas putida DOT-T1-Km [38,100]

4. Pseudomonas putida NCIMB9869 [49]

5. Pseudomonas sp. B13 [38,100]

6. Pseudomonas sp. CF600 [38,100]

7. Rhodococcus erythropolis UVP-1 [81]

8. Rhodococcus erythropolis M1 [28]

9. Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 8250 [65,102]
10. Pseudomonas pseudoalcaligenes NCIMB 9867 [49, 102]
11. Cupriavidus necator ]JMP134 [71]
12. Citrobacter farmeri SCO1 [77]
13. Ewingella americana [48]
14. Serratia plymuthica GC [74]
15. Burkholderia sp. [65]
16. Ralstonia sp. [65]
17. Pseudomonas stutzeri 0X1 [16]
18. Pseudomonas sp. HH35 [87]
19. Sphingomonas xenophaga BN6 [78]
20. Pseudomonas mendocina PC1 [34]
21. Pseudomonas fluorescens P1, PC18, PC20 [34]
22. Pseudomonas mendocina KR1 [105]

Tabela I1I
Grzyby uczestniczace w rozkladzie krezoli
Grzyby Pismiennictwo

1. Candida tropicalis [43]

2. Trichosporon montevideense PHE1 [39]

3. Trichosporon cutaneum R57 [2]

4. Aspergillus sp. (5]

5. Cladosporium sp. [5]

6. Fusarium sp. [5]

7. Monicillium sp. [5]

8. Trichoderma sp. [5]

9. Penicillium sp. [5]

10. Pleurotus sp. [5]
11. Phanerochaete chrysosporium (5, 45, 94]
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Tabela IV
Drobnoustroje beztlenowe uczestniczace w rozkladzie krezoli
Drobnoustroje beztlenowe Pi$miennictwo
1. Desulfobacterium phenolicum [7]
2. Desulfobacterium cetonicum [64]
3. Magnetospirillum sp. [86, 90]
4. Thauera aromatica (86, 90]
5. Azoarcus buckelli (86, 90]
6. Desulfosarcina cetonica DSM 7267 [58]
7. Geobacter metallireducens [58]
8. Desulfobacula toluolica [75]
9. Paracoccus sp. [80]

Tabela V
Drobnoustroje uczestniczace w beztlenowym rozkltadzie
benzoilo-CoA z wykorzystaniem p-krezolu jako substratu

Mikroorganizm dekiinin | nictws.
1. Aromatoleum aromaticum NO, [104]
2. Desulfobacula toluolica Tol2 SO, [103]
3. Geobacter metallireducens Fe [108]
4. Magnetospirillum TS-6 NO, [90]

zastuguje grupa bakterii modyfikowanych genetycznie
(GMMs), wyizolowanych z wykorzystaniem metod
inzynierii genetycznej. Naleza do niej m.in.: Coma-
nonas testosteroni E23, Pseudomonas putida F1-Te,
Pseudomonas putida DOT-T1-Km, Pseudomonas sp.
B13, czy Pseudomonas sp. CF600 [38, 89, 100, 106].
W szczepie Rhodococcus erythropolis UVP-1 Saa
i wsp. [81] zidentyfikowali dwa biatka, kodowane przez
dwa geny pheAl (542 aminokwasy) i pheA2 (189 ami-
nokwaséw), o wysokiej homologii do dwusktadnikowej
hydroksylazy fenolowej inicjujacej m.in. biodegradacje
krezoli. Podobnie Acinetobacter calcoaceticus NCIMB
8250 oraz Pseudomonas pseudoalcaligenes NCIMB 9867
sg w stanie katalizowa¢ tlenowg hydroksylacje p-kre-
zolu, w ktoérym ostatecznym akceptorem elektronéw
jest tlen [102]. Niektore drobnoustroje posiadajg zestaw
genéw kodujacych enzymy uczestniczace w degradacji
réznych pochodnych fenolu w obrebie jednej komorki
[67]. 1 tu przykladem jest Cupriavidus necator ]IMP134
(byly Alcaligenes eutrophus). Jest to szczep wyrdzniajacy
sie wysoka liczbg gendw bioragcych udzial w rozkladzie
fenolu i jego pochodnych, w tym 2-, 3-, i 4-metylofe-
nolu. Geny kodujace enzymy oraz biatka regulacyjne
uczestniczgce w katabolizmie krezoli umieszczone sg
zaréwno w plazmidach jak i w chromosomach [71].
Do listy mikroorganizméw istotnych w biodegra-
dacji krezoli nalezy dopisa¢ takze drozdze Candida
tropicalis [43], Trichosporon montevideense PHE1 [39],
Trichosporon cutaneum R57 [2] oraz grzyby z rodzaju:
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Monicillium, Tri-

choderma, Penicillium, Pleurotus, Phanerochaete [5].
Za utlenianie rodlinnych zwigzkéw fenolowych przez
grzyby odpowiedzialne s oksydoreduktazy, do ktorych
naleza m.in. metaloenzymy - lakkazy (EC 1.10.32),
zewnatrzkomorkowe peroksydazy (VPS) zawierajace
hem (EC 1.11.1), LiP - ligninazy I (EC 1.11.1.14) oraz
tanazy produkowane przez Aspergillus i Penicillium
tolerujace nawet do 20% tanin [66, 59].

Przewazajacg wickszo$¢ wsrod izolatow pozyskanych
ze Srodowisk zanieczyszczonych krezolami stanowia jed-
nak gatunki z rodzaju Pseudomonas [80]. Potwierdzaja
to rowniez Jain i wsp. [42], ktorzy przeanalizowali rozne
szlaki metaboliczne m-krezolu z udzialem Pseudomo-
nas putida NCIMB9869 z 3,5-ksylenolem oraz m-kre-
zolem jako zrodlem energii. Tschech i Fuchs [96] takze
zidentyfikowali bakterie z rodzaju Pseudomonas wsréd
analizowanych izolatéw. Katabolizm krezolu przebie-
gal w obecnosci azotanu (V), jako koncowego akcep-
tora elektronow. Skuteczny w biodegradacji m-krezolu
okazal si¢ takze Citrobacter farmeri SC01 wyizolowany
w warunkach tlenowych w zlewni oczyszczalni $ciekdw
koksowniczych [77]. Dobrze poznanymi pod wzgledem
biochemicznym i genetycznym s3 rowniez szczepy
Ewingella americana i Serratia plymuthica GC [48, 74].

Drobnoustroje wykazujg takze potencjal degrada-
cyjny w srodowisku beztlenowym. Zdolnos¢ do roz-
ktadu fenoli i ich pochodnych w warunkach pozbawio-
nych tlenu wykazano u drobnoustroju redukujacego
siarczany — Desulfobacterium phenolicum [7] oraz Desul-
fobacterium cetonicum [64]. Wedlug badan Shinoda
i wsp. [90] i Schmelinga i wsp. [86] istotna role w tym
procesie odgrywaja bakterie denitryfikacyjne Magneto-
spirillum sp. oraz Thauera aromatica i Azoarcus buckelli,
dla ktérego ostatecznym akceptorem elektronéw sg azo-
tany (V). Beztlenowa karboksylacj¢ m- i p-krezolu jest
w stanie indukowaé réwniez Desulfosarcina cetonica
DSM 7267. Przyjmujacymi pare elektronéw stajg sie
woweczas siarczany. W pule drobnoustrojéw posiadaja-
cych zdolnosci biodegradacyjne metylofenoli wpisuje
sie takze Geobacter metallireducens przeprowadzajacy
proces utlenienia p-krezolu redukujac Fe** do Fe** [58].
Ponadto izomer ten jest wykorzystywany jako zrédio
energii przez Desulfobacula toluolica [75].

5. Tlenowy katabolizm krezoli

Zwigzki aromatyczne s wszechobecnym podiozem
wzrostowym dla mikroorganizméw, zrédlem wegla
i energii. Aby substraty te mogly by¢ wykorzystane,
kluczowym etapem jest pojawienie si¢ w srodowisku
grup hydroksylowych, réwnoznaczny z obecnoscia
tlenu czasteczkowego, jako ko-substratu [31].

Tlenowy katabolizm krezoli jest inicjowany przez
hydroksylaze fenolowa (MHS), enzym nalezacy do
monooksygenaz z grupy hydroksylaz, przeprowadzajacy
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Rys. 1. Schemat etapu inicjujacego mikrobiologiczny rozktad p-krezolu

hydroksylacje pierscienia aromatycznego (Rys. 1) [54].
Do grupy monooksygenaz fenolowych (EC 1.14.13.7)
naleza enzymy indukcyjne, pochodne cytochromu
P-450, zawierajace w swym centrum aktywnym jony
zelaza na réznych stopniach utlenienia [70]. Uwzgled-
niajac liczbe podjednostek biatkowych mozna wyrdz-
ni¢: wieloskladnikowe (mMHS), dwuskladnikowe
(MHS) oraz jednoskladnikowe (MHS) hydroksylazy.
Wieloskladnikowe (mMHS) wyizolowano ze szcze-
pow bakterii G-Proteobacteria. Hydroksylaze fenolowa
skladajaca sie z szesciu roznych podjednostek opisano
u nastepujacych rodzajow drobnoustrojéw: Pseudomo-
nas, Comanonas, Burkholderia, Acinetobacter, Ralstonia,
Cupriavidus [65]. Hydroksylaza fenolowa wbudowuje
jeden z atoméw tlenu czasteczkowego do pierscienia
aromatycznego lub, w przypadku krezoli, do grupy
metylowej. Na tym etapie elektrony z dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NADH) s3a przenoszone
przez biatka zelazowo-siarkowe, posrednio na flawine
reduktazy (NADPH) i ostatecznie na terminalng oksy-
genaze, za co odpowiada ferrodoksyna. Pierwszy elek-
tron pochodzi zatem od kofaktora NAD(P)H [73, 89,
97]. Po jego przyjeciu kation Fe** wiaze czasteczkowy
tlen. Kompleks zelazo-nadtlenkowy jest skutkiem przy-
taczenia drugiego elektronu. W wyniku rozszczepienia
tego kompleksu powstaje czasteczka wody. Usuniecie
z niej wodoru skutkuje powstaniem wolnego rodnika.
Po jego uwolnieniu zelazo powraca do stanu wyjscio-
wego [97]. Cafaro i wsp. [16] podkreslaja, iz w genomie
Pseudomonas stutzeri OX1 odkryto dwie r6zne mono-
oksygenazy, hydroksylaze fenolowa i monooksyge-
naze toluenu/o-xylenu (TOMO). Uwzgledniajac szeroki

OH OH OH OH
HO
— — 3 >
CH, CH,OH CHO COOH
COOH COOH — > Sukcynylo-CoA
— >0 . COOH
COOH—> Acetylo-CoA

COOH

COOH

kwas cis, cis-mukonowy  mukonolakton

zakres specyficznosci substratowej i zdolnosci hydro-
ksylowania wiecej niz jednej pozycji pierScienia aroma-
tycznego przez enzym TOMO, mozna przypuszczac,
ze jest on w gléwnej mierze odpowiedzialny za reakcje
monooksygenacji krezoli [8].

Kluczowymi zwigzkami posrednimi wytwarzanymi
na szlaku biodegradacji tlenowej krezoli, ktore zostaly
zidentyfikowane s3: katechol, kwas protokatechowy
i kwas gentyzynowy [17]. Z badan Hoppera i Taylora
[37] wynika, Ze najczestszymi $ciezkami biodegrada-
cji m-krezolu jest szlak gentyzynowy i katecholowy
(Rys. 2). Ren i wsp. [77] wskazujg réwniez na trzy naj-
wazniejsze zwigzki posrednie charakterystyczne dla
szlaku tlenowego orto m-krezolu. Sg to: kwas 3-hydro-
ksybenzosesowy, kwas cis, cis-mukonowy i mukonolak-
ton, powstajace dzieki indukeji przez drobnoustroje np.
Citrobacter farmeri SCO1 1,2-dioksygenazy, nalezacej
do grupy enzymoéw intradiolowych (EC 1.13.11.1). Dio-
ksygenaza terminalna (Rieskeego) o potencjale oksy-
doredukcyjnym - 150 mV posiada Fe wystepujace na
trzecim stopniu utlenienia i nie jest wrazliwa na zmiany
pH [19]. Kwas cis cis-mukonowy, po przeksztalceniu
do mukonolaktonu ulega kolejnym zmianom do kwasu
3-ketoadyinowego, a ostatecznie do kwasu bursztyno-
wego i acetylo-CoA wlaczonego do cyklu Krebsa [73,
89]. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze metylowane
zwigzki aromatyczne rzadko ulegaja rozszczepieniu
intradiolowemu w procesie orto, poniewaz powstaje
wowczas intermediat o wysokiej toksycznosci — metylo-
lakton. Proces ten jest jednak mozliwy, gdy w ukladzie
obok mieszaniny metylowych pochodnych pojawig si¢
zwigzki chlorowane [36].

©i
COOH

Rys. 2. Sciezka biodegradacji m-krezolu na szlaku orto (katecholowym)
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Rys. 3. Szlak beztlenowej biodegradacji p-krezolu. CMHP — metylohydroksylaza - p-krezolu, ADH - dehydrogenaza aldehydu,
HBCL - 4-hydroksybenzoesan metylu-CoA; HBCR - reduktaza 4-hydroksybenzoilo-CoA

Wyniki badan Zaboriny i wsp. [107] wykazujg
hamujacy wplyw metylokatecholi na aktywno$¢ 1,2 dio-
ksygenazy hydroksychinonowej. Jest on, co prawda,
nieco stabszy od inhibicji zwigzkéw chlorowych co
powiazano z elektrodonorowym charakterem grupy
metylowej, jednak godny podkreslenia. Nie nalezy
réwniez bagatelizowac faktu, iz podczas rozszczepiania
niektérych metylowych pochodnych katecholu moga
powstac toksyczne metabolity takie jak acylohalogenki
[78, 87]. Niemniej jednak, pomimo toksycznego wplywu
intermediatow, szczep Pseudomonas sp. HH35 wykazuje
zdolnos¢ do rozktadu réznopodstawionych metylowych
pochodnych hydrochinonu [87]. Moze by¢ to zwigzane
z aktywnoscia fosfolipidow, ktdre jako czasteczki efek-
torowe, przylaczaja si¢ do hydrofobowego fragmentu
1,2 dioksygenaz, co umozliwia z kolei dotgczenie sie do
enzymu laktonizujgcego cis, cis-mukonianu. Wedlug
Guzik i wsp. [30] daje to szanse na zachowanie niskiego
stezenia zwiazkow potencjalnie toksycznych w komorce.

Riegert i wsp. 78] twierdza, ze pochodne weglowo-
doréw aromatycznych z grupg metylowa, w warunkach
tlenowych, moga ulega¢ réwniez rozszczepieniu typu
meta, zaréwno dystalnie jak i proksymalnie. Umiejet-
no$¢ proksymalnego rozszczepienia 3-metylokatecholu
posiada chociazby Sphingomonas xenophaga BN6. Pro-
ces rozszczepienia metylokatecholu przeprowadzaja
2,3 dioksygenazy (EC 1.13.11.2), enzymy ekstradiolowe.
W wyniku ich dzialania wytwarzany jest semialdehyd
2-hydroksymukonowy, ulegajacy ostatecznym prze-
ksztalceniom do aldehydu octowego i kwasu pirogro-
nowego wlaczanych do cyklu Krebsa [73, 89]. Analiza
skrystalizowanego enzymu 2,3 dioksygenazy wyizolo-
wanego z Pseudomonas putida, ujawnila, iz w kazdej
z czterech podjednostek tworzgcych ten enzym funk-
cjonalny znajduje si¢ niehemowe Fe (II) [51].

6. Beztlenowy katabolizm krezoli
Wszystkie trzy izomery krezolu ulegaja beztleno-

wemu rozktadowi przez drobnoustroje denitryfika-
cyjne, redukujace siarczany oraz konsorcja metano-

genne, aczkolwiek szlaki metaboliczne kazdego izomeru
moga roznic sie od siebie [33]. Aktualny stan wiedzy
odnosnie mechanizmoéw poczatkowych degradacji kre-
zoli obejmuje dodawanie fumaranu, hydroksylacje lub
karboksylacje [72]. W warunkach pozbawionych tlenu
proces biodegradacji krezoli zaczyna si¢ od utlenienia
grupy metylowej. Kolejny etap to karboksylowanie do
odpowiednich hydroksybenzoesandw, ktore nastepnie
sg przeksztalcane do beznoilo-CoA (Rys. 3) [31].

Johannes i wsp. [44] podkreslajg, iz pierwszym, ini-
cjujacym enzymem jest metylohydroksylaza p-krezolu
- PCMH (WE1.17.99.1) heterotetrameryczne bialko
sktadajace si¢ z dwoch podjednostek, wyizolowane
z bakterii bezwzglednie beztlenowej Geobacter metal-
lireducens. Szczegolowe badania genetyczne szlakow
metabolicznych wykazaly, ze sposrod wielu Pseudo-
monas sp. tylko trzy szczepy posiadaja ten enzym.
Sa to: Pseudomonas putida NCIMB 9866, Pseudo-
monas putida NCIMB 9869 [49] oraz Pseudomonas
mendocina KR1. Jest to cisle zwigzane z obecnoscia
genow kodujacych PCMH zorganizowanych jako ope-
rony: pchACXF (Pseudomonas putida NCMiB 9866),
pcuCAXB (Pseudomonas mendocina KR1) i pchCF/
pcuAB kodujace PCMH [105].

Drobnoustroje te katalizujg hydroksylacje p-krezolu
do alkoholu hydroksybenzylowego, po czym utleniaja go
do hydroksybenzaldehydu. W kolejnym etapie konwer-
sji krezolu bierze udzial 4-hydroksybenzoesan metylu-
-CoA (HBCL) jako aktywny monomer zaangazowany
w synteze tioestru 4-hydroksybenzoesan metylu-CoA
[9] oraz reduktaza 4-hydroksybenzoilo-CoA (HBCR)
odpowiedzialna za usuniecie grupy hydroksylowej
z powstalego kwasu przez redukcje dwdch elektronow,
ktérych donorem jest ferredoksyna [12].

Skutecznos$¢ fumaranu odnotowano w przypadku
Desulfobacula toluolica Tol2. Szczep ten przeprowadzal
degradacje p-krezolu w obecnosci zjonizowanej formy
kwasu fumarowego przez specyficzne enzymy HBsA
ujawniajace nowe filogenetyczne rozgalezienia, prowa-
dzac do powstania aryl-bursztynianu [104].

Zaobserwowano takze, ze o-krezol metabolizowany
przez Paracoccus sp. ulega karboksylacji do kwasu
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3-metylo-4-hydroksybenzoesowego, ktory jest aktywo-
wany do tioestru CoA i 3-metylo-4-hydroksybenzoilo-
-CoA przechodzacego do 3-metylobenzoilu CoA. Nie
jest jednak do konca wyjasnione, czy grupa metylowa
jest utleniana badz usuwana przed redukcja pierscie-
nia. Proces ten przeprowadzaja podobnie bakterie deni-
tryfikacyjne i metanogenne. Nie stwierdzono jednak
utlenienia grupy metylowej ani karboksylacji m-krezolu
przez szczepy Pseudomonas sp. [80]. Z kolei degrada-
cja m-krezolu przez bakterie metanogenne jest inicjo-
wana przez karboksylacje do kwasu 2-metylo-4-hydro-
ksybenzoesowego. Zaobserwowano réwniez, ze w ich
obecnosci nastgpuje demetylacja 2-metylo-4-hydrok-
sybenzoesanu metylu do 4-hydroksybenzoesanu [5].
W przypadku bakterii denitryfikacyjnych odkryto
utlenianie grupy metylowej do 3-hydroksybenzoesanu,
a ostatecznie na drodze dehydroksylacji do benzoilu
lub benzoesanu CoA [10].

Mimo ze istnieje duza réznorodnos$¢ aromatycz-
nych substratéw i mechanizméw inicjacji $ciezek
beztlenowej degradacji krezoli, wspdlnym zwigzkiem
posrednim na szlakach ich rozkladu jest benzoilo-
-CoA (Tab.V). Na jednym z nich Bossert i wsp. [13]
zaobserwowali zjawisko synergizmu pomigdzy dwoma
szczepami drobnoustrojow denitryfikacyjnych PC-07
i PB-04. Obydwa szczepy transformowaly p-krezol do
kwasu p-hydroksybenzoesowego. Zaobserwowano jed-
nak, ze szczep PB-04 posiadat t¢ zdolno$¢ tylko w obec-
nosci szczepu PC-07.

Najnowsze badania dowodza, ze zaréwno beznoilo-
-CoA jakigen GamA odgrywaja wazng role w global-
nym obiegu wegla. Gen GamA jest kodowany przez
hydrolazy rozszczepiajace pierscien beznoilo-CoA. Jego
szczegdlna rola wynika z faktu, Ze gen ten, w przeci-
wienstwie do reduktazy benzoilo-CoA jest aktywny
w procesie denitryfikacji, redukcji zelaza i siarczanow.
Dlatego tez gen GamA moze by¢ proponowany jako
biomarker w beztlenowym rozkladzie zwigzkéw aro-
matycznych, w tym krezoli [72].

7. Mikrobiologiczna degradacja krezoli
w $rodowisku glebowym

Wysoki koszt konwencjonalnych metod fizycznych
i chemicznych usuwania fenolu i jego pochodnych
naklania do uwzgledniania zdolnosci réznych mikro-
organizméw do metabolizowania zwigzkéw fenolo-
wych, jako alternatywy w skutecznej bioremediacji
srodowiska skazonego tymi substancjami toksycznymi
[3]. Wiedza na temat biodegradacji, biotransformacji
krezoli i uwarunkowan genetycznych tych proceséw
stanowi podstawe do skutecznego poszukiwania roz-
wigzan analizowanego problemu. W wielu badaniach
wykorzystuje sie genetycznie modyfikowane mikro-

organizmy (GMMs) i tworzone z nich konsorcja,
metody stymulacji oraz bioaugmentacji. Mikroorga-
nizmy moga by¢ wprowadzane do gleby réwniez jako
pojedyncze szczepy preadoptowane do rozkladu
konkretnych zwigzkow fenolowych. Stosuje si¢ takze
geny, ktore w procesie koniugacji przenoszone sg do
komorek drobnoustrojow autochtonicznych [25].

Szybszy przebieg procesu degradacji mozna uzyskac
jednak dzieki mieszanym kulturom, co zaobserwowano
w badaniach Goswami i wsp. [28]. Szczepy Rhodococcus
erythropolis M1 i Pseudomonas fluorescens P1 rozkla-
daly znacznie szybciej mieszanine fenolu i 4-krezolu
w konsorcjum anizeli w monokulturze. Niemniej
jednak wykazaly odwrotne, konkurencyjne oddziaty-
wanie w stosunku do mieszaniny fenolu i 2-chlorofe-
nolu. Pseudomonas fluorescens P1 byl drobnoustrojem
dominujgcym w stosunku do Rhodococcus erythropolis
M1. Spowodowalo to usuniecie fenolu i 2-chlorofenolu
w ciggu 48 h, podczas gdy w monokulturach biodegra-
dacja mieszaniny tych zwigzkow zajeta 18 h.

Silva i wsp. [92] zaobserwowali réwnie intrygujaca
zaleznos¢. Okazalo sig, Ze proces nitryfikacji przebiegal
znacznie szybciej w obecnosci mieszaniny zwigzkow
fenolowych, w tym: fenolu, 2-chlorofenolu, p-kre-
zolu i 4-hydroksybenzaldehydu, anizeli w obecnosci
pojedynczych zwigzkéow. Konsorcja bakterii nitryfi-
kacyjnych calkowicie usungly mieszanine zwigzkow
fenolowych, podczas gdy sam 2-chlorofenol okazat si¢
istotnym inhibitorem procesu nitryfikacji.

Wazna jest réwniez $swiadomo$¢ zréznicowanej
aktywnosci degradacyjnej ukierunkowanych na nia
szczepow bakterii, a w szczegdlnosci uruchamiania
réznych szlakéw metabolicznych. Heinaru i wsp. [34]
po wprowadzeniu do gleby zanieczyszczonej m.in. kre-
zolem szczepow Pseudomonas mendocina PC1, Pseu-
domonas fluorescens PC18, PC20 i C24 zaobserwowali,
iz mimo, ze wszystkie szczepy rozkladaly p-krezol, to
jednak szczepy PC1 i PC20 przeprowadzaly go droga
meta, a szczepy PC18 1 PC24 szlakiem orto.

Zainteresowaniem cieszy si¢ rowniez faczenie w ino-
kulacie szczepow bakterii i grzybéw mikroskopowych
[41]. Kirk [50] odkryt, ze podczas degradacji zwiaz-
kéw aromatycznych bakterie funkcjonujg na sluzo-
watych strzepkach grzyba Corollospora maritima, co
moze przyczynic si¢ do inicjacji sukcesji mikroorgani-
zmow. Potencjal degradacyjny grzybow w odniesieniu
do zwigzkéw fenolowych, obligujacy do prowadze-
nia badan w tym kierunku, odkryli Valli i Gold [98].
Wywnioskowali oni, ze grzyb Phanerochaete chrysospo-
rium stymulowal metabolizm 2,4-dichlorofenolu, bez
precedensu usuwajac atomy chloru przed rozszczepie-
niem pierscienia. Z kolei Kennes i Lema [46] dowiedli,
ze grzyb ten, w obecnodci glukozy, jest w stanie kata-
lizowa¢ rozklad p-krezolu (50 mgdm™) jak i fenolu
(50 mgdm™) na zblizonym poziomie. Wyniki analiz
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Alexievy i wsp. [2] wykazaly, ze Trichosporon cutaneum
R57 w obecnosci m-krezolu (0,2 g dm™), jako jedynego
zrodla wegla, katalizowal metabolizm tego zwigzku
duzo szybciej niz w kombinacji z fenolem. Co wiecej,
krezol w pozycji meta w czasie 27 h badan ulegl degra-
dacji w mniejszym stopniu niz 3-nitrofenol, 2,6-nitro-
fenol czy rezorcyna.

Prébe oceny wrazliwosci dziewieciu rodzajow grzy-
boéw na trzy izomery krezolu w glebie zanieczyszczonej
kreozotem podjat Atagana [5]. Juz po 14 dniach badan
stwierdzil, ze ze wszystkich rodzajow grzybow: Can-
dida, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Monicillium,
Trichoderma, Penicillium, Pleurotus, Phanerochaete,
czufe na obecnos¢ p-krezolu w glebie sg Candida sp.
i Pleurotus sp., a na o-krezol i m-krezol Trichoderma
sp. i Phanerochaete sp. Zastosowanie mieszaniny szes-
ciu izolatéw ujawnilo jednak, ze Phanerochaete sp. jako
jedyny jest w stanie funkcjonowac w glebie zanieczysz-
czonej kreozotem po uptywie 38 dni inkubacji. Znacz-
nie wolniej anizeli fenol i o-krezol degradowane byty
izomery krezolu w polozeniu meta i para, przy czym
p-krezol okazal si¢ bardziej oporny niz m-krezol. Nie-
mniej jednak po aplikacji mieszaniny szesciu izolatow
grzybow zostal rownie skutecznie zdegradowany.

Na uwage zastuguja takze konstatacje Chi i wsp.
[18]. Zaobserwowali oni korzystne zjawisko synergi-
zmu w $rodowisku glebowym. Pomimo wprowadzenia
do gleby okreslonych szczepéw drobnoustrojow degra-
dacja zwigzkow fenolowych byla szybsza w obecnosci
mikroorganizméw rodzimych niz w sterylnej glebie.
Nakfania to do wykonywania badan nad rozkladem
krezoli w naturalnych warunkach s$rodowiskowych
tym bardziej, ze ich przebieg determinuja w istotny
sposob wlasciwosci biologiczne, fizyczne i chemiczne
gleb [63]. Romantschuk i wsp. [79] podkreslajg znacze-
nie temperatury, dostepnosci tlenu atmosferycznego,
ilo$ci substancji odzywczych, pH oraz wilgotnosci.
Mrozik [63] sugeruje, ze fenole i ich pochodne, jako
gléwne sktadniki budulcowe jader substancji humuso-
wych, wykazuja najwigksze powinowactwo do frakcji
humin. W mniejszym stopniu wigzg si¢ z kwasami
huminowymi i fulwowymi. Wydajnej biodegradacji
zwigzkow aromatycznych w glebie mozemy oczekiwac
wowczas gdy stosunek wegla do azotu i fosforu wynosi
odpowiednio 100:10:1 [56], minimalna ilo$¢ powie-
trza wypelniajaca przestrzenie w glebie utrzymuje sie
na poziomie koto 10%, wartos¢ pH oscyluje pomie-
dzy 6-8, a temperatura $rodowiska glebowego wynosi
20-30°C [11, 55]. Nie bez znaczenia jest réwniez sto-
pien agregacji gleby, ktory determinuje zaréwno aktyw-
nos$¢ mikroorganizmow jak i biodostepnosé¢ zwiazkow
aromatycznych [15]. Wyniki badan Shibata i wsp. [88]
analizujacych biodegradacje p-krezolu w siedmiu
japonskich glebach ryzowych po czgsci koresponduja
z tg teza. Odnotowano bowiem, Ze w warunkach tle-

nowych, niezaleznie od zréznicowanych wlasciwosci
gleb ich czas rozkladu wynosit 19 dni. Wiecej zaleznosci
zaobserwowano w przebiegu beztlenowej biodegradacji
p-krezolu w trzech glebach wyrdzniajacych sie niska
zawartoscia zelaza i azotanow. Okres pottrwania tego
zwigzku wynosil w nich od 11 do 740 dni. Istotna role
odgrywata warto$¢ potencjalu oksydo-redukcyjnego
tych gleb. Zawarto$¢ wegla organicznego nie miala
w tym procesie znaczenia.

Drobnoustroje zmodyfikowane genetyczne stano-
wig do$¢ kontrowersyjng grupe mikroorganizméow
w odniesieniu do naturalnych warunkéw srodowisko-
wych. Wydawaloby sie, ze w zwigzku z tym, ze s3 one
zrodtem transpozonéw oraz plazmidow dla mikroflory
autochtonicznej gleb, tatwo przenoszonych na nig na
drodze horyzontalnego transferu gendw, istnieje szansa
na szybki wzrost zdolno$ci degradacyjnych mikroorga-
nizméw glebowych. Jednak Van der Meer i wsp. [99]
podkreslaja, ze GMMs jest to grupa skuteczna tylko
w odniesieniu do $ci$le wyselekcjonowanego specy-
ficznego substratu. Dlatego tez w ztozonych warunkach
naturalnych staje si¢ mniej przydatna, a mikroorga-
nizmy autochtoniczne s dla niej silng konkurencja,
chociazby z tego powodu, Ze przeszly naturalng selek-
cj¢ i posiadaja potencjal do tworzenia nowych szlakow
metabolicznych.

8. Podsumowanie

Jednym ze skutecznych sposobdéw eliminacji kre-
zoli ze S$rodowiska glebowego jest ich degradacja
mikrobiologiczna do CO, i H,O. Satysfakcjonujacy
jest rowniez rozklad tych ksenobiotykow do zwiazkow
catkowicie nietoksycznych badz do produktéw posred-
nich o mniejszej toksycznosci [63]. Mikroorganizmy
posiadaja wyjatkowa umiejetnos¢ adaptacji w nowych,
trudnych warunkach srodowiskowych, a co istotniejsze
sa w stanie wykorzysta¢, jako substraty energetyczne
i budulcowe zwigzki, ktore nie sg produktami ich meta-
bolizmu. Rozktad krezoli przez mikroorganizmy moze
zachodzi¢ zaréwno w tlenowych jak i beztlenowych
warunkach na réznych $ciezkach degradacji. Do tech-
nik, dzieki ktéorym mozna okresli¢ metabolity posred-
nie oraz mechanizmy zachodzacych reakcji naleza:
CSIA - analiza izotopowa [102], HPLC, LC-MS, widmo
FT-IR - potwierdzajaca powstawanie mukonolaktonu
podczas biodegradacji m-krezolu oraz GC-MS ujawnia-
jaca obecnos¢ kwasu 3-hydroksybenzoesowego i kwasu
3,4-dihydroksybenzoesowego [77].

Nalezy jednak pamieta¢, Ze pomimo podejmowa-
nych wielokrotnie prob wyjasnienia mechanizmoéw
i detalicznego poznania reakcji chemicznych zacho-
dzacych podczas biodegradacji krezoli oraz rozszyfro-
wania genetycznych uwarunkowan drobnoustrojow
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obligujacych je do rozkladu metylofenoli, toksycznos¢
tych zwigzkéw moze wywiera¢ na mikroorganizmy
silny negatywny wplyw. Zatem obszar badan ukierun-
kowanych na zdiagnozowanie toksycznosci krezoli na
drobnoustroje srodowiska glebowego i innych ekosys-
temdw powinien permanentnie poszerza¢ swoj zasieg.
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Probiotics and their potential antioxidative activity

Abstract: Human population in the XXI century is struggling with the increasing incidence of such diseases as obesity, diabetes, cancers,
food allergies and many others. Recent studies have shown that oxidative stress caused by reactive oxygen species and free radicals,
may underlie the occurrence of many diseases. Probiotics are known for their beneficial effects on health and are established as dietary
adjuncts. Researchers are trying to find potential probiotic strains which can exhibit antioxidant properties along other health benefits.
In vitro and in vivo studies have indicated that probiotics exhibit antioxidant potential. Also, many studies have shown that consumption
of probiotics as dietary supplements, may reduce oxidative damage and modify activity of crucial antioxidative enzymes in human cells.
Incorporation of probiotics in foods can provide a good strategy to supply dietary antioxidants, but more studies are needed to standardize
the methods and evaluate antioxidant properties of probiotics before they can be recommended for their antioxidant potential. This paper
presents the latest news related to probiotics and their antioxidative potential.

1. Introduction. 2. Antioxidants from food. 3. Probiotics. 4. Methods for antioxidative activity testing. 5. Probiotics antioxidative potential.
5.1. Food products containing probiotics. 6. In vivo studies — animal models. 7. Clinical trials. 8. Probiotics as antioxidants. 9. Conclusions

Stowa kluczowe: antyoksydanty, probiotyki, ROS, stres oksydacyjny

Key words: antioxidants, oxidative stress, probiotics, ROS

1. Wprowadzenie

Stres oksydacyjny definiowany jest jako stan komorki/
organizmu, wywolany nagromadzeniem, a co za tym
idzie nadmierng aktywnoscig reaktywnych form tlenu
(ROS, reactive oxygen species) i/lub wolnych rodnikéw
Do tego typu czasteczek zalicza si¢ migdzy innymi
anionorodnik ponadtlenkowy (O, ), nadtlenek wodoru
(H,0,), rodnik hydroksylowy (OH), czy tez metale
przejsciowe (np. miedz lub zelazo). Obecnos¢ tych
zwigzkéw w komorkach jest naturalnym zjawiskiem
fizjologicznym, bedacym nastepstwem wystepowania
w nich reakcji utleniania, czyli proceséw polegajacych
na przenoszeniu elektronéw z danej substancji na utle-
niacz - zwigzek bedacy w analizowanej reakcji akcep-
torem elektronéw. Wyzej wymienione wolne rodniki
i ROS s3 produktami, ktérych wysoka reaktywnos$¢
nadaje im zdolno$¢ wywotywania szybkich reakeji
tancuchowych. W kaskadach takich reakcji w sposéb
niekontrolowany przez komorke moga zaczaé two-
rzy¢ si¢ kolejne reaktywne formy tlenu, prowadzac do
zachwiania jej rOwnowagi redoks. Obserwuje si¢ wow-
czas wyzsza produkcje wolnych rodnikéw i ROS niz
komorka jest w stanie unieczynnic za pomocg obecnych

w niej mechanizméw antyoksydacyjnych. Do tego typu
mechanizmdéw naleza reakcje enzymatyczne katalizo-
wane miedzy innymi przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa
(SOD, superoxide dismutase), peroksydaze glutationowa
(GPx, glitathione peroxidase), reduktaze glutationowa
(GR, glutathione reductase) peroksydaze, transferaze
glutationowa (SGT, glutathione S-transferase) oraz
katalaze (CAT, catalase). W komorce wystepuja takze
nieenzymatyczne antyoksydanty takie jak witamina E
(a-tokoferol), witamina C, koenzym Q, czy tez glutation
(GSH) [12, 50, 55, 56, 63] (Rys. 1). Ostatni z wymie-
nionych nieenzymatycznych antyoksydantéw pelni
kluczowsa role w obronie antyoksydacyjnej. GSH jest
substratem reakcji katalizowanych przez antyoksydanty
enzymatyczne (miedzy innymi peroksydaze glutatio-
nowa) oraz stanowi ,,magazyn” grup tiolowych (-SH)
w komorce. Dzigki obecno$ci w jego czasteczce grupy
tiolowej moze on oddzialywa¢ z biatkami, stabilizu-
jac ich strukture. Glutation ulega przeksztalceniom
z postaci zredukowanej (GSH) do utlenionej (GSSG),
bedacej dimerem glutationu. W reakeji przeksztal-
cenia GSH do GSSG powstaja elektrony, ktére moga
by¢ przylaczane przez wolne rodniki prowadzac do
ich inaktywacji. GSH jest odtwarzane w reakcji kata-

* Autor korespondencyjny: Wydziat Technologii Zywnosci, Katedra Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Technicznej, Uniwersytet
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Rys. 1. Czynniki inicjujace powstanie stresu oksydacyjnego oraz jego rola w patogenezie wybranych choréb

O, ™ - anionorodnik ponadtlenkowy, H,O, - nadtlenek wodoru, OH" - rodnik hydroksylowy, GSSG - utleniony glutation,
TBARS - produkty peroksydacji lipidow, CAT - katalaza, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, GR - reduktaza glutationowa,
GSH - zredukowany glutation, SGT - transferaza glutationowa, GPx — peroksydaza glutationowa.

lizowanej przez reduktaze glutationowa w obecnosci
NADPH, ktoéry zostaje utleniony do NADP* [21].
Dzialanie wszystkich antyoksydantéw w organizmie
sprowadza si¢ finalnie do przeciwdziatania efektom
procesow utleniania. Czy to w sposéb bezpos$redni za
pomocg katalizowania reakcji enzymatycznych, czy tez
posrednio jako zwigzki dezaktywujace wolne rodniki
i zatrzymujace kaskady reakcji tanncuchowych. W sktad
systemow antyoksydacyjnych bez watpienia wchodza
takze grupy zwigzkow uczestniczacych w stalym odtwa-
rzaniu potencjatu antyoksydacyjnego, poniewaz wszyst-
kie czasteczki uczestniczac w reakcjach ulegajg zuzyciu
i musza zosta¢ odtworzone [30].

Szereg wynikéw badan dostarcza dowodéw na zna-
czacg role reaktywnych form tlenu, a przez to stresu
oksydacyjnego w patogenezie wielu chorob u ludzi. Do
schorzen tych zalicza si¢ migdzy innymi choroby cywi-
lizacyjne, takie jak otylos¢, cukrzyca typu 2, choroby
sercowo-naczyniowe, udary oraz chorobe Alzheimera,
za¢me czy tez choroby reumatoidalne [12, 50, 56, 63]
(Rys. 1). Istnieje zatem potrzeba poszukiwania nie-
toksycznych przeciwutleniaczy, ktore zwiekszaja zdol-
nosci antyoksydacyjne organizmu, a przez co spowolnia
postep wielu przewleklych choréb. Dzigki wynikom
licznych badan naukowych, publikacji popularnonau-
kowych, a nawet reklam obserwuje si¢ coraz wieksza
swiadomos¢ spoleczenstwa na temat warto$ci odzyw-
czych spozywanych produktéw. Taka sytuacja sktania
do poszukiwania nowych Zrédet antyoksydantow w juz
istniejacych na rynku sktadnikach zywnosci o udoku-
mentowanej, innej wartoéci prozdrowotnej. Roézne
doniesienia wskazuja, ze to probiotyki moga stac si¢
takim skladnikiem. Ze wzgledu na swoja diuga tradycje
bezpiecznego stosowania oraz ich potencjalne dzialanie

przeciwrodnikowe staja si¢ obiecujgcym sktadnikiem
zywnosci o dzialaniu antyoksydacyjnym i sg pod tym
katem intensywnie badane [47].

2. Antyoksydanty pochodzace z zywno$ci

Wiréd wielu sktadnikéw zywnosci najbardziej obfite
w naturalne przeciwutleniacze sg produkty pochodze-
nia roslinnego. Zawarte w nich antyoksydanty pelnia
swoja funkcje dzialajac w rdéznoraki sposéb. Czes¢
z nich odpowiada za wychwytywanie i ,zmiatanie” wol-
nych rodnikéw oraz neutralizowanie ich w bezposred-
nich reakcjach chemicznych (wolne rodniki i reaktywne
formy tlenu sa redukowane do bardziej stabilnych i nie-
reaktywnych form). Inne majg zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci enzyméw odpowiedzialnych za tworze-
nie wolnych rodnikéw lub chelatowania tzn. wigzania
w komorkach jondw metali przejsciowych (szczegdl-
nie zelaza i miedzi), czyli metali odpowiedzialnych za
zapoczatkowanie tanicucha reakcji wolnorodnikowych.
Prowadzg takze do ochrony innych antyoksydantow,
np. zapobiegajac utlenianiu witaminy C lub popra-
wiajac dzialanie endogennych przeciwutleniaczy np.
glutationu. Do tego typu zwigzkow zalicza sie miedzy
innymi: polifenole tworzace dwie gtéwne grupy zwiaz-
kow - kwasy fenolowe (kwas kawowy, elagowy, feru-
lowy) oraz flawonoidy z licznymi podgrupami, karo-
tenoidy, witaminy i tokoferole [54, 70].

Bogatymi w tego typu zwigzki roslinami sg: czosnek,
brokuly, zielona herbata, soja, pomidory, marchew,
brukselka, kapusta, cebula, czerwone buraki, Zurawina,
kakao, jagody, czerwone winogrona, §liwki i owoce cy-
trusowe. Rozbudowany rynek zywnosci funkcjonalnej
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zajal si¢ poszukiwaniem substancji o charakterze anty-
oksydacyjnym w juz istniejacych produktach. Wyka-
zano, ze duzy potencjal w tym obszarze wykazuja
produkty mleczne. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze
szeroko rozpowszechnione probiotyki moga takze oka-
za¢ si¢ dobrym zrédla przeciwutleniaczy [47].

3. Probiotyki

Probiotyki to zywe drobnoustroje, ktore - podawane
w odpowiednich ilosciach — wywieraja korzystne skutki
zdrowotne. Sg to mikroorganizmy, gléwnie bakterie
kwasu mlekowego (LAB, Lactic Acid Bacteria), mogace
zasiedla¢ rézne srodowiska, w tym organizm czlowieka.
Probiotyk moze mie¢ w swym skladzie pojedyncze
szczepy bakterii kwasu mlekowego, szczepy drozdzy,
kultury plesni lub tez bakterie kwasu mlekowego tacz-
nie z wyselekcjonowanymi szczepami drozdzowymi.
Bakterie probiotyczne dodawane sg do réznych $rod-
kéw spozywczych. Wystepuja przede wszystkim w sfer-
mentowanych produktach mlecznych, ale takze w tra-
dycyjnych kiszonkach. Nadajg produktom specyficzny
smak i zapach, a takze chronig je przed rozwojem szko-
dliwych mikroorganizméw. Mozna je réwniez znalez¢
w preparatach farmaceutycznych, suplementach diety,
stosowanych chociazby przy antybiotykoterapii [59].
Wsréd wielu pozytywnych efektow jakie probiotyki
wywierajg na ludzki organizm wymieni¢ mozna mie-
dzy innymi: fagodzenie objaw6w nietolerancji laktozy,
zapobieganie biegunkom i infekcjom uktadu moczowo-
-plciowego, obnizanie poziomu cholesterolu, wzmoc-
nienie ukiad odpornosciowego [4, 14], zmniejszanie
ryzyka wystgpienia nowotwordéw — gtéwnie jelita gru-
bego - oraz fagodzenie objawdw alergii [15, 44].

Do drobnoustrojéw o dziataniu probiotycznym na-
lezg przede wszystkim bakterie z rodzaju Lactobacillus
i Bifidobacterium. Oprécz nich do tej grupy zalicza si¢
takze inne bakterie kwasu mlekowego: Lactococcus, Leu-
conostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Car-
nobacterium, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus
i Weissella [37], Bacillus spp. [28], niektore szczepy Esche-
richia coli oraz Propionibacterium spp. Najbardziej rozpo-
wszechnionym szczepem drozdzowym o wlasciwosciach
probiotycznych jest Saccharomyces boulardii [26, 53].

Ostatnie dziesieciolecia zmienily podejscie spote-
czenstwa do zdrowego odzywiania i stosowania w diecie
tzw. zywnosci funkcjonalnej, inaczej FOSHU (Foods for
Specified Health Use). Jest to rodzaj zywnosci, z ktorej
usunieto szkodliwe sktadniki (np. alergeny), badz wzbo-
gacono ja w substancje aktywne fizjologicznie, tak aby
otrzyma¢ produkt posiadajacy odpowiednia wartos¢
odzywczg, poprawiajacg stan zdrowia czlowieka [68].
Poszerzenie wiedzy na temat pozytywnych wiasciwosci
drobnoustrojéow probiotycznych sprawito, ze ich obec-

no$¢ w komercyjnych produktach spozywczych jest
powszechna i zostala bardzo dobrze przyjeta przez kon-
sumentdw. Dlatego przemyst spozywczy calego $wiata
doktada wszelkich staran, by skonstruowa¢ produkty
zywnosci funkcjonalnej, bedgce nosnikami mikroorga-
nizméw o dzialaniu probiotycznym, umozliwiajac im
przetrwanie w warunkach przewodu pokarmowego
i pelnienie w nim swoich dobroczynnych funkcji. Do
takich dziatan mobilizujg takze doniesienia o ich poten-
cjalnych wlasciwosciach antyoksydacyjnych, porusza-
nych w tym artykule.

4. Metody analizy wlasciwosci antyoksydacyjnych

W celu oceny potencjalu antyoksydacyjnego zwigz-
kéw naturalnych opracowano wiele réznych metod.
Najwazniejszy jest jednak wybor metody wzglednie
szybkiej i dajacej obiektywne rezultaty, a przede wszyst-
kim adekwatnej do specyfiki analizowanego produktu.
Kazdy z obecnie opisanych testow aktywnosci anty-
oksydacyjnej cechuje sie specyficznym mechanizmem
dziatania, majac przy tym swoje wady i zalety, jednakze
w przypadku braku uniwersalnej metody dla danego
produktu, ktéra moze da¢ jednoznaczne wyniki, naj-
lepszym sposobem jest uzycie wielu metod jednoczes-
nie. Niektére procedury obejmujg stosowanie synte-
tycznych przeciwutleniaczy lub wolnych rodnikow,
cze$¢ opiera sie na reakcjach peroksydacji lipidow,
wigkszo$¢ z nich wymaga wczesniejszej obrobki anali-
zowanego materialu i ukazuje wyniki w specyficzny dla
siebie sposdb. Antyoksydacyjne wlasciwo$ci produktow
probiotycznych takze badano stosujac rézne metody in
vitro i in vivo. Ich opis przedstawiony zostal ponizej
oraz zestawiony w Tabeli L.

Metoda z rodnikiem DPPH'

Jedna z najczesciej stosowanych metod do pomiaru
aktywnosci antyutleniajacej jest metoda wykorzystujaca
rodnik DPPH' (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl). Meta-
nolowy roztwor rodnika wykazuje pasmo absorpcji
w zakresie widzialnym, z maksimum przy 515-540 nm.
W wyniku przebiegu reakcji obserwowany jest spadek
intensywnosci zabarwienia, proporcjonalny do zawar-
tosci antyutleniaczy. Rodnik powinien znajdowac si¢
w nadmiarze w stosunku do zwigzku antyoksydacyj-
nego, tak by cata ilo§¢ antyutleniacza miata szanse prze-
reagowac [20]. W wyniku reakcji powstaje zredukowana
forma rodnika DPPH' (2,2-difenylo-1-pikrylo-hydra-
zyna) o barwie zo6ltej [23]. Metoda DPPH jest czesto
stosowana ze wzgledu na to, ze jest stosunkowo prosta
i nie wymaga diugotrwalego przygotowania probki.
Dodatkowo rodnik DPPH:' jest dostepny komercyjnie,
a wiec nie trzeba go bezposrednio wytwarza¢ z prekur-
sora, jak w przypadku ponizej opisanej metody ABTS.
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Tabela I
Wybrane metody analizy wlasciwosci antyoksydacyjnych roznych prébek biologicznych
Metoda Zasada dziatania metody Obserwacje Pi$miennictwo
DPPH w obecnosci zwigzku o charakterze atyoksydacyjnym z06lte zabarwienie substacji [11,17]
nastepuje redukcja stabilnego rodnika oceniane wzrokowo lub
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) o fioletowym analizowane spektroftometrycznie
zabarwieniu do z6ltej 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyny
ABTS antyutleniacze prowadza do redukcji kationorodnika ABTS™ | odbarwienie roztworu oceniane [27,57]
- 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian) wzrokowo lub analizowane
powodujac odbarwienie niebieskozielonego roztworu spektrofotometrycznie
FRAP monitorowanie zdolno$ci donorowych antyutleniacza, analiza spektrofotometryczna [5,8,9]
za pomoca pomiaru redukcji kompleksu zelaza(III)
z 2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyna ([Fe’* - (TPTZ),]**)
do intensywnie niebieskiego kompleksu [Fe** - (TPTZ),]**
ORAC antyutleniacze hamujg prowadzong przez wolne rodniki analiza fluorymetryczna [24, 46, 68]
reakcje utleniania sondy fluorescencyjnej, ktéra w trakcie
tej reakcji wykazuje spadek fluorescencji
analiza zdolnoéci | w obecno$ci zelaza nastepuje zmiana absorbancji zwigzana | analiza spektrofotometryczna [29]
neutralizacji z dezaktywacja rodnika hydroksylowego przeprowadzang
rodnika przez antyoksydanty — kwasy hydroksybenzoesowe,
hydroksylowego | nalezace do grupy polifenoli

Za zgoda Mishra V i wsp., J. Agric. Food Chem. 63, 3615-3526 (2015) Copyright (2015) American Chemical Society [47]

Metoda moze by¢ takze stosowana z wykorzystaniem
analizy przeptywowo-wstrzykowej (FIA, flow injection
analysis), co znacznie ulatwia i przyspiesza pomiar,
a ponadto umozliwia w wiekszym stopniu kontrolo-
wanie warunkow oznaczen [43]. Wadg sg za$ mozliwe
interferencje od zwigzkdéw absorbujgcych przy tej samej
diugosci fali, np. karetonoidow.

Metoda z kationorodnikiem ABTS™*

Inng metody, oparta na przeniesieniu elektronu,
ale réwniez wykorzystujaca detekcje spektrofotome-
tryczng, jest metoda polegajagca na monitorowaniu
stezenia barwnego kationorodnika ABTS* - 2,2-azyno-
bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu). Ma on barwe
niebieskozielong i wykazuje cztery maksima absorpcji
przy 417, 645, 728 oraz 815 nm w $rodowisku wodnym,
a trzy - 414, 730, 873 nm w $rodowisku etanolowym.
Kationorodnik przed pomiarem nalezy wygenerowac.
W tym celu mozna zastosowa¢ reakcje enzymatyczne
(np. z mioglobing lub peroksydazg chrzanowa) lub
chemiczne utlenienie (za pomocg MnO,, K,S,O,). Che-
miczne metody generowania ABTS* s3 jednak bardziej
wymagajace pod wzgledem warunkow reakcji (m.in.
bardzo dlugi czas reakeji). Antyutleniacze redukujg
ABTS™* w zaleznosci od aktywnosci, stezenia przeciw-
utleniacza i czasu trwania reakeji [18].

Metoda FRAP
(Ferric Ion Reducing Antioxidant Parameter)

Metoda oznaczania zdolnosci do redukcji jondw
zelaza (III) opiera si¢ na reakcji redukcji kompleksu Fe**
z (2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyng (TPTZ), zas jej

produktem jest intensywnie niebieski kompleks z Fe**
(Amax =593 nm). Mierzone s3 wiec zdolnoéci dono-
rowe antyutleniacza [10]. Trwalo$¢ kompleksu zalezy
od pH, a optymalne warunki wystepuja przy pH 3,6,
ktore osiagane jest przez dodatek buforu octanowego.
Metoda FRAP jest szybka, ma jednak szereg wad,
poniewaz wykorzystywany kompleks jest redukowany
przez wszystkie zwigzki, rowniez te ktdre nie naleza do
antyutleniaczy, ktérych potencjat redoks jest nizszy od
0,70 V. Powstale jony Fe** moga w obecnosci H,O, bra¢
udzial w reakcjach produkujagcych rodniki, co réwniez
wplywa mylaco na uzyskane wyniki. Ponadto wartos¢
pH reakgji nie jest zblizona do pH fizjologicznego. Nie-
ktore zwigzki w ogole nie wykazuja redukujacych zdol-
no$ci w stosunku do Fe**-TPTZ. Nalezg do nich tiole,
w tym bardzo wazny, wspomniany we wczesniejszym
fragmencie artykulu, glutation oraz biatka [51]. Fakt ten
powoduje zanizanie wynikow, szczegélnie dla probek
biologicznych. Z tego powodu poszukiwane sa nowe
uklady oparte na redukcji jondéw Fe** [6]. Za pomoca tej
metody Carlsen i wsp. [13] analizowali aktywnos¢ anty-
oksydacyjna réznych produktéw spozywczych. Kilka
przyktadéw produktéw przytoczonych w niniejszej
pracy przegladowej wraz z uzyskanymi przez badaczy
wynikami przytoczono w Tabeli II.

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

W metodzie tej rodniki peroksylowe (generowane
ze zwigzkow azowych) lub rodniki hydroksylowe (gene-
rowane z reakcji jonéw Cu* z H,0,) reagujg z sondg
fluorescencyjna. Sonda jest zwigzek wykazujacy silng
fluorescencje, np. fluoresceina, dichlorofluoresceina
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Tabela II
Zawarto$¢ zwiazkow antyoksydacyjnych oznaczonych metoda
FRAP w wybranych produktach mlecznych i sokach owocowych,
na podstawie Carlsen i wsp. [13]

Zawarto$¢ zwigzkow
Lp. Produkt antyoksydacyjnych
[mmol/100 g produktu]

1 maslanka, 1,5 % 0,04

2 mleko krowie, 2% 0,04

3 | mleko kozie 0,04

4 | kwasna $mietana 0,15

5 | jogurt naturalny 0,06

6 | jogurtzjagodami 0,25

7 | ser Gorgonzola 0,54

8 | sokjabtkowy 0,27

9 | sok pomaraficzowy 0,64
10 | sok zurawinowy 0,92

lub pirogalol [3]. W wyniku reakeji utlenienia fluores-
cencja sondy zanika. Po dodaniu substancji o wiasci-
wosciach antyutleniajacych do $rodowiska reakeij,
zostaje zahamowany rozkltad znacznika fluorescencyj-
nego i nastepuje neutralizacja wolnych rodnikéw przez
czasteczki antyutleniacza. Obserwujemy wiec wydlu-
zenie czasu indukcji i spadek stalej szybkosci reakcji
rozkladu sondy. Zdolnosci antyutleniajace wyrazane
s3 poprzez poréwnanie przebiegu reakcji w obecnosci
probki z reakcja zachodzacg w obecnosci wzorcowego
antyoksydantu. Jako substancji wzorcowej stuzacej
wyrazeniu zdolnosci antyutleniajacej w jednostkach
stezenia najczesciej stosuje si¢ rozpuszczalny w wodzie
analog witaminy E - troloks lub kwas galusowy. Metoda
ta mierzy¢ mozna zdolnosci antyutleniajace zaréwno
hydrofilowych, jak i lipofilowych antyoksydantow. Ze
wzgledu na stosowany detektor fluorescencyjny, metoda
charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia i precyzja [41].

Analiza zdolnosci neutralizacji
rodnika hydroksylowego

Rodnik hydroksylowy (OH') to oboje¢tna forma
jonéw wodorotlenkowych (OH"). Jest on jednym z naj-
bardziej reaktywnych rodnikéw, uczestniczacy w proce-
sie peroksydacji lipidow i odpowiadajacy za powstawa-
nie uszkodzen w obrebie DNA [29]. Jony Zelaza biora
czynny udzial w tworzeniu rodnika hydroksylowego
w reakcji Fentona. W tej metodzie, w obecnosci zelaza,
obserwuje sie zmiany absorbancji zwigzane z dezakty-
wacja rodnika hydroksylowego przeprowadzang przez
antyoksydanty - kwasy hydroksybenzoesowe, nalezace
do grupy polifenoli [47, 48].

Inne metody
Wsréd innych, dodatkowych metod umozliwiaja-
cych badanie wlasciwosci antyoksydacyjnych szczepow

probiotycznych wymieni¢ mozna analizy genetyczne,
polegajace na badaniu poziomu ekspresji genow kodu-
jacych enzymy uczestniczace w zmiataniu wolnych rod-
nikow, takie jak SOD czy CAT. Bada si¢ takze aktyw-
no$¢ tych enzymow, zdolnos¢ drobnoustrojow do prze-
zycia w roznych stezeniach ROS, czy tez zdolnos¢ do
chelatowania metali przejsciowych [16, 22, 39, 66].

5. Potencjal antyoksydacyjnych probiotkow

Pelna charakterystyka drobnoustrojow probiotycz-
nych przeprowadzana jest na poczatku za pomoca
metod in vitro, a nastepnie potwierdzana w doswiad-
czeniach in vivo, na odpowiednich modelach zwierze-
cych. Taki schemat dotyczy tez analizy wlasciwosci
antyoksydacyjnych probiotykow. W pierwszych etapach
drobnoustroje analizowano za pomocg réznorodnych,
opisanych wczesniej metod, a nastgpnie podawano je
zwierzetom w odpowiednim dla danego zwierzecia
nosniku, czyli rodzaju Zywnosci. W badaniach in vitro
analizowano aktywnos$¢ przeciwutleniajaca réznych
gatunkow drobnoustrojow probiotycznych (cho¢ byty
to glownie bakterie nalezace do Lactobacillus sp. oraz
Bifidobacterium sp.) oraz szeroka game produktow spo-
zywczych zawierajacych organizmy probiotyczne.

Przeprowadzono liczne analizy potencjatu antyoksy-
dacyjnego drobnoustrojow nalezacych do rodzaju Bifi-
dobacterium. Wérdd nich przebadano miedzy innymi
Bifidobacterium longum ATCC 15708 - jelitowy szczep
o udowodnionych wlasciwosciach probiotycznych.
Analizowano zaréwno potencjal calych, nienaruszo-
nych komoérek bakteryjnych (hodowanych w pozywce
MRS), jak i tzw. ekstrakty komorkowe — ICFE (intracel-
lular free extracts). W obu przypadkach zaobserwowano
odpowiednio 32 i 48% inhibicje procesu peroksydacji
kwasu linolowego oraz 52 i 42% aktywno$¢ zmiatania
rodnika DPPH. Dla tych szczepdw analizowano takze
cytotoksyczno$¢ N-tlenku 4-nitrochinoliny (4NQO) na
komorki jelitowe linii 407. Zaobserwowano 89% zaha-
mowanie toksyczno$ci w hodowli komoérek linii 407
w polaczeniu z Zywymi bakteriami, ale nie zanotowano
zmian w przypadku ICFE. Co wigcej, hodowla zawie-
rajaca 10° komorek B. longum ATCC 15708 powodo-
wala inhibicje procesu peroksydacji lipidow o 16 i 34%
odpowiednio dla calych komdrek oraz ICFE [38]. Shen
i wsp. [61] porownali aktywno$¢ antyoksydacyjna
supernatantéw powstalych po zwirowaniu hodowli,
komorek nienaruszonych szczepu Bifidobacterium ani-
malis 01 oraz ich ICFE. Zaobserwowali zahamowanie
procesu peroksydacji kwasu linolowego o odpowied-
nio: 30, 41 i 71%. Badacze analizowali takze aktyw-
no$¢ zmiatania rodnika DPPH, uzyskujac najwyzsza
aktywnos¢ dla supernatantu, a najnizsza dla komorek
w pozywce MRS. Supernatant tego szczepu wykazywal
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takze 78% aktywno$¢ zmiatania rodnika hydroksylo-
wego oraz 86% dla anionorodnika ponadtlenkowego,
a wyniki te byly wyzsze niz w przypadku komoérek
w pozywce MRS lub ICFE.

Jak wiadomo, zelazo moze indukowaé tworzenie
nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego. W bada-
niu przeprowadzonym przez Sun i wsp. [62] anali-
zowano przezywalno$¢ réznych bakterii mlekowych
z rodzaju Lactobacillus w jelitach myszy, w ktérych
zwiekszono stezenie zelaza. Wykazano, ze niektore
szczepy z rodzaju Lactobacillus sg bardziej odporne na
przetrwanie w $rodowisku o zwigkszonej zawartosci
zelaza, a co za tym idzie na dzialanie wolnych rodnikéw
tlenowych. Pozwala im to jednoczesnie na wywieranie
niezmiennego, pozytywnego wplywu na ekosystem jelita
oraz potencjal redoks w nim panujacy. Zaobserwowano,
ze szczep L. rhamnosus GG (LGG) byl w stanie przezy¢
diuzej w srodowisku o wysokim stezeniu nadtlenku
wodoru i rodnika hydroksylowego, niz szczepy L. para-
casei Fn032, czy tez L. plantarum Fn001. Co wiecej,
w obecnosci szczepu LGG obserwowano obnizenie
stezenia wolnych rodnikéw oraz aldehydu malono-
wego (MDA) - produktu procesu peroksydacji lipidow.
Szczep L.plantarum Fn001 nie wykazywal dzialania
antyoksydacyjnego ani w badaniu in vivo, ani in vitro,
w ktérych symulowano warunki panujgce w przewodzie
pokarmowym. Obserwowano takze, Ze szczepy o wlas-
ciwosciach antyoksydacyjnych zwiekszaja swoje zdol-
noéci zmiatania wolnych rodnikéw w obecnosci sztucz-
nego soku zotadkowego i trzustkowego. Inni badacze
analizowali 39 szczepdw Lactobacillus pod katem ich
zdolno$ci do przetrwania w warunkach zwiekszonego
stezenia ROS. Zaobserwowali, ze rézne szczepy tego
samego gatunku, wyizolowane z jednego $rodowiska,
wykazuja odmienng tolerancje na nadtlenek wodoru czy
rodnik hydroksylowy. Moga charakteryzowac sie rézna
ekspresja genéw kodujacych dysmutaze ponadtlenkowa
i katalaze oraz prowadzi¢ inhibicje peroksydacji kwasu
linolowego w réznym stopniu. Na podstawie wynikow
tego badania, wysuni¢to wniosek, o zréznicowanej
skutecznoséci antyoksydacyjnej probiotycznych bak-
terii z rodzaju Lactobacillus [1]. Ciekawym, szybkim
i nowatorskim podejsciem do analizy wlasciwosci
antyoksydacyjnych probiotykow jest wykorzystanie
nicienia Caenorhabditis elegans jako gospodarza — orga-
nizmu modelowego. W tym badaniu Grompone i wsp.
[26] przeanalizowali az kilkadziesiat roznych bakterii
kwasu mlekowego. Wsrdd nich znalazty sie 62 szczepy
Lactobacillus (L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei,
L. paracasei, L. plantarum oraz L. rhamnosus), 9 szcze-
pow Streptococcus thermophilus oraz 6 Bifidobacterium
(B. animalis, B. breve, B. longum). Nicien byl karmiony
szczepami probiotyczymi, po czym poddawano go eks-
pozycji H,0,, poréwnujac uzyskane wyniki do efektu
protekcyjnego wywieranego przez szczep Escherichia

coli OP50. Wykazano najwyzsza aktywnos¢ antyoksy-
dacyjna u szczepu L. rhamnosus CNCM 1-3690.

W zwigzku z tym, ze miedz i zelazo to metale pro-
oksydacyjne, badano zdolnosci drobnoustrojéow probio-
tycznych do chelatowania tych pierwiastkow. Wykazano
wysoka zdolnos¢ wigzania Cu** przez Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus thermophilus oraz 6 réznych
szczepdw Lactobacillus bulgaricus. W przypadku dwdch
szczepow B. longum — B6 oraz 15708 zaobserwowano
zdolno$¢ wigzania zaréwno Cu?',jak i Fe?*. Wszystkie
badane szczepy nie powodowaly inhibicji dziatania
dysmutazy ponadtlenkowej w medium hodowlanym,
nawet po dodaniu do niego jonéw Cu*, Fe**, Zn?*', czy
tez Mn*. Przebadane w tym eksperymencie szczepy
probiotyczne prowadzity réwniez do inhibicji utlenia-
nia askorbinianu o okoto 7-12%. Poréwnywano takze
zdolno$ci zmiatania rodnika hydroksylowego przez
szczepy probiotyczne uzyskujac najwyzsza zdolno$¢
w tym zakresie dla L. acidophilus E, a najnizsza dla
S. thermophilus 3641 [39].

Przebadano takze zawarto$¢ GSH w szczepach pro-
biotycznch i wykazano jego najwyzsze stezenie u szczepu
L. casei HY 2782, po 24 godzinach hodowli, a po 72
warto$¢ malata. Réznice w ilosci GSH obserwowano
takze hodujac te same szczepy w roznych pozywkach
i tak, zaobserwowano, ze probiotyki w typowej dla
bakterii LAB pozywce MRS produkujg najwiecej tego
antyutleniacza, w poréwnaniu z hodowla w podlozu
Bif-TPY (Bifidobacterium Tryptone Phytone Yeast
Extract) lub bulionie BCP (Bromcresol Purple Dextrose
Broth). Badacze wykazali takze pozytywna korelacje
pomiedzy stezeniem GSH, a aktywno$cig antyoksyda-
cyjna badanych komorek [69].

Kim i wsp. [34] analizowali efekt ochronny probio-
tycznego szczepu Lactobacillus gasseri NRI 312 wobec
oksydacyjnego uszkodzenia lipidéw wchodzacych
w skiad blon komérkowych oraz uszkodzenia DNA,
na linjach ludzkich komorek limfocytow T (Jurkat).
Wykazali, ze po dodaniu bakterii probiotycznych do
hodowli komérek obserwuje si¢ zmniejszenie negatyw-
nych skutkéw wywotywanych przez stres oksydacyjny
na blony komoérkowe oraz okoto 50% zahamowanie
uszkodzen w obrebie DNA.

5.1. Produkty spozywcze zawierajace probiotyki

Celem potwierdzenia wlasciwosci antyoksydacyj-
nych probiotykéw, uzyskanych w badaniach in vitro,
wykonuje sie wiele analiz produktéw spozywczych za-
wierajgcych drobnoustroje probiotyczne.

Przeprowadzno fermentacje 3 rodzajow mleka:
krowiego, koziego i wielbladziego uzupetniajac probki
o szczep probiotyczny Pediococcus pentosus i analizo-
wano wlasciwosci antyoksydacyjne oraz profil kwasow
tluszczowych. Wyniki wykazaly, ze najwyzszy poziom
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zmiatania rodnika DPPH' obserwuje sie w sfermento-
wanym mleku kozim (98% ), a nastgpnie w produkcie
z mleka wielbladziego (86%) i mleka krowiego (79%)
[7]. Przeanalizowano takze aktywnos$¢ antyoksyda-
cyjng dwoch dostepnych na rynku synbiotykow. Jeden
z nich skonstruowany byt na bazie serwatki i miodu,
a drugi zawieral inuline, sok pomaranczowy i probio-
tyczny szczep L. helveticus MTCC 5463. Oba produkty
charakteryzowaly si¢ zdolnoscig zmiatania rodnika
hydroksylowego, przy czym aktywnos¢ ta malata pod-
czas przechowywania produktow w niskich tempera-
turach (okoto 4°C) [60]. W innym synbiotyku, w sklad
ktérego wchodzity fruktooligosacharydy oraz bakterie
L. plantarum lub L. fermentum zaobserwowano odpo-
wiednio 85 i 82% zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH',
a aktywno$¢ ta wzrastata wraz z czasem inkubacji bak-
terii probiotycznych z fruktooligosacharydami, uzysku-
jac tym samym efekt dziatania wlasciwy dla synbiotyku
[42]. Inni badacze analizowali zdolnos$ci namnazania
szczepow probiotycznych nalezacych do Lactobacillus
i Bidifobacterium w polaczeniu z prebiotykami takimi
jak: midd, pytek kwiatowy, inulina, laktuloza oraz rafi-
noza. Wykazano najwigkszy przyrost biomasy bakterii
oraz najwyzsza aktywnos$¢ zmiatania rodnika DPPH'
(45%) po 7 dniach inkubacji w probie, w ktorej pota-
czono probiotyki z pylkiem pszczelim i inuling [64].

6. Doswiadczenia in vivo - modele zwierzece

Po badaniach in vitro, modele zwierzece s3 kolejnym
etapem wykorzystywanym do analizy konkretnych cech
drobnoustrojow probiotycznych, juz w odniesieniu do
dzialania na caly organizm. Dopiero pozytywne wyniki
uzyskane w badaniach na zwierzetach mozna przenosi¢
na dziatanie danego czynnika u ludzi.

Wang i wsp. [16] badali oddziatywanie probio-
tycznego szczepu L. fermentum na §winie. Wykazali, ze
suplementacja tym drobnoustrojem wspomaga zdrowy
wzrost $win poprzez jego wptyw na podniesienie aktyw-
nosci SOD oraz GPx oraz obnizanie stezenia MDA
w surowicy krwi badanych zwierzat. Co wigcej zaobser-
wowano zwiekszenie aktywno$ci CAT i spadek stezenia
MDA w watrobie tych zwierzat [66]. W innym badaniu,
tym razem przeprowadzonym na szczurach, badano
wplyw dwdch szczepdw probiotycznych — L. delbrueckii
subsp. bulgaricus B3 oraz A13. Zaobserwowano wzrost
poziomu GSH w jelitach szczuréw suplementowanych
wyzej wymienionymi szczepami. Jednoczesnie zaobser-
wowano zwiekszony poziom TBARS - czasteczek, ktore
podobnie jak ROS powstaja w procesie peroksydacji
lipidéw, ale maja dluzszy okres poltrwania, przez co
sg tatwiejsze do wykrycia. Tego typu niejednoznaczne
wyniki uzyskane w badaniach na zwierzetach wymagaja
potwierdzenia dalszymi analizami [16]. Jak pokazaly

inne badania na szczurach oprdcz potencjalu anty-
oksydacyjnego L. casei ssp. casei, probiotyk ten wyka-
zuje takze zdolnos¢ obnizania poziomu cholesterolu we
krwi. W grupie zwierzat suplementowanych mlekiem
fermentowanym, zaobserwowano obnizenie poziomu
cholesterolu o0 2-11% i o 15-25% w grupie, w ktorej
mleko byto dodatkowo wzbogacone o liofilizowany
szczep L. casei. Obserwowano takze spadek TBARS
u tych zwierzat. Wyniki poréwnywane byly z grupa
kontrolng otrzymujaca jedynie zwykle, odtluszczone
mleko [32]. W innym badaniu analizowano izolo-
wany z jelita szczura probiotyczny szczep E. coli CFR,
u ktérego zaindukowano silny stres oksydacyjny za
pomocg DMH (1,2-dimetylohydrazyny), ktora jest
silnym kancerogenem alkilujgcym DNA. Zwigzek ten
jest czgsto uzywany w badaniach naukowych, mi¢dzy
innymi do indukowania nowotwordw okreznicy u zwie-
rzat laboratoryjnych. Stwierdzono, ze u zwierzat trak-
towanych DMH istotnie spadla aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych (SOD, CAT oraz GPx), a takze nasilit
sie proces peroksydacji lipidow w watrobie i jelitach tych
zwierzat. Co najistotniejsze, po doustnej suplementacji
szczepem probiotycznym zanotowano zniesienie dzia-
fania DMH, aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych
wzrosla, a proces peroksydacji lipidéw w obu analizo-
wanych tkankach utrzymywat si¢ na poziomie bliskim
kontroli. Dodatkowo badanie histologiczne wykazalo
istotny udzial ochronny E. coli CFR na sluzéwke jelita
[53]. W innych badaniach zaobserwowano takze, ze
suplementacja szczepem LGG pomaga zmniejszy¢ nega-
tywne dzialanie alkoholu na watrobe [19].

7. Badania kliniczne

Celem potwierdzenia prozdrowotnych wlasciwosci
bakterii probiotyczych uzyskanych w badaniach in vitro
i na modelach zwierzecych przeprowadzono badania
kliniczne z udziatem ludzi (randomizowane z podwoj-
nie $lepg proba, kontrolg - placebo oraz badaniem
naprzemiennym). Analizowano wlasciwo$ci szczepu
L. fermentum ME-3. W badaniach udzial wziely
zardwno osoby zdrowe, jak i pacjenci z alergiami, czy
tez po przebytym udarze. W jednym z badan pacjenci
otrzymywali kapsulki probiotyku lub synbiotyku ze
szczepem ME-3, sfermentowane kozie mleko lub prepa-
raty spozywcze typu ser lub kefir. Konsumpcja szczepu
ME-3 miafa pozytywny wptyw na sktad mikroflory jeli-
towej. Zaobserwowano zwieksza liczebno$¢ bakterii
nalezgcych do Lactobacillus w probkach katu badanych
ochotnikéw, co zapewnialo im zwiekszona odpornosé
na dzialanie drobnoustrojéw chorobotwoérczych. Pro-
biotyk wykazywal pozytywne dzialanie w odniesie-
niu do poziomu cytokin we krwi, gléwnych marke-
réw gospodarki weglowodanowej i lipidowej (glukozy,
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trojglicerydow, cholesterolu HDL i LDL), metabolitow
takich jak homocysteina, bilirubina czy kreatynina oraz
poziomu wapnia i zelaza we krwi [45]. W innym bada-
niu pacjentom z atopowym zapaleniem skory (AZS)
podawano przez 3 miesigce fermentowane mleko kozie
z L. fermentum ME-3. Po spozyciu probiotyku zaobser-
wowano obnizong zawartos¢ prooksydacyjnego zelaza
w formie utlenionej w poréwnaniu z wartosciami przed
suplementacjg. Stwierdzono takze oslabienie procesu
peroksydacji lipidow. Suplementacja doprowadzila
do wzrostu poziomu GSH w skérze oraz w surowicy
krwi tych pacjentéw [33]. W innym badaniu pilotazo-
wym analizie poddano 21 chorych po udarze mézgu.
Pacjentow losowo podzielono na dwie grupy. W pierw-
szej, pacjenci oprocz standardowej opieki rehabilita-
cyjnej otrzymywali przez 3 tygodnie kapsutki z liofili-
zowanym szczepem ME-3 (3 razy dziennie kapsutka
z 10° cfu/g bakterii). W drugiej grupie pacjenci otrzymy-
wali 3 razy dziennie 250 mg sacharozy i mikrocelulozy,
jako grupa kontrolna. Przed i po terapii obserwowano
standardowe dla tego typu rekonwalescencji parametry
ruchowe pacjentéw oraz liczne parametry biochemicz-
ne. Jedynie w grupie otrzymujacej suplementacje¢ pro-
biotykiem wykryto podwyzszenie poziomu GSH oraz
istotny spadek warto$ci markerdw stanu zapalnego [33].
Zwigkszong aktywno$¢ antyoksydacyjng w organizmie
uzyskano takze w badaniu klinicznym, w ktérym 53
zdrowym osobom, przez 3 tygodnie podawano synbio-
tyk zawierajacy L. fermentum ME-3, L. paracasei 8700:2,
Bifidobacterium longum 46 oraz inulineg [58].

8. Mechanizm dzialania probiotykow
jako antyoksydantow

Suplementy diety o dzialaniu antyoksydacyjnym
oraz zywno$¢ zawierajaca w swoim skladzie przeciw-
utleniacze bez watpienia pozwala zmniejszy¢ negatywne
skutki stresu oksydacyjnego powstajacego w ludzkim
organizmie. Drobnoustroje probiotyczne, gtéwnie LAB,
staja sie obiecujgcymi komponentami, ktore wykazuja
dzialanie antyoksydacyjne w tego typu produktach [34,
40]. Wiele badan dowiodto, ze probiotyki zwiekszaja
aktywnos¢ enzymow o charakterze antyoksydacyjnym
takich jak SOD, GPx, SGT, CAT, GR, podnosza poziom
wspomnianego wczesniej glutationu, czy tez chronig
komorke przed uszkodzeniami jakie moga wywotaé
czynniki o charakterze rakotwoérczym [35]. Antyoksy-
dacyjne dzialanie probiotykéw tlumaczone jest takze
tym, ze drobnoustroje te uczestniczag w odbudowie
prawidtowej mikroflory jelitowej, ktérej homeostaza
mogtla zosta¢ zachwiana na skutek réznych czynnikow
chorobotwoérczych [36, 49]. Bakterie kwasu mle-
kowego posiadaja systemy umozliwiajace wiazanie
ROS powstajacych w trakcie trawienia spozywanych

pokarmoéw [31]. Co wiecej, moga one przeprowadzaé
hydrolize bialek pochodzacych z produktow spozyw-
czych, prowadzac do wytworzenia bioaktywnych pep-
tydéw o wilasciwosciach antyoksydacyjnych, chronig-
cych przed peroksydacja lipidéw btonowych, a tym
samym dzialajacych ochronnie na struktury komor-
kowe [2]. Wykazano ponadto, ze Lactobacillus spp.
wykazuje swoje dzialanie probiotyczne wtasnie dzieki
zdolno$ci do przetrwania w obecnosci ROS, co nie
jest obserwowane w przypadku innych bakterii jeli-
towych, np. kilku gatunkéw Streptococcus, wysoce
wrazliwych na obecno$¢ H,O, [22]. Antyoksydacyjne
dzialanie L.rhamnosus GG moze opieral sie z kolei
na hamowaniu wydzielania ROS oraz zwigkszaniu
zywotnosci neutrofili, odpowiedzialnych za reakcje
przeciwbakteryjng [65].

Podsumowanie

Wozrastajaca $wiadomos¢ zwigzana z czynnikami
patogenezy wielu chordb, z ktérymi boryka sie ludzkos¢
XXI wieku sklania do poszukiwania mechanizméw
umozliwiajacych przeciwdzialanie tym schorzeniom.
Badania ostatnich lat dowiodty, ze stres oksydacyjny,
wywolany reaktywnymi formami tlenu oraz wolnymi
rodnikami, moze leze¢ u podstaw wystepowania wielu
chorob cywilizacyjnych. Na podstawie tej obserwacji
rozpoczeto poszukiwania czynnikdéw przeciwdziata-
jacych stresowi oksydacyjnemu, czyli réznego rodzaju
przeciwutleniaczy/antyoksydantéw. Ich obecnos¢ wy-
kazano zaréwno w wielu produktach pochodzenia
roslinnego i zwierzecego, a niedawno zauwazono takze
ogromny potencjal antyoksydacyjny drobnoustrojow
probiotycznych. Wzrost zainteresowania zywnoscia
funkcjonalng, a w szczegdlno$ci probiotykami idzie
w parze ze zwigkszonymi nakladami pienieznymi na
badania naukowe skupiajgce uwage na tego typu drob-
noustrojach i ich funkcjach w przewodzie pokarmo-
wym. Wiele badan koncentruje si¢ na bakteriach obec-
nych w produktach spozywczych oraz tych, ktore sa
cze$cig naturalnego mikrobiomu przewodu pokarmo-
wego. Analizie poddaje si¢ czynniki odpowiedzialne za
kolonizacje tych bakterii, ich interakcje z organizmem
gospodarza, a od niedawna takze ich potencjal anty-
oksydacyjny. Wykazano, iz dzieki wielorakim mecha-
nizmom, drobnoustroje te wykazuja istotne i niepod-
wazalne dzialanie przeciwrodnikowe. Maja zdolnos¢
do przetrwania wyzszych niz inne mikroorganizmy
stezen reaktywnych form tlenu, przeciwdzialajg ich
nagromadzeniu poprzez hamowanie kaskad reakeji
fancuchowych, prowadza do produkeji bioaktywnych
zwigzkow przeciwdziatajacych skutkom stresu oksyda-
cyjnego w komorkach lub regulujg aktywno$¢ enzymow
anty- i prooksydacyjnych. Z punktu widzenia nie tylko
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tych bakterii, ale wszystkich bytujacych w przewodzie
pokarmowym wcigz istotne jest projektowanie nowych
lub ulepszanie juz istniejacych narzedzi molekularnych
umozliwiajacych ich doglebng analize.
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1. Charakterystyka trufli. 2. R6znorodnos¢ gatunkowa bakterii. 3. Podsumowanie
Species diversity of bacteria associated with fungi of the genus Tuber (truffles)

Abstract: Trufles (Tuber spp.) are ascomycete hypogeous fungi, which form ectomycorrhizae with roots of trees, shrubs and herbaceous
plants. Their fruiting bodies are valued for their distinctive aroma. The aroma might be partially due to complex bacterial community
which colonizes their fruiting bodies. Some bacterial species are also believed to promote the truffle’ fruitification due to the fixation of
nitrogen inside the developing truffles. Although truffles, especially of the species Tuber aestivum, are getting more popular and are widely
cultivated, little is still known about their biology, composition and the role of their associative microbes. The aim of this study was to
present the current knowledge about the bacterial communities associated with black truffles and their potential influence on the truffle

life cycle and maturation.

1. Characteristics of truffles. 2. Diversity of bacterial species. 3. Conclusion

Stowa kluczowe: owocnikowanie, spolecznoé¢ bakteryjna, trufle
Key words:

fructification bodies, bacterial community, truffles

1. Charakterystyka trufli

Trufle nalezag do grzybéw charakteryzujacych sie
podziemnym, hypogeicznym trybem zycia. Tworza
symbioze o charakterze mutualistycznym z wieloma
gatunkami drzew lesnych, m.in. debem, bukiem, lipa,
grabem i leszczyng [36]. Ta symbioza, nazywana ekto-
mykoryza, jest typowa dla drzew lesnych strefy boreal-
nej i umiarkowanej. Pelni niezwykle wazna role, warun-
kujac prawidtowy status zdrowotny i pokarmowy roslin
(7,17, 22]. Trufle (Tuber spp.) jako naturalny kompo-
nent ekosystemow lesnych wystepuja w Europie, Ame-
ryce Potnocnej i Azji [6]. Trufle nalezgce do workowcow
nazywane s3 truflami prawdziwymi. Wedlug bardziej
doktadnej definicji (opisu taksonomicznego) prawdziwe
trufle obejmuja tylko rodzaj Tuber, w ktérym znajduje
sie trufla perigordzka (T. melanosporum), nazywana
tez ,czarnym diamentem’, trufla zimowa (T. brumale)
i trufla letnia (T aestivum). Ta ostatnia posiada czarne
perydium, skladajace si¢ z 4-6-katnych, plaskich i $ci-
sle do siebie przylegajacych brodawek (Rys.1). Do
rodzaju Tuber nalezg takze gatunki o bialym, gtadkim
perydium, np. biata trufla piemoncka (T. magnatum)
oraz trufla bialawa (T. borchii) [21]. Wysoka warto$¢
kulinarna i handlowa trufli jest efektem charaktery-
stycznego zapachu owocnikéw [18]. Wérdd trufli tylko
kilka gatunkow przedstawia wysoka warto$¢ kulinarng
wynikajacg z wlasciwo$ci smakowo-zapachowych. Tru-
fla letnia zwana tez trufla burgundzka (Tuber aestivum)

jest jednym z cenionych gatunkéw, a ponadto charak-
teryzuje si¢ najwiekszym zasiegiem wystepowania na
obszarze Europy [15, 21]. Warto$¢ handlowa trufli jest
zachetg do zakladania upraw truflowych, ktére zyskuja
coraz wigksza popularnos¢ w krajach, do tej pory nie
zwigzanych z uprawg tych grzybow, takich jak: Wielka
Brytania, Szwecja i Polska [14-16, 29, 34]. Plon trufli
jest $cisle zwigzany z warunkami klimatycznymi i gle-
bowymi, szczegdlnie jej struktura, odczynem i zasob-
noscig w kationy wapnia [8, 20]. Niemniej, wiele innych
czynnikéw ksztaltujacych plonowanie trufli pozostaje
nierozpoznane. S3 to gtéwnie czynniki biotyczne, takie
jak fizjologia roélin i interakcje z innymi grzybami
zasiedlajacymi glebe oraz bakteriami [1].

Trufle, we wszystkich stadiach ich cyklu zyciowego,
s3 kolonizowane przez réznorakie mikroorganizmy:
bakterie, drozdze, grzyby strzepkowe i wirusy. Dro-
bnoustroje wystepuja w stadium symbiotycznym, gdy
grzyb pozostaje w zwigzku z roéling (ektomykoryza),
w stadium seksualnym (owocniki) (Rys. 1) oraz w sta-
dium saprotroficznym (wolno zyjaca grzybnia). Jak
dotad najlepiej rozpoznano zbiorowiska mikroorga-
nizméw zasiedlajace owocniki czterech najbardziej
cenionych kulinarnie, a tym samym ekonomicznie,
gatunkow trufli: trufli bialej (T. magnatum), trufli bia-
tawej (T borchii), trufli perigordzkiej (T. melanosporum)
i trufli letniej (T aestivum).

Celem pracy jest przedstawienie wiedzy (na pod-
stawie danych literaturowych) na temat zbiorowisk

* Autor korespondencyjny: Zaktad Ochrony Lasu, Instytut Badawczy Lesnictwa, Sekocin Stary, ul. Braci Lesnej 3, 05-090 Raszyn;

tel. 22 715 06 67; e-mail: m.siebyla@ibles.waw.pl
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Rys. 1. Owocniki trufli letniej Tuber aestivum™
(fot. Zbigniew Sierota)

bakterii zwigzanych z truflami i ich potencjalnej roli
w tworzeniu specyficznego aromatu tych grzybow.
Lotne zwiazki zapachowe wydzielane przez trufle
staly si¢ przedmiotem wielu badan, przy czym uwage
poswiecano gtéwnie tym gatunkom trufli, ktére cha-
rakteryzuja sie duzg wartoscig rynkows, tj. wspomnia-
nym juz: T. melanosporum, T.magnatum, T. borchii,
T. aestivum [11, 13, 26, 27, 31-33]. Stezenie substan-
cji zapachowych moze si¢ zmienia¢ wraz ze stadium
rozwojowym owocnika trufli [19, 37]. Obecnie sza-
cuje sie, ze wystepuje ponad 300 lotnych zwigzkow
chemicznych wytwarzanych przez rézne gatunki trufli
[28, 29]. Zidentyfikowane zwigzki naleza do prostych
weglowodordéw, zawierajacych grupy alkoholowe, alde-
hydowe, estrowe, ketonowe, aromatyczne i siarkowe.
Weciaz jednak nie ustalono pelnego profilu aromatycz-
nego charakterystycznego dla trufli. Poznanie roli jaka
w procesie tworzenia zapachu odgrywaja mikroorga-
nizmy zasiedlajace trufle przyczynitoby sie zapewne
do wypelnienia tej luki w naszej wiedzy [35]. Wydaje
sie, ze substancje zapachowe powstaja dzigki koope-
racji grzybow i bakterii, i s3 ich wspdlnym dzietem
[35]. Wyjasnienie szlaku biosyntezy poszczegoélnych
substancji zapachowych pozwoli na identyfikacje tego
gatunku bakterii, ktéry dany zapach wytwarza. W tym
aspekcie, obiecujace wydaje si¢ wykorzystanie inno-
wacyjnych technik, np. czujnika nazywanego ,nosem
elektronicznym (EN)”, reagujacego na zmiany st¢zenia
aromatu. Proby zastosowania elektronicznego nosa
do wykrywania trufli podjeto we Francji w latach 80.
ubiegtego wieku [32]. W 2000 r. Raynaud i wspolpra-
cownicy [23] opisali ich wyniki pracy nad przeno-
$nym urzadzeniem, dzigki ktéremu zidentyfikowano
zapach trufli czarnej, znajdujacej si¢ wéréd owocnikoéw
innych gatunkow trufli. Falasconi i wspoélpracownicy
[12] potaczyli technike zastosowana w elektronicznym
nosie (Pico2-electronic nose) z metodg SPME-GC-MS,

* Fotografia w artykule pt.: ,Owocniki trufli letniej Tuber aestivum”
zostata umieszczona za zgodg autora prof. dr. hab. Zbigniewa Sieroty.

co pozwolito na okreslenie zmian zapachu bialej trufli
(T. magnatum Pico) wraz uplywem czasu od terminu
zbioru. Elektroniczny nos jest zdolny wychwyci¢ zapach
trufli na podstawie substancji lotnych emitowanych
z bardzo malej probki tj. ok. 10 mg owocnika. Wyniki
wymienionych prac s3 obiecujace i wydaje sie, ze pola-
czenie techniki zastosowanej w EN z innymi analitycz-
nymi metodami ulatwitoby pozyskiwanie truflii kon-
trole jej jakosci.

2. Zbiorowisko bakterii

Bakterie zasiedlajg zarowno wewnetrzng jak i zew-
netrzng czes¢ owocnikow trufli (Tab. 1), a ich zagesz-
czenie moze wynosi¢ od miliona do biliona komoérek
na gram suchej masy owocnika [3, 4, 21]. Skiad zbioro-
wiska bakterii zwigzany jest z dojrzewaniem owocnika,
starzeniem sig, etapem cyklu zyciowego (np. myko-
ryza a owocnik) oraz rodzajem tkanki (gleba, zarodni-
kono$na warstwa owocnika a perydium, warstwa zew-
netrzng owocnika).

Z dotychczasowych badan przeprowadzonych przez
Antony-Babu i wsp. [1] wynika, ze wszystkie analizo-
wane do tej pory owocniki trufli sg zasiedlane przez
zbiorowiska bakterii, w ktérych sktad wchodzg przed-
stawiciele Proteobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes
i Actinobacteria [10, 20]. W owocnikach wszystkich
badanych gatunkéw trufli stwierdzono dominacje
a-Proteobacteria i niskie zageszczenie Firmicutes oraz
Actinobacteria. Stwierdzono natomiast wieksza rézno-
rodnos¢ - i y-Proteobacteria oraz Bacteroidetes u trufli
biatawej (T. borchii) w poréwnaniu z truflg perigordzka
(T melanosporum) i biaka (T. magnatum). Odnotowano,
ze izolat Bacterioides moze koegzystowaé wewnatrz
grzybni T. borchii, rosnacej w warunkach laboratoryj-
nych [2], co wskazuje na $cislg zaleznos$¢ bakterii i tru-
fli. W przypadku innych, badanych gatunkdéw trufli, jak
dotad, nie wykazano obecnosci endosymbionta.

Sktad réznorodnosci gatunkowej bakterii obecnych
na okrywie (perydium) i we wnetrzu owocnika trufli
moze si¢ zmienia¢ w czasie i jest zalezny od fizjologii
rosliny bedacej gospodarzem trufli. Jednym z wazniej-
szych czynnikow jest stopien przekazywania weglo-
wodanéw do grzybni regulowany m.in. warunkami
pogodowymi (Rys. 2). Podczas dojrzewania owocnika
trufli zmienia si¢ barwa gleby (wewnetrznej warstwy
owocnika), nastepuje jej ciemnienie (melanizacja),
ktdre jest wynikiem tworzenia i dojrzewania zarodni-
kow we wnetrzu workéw (Rys. 2). Proces dojrzewania
owocnikow trufli rosnacych w Europie trwa na ogoét
kilka miesi¢cy. Zmiany réznorodnosci gatunkowej bak-
terii wraz z dojrzewaniem owocnikdw ma inny prze-
bieg w glebie owocnika i w jego perydium. Mikroflora
bakteryjna oznaczana w perydium ma bardzo zblizony
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Tabela I

Réznorodnos¢ gatunkowa bakterii zwigzanych z truflami

Nr | Pobrany material | Badana tkanka Baza danych - GenBank Rodzaj
1 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599740, AY599742 Actinobacterium
2 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599743 - AY599745 Bacillus
3 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599734 Beta-proteobacterium
4 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618437, KC618438 Brochothrix
5 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599653 - AY599655 KC618434 Chryseobacterium
6 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618439, KC618440 Comamonas
7 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599656, AY59966 Flavobacterium
8 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618433 Microbacterium
9 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599662 - AY599664 Pedobacter
10 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599711 - AY599713, AY599703, AY599715 | Pseudomonas
AY599717 - AY599722, KC618442, KC618443
11 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599702 Rhizobium
12 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618441 Serratia
13 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599691 - AY599694 Sinorhizobium
14 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618435, KC618436 Sphingobacterium
15 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618444, KC618445, AY599705 Stenotrophomonas
16 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599706 Xanthomonas
17 | Tuber borchii - AF274244, AF274246 — AF274248 Bacillus
18 | Tuber borchii - AF274245 Paenibacillus
19 | Tuber borchii - AF274240 — AF274243 Pseudomonas
20 | Tuber borchii - AY505130 - AY505141 Sinorhizobium
21 | Tuber borchii - AF532915 - AF532917 Staphylococcus
22 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123892 Bosea
23 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123954 Ensifer
24 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123868 Kocuria
25 | Tuber aestivum ectomycorrhizae JX123902 JX123903 JX123940 Lysobacter
26 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123893 Microbacterium
27 | Tuber aestivum ectomycorrhizae JX123915 JX123874 JX123875 Micromonospora
28 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123909 Moraxella
29 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123878 Nocardia
30 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123883 Nocardiopsis
31 | Tuber aestivum ectomycorrhizae JX123913, JX123914, ]X123916 Phyllobacterium
JX123925 - JX123927, JX123929, JX123933
JX 123935, JX123942, JX123943, JX 123945
JX123952, JX123953, JX123955, JX123956
JX123872, JX123876, ]X123886, ]X123889
JX123894, ]X123896, JX123898
32 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123873, JX123890 Rhizobium
JX123895, JX123919
JX123932, JX123941
33 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123939 Rhodococcus
34 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123881 Rothia
35 | Tuber aestivum ectomycorrhizae JX123869 - JX123871, JX123877, JX123879 Streptomyces
JX123880, JX123882, JX123884, JX123885
JX123887, JX123888, JX123891, JX123897
JX123910 - X123912, JX123917, JX123918
JX123920, JX123921, JX123922, ]X123923
JX123924, JX123928, JX123930, ]X123931
JX123934, JX123936, JX123937, JX123938
JX123944, ]X123946, ]X123948, ]X123949
JX123950, JX123951, JX123899 - JX123901
JX123904, JX123905, JX123907, JX123908
36 | Tuber aestivum - JX123867 Streptomyces

Zrédto: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
* brak danych odnosnie do bakterii zasiedlajacych inne niz T. borchii i T. aestivum gatunki trufli
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Rys. 2. Cykl rozwojowy trufli

Haploidalna grzybnia (typ MAT- lub MAT +) kietkuje z zarodnikow (a).
Mycelium kolonizuje korzenie dajac poczatek ektomykoryzie. Strzepki
oplataja korzenie roslin tworzac mufke i wnikaja do wnetrza tkanek przez
przestwory migdzykomorkowe, tworzac sie¢ Hartiga. Grzybnia kolonizuje
glebe (b). Rezultatem polaczenia dwoch typow grzybni jest powstanie
owocnikow, w pierwszej fazie rozwoju okre$lanych jako primordium (c).
We wnetrzu owocnika, dikariotyczne tkanki grzybni wytwarzaja worki,
w ktérych dochodzi do proceséw kariogamii oraz mejozy i powstaje doj-
rzaty owocnik (d). Ostatecznie, w workach powstaja haploidalne zarodniki,
ktorych gléwnym wektorem sg ssaki i owady mykofagiczne (e) [29, 30].

sklad do tej, ktora wystepuje w glebie otaczajacej miode
owocniki, jednak wyraznie rézny od zbiorowiska gleby
otaczajacej dojrzate owocniki. Roéznice obserwowane
w skladzie ilosciowym bakterii w perydium zwigzane sa
gléwnie z postepujacym wzrostem liczebnosci Bacterio-
idetes i a-Proteobacteria a zmniejszaniem si¢ liczebnosci
B-Proteobacteria. Z kolei zbiorowiska bakterii obecne
w glebie (warstwa zarodnikono$na) od wczesnej fazy
rozwoju owocnikow sg zdominowane przez przedsta-
wicieli a-Proteobacteria. Ich dominacja utrzymuje si¢
wraz z dojrzewaniem owocnikéw, podobnie jak ma to
miejsce w przypadku perydium. Uzyskane obserwacje
sklonily autoréw [1] do zaproponowania wniosku, ze
bakterie glebowe kolonizuja owocniki trufli w najwczes-
niejszej fazie ich rozwoju, zanim nastgpi zréznicowanie
tkanek owocnika na warstwe zewnetrzng i wewnetrzng.
Nastepnie bakterie znajdujace si¢ w warstwie zarodni-
konosnej owocnika zostajga w niej uwiezione i czgs-
ciowo izolowane od gleby przez brodawkowate pery-
dium. Z powodu takiego podziatu zbiorowisk bakterii
w owocniku ich sklad zalezy przede wszystkim od zmian
w fizjologii dojrzewajacego owocnika [1].

Zmiany w skladzie zbiorowiska bakterii zwigzanego
z truflami moze wywotywac takze ich zbior. Czynnosé
ta powoduje zmiany parametréw fizykochemicznych
gleby w ktorej rosng, takich jak temperatury i zawar-
tosci CO, [24]. Dla przyktadu, u owocnikéw T. borchii
liczba bakterii reprezentujacych a- i -Proteobacteria
jest wyzsza w chwili ich zbioru niz u tych samych owoc-
nikéw przechowywanych w laboratorium i analizowa-
nych sze$¢ dni pdzniej [25].

Nie tylko stadium dojrzatosci owocnika wptywa na
sktad zbiorowiska bakterii, ale réwniez stadium cyklu
rozwojowego grzyba. Poréwnanie bakterii obecnych na
owocnikach T. melanosporum i na mykoryzach wyka-
zalo ogromne roznice w sktadzie tych dwdch zbiorowisk.
Bakterie zatem odnajduja odmienne warunki do wzro-
stu w roznych elementach morfologii grzyba. Dla przy-
ktadu, z ektomykoryzami T. melanosporum zwigzana jest
klasa bakterii nalezaca do Actinobacteria, natomiast ich
liczebno$¢ na owocnikach jest niewielka [1]. Bakterie
nalezgce do kilku rodzajow Actinobacteria szczegol-
nie liczne s3 w ogrodach truflowych T. melanosporum
w strefie wokol sadzonek inokulowanych tym grzybem
i nazywanych ,,brule” (okregi wypalonej ziemi), charak-
teryzujacych si¢ obfitoscig grzybni trufli [29].

Z dotychczasowych badan wynika, ze niezaleznie od
gatunku trufli, podstawowym komponentem bakteryj-
nym s3 bakterie nalezace do rodzin Bradyrhizobiaceae
i Rhizobiaceae, nalezace do a-Protebacteria. Nieznane
sg wcigz czynniki decydujace o takim stanie zbioro-
wisk bakterii. Hipoteza, ze trufle sa wigcej niz tylko
siedliskiem dla bakterii wydaje si¢ kuszaca. Nie mozna
wykluczy¢ mutualistycznych interakcji miedzy grzy-
bami i zasiedlajagcymi je mikroorganizmami. Znane sa
bowiem zdolnosci bakterii nalezacych do Rhizobiales, do
przyswajania azotu, zaréwno gdy wystepuja jako wolno
zyjace organizmy lub w symbiozie z roling [9]. Wigza-
nie azotu wewnatrz owocnikow trufli biatej (T. magna-
tum) zostalo wykazane przez Barbieri i wspotautorow
[5]. Geny réznych gatunkéw bakterii odpowiedzialne
za ten proces stwierdzono takze w owocnikach trufli
perigordzkiej (T. melanosporum) [1]. By¢ moze czesé
azotu, ktora zgromadzity bakterie jest wykorzystywana
przez gospodarza, w tym przypadku trufle.

3. Podsumowanie

Poznanie roli bakterii w rozwoju trufli pozwoli
na czynng ochrong tych grzybéw oraz na mozliwosci
gospodarowania terenami lesnymi i rolniczymi. Sto-
sowane obecnie w nauce dynamicznie rozwijajace si¢
metody molekularne pozwalaja na szczegétowe pozna-
nie skladu zbiorowisk mikroorganizméw zasiedlaja-
cych gleby, w tym gleby sprzyjajace rozwojowi trufli.
Dzieki analizom DNA zdotfano zidentyfikowac niektore
gatunki bakterii wystepujace u dwdch gatunkow trufli,
tj. T. borchii i T. aestivum (Tab. I). Identyfikacja bakterii
promujacych tworzenie si¢ owocnikéw Tuber spp. ma
szczegblne znaczenie dla ochrony ex situ tych cenio-
nych grzybow poprzez zaktadanie i prowadzenie upraw
truflowych. Wymiernym efektem tej wiedzy moze by¢
réwniez stworzenie szczepionek bakteryjnych stymu-
lujacych plonowanie trufli i/lub chronigcych ja przed
atakiem patogenow glebowych.
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1. Wprowadzenie

Ludzki organizm zasiedlany jest przez zréznicowane
drobnoustroje nalezace do trzech gléwnych domen:
bakterii, archea i eukariota, ktére stanowig mikrobiom
czlowieka i s3 one konieczne do prawidlowego funk-
cjonowania makroorganizmu, w tym utrzymania jego
statusu odporno$ciowego [4, 21]. Wsrdd nich sa nie
tylko drobnoustroje komensalne i symbiotyczne wyste-
pujace na skorze, w jamie ustnej, przewodzie pokar-
mowym, oraz w ukladzie oddechowym i moczowo-
-plciowym, ale i te, ktére wywoluja stany patologiczne,
w tym choroby zakazne [71]. Termin ,,mikrobiom”
po raz pierwszy zostal uzyty przez laureata nagrody
Nobla Joshua Lederbergia, ktory sugerowal aby uzy-
wac go do okreslenia zbiorowego genomu wszystkich
drobnoustrojow komensalnych, symbiotycznych i cho-
robotwdrczych bytujacych w ludzkim organizmie [44].
Pierwsze dowody na to, ze drobnoustroje sa fizjologicz-
nym elementem ludzkiego organizmu zarejestrowano
w 1880 roku, kiedy austriacki pediatra Theodor Esche-
rich obserwowal pozytywny wptyw Escherichia coli na
mikroflore jelitowa dzieci zdrowych oraz dotknietych
biegunkami [86]. W kolejnych latach wyizolowano od
ludzi szereg drobnoustrojow, w tym m.in. w 1898 roku
bakterie Veilonella parvula, a w 1900 roku - Bifidobac-
terium spp. oraz inne bakterie wystepujace na skorze,
w przewodzie pokarmowym i ukladzie moczowo-picio-
wym [43]. Postep technik izolacji i hodowli pozwolit

na poglebienie wiedzy na temat drobnoustrojow, ktdre
zasiedlajg ludzki organizm, jednak dopiero rozwoj tech-
nik molekularnych w péznych latach XX wieku, zre-
wolucjonizowal wiedze na temat mikrobiomu skory,
przewodu pokarmowego oraz ukladu oddechowego,
w tym w dolnych jego odcinkéw - pluc, a takze drog
moczowo-plciowych. Obecnie przyjmuje sie, ze w jeli-
cie grubym cztowieka jest okoto 2 kg drobnoustrojow,
ktore stanowig integralny i wazny element makroorga-
nizmy, na ktére skladajg si¢ m.in. wspomniane bakterie,
a takze archea oraz wirusy, w tym bakteriofagi, wirus
olbrzymie i grzyby. Odnosnie wystgpowania bakterii
w mikrobiomie cztowieka wiadomo bylo od dawna,
natomiast obecnos¢ w nim archea rejestrowano od
60. lat XX wieku, kiedy stwierdzono obecno$¢ metanu
w wydychanym powietrzu [28]. Obecnie wiadomo,
ze archea sg reprezentowane przez metanogenne
drobnoustroje zasiedlajace nie tylko jame ustna i dal-
sze odcinki przewodu pokarmowego, ale takze skore
[28]. Natomiast, mimo rozwoju technik molekularnych
oraz metagenomiki wiriom w réznych niszach ekolo-
gicznych organizmu czlowieka jest stabo poznany, cho¢
wirusy, w tym bakteriofagi wirusy olbrzymie wyka-
zano we krwi i kale, a takze na skorze, w jamie ustnej,
w jelitach, uktadzie oddechowym i uktadzie moczowo-
-plciowym [1, 9, 19, 21, 27, 31, 38, 50, 53-55, 66, 69,
75,77,79-81, 85, 87, 92, 97, 98]. W przypadku myko-
biomu czlowieka wykazano, Ze reprezentuje on bardzo
liczng grupe organizmoéw eukariotycznych. Ich liczba
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gatunkow w i na organizmie czlowieka siega okolo
1,5 miliona. Z braku mozliwosci ich hodowania dotych-
czas opisano jedynie 1-5% wszystkich gatunkéw grzy-
bow, ktore wystepuja w organizmie czlowieka [23, 88].
Stwierdzono, ze mykobiom dotyczacy skory, jamy ust-
nej, przewodu pokarmowego oraz drég oddechowych
i ukladu moczowo-plciowego stanowi fundamentalne
znaczenie w ludzkim mikrobiomie mimo, ze stanowi on
tylko okoto 0,1% tej populacji [24-25, 37, 41, 72, 78, 88,
94, 95, 102]. Ten wyjatkowy sktadnik mikrobiomu pelni
istotng role w utrzymaniu mikrobiologicznej struktury,
oddziatuje na fizjologie i metabolizm oraz na uklad
immunologiczny organizmu czlowieka.

Elementem i zarazem znaczacym postepem, ktory
stworzyl podwaliny poznania mikrobiomu czlowieka,
byl wdrozony w 2007 roku program Human Micro-
biome Project (HMP), ktory w oparciu o sekwecjonowa-
nie jednostki 16S rRNA przyblizyt ztozonos¢ ludzkiego
mikrobiomu [99]. HMP mial za zadanie okre$lenie
ludzkiego mikrobiomu na poziomie sekwencji nukleo-
tydowej calego genomowego DNA drobnoustrojow
(metagom), sekwencji nukleotydowej mitochondrial-
nego RNA (metatranskryptom) oraz syntetyzowanie
biafek bakteryjnych (metaproteom), jak tez produktéow
metabolizmu drobnoustrojéw (metabolom) pochodzg-
cych ze skory, jamy ustnej, przewodu pokarmowego
i uktadu moczowo-plciowego. Projekt ten dotyczyl takze
badania i analizy réznic w ludzkiej mikroflorze, w tym
réznic w zaleznos$ci od populacji ludzi i ich genotypu,
wieku, sposobu odzywiania, jak tez $rodowiska zycia
i czynnikéw socjalnych oraz ich stanu zdrowia [40,99].
Sukces HMP stat sie przyczyna do dalszych prac w tym
zakresie obejmujac nowe nisze ekologiczne, ktore weze-
$niej nie byly brane pod uwage m.in. wdrozono projekt
majacy na celu okreslenie mikrobiomu ukladu oddecho-
wego, w tym pluc, nie tylko u 0s6b zdrowych, ale takze
zakazonych wirusem HIV (Lung HIV Microbiome Pro-
ject). Stworzono odrebne bazy danych dla okreslonego
mikrobiomu, np. jamy ustnej - Human Oral Micro-
biome Database (HOMD) [100]. Wspotpraca w ramach
projektow, ktore dotyczg analizy ludzkiego mikrobiomu,
pozwolita na wykazanie mozliwosci i wartosci wynikow
tych badan, jako podstawowego elementu warunkujg-
cego zdrowie cztowieka [63].

2. Mikrobiom skory

Ludzka skora jest najwigkszym narzadem ciala
czlowieka i odgrywa wazng role w uktadzie odpornos-
ciowym, stanowigc pierwszg linie obrony przed zmia-
nami $rodowiska zewnetrznego, jak i przed atakiem
drobnoustrojéw, w tym patogennych. Powierzchnia
skory, ktorg okredla sie na 1,8 m* kolonizowana jest
przez rozne drobnoustroje, ktore reprezentuja bak-

terie, archea, wirusy, w tym bakteriofagi oraz grzyby
[35, 71]. Ten ekosystem jest zréznicowany topograficz-
nie, ze wzgledu na réznice anatomiczne jego regionow.
Cze$¢ obszardow skory jest czgsciowo ,,niedrozna’, np.
pachwiny, sklepienie pach, gdzie jest wyzsza tempera-
tura i wyzsza wilgotno$¢, co sprzyja rozwojowi dro-
bnoustrojow wystepujacych w warunkach typowych
dla pateczek Gram-ujemnych czy Staphylococcus aureus
[35, 36, 51]. Kolejnym czynnikiem wplywajacym na
mikroflore skory jest wystepowanie w niej gruczolow
fojowych. Obszary o duzej gestoéci tych gruczoldw,
np. skora twarzy i plecow wzmagaja wzrost lipofilnych
bakterii np. Propionibacterium spp. i grzybow Malasse-
zia spp. [35, 36, 51]. Z kolei skéra ramion i ndg czgsto
bywa przesuszona, poniewaz nastawiona jest na duze
wahania temperatury. Stad wystepuje na niej obnizona
liczbe drobnoustrojow.

Mikroflora skéry warunkowana jest takze wiekiem
gospodarza i plcig [71]. Wykazano, ze skdéra plodu
w macicy jest jatowa, po czym jej pierwsza koloniza-
cja bakteriami nastepuje podczas naturalnego porodu
lub w czasie cesarskiego cigcia [71]. Takie rdéznice
fizjologiczne, w tym odmienne hormony wystepujace
u mezczyzn i kobiet powodujg zréznicowanie w zakre-
sie wystepowania drobnoustrojow na ich skorze [64].

Na mikroflore bakteryjng skéry majg takze wplyw
czynniki srodowiskowe, w tym wykonywany zawdd,
uzywana odziez oraz stosowane leczenie, w tym anty-
biotyki [35]. Takze uzywane kosmetyki i produkty
higieniczne zmieniajg warunki na skorze i wpltywaja
na mikrobiom, cho¢ mechanizm ich oddzialywan na
sktad mikroflory skory nie jest do konca poznany [35].
Réznorodnos¢ drobnoustrojow skory byla po czesci
znana przed wprowadzeniem technik sekwencjono-
wania mikrobiomu, jako ze metody hodowli wykazaly
duze ich zréznicowanie [51]. Wykazano, ze gléwnymi
bakteryjnymi kolonizatorami skoéry sa Staphylococ-
cus epidermidis 1 inne gronkowce koagulazo-ujemne
oraz bakterie z gromady Actinobacteria m.in. rodzaje
Corynebacterium, Propionibacterium, Brevibacterium,
Micrococcus — ktore uznano za stalg mikroflore skory
[33, 34, 40, 42, 57, 86]. Z kolei do mikroflory przejscio-
wej, gléwnie w warunkach patologicznych zaliczono
S. aureus, Streptococcus pyogenes oraz Pseudomonas
aureginosa [5, 29, 34, 73].

Postep w poznawaniu mikroflory powlok skory
zwigzany byt z technikami molekularnymi, w tym
sekwencjonowanie 16S rRNA. Zastosowanie tych metod
umozliwilo wykazanie, ze skora ludzka jest bardziej
zroznicowana i bogatsza pod wzgledem wystepowania
drobnoustrojow, niz dotychczas uwazano [71]. Bada-
nia te dowiodly, ze drobnoustroje skory naleza do czte-
rech gléwnych gromad: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes i Proteobacteria. Takze wczesniej wykazano
na skorze obecno$¢ takich rodzajow bakterii jak: Pro-
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pionibacterium, Corynebacterium, Staphylococus, Strep-
tococcus, Acinetobacter oraz Finegoldia [34, 71]. Bada-
nia Costelli i wsp. [20] wykazaly, ze na skorze okolicy
glowy, w tym skorze nosa, uszu i wlosach dominuja
bakterie z podrodziny Propionibacterinae, ktorych jest
znacznie mniej na skorze ramion. Badania te dowio-
dly, ze w okolicy tulowia i konczyn, szczegélnie okolice
pach i podeszwy stop, pepka i dotu podkolanowego,
gléwnie wystepuja bakterie z rodzaju Staphylococcus
i Corynebacterium. Natomiast badania Grice i wsp.
[36] wskazaly, ze gléownymi bakteriami wystepujacymi
na skorze klatki piersiowej, plecach i potylicy, gdzie sa
»lojowe warunki’, w najwiekszej ilosci wystepuja Pro-
pionibacteria spp. oraz rozne gatunki Staphyloccocus
spp. Natomiast na powierzchniach miejsc wilgotnych
m.in. w przestrzeni miedzypalcowej, pachach, pepku
dominujg Corynebacterium spp., cho¢ takze sa obecne
bakterie z rodzaju Staphylococcus. Z kolei na powierzch-
niach miejsc suchych takich jak: przedramig, przewa-
Zaja mieszane drobnoustroje, reprezentowane gléwnie
przez f3-Proteobacteria i Flavobacteriales [36].

Analiza mikrobiomu skéry wykonana nowoczes-
nymi technikami udowodnily, ze archea wystepujace
na powierzchni skory, to metanogenne archea z rodzaju
Methanosarcina, Methanobrevibacter oraz archeony
z gromady Eurybacteria, jak tez archea utleniajgce amo-
niak z typu Thaumarcheota, ktore wpltywaja na regula-
cje pH skory i stanowig naturalng warstwe ochronng
powtok skory [82].

Badania mikrobiomu skdéry w kierunku obecnosci
wiruséw wykazaly, ze podobnie jak bakterie i archea,
tworzg one staly i przejsciowy sktad mikroflory skory
[55]. Analiza sekwencji wirusowego DNA na po-
wierzchni skory wskazala trzy dominujace rodziny:
Papillomaviridae (-, y-HPV), Polyomaviridae i Circo-
viridae [31, 55] z tym u wiekszosci oséb najczedciej
stwierdzanymi na powierzchniowych warstwach skory
sg B iy papillomawirusy [55], wérdd ktdrych zidentyfi-
kowano 13 nowych odmian y-papillomawiruséow [31].
Stwierdzono takze na skdrze polyomawirusy Merkel
(MCPyV), ktére izolowano z agresywnego neuro-
hormonalnego raka skory, cho¢ wykazano go takze
na powierzchni skory osob zdrowych [31]. Na skorze
udowodniono wystepowanie bakteriofagéw z rodziny
Myoviridae i Siphoviridae, a takze bakteriofagéw Pro-
pionibacterium spp., Staphyloccocus spp., Pseudomo-
nas spp., Baciillus spp., ktorych liczbajest zmienna na
powierzchniach réznych obszaréw skory [38].

Waznym skladnikiem ekosystemu ludzkiej skory sa
grzyby, ktore oprocz bakterii, archea i wirusow stano-
wig wazng cze$¢, choc¢ badania z tego zakresu sg stabo
rozwiniete [35]. Obecnie przyjmuje si¢, ze wigkszos¢
grzybow na zdrowej skorze zidentyfikowanych meto-
dami molekularnymi to gatunki Malassezia spp.: M. res-
trica, M. globosa, M. sympodialis, M. pachydermatis oraz

M. furfur, przy czym gatunki M. restrica i M. furfur
wystepuja liczniej [78]. Przyjmuje si¢ takze, ze Candida
spp., mimo ze jest sktadnikiem mykobiomu skéry czto-
wieka, to bardzo rzadko kolonizuje skore chyba, ze jest
przyczyna zakazen, zwlaszcza w warunkach obnizenia
odpornosci czy cukrzycy [86].

3. Mikrobiom jamy ustnej

Jama ustna ze wzgledu na kontakt z powietrzem,
pozywieniem i srodowiskiem wodnym, stanowi dyna-
miczne oraz bardzo zréznicowane i unikalne §rodowi-
sko dla drobnoustrojow. Bakterie w jamie ustnej biora
udzial w metabolizmie produktéw odzywczych.

Pierwsza kolonizacja tego obszaru zaczyna si¢ bez-
posrednio po urodzeniu, a gtéwnym zrédlem bakterii
jest matka dziecka. Obszar ten, jako pierwsze bakterie
zasiedlaja: Streptococcus salivarius, S.mitis, S. oralis,
a w okresie nastepnych kilku miesiecy pojawiaja sie
Gram-ujemne beztlenowce tj.: Fusobacterium nucle-
atum, Prevotella melaninogenica i Veillonella spp.
W mlodym wieku dorostym, mikrobiota jamy ustnej
czlowieka staje sie bardzo stabilna i jest reprezento-
wana przez bakterie z rodzaju Streptococcus, Veillonella,
Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Treponema,
Neisseria, Haemophilus, Eubacteria, Lactobacterium,
Capnocytophaga, Eikenella, Leptotrichia, Peptostrep-
tococcus i Propionibacterium [8, 93]. Przyjmuje sig, ze
u ludzi w jamie ustnej jest ponad 750 gatunkow bak-
teryjnych, przy czym uznaje sig, ze to tylko okoto 50%
wystepujacych tam bakterii, ktére poznano [39, 49].
Dane te potwierdza program Human Oral Microbiome
Database (HOMD) [100], ktéry nie tylko przedstawia
aktualne nazewnictwo drobnoustrojéw jamy ustnej, ale
takze zawiera dane z bibliotek fenotypowych, filogene-
tycznych i klinicznych zarazkéw [27].

Na duze zréznicowanie mikrobiomu jamy ustnej ma
wplyw temperatura, pH, potencjal oksydacyjno-reduk-
cyjny, zasolenie oraz $lina, ktéra dostarcza skfadnikow
odzywczych, usuwa produkty przemiany, a dodatkowo
zawiera liczne enzymy np. w amylaze, peptydy prze-
ciwbakteryjne, a nawet przeciwciala [71]. Jest on takze
warunkowany stanem higieny gospodarza np. szczotko-
waniem zebow czy pltukaniem jamy ustnej [71], a takze
wigze si¢ z mikrobiomem $liny. Analiza wynikéw badan
molekularnych mikrobiomu §liny oséb z réznych
stref geograficznych, wykazata [70] obecnos¢ ponad
100 rodzajow bakterii, w tym okoto 40 dotychczas nie-
opisanych. Stwierdzono, ze u wigkszo$ci badanych oséb
wystepuja bakterie z rodzajow: Streptococcus, Prevotella,
Veilonella, Neisseria, Heamophilus, Rothia, Porphyromo-
nas, Fusobacterium, Scardovia, Parascardovia i Alloscar-
dovia [11, 70]. Wykazano, ze jezyk, jako wal migsniowy
pokryty sluzdwka, stanowi takze miejsce kolonizowane
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przez bakterie. Stosujac sekwencjonowanie 16S rRNA
stwierdzono, ze mikrobiom jezyka ludzi zdrowych oraz
chorych na raka Zotadka jest bardzo bogaty i zrézni-
cowany [46]. U ludzi zdrowych stwierdzono bakterie
z rodzajow Prevotella, Neisseria, Streptococcus, Heamo-
philus i Fusobacterium, za$ u chorych dominowaty bak-
terie z rodzajow Prevotella, Streptococcus, Veilonella,
Actinomyces, Leptotrichia [46].

Istotnym faktem dotyczacym mikrobiomu jamy ust-
nej jest biofilm tworzony nad- i poddziastowo, ktéry
rozni si¢ miedzy sobg sktadem mikroflory bakteryjnej.
Drobnoustroje obecne w biofilmie tworza niezwykle
zorganizowang i aktywna strukture, w ktérej wspolpra-
cujg ze sobg, uczestniczgc w rozkladzie substancji orga-
nicznych i pozyskiwaniu energii [16]. Stwierdzono, ze
w naddzigstowej plytce bakteryjnej wystepuja gtéwnie
bakterie Gram-dodatnie takie jak: S. mutants, S. saliva-
rus, S. motis oraz Lactobacillus spp. Natomiast na pod-
dzigstowej plytce obecne s3 Gram-ujemne bakterie np.:
Actinobacillus spp., Campylobacter spp., Fusobacterium
nucleatum i Porphyromonas gingivalis [16, 39].

Na plytce nazebnej stwierdzono takze obecnos¢
archea i pochodzg one z typu Euryarchaeota, a w szcze-
golnosci Methanobrevibacter oralis 1 M. smithii [46].
Stwierdzono w jamie ustnej bakteriofagi, ktorych obec-
no$¢ zwigzana jest z wystepowaniem potencjalnych
gospodarzy — bakterii [27]. Obserwacje dotyczace ich
wystepowania w jamie ustnej dowiodty, ze s3 to gtow-
nie fagi Aggregatibacter actinomycetemcomitans, a ich
liczba jest dodatnio skorelowana z zanikiem przyzgbia
[27, 75, 78]. Udowodniono, ze bakteriofagi jamy ust-
nej moga wystepowaé zaréwno, jako komensale oraz
jako czynniki chorobotworcze [9, 27, 92]. Wykazano,
ze w tym ekosystemie dominuja Escherichia coli fag T3,
Propinibacterium acnes fag PA6 oraz Streptococcus mitis
fag SM1, chociaz odnotowano takze obecno$¢ E. coli
fag lamda, Burholderia fag E125, Actimomyces fag Av-1
oraz fagi Streptococcus [44, 98]. Autorzy innych badan
wykazali [85] wystepowanie bakteriofagow atakujacych
gromady Proteobacteria lub Firmiucutes, ktére obejmuja
rodzaje Streptococcus, Gemella, Veilonella i Leptotrichia.
Obecnos¢ w ludzkiej slinie faga Enterococcus faecalis,
to dowdd, ze odgrywa on wazng role w ograniczaniu
wystepowania bakterii w systemie korzeni ze¢bowych,
jako Ze penetrujac kanaly zgba, eliminujg zakazenie
wywolane przez E. faecalis [9]. Wéréd mikrobiomu jamy
ustnej metodami biologii molekularnej stwierdzono, ze
ten ekosystem to doskonale miejsce nie tylko bakterio-
fagow, ale rowniez wiruséw ssaczych, ktore reprezen-
towane sg przez TTV (torque teno virus), circowirusy,
herpsewirusy, w tym HSV (Herpes simplex virus) oraz
EBV (Epstein-Barr virus) [1, 27, 69, 85, 93, 98].

Badania mikrobiomu jamy ustnej, u ludzi zdrowych
dowiodly wystepowanie takich grzybow jak Candida
spp.» Saccharomyces spp., Penicillium spp., Scopularis

spp.» Geotrichum spp. oraz Aspergillus spp., Cryptococ-
cus spp., Fusarium spp. i Alternaria spp. [23]. Potwier-
dzili to Dupuy i wsp., [25] ktérzy w jamie ustnej
wykazali obecno$¢ nie tylko wspomnianych grzybéw
z rodzajow: Candida, Saccharomyces czy Aspergillus
i Cryptococcus, ale takze Fusarium, Alternaria i Clado-
sporium, cho¢ rowniez stwierdzono wystepowanie grzy-
béw z rodzaju Aurebasidium, Epicoccum, Phoma oraz
Malassezia — ktory to patogen jest charakterystyczny
dla mykobiomu skory.

4. Mikrobiom przewodu pokarmowego

Przewdd pokarmowy makroorganizmoéw ze wzgledu
na pelnione funkcje oraz specyficzno$¢ budowy, sta-
nowi niezwykle miejsce dla drobnoustrojow. Ukfad
ten zapewnia warunki zycia i wzrostu drobnoustrojom
komensalnym, jak rowniez tym, ktére sa dostarczane
wraz z pozywieniem i ktdre w znaczacy sposob moga
wplyna¢ na procesy zachodzace w tej niszy ekologicz-
nej. Zotadek, jako jeden z odcinkéw przewodu pokar-
mowego stanowi przejsciowy rezerwuar pokarmu,
w ktérym odbywaja si¢ takie procesy jak: zwilzanie,
rozpuszczanie i mieszanie tresci pokarmowej z sokiem
zotadkowym. Sam sok zolagdkowy stanowi mieszanine
proteolitycznych enzyméw i kwasu solnego, przez co
dostarcza $rodowisku niezbednych do denaturacji bia-
tek oraz ulatwia wchianianie sktadnikéw odzywczych
[67]. Ze wzgledu na kwasne srodowisko, zotadek uwa-
zany byl za miejsce zasadniczo sterylne i nieprzyjazne
dla rozwoju drobnoustrojow. Jednak wraz z odkryciem
Helicobacter pylori zwrécono uwage na to, ze jest on
zasiedlany przez réznorodng mikrospotecznos¢ [66].
Gestos¢ mikrobiologiczng zotadka okresla sie obecnie
na 10'-10° CFU (colony-forming unit)/g [74] i przez co,
wraz z przetykiem i dwunastnicg jest najmniej skoloni-
zowanym przez bakterie regionem przewodu pokarmo-
wego. Gtéwnym skladnikiem mikroflory zotadka nale-
zacy do Proteobacteria jest wspomniany H. pylori, ktéra
to bakteria kolonizuje nisz¢ zoladka u ponad potowy
ludzi na $wiecie [90]. Hodowla bakterii z soku Zotad-
kowego jak tez analiza mikrobiologiczna bioptatéw
blony sluzowej wykazala wystepowanie bakterii z gro-
mady Firmicutes (rodzaje Lactobacillus, Streptococcus,
Clostridium, Veilonella), Proteobacteria (Escherichia),
Actinobacteria (Bifidobacterium) oraz w niewielkiej
ilosci grzybow z rodzaju Candida [12, 90]. Badania
metodami hodowlanymi dowiodly, ze mikrobiom
zoladka tworza bakterie z gromady Firmicutes, Proteo-
bacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes i Fusobacteria
[12]. Z kolei badania z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej wskazaly na obecno$¢ wezesniej izolowa-
nych rodzajow bakterii klasycznymi metodami m.in:
Lactobacillus, Streptococcus, Veilonella oraz Escherichia,
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a takze stwierdzono nowe rodzaje bakterii, ktore wczes-
niej nie zaliczono do mikrobioty zotadka: Prevotella,
Caulobacter, Actinobacillus, Corynebacterium, Rothia,
Gemella. Leptotrichia, Porhyromonas, Capnocythophaga
oraz Deinococcus [12]. Natomiast w tej niszy, mimo
specjalistycznych badan dotyczacych mikrobiomu, nie
wykazano wystepowania wiruséw i grzybow.
Odnosnie mikrobiomu jelit czlowieka nalezy stwier-
dzi¢, ze jego znaczenie po raz pierwszy wykazat ponad
sto lat temu rosyjski laureat Nagrody Nobla Ilja Iljicz
Miecznikow, kiedy postawil hipoteze, ze zdrowotne
wlasciwosci kefiru sg zwigzane ze zdolno$cig w nim
obecnych zywych bakterii do kolonizowania jelita [71].
Przyjmuje si¢, Ze mikrobiota jelit ludzi zaczyna rozwi-
ja¢ sie w czasie narodzin. Jest to proces dynamiczny,
cho¢ uzalezniony od wielu czynnikéw m.in. czynni-
kéw genetycznych, mikrobioty matki, rodzaju porodu,
warunkow srodowiskowych i stosowanej diety [58, 63].
Co wazne, w pierwszych dniach Zycia w przewodzie
pokarmowym sg warunki wzglednie beztlenowe, a co
za tym idzie jest to miejsce do kolonizowania przez bak-
terie wykorzystujace tlen pochodzacy ze srodowiska.
Sato E. coliiE. feacalis, ktére tworzg po wykorzystaniu
tlenu warunki beztlenowe [58]. W rezultacie dochodzi
do zasiedlenia w tym obszarze bakterii beztlenowych
z rodzaju Bacteroides, Bifidobacterium i Clostridium.
Przypuszcza sig, ze proces tworzenia mikrobioty jeli-
towej ksztaltuje si¢ do okolo 2 roku zycia, chociaz
w pozniejszych okresach notuje sie duze wahania
skladu ilo$ciowego bakterii spowodowanych m.in.
wiekiem, stylem Zycia, cho¢ np. jelito grube dorostego
czlowieka, a w szczegdlnosci okreznica zawiera okoto
10'2-10" bakterii na 1 ml, co stanowi okoto 1,2 kg [56].
U dorostego czlowieka bakteryjny skladnik jelitowej
mikroflory stanowia gléwnie beztlenowce, ktdre prze-
wyzszajg ponad 100-krotnie swg liczbg bakterie fakul-
tatywnie tlenowe. Do najliczniej wystepujacych bakterii
w obrebie mikrobioty jelitowej zaliczy¢ nalezy bakte-
rie Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne bezwzglednie
i wzglednie beztlenowe z rodzajow: Bacteroides, Bifido-
bacterium, Eubacterium, Fusobacterium, Ruminococcus
i w mniejszej ilosci Lactobacillus spp., Escherichia coli,
E. feacalis, Bacillus spp., Clostridium spp. i Streptococ-
cus spp. [889]. Poza wymienionymi rodzajami bakterii,
inni autorzy [52] podaja, Ze do drobnoustrojéw stano-
wigcych mikrobiote jelit naleza rodzaje: Preptostrep-
tococcus, Klebsiella, Proteus oraz gatunki Fenogoldia
manga i Micromonas micros. Chociaz w ludzkim jelicie
wykryto obecnos¢ ponad 50 gromad bakterii, ekosys-
tem ten zdominowaly w szczegdlnosci dwie gromady
Bacteroidetes oraz Firmicutes [15, 26]. Sekwencjonujac
mikrobiom jelit Eckburg i wsp. [26] odnotowali, ze
wsrod gromady Bacteroidetes w przewazajacej ilosci
wystepuja bakterie z rodzaju Clostridium, ktére pelnia
ochronna role nabtonka okreznicy. Z kolei wérdd gro-

mady Bacteroidetes najpowszechniejszym gatunkiem
byt Bacteroides thetaiotaomicron, ktorego stwierdzono
u wszystkich badanych oséb [26]. Dodatkowo, bada-
cze wykazali obecnos$¢ Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria oraz Verrucomicrobia [26]. Stwierdzono
takze w mikrobiocie jelitowej os6b dorostych gatunki
bakterii wytwarzajace maslan. Sg to: Faecalibacterium
prausnitzii, Roseburia intestinalis oraz Bacteroides uni-
formie [83]. Analiza sekwencji 22 probek katu réznych
0s0b wykazala, ze mikrobom ludzkiego jelita mozna
uporzadkowac w trzy enterotypy, gdzie nazwy enteroty-
pow uzaleznione zostaly od dominujacych w nich bak-
terii: Bacteroides (enterotyp 1), Prevotella (enterotyp 2),
Ruminococcus (enterotyp 3). Stwierdzono, Ze najczesciej
wystepujacym u ludzi byt enterotyp 3, ktéry oprécz
bakterii z rodzaju Ruminococcus zawieral licznie wyste-
pujacy rodzaj Akkermansia. Oba te rodzaje zarazkow
zawieraja ,,ugrupowania’ zdolne do degradacji mucyny
[7]. Wykazano, ze mikrobiota jelitowa pelni liczne funk-
cje, gdyz warunkuje nie tylko ciggto$¢ nabtonka jelito-
wego, ale takze zapewnia homeostaze ukfadu immu-
nologicznego, chroniac jednoczesnie makroorganizm
przed niekorzystnym wplywem bakterii chorobotwdr-
czych m.in. Salmonella spp., Shigella spp., Staphylococ-
cus aureus, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica
czy Listeria monocytogenes [52, 58]. Ekosystem jelit jest
takze reprezentowany przez archeony, jako ze Metha-
nobrevibacter smithii oraz M. oralis (Methanosphaera
stadtmanae) to gatunki, ktdre izolowano z rdznych §ro-
dowisk, w tym jamy ustnej oraz pochwy [45]. Badania
ostatnich lat prowadzone metodami molekularnymi
wykazaly, ze r6znorodno$¢ archeonéw u ludzi jest duza
oraz, ze reprezentuja je Euryarchaeota, Crenarcheota,
Thermococcales, Thermoplasmateles oraz niemetano-
genne archea Halobacteriaceae, ktére stwierdza sie
w ludzkim kale [45, 76]. Wykazano takze w kale obec-
no$¢ archeonoéw z rodzaju Nitrosospaera, ktdre zdolne
sg do utleniania amoniaku i mocznika oraz dostarczaja
drobnoustrojom azot dla [41].

Ludzki mikrobiom jelit tworzg takze wirusy, ktdre
wplywaja na homeostaze gospodarza, warunkuja
odpornos¢ jelit. Wérdd nich wyrézni¢ mozna wirusy
infekujace komorki gospodarza oraz bakteriofagi ataku-
jace bakterie. Wykazano, ze ludzka tres¢ jelitowa zawiera
co najmniej 10° czastek wirusopodobnych na jeden
gram kalu. Sekwencjonowanie wiruséw z prébek katu
dowiodlo, ze bakteriofagi atakuja do 10 komorek
bakteryjnych i s3 najbardziej rozpowszechnionymi
wirusami jelitowymi [3,68]. Chociaz wiele jelitowych
bakteriofagéw nie zostalo jeszcze w pelni sklasyfiko-
wanych, wiadomo, Ze najbardziej rozpowszechnione sa
dwuniciowe wirusy DNA z rzedu Caudovirales Podo-
viridae, Siphoviridae, Myoviridae) oraz jednoniciowe
bakteriofagi DNA (Microviridae) [3, 68]. Przyjmuje
sie, ze w poréwnaniu do bakteriofagéw w jelitach
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o wiele mniej jest takze wiruséw eukariotycznych,
cho¢ sekwencjonowanie probek katu od dzieci zdro-
wych wykazaly zlozong spofecznos¢ wiruséw euka-
riotycznych z rodziny Picobirnaviridae, Adenoviridae,
Anelloviridae, Astroviridae, a takze wykazano obecnosé¢
takich gatunkow wiruséw jak Bocavirus, Enterovirus,
Rotavirus oraz Sapovirus [50]. Niedawno wykazano
takze w probkach kalu u ludzi zdrowych obecnosé¢
megawirusa nalezacego do rodziny Marseilleviridae,
co moze $wiadczy¢ o tym, Ze te wirusy moga tworzy¢
mikrobiote przewodu pokarmowego [19, 53, 77].
Badajac mykobiom jelita, a w szczegolnosci kalu
wykazano, Ze najczgsciej wystepujacymi rodzajami grzy-
bow sa: Candida, Cladosporium, Cryptococcus i Saccha-
romyces, cho¢ w wielu probkach katu byly obecne i takie
grzyby jak: Malassezia spp., Eurotiales spp., Botryspha-
eriales spp. oraz Filobasidiales spp. [23, 41]. Hoffman
i wsp. [41] oceniajac korelacje pomigdzy taksonami
grzybiczymi, a bakteryjnymi w mikrobiomie jelita wska-
zali, ze grzyby z rodzaju Candida i Saccharomyces sa
dodatnio skorelowane z archeonami z rodzaju Metha-
nobrevibacter i bakteriami Prevotella spp. i te rodzaje
drobnoustrojéw byly najczesciej wykazywane u ludzi
z dietg wysokoweglowodanowa. Z kolei osoby bedace
na diecie bogatej w aminokwasy i kwasy tluszczowe
majg posiadajg zwigkszona liczbe Candida spp. Badacze
Ci sugeruja, ze grzyby z rodzaju Candida oraz bakterie
z rodzaju Prevotella, Ruminococcus i archeony Metha-
nobrevibacter, tworza syntroficzng spolecznos¢ jelit,
ktére zapewniaja metabolizm weglowodanéw ztozo-
nych, gdzie Prevotella spp. i Rumnicoccus spp. fermen-
tuja cukry wytwarzane przez Candida spp., a Metha-
nobrevibacter spp. wykorzystuja produkty fermentacji
bakteryjnej, wytwarzajac metan i dwutlenek wegla [41].

5. Mikrobiom drég oddechowych

Mikrobiom drég oddechowych ssakéw, w tym ludzi,
aw szczegdlnosci gornych drog jest zréznicowany, jako
ze system blon §luzowych pozostaje stale w kontakcie
ze Srodowiskiem zewnetrznym w tym poprzez proces
oddychania. Jama nosowa z kazdym oddechem pelni
funkgcje ,,wejscia” do drog oddechowych wielu drobno-
ustrojow. Pierwsze badania dotyczace mikrobiomu jamy
nosowej wykazaly, ze znacznie rozni si¢ on od mikro-
biomu krtani. U zdrowych oséb dorostych udowodniono,
ze mikroflora tego obszaru nalezy do gromady Actino-
bacteria (Propionibacterium spp., Corynebacterium spp.)
oraz Firmicutes (Staphylococcus spp.) [40], co zgodne
jest z wynikami badan prowadzonych przez Franka
i wsp. [32], ktorzy wskazali takze, ze mikroflora tego
obszaru jest zdominowana przez Actinobacteria, w tym
Propionibacterium spp., Corynebacterium spp. oraz Fir-
micutes [32]. Natomiast Rasmussen i wsp. [84] badajac

te nisz¢ wykazali obecno$¢ nie tylko bakterii z rodzaju
Corynebacterium i kilku przedstawicieli gronkowcow
m.in. Staphylococcus epidermidis, S. capitis, S. hominis,
S. haemolyticus, S.lugdunensis 1 S. warneri, ale takze
bakterii z rodzaju Aureobacterium i Rhodococcus [84].
Stwierdzono, ze zrogowacialy nabtonek plaski noz-
drzy zawiera gruczoty lojowe produkujace substancje
wspomagajace wzrost litofilnych bakterii takich jak Pro-
pionibacterium spp. Drobnoustroje tego rodzaju zdolne
sg do hydrolizy ttuszczéw, uwalniajg jednoczesnie wolne
kwasy tluszczowe, co w konsekwencji obniza pH, sprzy-
jajac wzrostowi koagulozo-ujemnych gronkowcow,
a dodatkowo wilgotne warunki i obecnos¢ tlenu w tym
miejscu, wplywa na wzrost w tym obszarze S. aureus
[22]. Z kolei analiza skltadu mikrobioty jamy nosowej
osob zdrowych wykazata stosunkowo nizsza liczbe
S. aureus, a zwiekszona Corynebacterium spp. i S. epi-
dermidis, co sugeruje, ze s3 one antagonistami w sto-
sunku do S. aureus [59]. Yiiwsp. [101] badajac poprzez
sekwencjonowanie mikrobiom gérnych drég oddecho-
wych wskazali, ze dominujacymi bakteriami jest rodzaj
Streptococcus. Bakterie te wykryto u wszystkich bada-
nych os6b i stanowily one zdecydowang wiekszos¢ bak-
teryjnej mikrospotecznosci, cho¢ wykazano takze, ale
w zdecydowanie mniejszej ilosci Neisseria spp. i Gemella
spp. Z kolei u 0s6b zdrowych notowano obecno$¢ bak-
terii z rodzaju Streptococcus, Veilonella i Prevotella,
cho¢ u wigkszosci stwierdzono takze bakterie z ro-
dzaju Haemophilus, Gemella, Rothia i Leptotricha [101].
W przypadku przewleklego zapalenia zatok przynoso-
wych (chronic rhinosinusitis, CRS) u ludzi stwierdzono
obnizone zrdznicowanie bakteryjne w poréwnaniu do
grupy kontrolnej, a takze wykazano obnizong liczbe
bakterii kwasu mlekowego u pacjentéw z CRS i wzrost
liczby Corynebacterium tuberculostrealiticum [2].
Dolne drogi oddechowe - tchawica i ptuca, znacz-
nie réznig si¢ budowa i funkcja od gornych drég
oddechowych. Wyscielone sg nabtonkiem rzeskowym
oraz licznymi komdrkami wydzielniczymi uwalniaja-
cymi m.in. mucyne, zwiazki powierzchniowo czynne,
proteazy oraz biatka immunomodulujace, co tworzy
bariere odpornosciowa tego odcinka [62]. Odpornosé
tego regionu drog oddechowych jest takze warunko-
wana przez makrofagi, limfocyty T, komdrki dendry-
tyczne, w tym komorki Langerhansa. Stad przyjmo-
wano, Ze te elementy obronne uktadu oddechowego
tego odcinka, wystarczaja do utrzymania w nim jato-
wosci [62]. Sugerowana jalowos¢ tego odcinka uktadu
oddechowego zwigzana byla z trudnoscig odtworze-
nia warunkoéw tego siedliska, w tym hodowli bakterii
z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych [65]. Obec-
nie dzieki zastosowaniu technik sekwencjonowania
genu 16S rRNA wykazano, ze dolne drogi oddechowe
zasiedlane s3 drobnoustrojami, ktére sa odmienne
od mikrobioty gérnych drég oddechowych. Program
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Narodowego Instytutu Serca, Pluc i Krwi (NHLBI)
przedstawil nie tylko mikrobiom ukladu oddecho-
wego u 0s0b zdrowych, ale i zakazonych wirusem HIV
(Lung HIV Microbiome Project) [60,65]. Wykazano
w nim, Ze najbardziej rozpowszechnionymi sg bakterie
z gromad: Bacteroidetes oraz Firmicutes, cho¢ réwniez
w mniejszym stopniu Proteobacteria i Actinobacteria.
W tym ekosystemie stwierdzono takze obecno$¢ takich
bakterii jak: Prevotella spp., Porphyromonas spp. (Bac-
teroidetes), Streptococcus spp., Veillonella spp. (Firmi-
cutes), Pseudomonas spp., Haemophilus spp. oraz Neis-
seria spp. (Proteobacteria). Analiza mikrobiomu ptuc
poprzez badanie popluczyn pecherzykowo-oskrzelo-
wych u 14 pacjentéw (w tym zdrowych palaczy) wyka-
zala obecno$¢ takich drobnoustrojéow w plucach jak:
Pseudomonas spp., Streptococcus spp., Prevotella spp.,
Fusobacterium spp., Haemophilus spp., Veilonella spp.
i Porphyromonas spp. [2, 30]. W tym rejonie uktadu
oddechowego stwierdzono duze zrdznicowanie mikro-
flory w zaleznosci od poszczegdlnych obszaréw pluc,
jako ze bakterie z rodzaju Haemophilus dominowaly
w lewym gérnym placie ptuca, a niewielka liczba komo-
rek bakteryjnych tego gatunku, byta w innym mikro-
anatomicznym obszarze innego plata ptuc [18].

W drogach oddechowych duzym zainteresowaniem
stal si¢ wirusowy sktadnik mikrobiomu, a w szczegél-
nosci dotyczy to dolnych drég oddechowych - pluc.
Zwigzane jest to z faktem, ze wczesniej niedostepny
dla klasycznych metod hodowli ekosystem. Obecnie
dzieki nowoczesnym technikom sekwencjonowania jest
tatwiejszy do badania. W plucach stwierdzono obec-
no$¢ nie tylko wiruséw ssaczych, ale i bakteryjnych
(bakteriofagi), jak tez wykazano, ze ich skfad zmienia
sie zasadniczo w zaleznosci od regionu ptuc. Willner
i wsp. [97] badajac chorych na mukowiscydoze udo-
wodnili obecno$¢ fagéw takich rodzajéw bakterii jak:
Streptococcus, Staphyloccocus, Haemophilus, Bacillus,
Pseudomonas, Lactobacillus, Mycobacterium oraz E. coli.
Dodatkowo, w probkach pochodzacych z drég odde-
chowych u ludzi zdrowych wykazano obecno$¢ wirusa
olbrzymiego z rodzaju Mimiviridae [54,87].

Badania dotyczace mykobiomu uktadu oddecho-
wego wykazaly, ze ptucach wystepuje ponad 75 rodza-
jow grzybow, wsrdd ktdrych u ludzi sg to gltéwnie
rodzaje Aspergillus, Candida, Cladosporium, Malas-
sesia, Saccharomyces. Ich sklad i liczba gatunkowa
uzaleznione sg od miejsca w drogach oddechowych
[18, 65]. Charlsona i wsp. [17] wykazali, ze u ludzi
zdrowych najczeéciej obecne byly grzyby z rodziny
Davidiellaceae i rodzajéw Cladosporium, Eurotium
i Penicillium. Podobnie van Woerdena [72] stwierdzit,
ze najbardziej rozpowszechnionymi gatunkami byty
Cladosporium cladosporium i Eremothecium sinecau-
dum, ktore jak dotad zwykle izolowane byty z wody
oraz z roélin. Powszechne w $rodowisku zycia czto-

wieka sa formy nitkowate grzybow rodzajow Aspergillus
i Scedosporium, ktére jako spory regularnie dostaja si¢
do ukladu oddechowego, przy czym nie wywoluja zmian
chorobowych u ludzi z prawidlowg odpornoscia [30].

6. Mikrobiom ukladu moczowo-plciowego

Uklad moczowo-plciowy sklada si¢ z narzadow
plciowych oraz narzagdéw drog moczowych i s3 one
pofaczone w jeden uktad ze wzgledu na wspodlne
pochodzenie obu zawigzkow z tkanki mezodermalne;j.
Natomiast mikrobiota tego obszaru jest reprezento-
wana przez zrdznicowane drobnoustroje stanowigc
takze unikalny i dynamiczny ekosystem. Mikrosrodo-
wisko pochwy zdrowych kobiet uzaleznione jest przede
wszystkim od wieku, zmian hormonalnych zachodzg-
cych w organizmie, a takze od nawykéw higienicz-
nych i aktywnosci seksualnej [61, 71]. Drobnoustroje
kolonizujace ten obszar w warunkach fizjologicz-
nych chronig go przed patogenami chorobotwdrczymi
oraz aktywuja odpowiedZz immunologiczng poprzez
wytwarzanie réznych zwigzkéw o dziataniu przeciw-
drobnoustrojowym [103]. Dowiedziono, ze mikrobiom
tego obszaru zdominowany jest przez pateczki kwasu
mlekowego, ktérych wiecej wykazano u afroamery-
kanskich kobiet niz u kaukaskich [103]. Przyjmuje
sie, ze Lactobacillus spp. moze stanowi¢ $rodowisko
ochronne przed patogenami wywolujacymi bakteryjne
zakazenie pochwy. Bakterie te w nablonku pochwy
metabolizujg glikogen do kwasu mlekowego, co sprzyja
wytworzeniu srodowiska o niskim pH, ktory powstrzy-
muje rozwdj patogenéw odpowiedzialnych za zakazenie
ukfadu rozrodczego kobiet wywotane np. Gardenerella
vaginalis, E.coli, Mobiluncus spp., Candida albicans
[61, 71]. Badania dotyczace mikrobioty pochwy pro-
wadzone przez Antonio i wsp. [6] w oparciu o klasyczne
metody hodowli wykazaly, ze dominujacymi gatun-
kami wsrod pateczek kwasu mlekowego sg L. crispatus
i L. jensenii. Wyniki te potwierdzili w oparciu o metody
biologii molekularnej Zhou i wsp. [103], ktorzy wyka-
zali takze duza réznorodno$¢ rodzajow bakterii, cho¢
bakterie z rodzaju Lactobacillus spp. byly dominujace,
a w szczegblnosci L. iners, L. crispatus, L. gasseri oraz
L. jensenii. W badaniach tych stwierdzono takze inne
bakterie, a w szczegolno$ci Atopobium vaginae, Strep-
toccus spp. oraz z gromady Firmicutes [103]. Z kolei
Hyman i wsp. [48] badajac mikroflore tego obszaru
dowiedli, Ze dominujacym rodzajem byl Lactobacil-
lus spp., cho¢ takze wykazali wystepowanie bakterii
z rodzajow Bifidobacterium, Gardnerella, Atopobium,
Corynebacterium, Janthinobacterium. Autorzy Ci [48]
stwierdzili, Ze w niektorych probkach nieobecne byty
bakterie z rodzaju Lactobacillus, a jako dominujace
byly rodzaje Bifidobacterium, Gardenerella, Gemella,
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Prevotella, Pseudomonas i Streptococcus. Inni badacze
[96] oceniajac mikrobiom pochwy kobiet zdrowych
oraz chorych na bakteryjne zapalenie pochwy potwier-
dzili, Ze dominujacg mikrobiote baktryjng tego obszaru
sg bakterie z rodzaju Lactobacillus. W przypadku drég
plciowych u kobiet zdrowych dominowaly L. crispa-
tus, L. gasseri, L. iners oraz L. jensenii, a z kolei w gru-
pie kobiet z zakazeniem pochwy dominowaly bakterie
z rodzaju Atopobium, Prevotella i gatunek Mycobac=
terium hominis. Analiza ekosystemu pochwy u eston-
skich zdrowych kobiet wykazata [24], ze dominu-
jacym rodzajem jest Lactobacillus spp., jednak obecne
w znacznej liczbie byly takze bakterie z rodzaju Gar-
denerella, Prevotella i Atopobium i bakterie tlenowe
z rodzaju Streptococcus i Staphylococcus, przy czym ich
obfitos¢ byta stosunkowa niska. W przypadku archea
stwierdzono jedynie ich wystepowanie u kobiet z bak-
teryjna waginoza [10].

Wirusowg mikrobiote uktadu moczowo-plciowe-
go badano gléwnie w przypadkach patologicznych.
Stad brak jest pelnych danych dotyczacych wiro-
mu tych drdég. Podczas bezobjawowego ztuszczania
ukladu moczowo-plciowego notowano gltéwnie euka-
riotyczne wirusy dsDNA, wsrdd ktérych obecne byty
rodziny: Adenoviridae, Herpesviridae, Papillomaviridae,
Polyomaviridae, a takze wirus ssDNA z rodziny Anel-
loviridae [79].

Drogi rodne, gtéwnie pochwa sg swoistym mikro-
srodowiskiem dla grzybéw, w tym najbardziej pow-
szechne sg grzyby z rodzaju Candida, Saccharomyces,
Aspergillus, Alternaria i Cladopsorium. Na roznorodno$¢
populacji grzybow w tym ekosystemie mogg mie¢ wplyw
takze choroby np. cukrzyca, nawracajaca kandydoza
pochwy. Wykazano, ze na wystgpowanie mikrobioty
grzybiczej w tym obszarze ma znaczgcy wplyw mikro-
biota bakteryjna, gtéwnie rodzaj Lactobacillus. Bakte-
rie te, wytwarzajg kwas mlekowy o niskim pH, ktéry
hamuje rozwoj grzybdéw, stad mozliwe, ze dane z tego
zakresu s ograniczone ze wzgledu na nie uwzglednienie
tych drobnoustrojow [13, 14, 24, 37, 102].

7. Podsumowanie

Mikrobiom czlowieka w aspekcie najwazniejszych
jego nisz, zaréwno w kontekscie bakterii, archea, grzy-
bow, a w szczegolnosci wirusdw, w tym bakteriofagéw
i wiruséw olbrzymich, stanowi nadal stosunkowo mato
poznany fragment wiedzy biologicznej, a ktory jest
bardzo wazny, jako ze to on warunkuje homeostaze
organizmu. Stad, badania prowadzace do poznania
mikrobiomu czlowieka tak pod wzgledem réznorod-
nosci drobnoustrojow oraz ich oddzialywania, to fakty
wazne, chociazby z powodu przyblizenia poznania etio-
logii, a nawet patogenezy wielu choréb.
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Application of the bacterial outer membrane vesicles in vaccine design

Abstract: Outer membrane vesicles (OMVs) are extracellular structures produced by most gram-negative bacteria, including pathogens
of humans and animals. OMVs play an important role in the physiology of microorganisms and are an integral part of many biological
processes. Following the discovery that they are able to transport many biomolecules, also these which have the ability to interact with the
immune system, their potential use as non-replicating vaccines has become an important aspect of immunotherapeutic researches. These
nano-sized elements exhibit remarkable potential for immunomodulation of immune response, thanks to the ability to deliver naturally
or artificially incorporated antigens within their structure. First vaccine based on outer membrane vesicles was developed almost 30 years
ago against Neisseria meningitidis serogroup B. This review presents some basic information on biogenesis and functions of OMVss. It also
provides examples of pathogens, whose OMV’s (in natural or modified form) have been used in the development of immunogenic vaccines
against the organisms from which the vesicles had been obtained. OMV’s are proving to be more versatile than first conceived and may
become important part of biotechnology research, not limited to medical applications.

1. Introduction. 2. Outer membrane vesicles biogenesis. 3. Biological functions of outer membrane vesicles. 3.1. Role in response to
stressors. 3.2. Role in the extracellular transport. 3.3. Role in biofilm formation. 4. OMVs in vaccine construction. 4.1. Neisseria meningitidis.
4.2. Vibrio cholerae. 4.3. Bordetella pertussis. 4.4. Chlamydia trachomatis. 4.5. Burkholderia pseudomallei. 4.6. Acinetobacter baumannii.
4.7. Francisella noatunensis. 4.8. Shigella spp. 4.9. Campylobacter jejuni. 5. Conclusions
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pionki nowej generacji
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1. Wprowadzenie

Pecherzyki zewnatrzblonowe (OMVs - outer mem-
brane vesicles) - to sferyczne struktury uwalniane
z powierzchni komorek bakterii Gram-ujemnych. Po
raz pierwszy zaobserwowano je 50 lat temu podczas
analizy zdje¢ z mikroskopu elektronowego komorek
szczepu mutanta E. coli hodowanych w warunkach
niedoboru lizyny. Wiele bakterii otoczonych bylo cha-
rakterystycznymi pecherzykami (blebs), czesto pola-
czonymi z blong zewngtrzng. W czasie prowadzenia
hodowli zmianie ulegala morfologia oston bakterii,
przy jednoczesnym braku wzrostu ilo$ci komoérek ule-
gajacych lizie [40].

Za poczatek badan nad OMVs uwaza si¢ ekspery-
ment przeprowadzony w 1959 roku. Naukowcy zaob-
serwowali odpowiedZ immunologiczng u krolikow
po podaniu im wolnego od bakterii supernatantu po
hodowli Vibrio cholerae. Wtedy podejrzewano, ze za

reakcje uktadu odpornosciowego odpowiedzialne sa
sktadniki blony zewnetrznej (OM - outer membrane),
ktdre z niejasnych przyczyn pozostaja w oczyszczonym
plynie pohodowlanym [15].

Wielko$¢ OMVs waha sie w przedziale od 20 do
300nm i w gltéwnej mierze zalezy od szczepu pro-
ducenta [7]. Do tej pory opisano wiele gatunkow
mikroorganizméw zdolnych do wytwarzania peche-
rzykéw zewnatrzkomdrkowych, w tym liczne grono
bakterii patogennych, takich jak: Neisseria meningitidis,
Legionella pneumophila, Helicobacter pylori, Klebsiella
pneumoniae, Porphyromonas gingivalis czy Campylo-
bacter jejuni.

Pecherzyki zewnatrzblonowe skladaja sie z podwdj-
nej blony lipidowej, ktéra podobnie jak blona zew-
netrzna bakterii zbudowana jest z lipopolisacharydu,
fosfolipidow oraz bialek blonowych. Sklad bial-
kowy rdzni sie w zaleznoéci od gatunku producenta
i od warunkéw hodowli bakterii [41]. Obok biatek

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecz-
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pochodzacych z peryplazmy coraz czgsciej wskazuje
sie na obecnos¢ w $wietle pecherzykdéw réwniez bia-
tek cytoplazmatycznych i bialek zwigzanych z btong
wewnetrzng bakterii (IM - inner membrane). Poczat-
kowo podejrzewano, ze jest to wynik zle przeprowa-
dzanych izolacji OMVs lub ma to zwigzek z zanie-
czyszczeniami pochodzgcymi ze zlizowanych komorek.
Jednakze po dopracowaniu protokolu oczyszczania
OMVs w dalszym ciggu identyfikowano biatka pocho-
dzenia cytoplazmatycznego [42].

Pecherzyki obok bialek mogg zawiera¢ réwniez
kwasy nukleinowe. Po raz pierwszy obecnos¢ DNA
wykazano w przypadku OMV's Haemophilus parainflu-
enzae [36]. Podobnie jak w przypadku bialek cytoplaz-
matycznych obecno$¢ DNA w tych strukturach zewna-
trzkomorkowych uwazano za artefakty preparatyki.
Sugerowano, ze kwas deoksyrybonukleinowy wiaze si¢
do dodatnio natadowanej powierzchni pecherzyka, ale
potraktowanie OMV's deoksyrybonukleazami potwier-
dzilo, ze identyfikowane fragmenty DNA znajdowaly
sie w $wietle pecherzykow [58].

Jak si¢ okazuje, zdolno$¢ do produkeji pecherzy-
kéw nie jest jedynie domeng bakterii Gram-ujemnych.
Otéz Gurung i wsp. wykazali, ze Staphylococcus aureus
wytwarza tzw. pecherzyki btonowe (MVs — membrane
— derived vesicles) bedace pochodna btony cytoplaz-
matycznej i skladajace si¢ glownie z biatek obecnych
w cytoplazmie, zwigzanych z blong, jak rowniez z bia-
tek sekrecyjnych [25]. Wcze$niej zjawisko to opisano
dla Bacillus anthracis [59] i dwoch przedstawicieli
archeonow [18, 56].

2. Biogeneza pe¢cherzykow zewnatrzblonowych

Sciezka syntezy pecherzykdéw nie jest znana. Istnieje
kilka hipotez wyjasniajacych mechanizmy tego procesu.

Pierwsza z nich zaktada, ze OMVs tworza sie wtedy,
gdy synteza mureiny zachodzi wolniej niz lezacej nad
nig blony zewnetrznej. Rozrastajaca si¢ blona podlega
wybrzuszaniu, a jej nadmiar ostatecznie odrywa sie od
komorki w postaci pecherzyka.

Drugi zaproponowany model odnosi si¢ do obrotu
metabolicznego peptydoglikanu (Rys.1). U bakterii
Gram-ujemnych struktury cukrowo-peptydowe pow-
stale w czasie rearanzacji $ciany komorkowej nie sa
uwalniane poza komorke, lecz sg zatrzymywane w pery-
plazmie przez co moga fizycznie oddziatywa¢ na OM
prowadzac do jej faldowania i powstania OMVs [84].
Model ten nie tlumaczy jednak jak czasteczki pocho-
dzace z cytoplazmy pakowane sa do OMVss.

Cze$¢ naukowcodw wskazuje, ze przyczyng powsta-
wania pecherzykéw zewnatrzblonowych jest obecnosé
w blonie zewnetrznej ujemnie naladowanych czaste-
czek lipopolisacharydu. Blona zewngtrzna patogennej
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Rys. 1. Powstawanie pecherzykow zewnatrzblonowych jako wynik
obrotu metabolicznego mureiny

bakterii Pseudomonas aeruginosa sktada sie z dwdch
rodzajow lipopolisacharydu, z czego jeden z nich
posiada silnie ujemny fadunek. Okazuje si¢, ze OMVs
tworza sie gtoéwnie w miejscach, w ktorych wystepuje
LPS o silnie ujemnym ladunku, co potwierdza jego
przewazajaca zawarto$¢ w blonach pecherzykow. Naj-
prawdopodobniej dzieje si¢ tak dlatego, ze dlugie,
ujemnie natadowane tancuchy lipopolisacharydu odpy-
chaja sie od siebie powodujac uwypuklenie i faldowanie
blony zewnetrznej, ktore ostatecznie konczy sie pow-
staniem pecherzyka [35].

Kolejny mechanizm wyjasniajgcy zjawisko powsta-
wania OMVs zwigzany jest z oddziatywaniem na blone
zewnetrzng bakterii pozakomodrkowych czasteczek
sygnalowych [46]. Naukowcy udowodnili, ze niektore
zwigzki powigzane ze zjawiskiem quorum-sensing
u bakterii, silnie facza si¢ z OM (Rys. 2). Wbudowujac
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Rys. 2. Powstawanie pecherzykow zewnatrzblonowych jako wynik
oddziatywania zwigzkow interkalujacych w strukture OM
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sie w jej strukture powoduja odpychanie tancuchow
lipopolisacharydu i wigzanie jonéw metali, co pogtebia
proces dezorganizacji blony i ostatecznie powoduje jej
faldowanie i oderwanie pecherzyka.

Tworzenie pecherzykow zewnatrzkomoérkowych
moze bezposrednio wynika¢ ze zmiany skladu biatko-
wego OM. Blona zewnetrzna polaczona jest z peptydo-
glikanem i blong wewnetrzng za pomoca specyficznych
bialek, ktérych ilo$¢ wpltywa na poziom integralnosci
tych elementéw. Zaobserwowano, ze mutanty Salmo-
nella enterica sv. Typhimurium LT2 pozbawione eks-
presji niektorych bialek zapewniajacych tacznos¢ oston
(np. LppAB, OmpA, TolB, TolA czy Pal) charakteryzuja
sie podwyzszong produkcja OMVs [16].

Kolejna z hipotez opiera si¢ na zalozeniu, ze ist-
niejg biatka, ktorych nadprodukcja w komdrce powo-
duje wzmozone wydzielanie pecherzykéw. Przykltadem
moze by¢ bialko PagC wyrazane w komoérkach Sal-
monella enterica w sytuacji, gdy bakteria znajduje si¢
w fagosomie makrofaga. Badania potwierdzity istnienie
pozytywnej korelacji migdzy ilo$cig PagC, a produkcja
pecherzykow. Co wigcej, stwierdzono, ze wraz ze wzro-
stem poziomu tego biatka nie tylko proces powstawa-
nia OMYV ulega przyspieszeniu, ale réwniez rosnie ilos¢
uwalnianych OMVs [37].

3. Funkcje pecherzykow zewnatrzkomorkowych

Dawniej stwierdzenie, ze pecherzyki zewnatrzbto-
nowe, to struktury niezbedne do przetrwania bakterii
budziloby liczne sprzeciwy. Dzis, w obliczu tego co wia-
domo na ich temat nie dziwi fakt, ze wiekszos¢ bada-
czy jest zdania, ze OMVs odgrywaja bardzo istotng role
w fizjologii bakterii Gram-ujemnych i stanowig nieod-
taczny element wielu proceséw biologicznych. Niektore
z tych rél opisano ponize;j.

3.1. Udzial w odpowiedzi na czynniki stresogenne

W warunkach stresu, np. w przypadku obecnosci
toksyn, antybiotykéw lub podczas narazenia na czyn-
niki uszkadzajace powierzchni¢ komorek, zwykle
roénie ilos¢ wydzielanych pecherzykow. Dzieki pro-
dukcji OMV's komorki sg w stanie sprawnie pozby¢ si¢
szkodliwych substancji i zle zwinietych bialek. Mimo,
ze indukcja wydzielania OMVs wymaga znacznych
naktadéw energii, korzysci zwigzane z tym procesem
sa niewspolmierne do poniesionych kosztow [47].
Mutanty E. coli, wykazujace ekstremalnie wysoki sto-
pien wydzielania OMVs charakteryzowaly sie wyzsza
przezywalnoscia na podtozu z polimyksyna B w porow-
naniu do szczepu dzikiego [45]. Ciekawym przyktadem
jest sposob eliminowania antybiotykéw B-laktamowych
przez Pseudomonas aeruginosa. Szczep P aeruginosa
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Rys. 3. Degradacja antybiotykéw p-laktamowych przez -laktamazy
w $wietle pecherzyka

oporny na te antybiotyki wytwarza pecherzyki zewna-
trzblonowe zawierajace P-laktamazy (Rys.3). Dzieki
temu, ze blona OMVs podobnie jak OM zawiera
poryny tworzace kanaly dyfuzyjne, f-laktamy obecne
w $rodowisku dyfunduja do wnetrza pecherzykow,
a nastepnie ulegaja inaktywacji przez znajdujace si¢
tam enzymy [63].

Bakterie wyksztalcity rézne mechanizmy zwalczania
fagow, do ktorych zaliczy¢ réwniez mozna produkeje
OMVs (Rys.4). Stwierdzono, ze wynikiem interakcji
bakteriofaga T4 z pecherzykami zewngtrzbtonowymi
E.coli jest nieodwracalna utrata aktywnosci faga.
Powyzsze badania popierajg koncepcje, iz OMVs moga
stanowi¢ ,,przynete” w celu ochrony komoérek przed
czynnikami przeciwdrobnoustrojowymi [44].
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Rys. 4. Produkcja pecherzykéw zewnatrzblonowych w celu ochrony
komorek przed atakiem fagow

3.2. Udzial w transporcie pozakomoérkowym

Pecherzyki zewnatrzblonowe zaangazowane s3
w transport szeregu zwigzkéw, m.in. biorg udzial
w transferze DNA [81] i dostarczaja do komorek
eukariotycznych wiele czynnikdw wirulencji, ktére
znajduja si¢ — zaréwno w $wietle pecherzyka jak i na
jego powierzchni [45]. Najwazniejszg zaletg transportu
pecherzykowego jest to, ze substancja dostarczana jest
do docelowej lokalizacji w relatywnie wysokim ste-
zeniu, a sam transport moze odbywac si¢ na wieksze
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odlegtosci w poréwnaniu do typowej sekrecji. Moze on
przebiega¢ na drodze fuzji blony OMV i blony komdrki
docelowej, internalizacji pecherzyka w procesie fago-
cytozy lub poprzez przyczepienie si¢ pecherzyka do
komorki docelowej i jego czesciowej lizy [8, 23, 34].

OMV:s biora takze udzial w przenoszeniu enzymow
wspomagajacych bakterie w zdobywaniu niezbednych
sktadnikow odzywczych i pierwiastkow. Proteazy, tak
jak np. aminopeptydazy P. aeruginosa transportowane
zaréwno w $wietle jak i na powierzchni pecherzykow
pozwalaja na degradacje zwigzkow wielkoczgsteczko-
wych i uwalnianie do §rodowiska aminokwaséw, ktore
moga mie¢ decydujace znaczenie dla przetrwania
bakterii w okreslonych warunkach [5]. Podobnie ma
sie sprawa z jonami metali w sytuacji ich niedoboru
w $rodowisku. Blona pecherzyka moze zawiera¢ specy-
ficzne bialka odpowiedzialne za wigzanie jonéw na jego
powierzchni, co pozwala na koncentracje ich stezenia
w sasiedztwie bakterii [42].

3.3. Udzial w tworzeniu biofilmu

Jedna z reakeji bakterii na stres jest wytwarzanie
wielokomoérkowych, skomplikowanych struktur otoczo-
nych pozakomorkowg matriks. Ostatnie badania wska-
zujg na dodatnig korelacje pomiedzy iloscig wydziela-
nych pecherzykow, a zdolnoscig bakterii do tworzenia

Tabela I
Przyklady funkcji OMVs powiazanych z wybranymi
procesami fizjologicznych [za 45]

Przyklady bakterii
Funkcja Gram-ujemnych
Transport DNA A. tumefaciens, B. burgdorferi,
Transformacja E. coli, H. influenzae,

N. gonorrhoeae, P. aeruginosa,
S. enterica subsp. enterica sv.
Typhimurium, S. marscens,

S. flexneri, Y. pestis

Transport innych czasteczek
(w tym czynnikéw wirulencji)

E. agglomerans, E. coli,

K. pneumoniae, M. morganii,
N. meningitidis, P. trifolii,

P vulgaris, P. aeruginosa,

P, fragi, S. enterica subsp.
enterica sv. Typhimurium,

S. marcescens, S. flexneri,

V. cholerae

Odpowiedz na czynniki
stresogenne dzialajace
na ostony komérkowe

E. coli, P. aeruginosa,
S. enterica subsp. enterica
sv. Typhimurium

Ochrona przed czynnikami
antydrobnoustrojowymi

E. coli, P. gingivalis,
P. aeruginosa, P. putida

Tworzenie i utrzymanie biofilmu | H. pylori, P. aeruginosa

Biomineralizacja S. putrefaciens,
Absorbcja UV V. cholerae,
Dzialanie owadobojcze X. nematophilus
Reaktywno$¢ redoks

biofilmu [6]. W przypadku Helicobacter pylori OMVs
zaangazowane s3 w proces agregacji komorek [82].
Sugeruje sie réwniez, ze pecherzyki pelnig funkcje
posrednika w interakcji komorek bakteryjnych, egzo-
polisacharydow, DNA i biatek z powierzchnia, do ktorej
przytwierdzony jest dany biofilm [65].

W przedstawionej ponizej tabeli (Tab.I) zebrano
przyktady funkcji pecherzykéow w réznych proce-
sach fizjologicznych wraz z przykladami bakterii je pro-
dukujacymi.

4. Pecherzyki zewnatrzblonowe w konstrukcji
szczepionek

Infekcje bakteryjne sg wciaz jedna z gtéwnych przy-
czyn hospitalizacji milionéw ludzi na $wiecie. Lecze-
nie chordb bakteryjnych staje si¢ coraz trudniejsze ze
wzgledu na szybkie rozprzestrzenianie si¢ i wzrost liczby
szczepow opornych na stosowane w leczeniu antybio-
tyki. Za najlepszy sposéb radzenia sobie z infekcjami
w trwajacej wlasnie ,,erze postantybiotykowej” uznaje sie
immunizacje spoleczenstwa — czyli stosowanie szczepio-
nek. Tradycyjne szczepionki opieraja si¢ na zastosowa-
niu zywych, atenuowanych komorek badz zabitych pato-
genow lub na zastosowaniu anatoksyn - czyli toksyn
pozbawionych zjadliwosci, ale o zachowanych wtasci-
wosciach antygenowych. Niestety, dla wielu patogenow
skonstruowanie bezpiecznej, skutecznej i w pelni specy-
ficznej szczepionki, ktorej produkeja opieralaby si¢ na
klasycznych metodach otrzymywania nie jest mozliwe.

Po odkryciu, ze OMVs transportuja wiele bio-
molekul wykazujacych zdolnos¢ do wywotania prze-
ciwko sobie odpowiedzi ukladu odpornosciowego,
ich potencjal jako niereplikujacych szczepionek nowej
generacji stal sie waznym aspektem badan immuno-
terapeutycznych [75].

Pierwsza szczepionka zawierajgca pecherzyki zew-
ngtrzblonowe opracowana zostala prawie 30 lat temu.
Byl to preparat przeciwko meningokokowemu zapa-
leniu opon médzgowo-rdzeniowych, ktore wywoluje
Neisseria meningitidis serotyp B. Skutecznos$c¢ tej szcze-
pionki siegata ponad 80% [68].

W rzeczywisto$ci, do roku 2010 jedynymi komercyj-
nie dostepnymi szczepionkami opartymi na OMVs byty
te skierowane przeciwko Neisseria meningitidis. Sukcesy
zwigzane z ich medycznym zastosowaniem sklonity
naukowcow do badan nad wlasciwosciami pecherzy-
kow zewnatrzkomoérkowych innych bakterii Gram-
-ujemnych. Szczegdlnie istotnym aspektem tych badan
bylo okreslenie w jakim stopniu pecherzyki wply-
waja na uklad odporno$ciowy i czy s one zdolne do
wywolania swoistej odpowiedzi immunologicznej. Na
podstawie powyzszych kryteriéw wyloniono wiele
bakterii patogennych, ktéorych OMVs w przysziosci
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moglyby postuzy¢ w konstrukcji szczepionek. Sa to
m.in. Acinetobacter baumannii, Brucella melitensis,
Francisella novicida, Haemophilus influenzae, Salmo-
nella enterica, Vibrio cholerae, Treponema pallidum,
Mycobacterium tuberculosis, Borrelia burgdorferi, Borde-
tella pertussis, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis
i wiele innych [13, 60]. Niektore z przykladéw przed-
stawiono bardziej szczegélowo ponizej.

4.1. Neisseria meningitidis

Co roku z powodu zakazen N. meningitidis choruje
1,2 mIn ludzi na calym $wiecie, z czego 10% umiera. Ta
bedaca dwoinkg bakteria, nalezaca do klasy Betaprote-
obacteria kolonizuje bfony §luzowe gérnych drég odde-
chowych cztowieka (wystepuje jako normalna flora
bakteryjna w nosogardzieli 5-15% dorostych o0s6b),
z ktérych czasami przechodzi do ptynu mézgowo-rdze-
niowego i krwiobiegu, powodujac zagrazajace zyciu
zapalenie opon mozgowych i posocznice [72].

Do tej pory zidentyfikowano trzynascie grup sero-
logicznych N. meningitidis w oparciu o antygenowe
réznice polisacharydéw otoczki. Najpowszechniejszymi
z nich sg serogrupy: A, B, C, W 1Y, ktére odpowiadaja
za 90% wszystkich zachorowan na meningokokowe
zapalenie opon moézgowych na $wiecie.

W przypadku meningokokéw, polisacharydowa
otoczka okazata sie¢ by¢ cennym narzedziem w tworze-
niu skutecznych szczepionek, niestety z wylaczeniem
grupy serologicznej B, ktéra odpowiada za 30-80%
zachorowan mieszkancow krajow Ameryki Lacinskiej,
Europy i USA. Oto6z serotyp B Neisseria meningitidis
zawiera w ostonach homopolimery kwasu N-acety-
loneuraminowego, ktére wchodza w sklad ludzkich
glikoprotein w tkance mozgu [22]. To determinowalo
niska immunogennos¢ szczepionki tworzonej na bazie
otoczki [80]. Dopiero zastosowanie OMVs pozwo-
lito na stworzenie skutecznego preparatu. Prace nad
szczepionka rozpoczeto od wytypowania potencjalnie
najlepszych antygenéw. Odpowiednimi kandydatami
okazaly si¢ biatka PorA i PorB, ze wzgledu na wysoki
poziom ekspresji w komorce i wysoka immunogennosé
[66]. OMVs do produkeji szczepionek uzyskiwano
przy uzyciu ekstrakcji detergentem, otrzymujac tzw.
dOMVs. Metoda ta pozwala na produkcje jednorod-
nych pecherzykéw ze zmniejszong zawartoscig lipo-
polisacharydu, bedacego silng endotoksyna, ale wcigz
na poziomie, ktéry zapewnia utrzymanie prawidiowej
struktury pecherzyka i wzmocnienie poszczepiennej
odpowiedzi na podane antygeny.

Skonstruowane w ten sposob szczepionki, tzw.
I generacji (first-generation vaccines based on outer
membrane vesicles) okazaly sie by¢ skuteczne, ale
w waskim zakresie, co wynika z duzej ré6znorodnosci
bialek PorA i PorB wsrdd szczepdw serogrupy B [73].

Dzigki analizie genomu szczepu MC58 N. meningi-
tidis zidentyfikowano 350 gendéw potencjalnych anty-
genéw, ktére nastepnie wprowadzano do komorek
Escherichia coli. Nadprodukcja badanych biatek w hete-
rologicznym gospodarzu i immunizacja myszy tak
przygotowanymi antygenami umozliwita wyltonienie
najbardziej immunogennych czasteczek [55]. Ostatecz-
nie, do konstrukeji szczepionki wybrano 5 antygendw,
ktére potaczono w rekombinowane biatka, w tym:

o NHBA (Neisseria heparin binding antigen) — anty-

gen Neisseria wigzacy heparyne

» NadA (Neisseria meningitidis adhesin A) — adhe-

zyna A biorgca udzial w inwazji bakterii na ko-
morki nabtonkowe

« fHbp (factor H binding protein) — bialko wiazace

surowiczy czynnik H

Badania na zwierzetach dowiodly znacznej skutecz-
nosci i szerszego zakresu ochrony przed zakazeniami
N. meningitidis serotypem B, w poréwnaniu do wczes-
niej stosowanych szczepionek I generacji [67]. Nowa
szczepionke o nazwie Bexsero®, opatentowana przez
firme Novartis do 2014 roku dopuszczono do uzytku
w 34 krajach, w tym w Kanadzie, Australii i paiistwach
Unii Europejskiej. Firma Novartis zapoczatkowala ere
szczepionek nowej generacji (next generation OMVs
vaccines).

Kaaijk i wsp. powrdcili do pomystu szczepionki
z bialkiem PorA. Stworzyli genetycznie zmodyfikowany
szczep, ktory wyraza rozne warianty tego biatka. Tak
powstaly szczepionki HexaMen® (zawierajaca peche-
rzyki dwdch szczepdw, wyrazajacych po trzy rézne wer-
sje biatka PorA) i NonaMen® (trzy rozne szczepy, kazdy
wyrazajacy trzy rézne warianty PorA). Jak wynika
z badan klinicznych, oba preparaty sg skuteczne, dobrze
tolerowane i bezpieczne w uzyciu [33].

Kolejnym krokiem w rozwoju szczepionek prze-
ciwko serotypowi B N. meningitidis opartych na OMV's
byto stworzenie preparatow o obnizonej zawartosci
lipopolisacharydu, tak by ich produkcja wykluczata
koniecznos¢ stosowania ekstrakcji  detergentem.
Metoda ta skutkuje utratg wielu lipoprotein, co obniza
ogolny potencjal immunogenny pecherzykow [76].
Problem rozwigzano dzigki odkryciu genu [pxL1. Muta-
cja w tym genie zwigzana jest z modyfikacja lipidu A,
ktora skutkuje obnizeniem toksycznosci lipopolisacha-
rydu, przy jednoczesnym braku wplywu na jego wias-
ciwosci jako adiuwanta [77].

Obecnie trwaja proby stworzenia multiwalentnej
szczepionki przeciwko serogrupom A, W i X [51].
Serotypy te odpowiadaja za wigkszos¢ zachorowan
w Afryce. Do tej pory badaniu klinicznemu pierwszej
fazy poddana jest biwalentna szczepionka z antygenami
serotypow A i W, uzyskana ze szczepow najczesciej
identyfikowanych w ogniskach zakaznych meningo-
kokowego zapalenia opon mézgowych [1].
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Tabela II
Przyktady szczepionek opartych o uzycie OMVs przeciwko meningokokowemu zapaleniu opon mézgowych

Nazwa szczepionki Charakterystyka Producent
VA-MENGOC-BC® | Zaprojektowana do zwalczenia wybuchu choroby meningokokowej na Kubie | Finlay Institute,
(przeciwko serogrupom B i C). Skuteczno$¢ ok. 80% [27]. Vacunas Finlay S.A.
MenBvac® Opracowana w Norwegii w zwigzku z epidemia choroby w latach 1988-91. | Norwegian Institute
Skuteczno$¢ siega 87% [17]. of Public Health
MeNZB® Opracowana w Norwegii, nigdy niedopuszczona do uzytku w tym kraju. Norwegian Institute of Public
Stosowana podczas epidemii w Nowej Zelandii. Skutecznos¢ ponad 75%. Health, Chiron Vaccines
Bexsero® Szczepionka stymuluje wytwarzanie przeciwcial rozpoznajacych antygeny Novartis
NHBA, NadA, fHbp i PorA. Wysoka skutecznos¢ [2].
Trumenba® Produkt dopuszczony do uzytku w USA od 2014 roku. Sktad obejmuje dwa | Pfizer
warianty biatka fHbp. Preparat zostal uznany za catkowicie bezpieczny.
HexaMen® Zawiera OMVs dwoch rekombinowanych szczepdéw — kazdy z nich wyraza | National Institute of Public
trzy warianty biatka PorA. Skutecznos¢ ponad 50% [52]. Health and Environment (RIVM)
NonaMen® Preparat zawiera OMV’s trzech rekombinowanych szczepdw - facznie National Institute of Public Health
sklada si¢ z 9 wersji biatka PorA. Szacowana skuteczno$¢ wynosi 80% [33].  |and Environment (RIVM)

W przedstawionej powyzej tabeli (Tab. IT) zebrano
informacje dotyczace opatentowanych szczepionek
anty-Neisseria wraz z ich charakterystyka.

4.2. Vibrio cholerae

Bakterie Vibrio cholerae nalezace do klasy Gamma-
proteobacteria s3 czynnikiem etiologicznym cholery.
Choroba ta przenoszona jest droga fekalno-oralng
i charakteryzuje si¢ obfita, wodnistg biegunka, prowa-
dzaca do odwodnienia, a czgsto takze, w przypadku
nieleczenia, do $mierci. Najwazniejszymi czynnikami
chorobotwoérczymi V. cholerae jest produkeja pili TCP
(toxin-coregulated pilus), ktére utatwiajg przyleganie
do mikrokosmkoéw gospodarza i uwalnianie egzotok-
syny [38]. Od 2000 roku na $wiecie odnotowuje sie staty
wzrost liczby zachorowan na cholere. Duze ogniska epi-
demii wystepuja w krajach rozwijajacych si¢ na terenie
Afrykii Azji. Wedtug oficjalnych danych przekazanych
do WHO, na $wiecie notuje sie ok. 200 000 przypadkow
tej choroby rocznie. WHO ocenia jednak, ze zgtasza-
nych jest jedynie 5-10% przypadkéw [62].

Do tej pory zidentyfikowano 200 serogrup tego
gatunku, ale za epidemie cholery odpowiadaja wy-
tacznie szczepy V. cholerae O1 i w mniejszym stopniu
0139. Te dwie spokrewnione serogrupy wyréznia uni-
kalna kompozycja i struktura lipopolisacharydu w bto-
nie. V. cholerae O1 dalej dzieli si¢ na biotyp klasyczny
i El Tor [11].

Na rynku farmaceutycznym istnieja komercyjnie
dostepne szczepionki przeciwko V. cholerae na bazie
zabitych badz atenuowanych bakterii, niemniej jednak
nie zapewniaja one dlugoterminowej ochrony. Obecnie
zadna szczepionka nie jest licencjonowana do uzytku
dla dzieci w wieku ponizej 2 lat i zaden z dostgpnych na
rynku preparatéw nie chroni przed cholerg wywotang
przez serotyp 0139 [64].

Rozwigzaniem problemu moze okazac¢ si¢ zastoso-
wanie pecherzykow zewnatrzblonowych. Schild i wsp.
opublikowali badania, w ktérych wykazali, Ze podanie
myszom preparatow z oczyszczonymi OMVs V. cho-
lerae (donosowo, dozotadkowo lub dootrzewnowo)
wywoluje trwaly i wysoki poziom produkeji przeciwciat
skierowanych przeciwko antygenom obecnym w peche-
rzykach, 1000-krotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej.

Co wigcej, samica przekazuje przeciwciala prze-
ciwko antygenom V. cholerae potomstwu, co chroni je
przed zakazeniem [64]. W Indiach powstala multiwa-
lentna szczepionka nazwana w skrocie CPMVs (cho-
lera pentavalent OMVs) z pecherzykow zewnatrzbto-
nowych pigciu szczepdéw, obejmujacych serotypy Ol,
01391 O6. Wyniki badan potwierdzaja jej wlasciwosci
immunogenne i zdolnos¢ pobudzania ukltadu odpor-
nosciowego myszy do produkeji przeciwcial réznych
klas. W tym przypadku réwniez potomstwo immuni-
zowanych samic uzyskiwato odpornos¢ na zakazenia
V. cholerae. Niewatpliwie CPMVs ma potencjal, by sta¢
sie podstawa licencjonowanej szczepionki przeciwko
cholerze, dlatego, ze zapewnia ochron¢ przed wiek-
szo$cig chorobotworczych szczepow [71].

4.3. Bordetella pertussis

Krztusiec to ostra choroba ukfadu oddechowego,
charakteryzujgca si¢ nawracajagcymi napadami kaszlu
i przedluzajaca sie¢ dusznoscig. Chorobe wywoluja
pateczki Bordetella pertussis, wykazujace wysokie powi-
nowactwo do komorek rzgskowych nablonka oddecho-
wego. Patogeneza tego gatunku zwigzana jest z pro-
dukcja adhezyn i toksyn. Choroba podlega transmisji
poprzez kontakt bezposredni lub kichanie. Szacuje sie,
ze na calym $wiecie rocznie wystepuje ok. 20 milio-
néw zachorowan. Obecnie na rynku farmaceutycz-
nym dostepne sg dwa rodzaje szczepionek przeciwko
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krztu$cowi: pierwsza z nich oparta jest na zastosowa-
niu zabitych bakterii, druga natomiast to preparat bez-
komoérkowy w skiad ktérego wchodzg immunogenne
sktadniki, takie jak fimbrie, toksyna krztuscowa PT
(pertussis toxin), hemaglutynina, i pertaktyna [43].

Pomimo szeroko zakrojonego programu szczepien,
krztusiec powraca nie tylko wérdd dzieci, lecz réwniez
wsrdod dorostych. Przypuszczalnie odpowiedzialna za
to jest zbyt niska skuteczno$¢ dostepnych preparatow
immunogennych. Alternatywnym podej$ciem jest kon-
strukcja szczepionek na bazie OMVs.

Fernandez i wsp. przeprowadzili badania z uzyciem
pecherzykow, w ktorych potwierdzili ich wysoka sku-
teczno$¢ w zapobieganiu chorobie, na mysim modelu
krztu$ca. Po 2 tygodniach od podania szczepionki gry-
zonie infekowano B. pertussis. Myszy immunizowane
preparatem wykazywaly wysoki poziom ochrony przed
rozwojem choroby (wynoszacy ok. 90%) w poréwnaniu
do zwierzat, ktérym aplikowano roztwér PBS (ok. 12%).
Po czterech dniach od infekcji, w wymazach z ptuc
osobnikow grupy badanej nie identyfikowano zywych
bakterii, w przeciwienstwie do wymazdéw z narzadéw
oddechowych grupy kontrolnej [20].

4.4. Chlamydia trachomatis

Drobnoustroje z rodzaju Chlamydia sp. sa paso-
zytami wewnatrzkomoérkowymi charakteryzujacymi
sie cyklem zyciowym, w ktorym bakterie wystepuja
w dwoch formach morfologicznych - jako zakazne
ciatka elementarne (EBs - elementary bodies) i niein-
fekcyjne cialka siateczkowate (RBs - reticulate bodies).
Chlamydia sp. wystepuja powszechnie w przyrodzie
i wywoluja wiele schorzen u ludzi i zwierzat [53].

Poczatkiem konstrukcji szczepionki przeciw Chla-
mydia trachomatis byly analizy in silico genomu bak-
terii, w celu wytypowania potencjalnie najbardziej
immunogennych antygenéw. Finco i wsp. wyselekcjo-
nowali 120 bialek, a do oceny ich immunogennosci
postuzyly eksperymenty majace na celu sprawdzenie
zdolnoéci stymulacji produkeji IFN-y i specyficz-
nych limfocytéw T (badania in vitro na splenocytach
myszy). Ostatecznie wybrano 7 bialek. Dalsze bada-
nia prowadzone byly na ortologicznych odpowiedni-
kach tych bialek z Chlamydia muridarum na mysim
modelu zapalenia pluc. Potwierdzily one wysoka sku-
teczno$¢ w indukeji odpowiedzi komoérkowej i humo-
ralnej [21]. Jednym z wytypowanych do badan biatek
byla silnie konserwowana ewolucyjnie proteaza sery-
nowa — HtrA (high temperature requirement A pro-
tease). Enzym odpowiada za usuwanie nieprawidlowo
zwinietych biatek [12]. Gen proteazy C.muridarum
zostal wprowadzony do komdrek E. coli, a wyrazone
biatko identyfikowano w produkowanych przez E. coli
pecherzykach zewnatrzblonowych, ktérymi ostatecznie

immunizowano myszy BALB/c. Wynikiem byla induk-
cja produkgji specyficznych przeciwcial anty-HtrA. Co
wiecej, badania in vitro udowodnily, ze surowica myszy
immunizowanych preparatem HtrA-OMVs neutra-
lizuje zakazenia Chlamydia sp. na poziomie znacznie
wyzszym, niz surowica myszy immunizowanej tylko
biatkiem HtrA lub tylko OMVs [4]. Zgromadzone
dane stanowig solidng podstawe do dalszych badan
w kierunku zastosowania pecherzykow jako bazy pod
szczepionke przeciwko Chlamydia sp.

4.5. Burkholderia pseudomallei

Paleczki Burkholderia pseudomallei wywotujg melio-
idoze - tropikalng chorobe ludzi i zwierzat podobna
w przebiegu do nosacizny, gruzlicy lub duru brzusz-
nego. Moze ona wystepowa¢ w jednej lub kilku posta-
ciach klinicznych, np. jako ostre, miejscowe zakazenie,
w postaci plucnej lub posocznicowej. Czesto prowadzi
do $mierci chorego. Do zakazenia dochodzi poprzez
uszkodzong skére, drogi oddechowe lub przewdd
pokarmowy, a gtéwnym zrodlem paleczek jest zanie-
czyszczona woda i gleba. Melioidoza wystepuje glow-
nie w krajach potudniowej Azji i péinocnej Australii
[79]. Choroba ta jest trudna w leczeniu ze wzgledu na
naturalng oporno$¢ B. pseudomallei na wiele antybio-
tykéw. Obecnie na rynku nie ma zadnej komercyjnie
dostepnej szczepionki przeciwko melioidozie, chociaz
kilka preparatow jest testowanych w badaniach przed-
klinicznych [69].

Nieves i wsp. wykazali, ze OMVs B. pseudomallei
indukujg produkcje specyficznych przeciwcial, na-
wet bez udzialu egzogennego adiuwanta. Co wiecej,
badania na myszach udowodnily, ze preparat immuno-
genny zawierajacy pecherzyki zewnatrzblonowe poda-
wany podskornie zapewnia wysoki poziom ochrony
w przypadku zakazenia B.pseudomallei, natomiast
podawany donosowo nie wywoluje dostatecznego
efektu ochronnego [49].

W poéziniejszych badaniach przeprowadzono row-
niez test aktywnosci bakteriobojczej surowicy. Szczep
K96243 B. pseudomallei inkubowano w pozywce
z dodatkiem bydlecej surowicy ptodowej — FBS (fetal
bovine serum) lub z dodatkiem FBS wzbogaconej
o surowice myszy immunizowanych pecherzykami
zewnatrzblonowymi. Po inkubacji okreslano liczbe
zdolnych do przezycia bakterii wysiewajac je w roz-
nych rozcienczeniach na podtoze stale. Wyniki potwier-
dzily obecno$¢ we krwi gryzoni immunoglobulin
skierowanych przeciwko B. pseudomallei. Po inkubacji
z surowicg myszy wczesniej immunizowanych OMVs
stwierdzono znaczny spadek ilosci zywych bakterii.
W przypadku, inkubacji paleczek Burkholderia w roz-
tworze FBS zaobserwowano wzrost liczby bakterii
w poréwnaniu do poczatkowej ich ilosci [50].
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4.6. Acinetobacter baumannii

Wisréd Gram-ujemnych pateczek, do ktérych zali-
cza sie¢ m.in. takie patogeny, jak Pseudomonas aeru-
ginosa, Stenotrophomonas maltophilia czy Burkholde-
ria cepacia wyrozni¢ rowniez mozna bakterie rodzaju
Acinetobacter.

W praktyce najczesciej izoluje si¢ szczepy nalezgce
do gatunku A. baumannii, ktére stanowia ponad 70%
klinicznych izolatow. Bakterie te sg patogenami oportu-
nistycznymi odgrywajacymi coraz wigksza role w zaka-
zeniach pacjentéw leczonych na oddziatach intensyw-
nej terapii. Wywoluja przede wszystkim zakazenia
ukladu oddechowego, a takze bakteriemie, zakazenia
ukladu moczowego, skory i ran czy zapalenie opon
moézgowo-rdzeniowych lub wsierdzia. Rzadko powig-
zane sg z zakazeniami pozaszpitalnymi.

Leczenie infekcji wywolywanych przez A. bauman-
nii jest trudne, poniewaz wysoki odsetek szczepow
tych bakterii posiada opornos$¢ na wiele, a czasami na
wszystkie skuteczne niegdys antybiotyki [61].

W zwigzku z tym, istnieje konieczno$¢ opracowania
nowych lekéw, ale przede wszystkim konstrukeji sku-
tecznej szczepionki anty-Acinetobacter.

Jun i wsp. udowodnili, ze OMVs A. baumannii sa
cytotoksyczne w stosunku do komorek linii nabtonka
ludzkiego (Hep-2). Uszkodzenia komérek oceniano
przy uzyciu mikroskopii odwrdconej i za pomoca testu
okreslajacego stopien proliferacji komorek z uzyciem
WST 1 (water soluble tetrazolium salts). Zaobserwowa-
no, ze zaaplikowanie pecherzykow w ilosci =20 pug/ml
powoduje zmiane morfologii komodrek Hep-2 (kurczenie
lub zaokraglanie) i ich odrywanie od podtoza. Okres-
lono réwniez zdolnos¢ OMVs do wywolania reak-
¢ji prozapalnej. W tym celu izolowano RNA z Hep-2
potraktowanych wczesniej preparatem zawierajacym
pecherzyki zewnatrzblonowe i przeprowadzono reakeje
odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania cDNA pieciu
cytokin (IL-1b, IL-6, IL-8, MIP-1a (macrophage inflam-
matory protein — ludzkie biatko zapalne makrofagow)
i MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1 - biatko
chemotaktyczne dla monocytéw)). Komplementarny
DNA postuzyt do reakcji PCR w czasie rzeczywistym,
pozwalajgcej na oszacowanie ilo$ci kwasu deoksyrybo-
nukleinowego. Okazalo sie, ze komoérki w odpowiedzi
na OMV:s transkrybujg geny wszystkich badanych cyto-
kin, a ich poziom zalezy od dawki pecherzykow. Jedno-
cze$nie potwierdzono dzialanie prozapalne preparatow
pecherzykowych w warunkach in vivo [32].

Pordéwnano réwniez, w warunkach in vivo nasilenie
odpowiedzi prozapalnej powodowanej przez zakazenie
komorek bakteriami z odpowiedzig wywolywang przez
podanie preparatéw pecherzykowych. Okazuje sig, ze
produkcja ww. cytokin jest znacznie wyzsza w przy-
padku zaaplikowania pecherzykow (o stezeniu 15 pg/ml)

niz w przypadku odpowiedzi komoérek na zakazenie
komorkami A. baumannii [32].

Dotychczasowe wyniki badan nad OMVs A. bau-
mannii stanowig obiecujacg perspektywe na stworze-
nie szczepionki przeciwko schorzeniom wywolywanym
przez ten mikroorganizm. Po podaniu OMV's domigs-
niowo myszom (w trzech dawkach) zaobserwowano
powstawanie specyficznych przeciwciat IgG, a w przy-
padku immunizacji donosowej réwniez IgA. Poziom
immunoglobulin byl na tyle wysoki, ze po zakazeniu
zwierzat bakteriami A. baumannii 1 wywolaniu sepsy
poziom przezywalnosci zwierzat byt 10-krotnie wyz-
szy w grupie immunizowanej OMVs niz w grupie
kontrolnej. Ponadto, myszy, ktéorym podano surowice
ze specyficznymi przeciwcialami anty-Acinetobac-
ter byly catkowicie chronione przed zakazeniem tym
patogenem, w przeciwienstwie do grupy kontrolnej,
w ktorej jedynie 20% myszy przezylo infekcje [28].

4.7. Francisella noatunensis

Rodzaj Francisella obejmuje trzy gatunki nieruchli-
wych, $cidle tlenowych pateczek. Jeden z nich, E tularen-
sis jest wewnatrzkomorkowym patogenem czlowieka.
Progowa dawka infekcyjna dla ludzi wynosi zaledwie
10 bakterii [29]. Cecha charakterystyczng typowych
postaci tularemii jest nagly poczatek choroby z dresz-
czami, bélami miesni i glowy, wysoka temperaturg,
ogolnym rozbiciem, brakiem apetytu. Moze réwniez
przebiegac tagodnie lub bezobjawowo. W miejscu wnik-
niecia patogenu nastepuje namnozenie bakterii i two-
rzenie owrzodzen [39]. Drugi gatunek, E noatunensis
powoduje choroby ryb (francisellosis) odpowiedzialne
za straty ekonomiczne w sektorze hodowli ryb. Znane sg
dwa podgatunki Francisella noatunensis, pierwszy z nich
- E noatunensis spp. noatunensis — infekuje ryby zyjace
w wodach chlodniejszego klimatu, natomiast podga-
tunek orientalis bytuje w wodach klimatu cieplejszego.
Obecnie nie ma zadnej komercyjnie dostepnej szcze-
pionki przeciwko temu patogenowi, a wczesniej badana
szczepionka oparta o atenuowane szczepy Francisella
noatunensis okazala sie by¢ malo skuteczna [10].

Analiza LC-MS OMVs produkowanych przez
E noatunensis ssp. noatunensis ujawnita obecno$¢ wielu
biatek zwigzanych z wirulencja, w tym trzy biatka kodo-
wane przez geny bedace czgscig genow zgrupowanych
w postaci wyspy patogennosci FPI (Francisella patho-
genicity island).

Brudal i wsp. przeprowadzili szczepienia dootrzew-
nowe ryb Danio rerio. Podawano 40 ug OMVs zawie-
szonych w PBS lub aplikowano tylko PBS (grupa
kontrolna). Po 32 dniach, czes¢ ryb infekowano E noa-
tunensis ssp. noatunensis (10 bakterii). Zaobserwowano,
ze grupa ryb nieimmunizowanych, a poddanych zaka-
zeniu wykazywala takie objawy jak: zmniejszona ruchli-
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wo$¢, spadek masy ciata czy brak apetytu, co odpowiada
symptomom choroby wywotlanej przez pateczki Franci-
sella. Natomiast ryby immunizowane przed zakazeniem,
nie wykazywaty zadnych objawow chorobowych. Liczba
bakterii w poszczegolnych narzadach byfa okreslana
posrednio za pomoca reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym. Analiza w oparciu o ilos¢ DNA odpowiadajaca
wielkosci genomu pojedynczej komorki E noatunensis
(tzw. ekwiwalent genomu) wykazata zmniejszona liczbe
bakterii w nerkach, $ledzionie i sercu ryb immunizowa-
nych pecherzykami, w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(nieimmunizowanej OMVs) [9].

4.8. Shigella spp.

Nalezace do rodziny Enterobacteriaceae paleczki
Shigella to Gram-ujemne, wzglednie beztlenowe, nie-
zdolne do ruchu drobnoustroje. Gatunek S. dysente-
riae obejmuje 13 serotypow, S. flexneri — 16 serotypow,
S. boydii - 18 serotypdw, a S. sonnei — 1 serotyp. S. dysen-
teriae wytwarza jedna z najsilniejszych toksyn, jaka jest
toksyna Shiga. Pateczki S. sonnei i S. boydii powoduja
zatrucia o fagodniejszym przebiegu niz szczepy S. flex-
neriiS. dysenteriae.

Szacuje sig, ze co roku ponad 150 milionéw ludzi
na $wiecie choruje na tzw. czerwonke bakteryjna,
z czego okolo milion przypadkéw konczy si¢ $mier-
cig. Do wywolania choroby wystarczy niewielka liczba
komorek bakteryjnych (10-100), ktére nie ging w kwa-
$nym $rodowisku zotadka. Zakazenia wystepuja czgsto
u malych dzieci i ludzi starszych. Do najbardziej cha-
rakterystycznych objawdw szigelozy nalezg goraczka,
béle brzucha i wodniste lub krwawe biegunki. Opor-
no$¢ na antybiotyki wsrdd rodzaju Shigella jest bardzo
czesta i ciagle wzrasta [57].

Szczegotowa wiedza dotyczaca epidemiologii zaka-
zen pozwala na wybdr potencjalnych kandydatéw do
skutecznej szczepionki, umozliwiajacej zapanowanie
nad szigeloza. Od lat prowadzone sg badania nad sku-
tecznym preparatem anty-Shigella, ktory chroniltby
przed zakazeniami spowodowanymi przez rézne sero-
typy tego patogena [78].

Mitra i wsp. opracowali multiwalentng szczepionke
na bazie pecherzykéw zewnatrzblonowych o nazwie
MOMVs (multi-serotype outer membrane vesicles),
zawierajacg antygeny szesciu szczepdw Shigella spp.
(S. sonnei, S. dysenteriae 1, S. flexneri 2a, 3a i 6 oraz
S. boydii 4). Zastosowanie tych szczepdw wigze sig
z wyksztalceniem opornosci na czerwonke w skali
globalnej, w zwigzku z podobienstwem antygenowym
do szerokiego grona innych pokrewnych serotypdow.
Wszystkie uzyte w badaniu na myszach OMVs wyka-
zywaly podobny poziom immunogennosci, a wywolana
przez nie produkeja przeciwcial typu IgG utrzymywata
sie na wysokim poziomie, nawet w 120 dniu po ostatniej

dawce szczepionki. Badaniu poddano réwniez zdolno$¢
surowicy myszy immunizowanych i nieimmunizowa-
nych do opsonizacji drobnoustrojow, umozliwiajaca ich
fagocytoze przez komorki zerne. Wyniki pokazuja, ze
bakterie inkubowane z mysig surowicg anty-MOMVs
byty skuteczniej fagocytowane i zabijane przez makro-
fagi w poréwnaniu do proby kontrolne;j.

Zbadano réwniez stopient odpornoéci biernej naby-
tej u mysich noworodkéw. Czterodniowe myszy zaka-
zano szczepami Shigella i okreslano ich przezywalno$¢.
Wigkszo$¢ potomstwa nieimmunizowanych samic
wykazywata objawy choroby i ostatecznie nie przezy-
wala infekcji, w przeciwienstwie do potomstwa grupy
samic immunizowanych MOMVs, w ktérej $miertel-
nos$¢ mtodych nie wynosita wigcej niz 10%. Jest to zwia-
zane z przenikaniem przeciwcial wytworzonych przez
uklad immunologiczny matki przez tozysko podczas
cigzy i podczas karmienia mlekiem [48].

4.9. Campylobacter jejuni

Paleczki Campylobacter s3 obecnie jednym z naj-
cze$ciej izolowanych etiologicznych czynnikéw zatrué
i zakazen pokarmowych pochodzenia bakteryjnego
w populacji ludzkiej. Zakazenia u ludzi wywotuja
gléwnie paleczki nalezace do gatunkoéw C. jejuni,
C. coli i C. lari, sposréd ktérych najczesciej izolowany
od pacjentow jest C. jejuni subsp. jejuni wywolujacy ok.
90-95% przypadkow kampylobakteriozy [70].

Gatunek C. jejuni powszechnie wystepuje w produk-
tach pochodzenia zwierzgcego. Badania prowadzone
w kierunku obecno$ci paleczek Campylobacter spp. na
powierzchni tuszek drobiowych wykazaly znaczne ich
zanieczyszczenie, siegajace nawet 80%. Niebezpieczen-
stwo zakazenia niesie takze spozycie zanieczyszczonej
bakteriami wody lub kontakt ze zwierzgtami domowymi
i hodowlanymi [14]. Po przedostaniu si¢ do przewodu
pokarmowego czlowieka i przetrwaniu w niesprzyjaja-
cym im, kwasnym srodowisku zofadka, pateczki docie-
raja do nablonka jelita, gdzie przenikajg przez sluzéwke
i wnikaja do komorek nabtonka jelitowego [83].

Zakazenie moze przebiega¢ w sposdb bezobjawowy
lub prowadzi¢ do wystepowania nudnosci, wymio-
tow, bolow brzucha, podwyzszonej temperatury ciala,
a przede wszystkim do ostrej biegunki z obecnoscia
krwi w kale. Sporadycznie paleczki Campylobacter
moga wywola¢ powiklania, takie jak reaktywne zapa-
lenie stawow, zesp6t Guillaina-Barrégo (1% ludzi zaka-
zonych), czy zespo6t Millera-Fischera [70].

Wedlug danych Zaktadu Epidemiologii Narodo-
wego Instytutu Zdrowia Publicznego liczba zachorowan
na kampylobakterioze w naszym kraju w 2014 roku
byta do$¢ niska i wynosita 654 potwierdzonych przy-
padkow [24]. W Polsce jest to nadal choroba, ktéra nie
jest wystarczajaco czgsto diagnozowana, rozpoznawana
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i rejestrowana, dlatego trudno oszacowa¢ rzeczywistg
liczbe przypadkow i czesto$é wystepowania kampylo-
bakteriozy w naszym kraju.

W wiekszosci przypadkow zakazenia C. jejuni prze-
mijajg samoistnie, wymagajac jedynie uzupelniania ply-
noéw. Niemniej jednak, w niektorych przypadkach nie-
odzowne jest zastosowanie antybiotykoterapii. Zjawisko
nasilajacej sie antybiotykoopornos$ci wynikajace z cze-
sto nieuzasadnionego stosowania antybiotykéw w tera-
pii ludzi jak i zwierzat przybiera coraz powazniejszg
posta¢. Badania epidemiologiczne wykazuja gwaltowny
wzrost opornosci na powszechnie stosowane terapeu-
tyki, co niewatpliwie utrudnia zwalczanie przypadkow
kampylobakteriozy, wydluzajac czas leczenia lub powo-
dujac catkowita nieskutecznos¢ stosowanej terapii [26].

Prace nad szczepionka anty-Campylobacter dla
ludzi wiaza sie z ryzykiem wystapienia chordb auto-
immunologicznych, ze wzgledu na podobienstwo
lipooligosacharydu (LOS) C. jejuni do ludzkich gliko-
sfingolipidéw obecnych w komérkach nerwowych [74].
Dlatego wprowadzenie do powszechnego stosowania
szczepien ochronnych drobiu - gléwnego rezerwuaru
Campylobacter jejuni, wydaje si¢ by¢ bezpieczniejsza
alternatywa w strategii zapobiegania przypadkom kam-
pylobakteriozy u ludzi.

Od wielu lat rozne osrodki badawcze na calym
$wiecie prowadza badania nad stworzeniem skutecznej
szczepionki anty-Campylobacter dla drobiu. Testowane
propozycje mozna podzieli¢ na preparaty skonstruo-
wane w oparciu o zabite komorki drobnoustrojow tzw.
CWC (Campylobacter whole-cell vacinnes) oraz szcze-
pionki podjednostkowe zawierajgce jedynie wybrane
antygeny Campylobacter [30].

Jang i wsp. przeprowadzili analize proteomiczng
pecherzykow zewnatrzkomdrkowych C. jejuni szczepu
NCTC11168 z zastosowaniem techniki spektrometrii
mas. Badania proteomiczne potwierdzity obecnos¢
w OMVs bialek warunkujacych chorobotwoérczosé
pateczek Campylobacter jejuni, takich jak: czynniki
adhezyjne (CadF, PEB1, MOMP, FlaC, FspA), biatka
budujace rzeske (FIgE, FlgK, Flil, FliD i FliF, FlaA,
FlaB), biatka sekrecyjne (Cj0511) czy cytoletalna tok-
syna — CDT (cytolethal distending toxin) [31]. Peche-
rzyki zewnatrzblonowe C.jejuni indukuja produk-
cje wielu czynnikéw zwigzanych z niespecyficznymi
mechanizmami obronnymi w organizmie czltowieka.
Jedna z najlepiej opisanych cytokin uwalnianych we
wczesnej fazie zakazenia paleczkami Campylobacter
jest IL-8. Elmi i wsp. przeprowadzili eksperyment,
w ktorym pordéwnali stezenie wydzielanej interleukiny
po inkubacji z komoérkami C. jejuni 11168H i OMV's
tego szczepu. Ilos¢ produkowanej przez IECs (intesti-
nal epithelial cells) IL-8 pod wptywem 100 ug OMVs
byta znacznie wyzsza w poréwnaniu do komérek kon-
troli negatywnej, i oscylowala na podobnym poziomie

w odniesieniu do IECs inkubowanych z komdrkami
C.jejuni. Istotna statystycznie réznica wystepowala
nawet przy zastosowaniu 10 pg OMVs [19].

5. Podsumowanie

Pecherzyki zewngtrzbtonowe, poczatkowo obser-
wowane tylko w specyficznych warunkach hodowli,
s obecnie nieodlgczng czgscig mikrobiologii. W ciggu
ostatnich 50 lat stalo si¢ jasne, ze ich wytwarzanie przez
bakterie Gram-ujemne jest zjawiskiem powszechnym
i typowym. Badania nad OMVss obecnie w duzej mierze
obejmujg poznanie ich roli w fizjologii bakterii, proce-
sie patogenezy i interakeji ze srodowiskiem zewnetrz-
nym. OMVs stanowia alternatywng droge wydzielania
i transportu wielu biatek i innych biomolekut, w tym
kwaséw nukleinowych. Transport tego typu pozwala na
interakcje ze srodowiskiem pozakomoérkowym, jedno-
cze$nie wykluczajgc ryzyko zwigzane z kontaktem bez-
posrednim np. z komdrkami eukariotycznymi podczas
procesu patogenezy. Pecherzyki zewnatrzblonowe staly
sie waznym narzedziem w walce z chorobami zakaz-
nymi. Zainicjowane do tej pory programy szczepienne
przeciwko serotypowi B Neisseria meningitidis zdecy-
dowanie dowodzg, iz warto inwestowaé w tworzenie
szczepionek na bazie OMVs réwniez w walce z innym
bakteriami patogennymi.

Co wiecej, obserwuje si¢ staly wzrost zainteresowa-
nia OMVs jesli chodzi o mozliwosci i drogi ich zasto-
sowania — nie tylko w prewencji bakteryjnych choréb
zakaznych. Obecnie naukowcy coraz czesciej skupiaja
sie w swoich badaniach nad mozliwoécig zmiany ich
wlasciwosci. Dzigki technikom biologii molekularne;
mozna przeprogramowac sktad biomolekut transpor-
towanych przez OMVs (zaréwno w ich $wietle, jak i na
ich powierzchni). To umozliwia przenoszenie unikal-
nych kombinacji antygendw, przeciwcial, receptoréow
czy rdznego typu enzymow, co ostatecznie pozwoli na
ich zastosowanie w réznych gateziach biotechnologii.

Wprowadzanie specyficznych genéw i wyrazanie
rekombinowanych bialek w komérkach producenta
umozliwia optymalizacje¢ procesu produkcji peche-
rzykéw zewnatrzblonowych, a w konsekwencji two-
rzenie swoistych ,,minifabryk’”, niezbednych do wpro-
wadzenia technologii zwigzanej z OMVs na szeroka
skale. Kto wie, czy w przyszloéci nie uda si¢ stworzy¢
w pelni specyficznych, catkowicie nietoksycznych
szczepionek na bazie OMVs, wywolujacych wysoki
poziom ochrony przed poszczegdlnymi drobnoustro-
jami? Mozliwe, ze w niedlugim czasie pojawia sie
réwniez inne zastosowania dla OMVs, jak np. ich
wykorzystanie w procesach bioremediacji, przetwarza-
niu materialéw drzewnych, diagnostyce, czy dostarcza-
niu lekéw w terapiach docelowych [3].
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Fructophilic lactic acid bacteria (FLAB) - a new group of heterofermentative microorganisms from the plant environment

Abstract: Recently, a unique kind of lactic acid bacteria (LAB) i.e. fructophilic lactic acid bacteria (FLAB), has been described. This
specific group prefers D-fructose over D-glucose as a carbon source to growth. They can be found in fructose rich environments such
as flowers, fruits and food products made of fermented fruits, for example tempoyak. In recent years, it has been revealed that insects
which feed on food high in fructose are an abundant source of fructophilic bacteria. Bacterial communities inhabiting intestinal tracts
of honeybees, bumblebees, Camponotus ants and tropical fruit flies were examined. At present FLAB includes six species: Fructobacillus
fructosus, Fructobacillus durionis, Fructobacillus ficulneus, Fructobacillus pseudoficulneus, Fructobacillus tropaeoli and Lactobacillus kunkeei
classified by Endo as obligatorily fructophilic, and only one species, namely Lactobacillus florum, as facultatively fructophilic. Latest
publications describe new species of potential fructophilic characteristics, which suggests that there is still much to discover in that group.

1. Introduction. 2. Occurrence / Habitat. 3. Morphological characteristics of FLAB. 4. Physiological characteristics of FLAB. 5. Biochemical
properties of FLAB. 6. Philogenetics. 7. Characterization of selected species of the genus Fructobacillus. 7.1. Fructobacillus fructosus.
7.2. Fructobacillus ficulneus. 7.3. Fructobacillus durionis. 7.4. Fructobacillus psedoficulneus. 7.5. Fructobacillus tropaeoli. 7.6. Lactobacillus

kunkeei. 7.7. Lactobacillus florum. 8. Summary

Stowa kluczowe: FLAB, Fructobacillus, fruktofilne bakterie kwasu mlekowego

Key words:

FLAB, Fructobacillus, fructophilic lactic acid bacteria

1. Wstep

FLAB (fructophilic lactic acid bacteria) sa nietypowa
grupa bakterii kwasu mlekowego, ktdre preferuja fruk-
toze zamiast glukozy jako zrédto wegla [10]. Wystepuja
one w niszach ekologicznych bogatych we fruktoze,
takich jak: nektar kwiatow, owoce oraz zywnos¢ fermen-
towana wytwarzana na bazie owocéw. Bakterie te wyizo-
lowano takze z przewodéw pokarmowych owadow
zywiacych sie pokarmem bogatym we fruktoze, takich
jak trzmiele, pszczoly, tropikalne muszki owocowe, czy
tez mrowki z rodzaju Camponotus. Fructobacillus spp.
sg grupa mikroorganizmdéw nalezaca do fruktofilnych
bakterii kwasu mlekowego. Poczatkowo zostaly one
zaklasyfikowane jako gatunek Leuconostoc, jednak ze
wzgledu na ich pozycje filogenetyczna, wtasciwosci bio-
chemiczne i morfologiczne nazwa ta zostala zmieniona
na Fructobacillus [2, 5, 31] nawigzujac do fruktozy, ktora
stanowi dominujgce zréddlo wegla wykorzystywane
przez te mikroorganizmy [12]. Do grupy FLAB obecnie

nalezg nastepujace gatunki: E pseudoficulneus, E fructo-
sus, E ficulneus, F. tropaeoli. Lactobacillus kunkeei oraz
Lactobacillus florum. W potudniowej Afryce E tropaeoli
zostal wyizolowany z kwiatéw rosliny Tropaeolum majus
[10]. Pierwotnie E fructosus zostat zaklasyfikowany jako
Lactobacillus fructosus, bazujac na jego morfologicznych
wlasciwosciach. Nastepnie po szczegdtowych badaniach
tilogenetycznych zostat zaklasyfikowany jako Leucono-
stoc fructosus [28], natomiast w 2008 roku Endo i Okada
zmienili jego nazwe na E fructosus. Wszystkie gatunki
Fructobacillus posiadajg zestaw unikalnych cech, ktére
odrdzniajg je od ich filogenetycznych sasiadow, jest
to preferencja fruktozy zamiast glukozy jako zrdédla
wegla, oraz koniecznos¢ obecnosci zewnetrznego akcep-
tora elektronu do fermentacji glukozy. Dotychczas na
temat rodzaju Fructobacillus ukazalo si¢ zaledwie kilka
publikacji naukowych. Tylko jeden dokument zostal
opublikowany na temat izolacji E fructosus [28], jeden
na temat E ficulneus [2], oraz dwa o E pseudoficulnes
[5, 12] i jeden o E tropaeoli [18]. Do tej pory jedynym
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gatunkiem z rodzaju Lactobacillus, zakwalifikowanym
do grupy FLAB byl Lb. kunkeei. Gatunek ten zostal
oryginalnie wyizolowany z wina, i w czasie propozycji
jego zaklasyfikowania, jego fruktofilne cechy nie zostaly
omowione [9]. Dopiero w 2012 Lb. kunkeei dotaczyt do
grupy FLAB [11]. Powodem wystepowania tak malej
liczby publikacji na ten temat, moga by¢ problemy
dotyczace sposobu izolacji bakterii z rodzaju Fructo-
bacillus, zwigzane z uzywaniem konwencjonalnych
pozywek takich jak MRS, Rogosa SL, KPL, pozywki
z kwasem sorbowym, pozywki na bazie soku pomido-
rowego czy innych pozywek na bazie sacharozy [23].
Zadna z tych pozywek nie zawiera fruktozy jako zrédta
wegla. Gatunki E fructosus i E. pseudoficulnes udato sie
wyizolowa¢ z kwiatéw i owocow za pomoca specjalnie
skomponowanej pozywki FYP, zawierajacej fruktoze
jako jedyne zrédto wegla [10]. Gatunki Fructobacillus
maja kilka unikalnych cech ktérych nie posiadajg inne
bakterie z grupy LAB. Znajomo$¢ gatunkow Fructoba-
cillus jest wigc konieczna do uzyskania pelnego obrazu
réznorodnosci LAB.

2. Wystepowanie

Bakterie kwasu mlekowego mozna znalez¢é w rdz-
nych §rodowiskach, a szereg badan sugeruje, ze LAB
dostosowuja si¢ do srodowisk w ktérych zyja [33, 34].
Gatunki bakterii pochodzace z przetworéw mlecz-
nych takie jak Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus bulgaricus, preferuja laktoze
zamiast glukozy jako zrédlo wegla, oraz w celu zdo-
minowania srodowiska bogatego w biatko wyksztalcity
bardzo rozwinigte systemy proteolityczne [37]. Jelitowe
bakterie kwasu mlekowego sa zwykle odporne za z61¢
i produkuja bakteriocyny pozwalajace na konkurowa-
nie z innymi bakteriami [27]. Sugeruje si¢, Ze FLAB
zamieszkujgc nisze bogate we fruktoze utracily zdol-
nos$¢ metabolizowania glukozy w czasie ewolucyjnych
zmian umozliwiajacych zasiedlenie tej niszy ekologicz-
nej [14]. W 1956 roku E fructosus byl po raz pierwszy
wyizolowany z kwiatéw w Japonii [28], i gatunek ten
nie zostal opisany przez ponad 50 lat. Gatunki Fruc-
tophilic wyizolowywano z wina, kwiatéw i tradycyj-
nego napoju Taberny wytwarzanego i spozywanego
w potludniowym Meksyku [5, 10, 18]. Jest to stodkie
musujace wino uzyskiwane na drodze naturalnej fer-
mentacji z soku palm Acrocomia aculeate [38]. Gatunek
E pseudoficulneus jest najczesciej izolowany z natural-
nych $rodowisk, takich jak banany, figi, kwiaty czy tez
z Taberny [5, 10, 30]. Natomiast F ficulneus i F. durionis
udato si¢ pozyska¢ tylko z fig, oraz tempoyaku - fer-
mentowanej przyprawy z duriana, spozywanej przez
Malajéw w Indonezji i Malezji [2, 31]. Niedawno
opisano gatunek E tropaeoli wyizolowany z kwiatow

[29]. Ostatnie badania sugeruja, ze bogatym zrod-
fem gatunkéw Fructobacillus sa fermentowane ziarna
kakaowca [30, 37, 39]. Wyizolowany z wina, miodu
i kwiatéw jest Lb. kunkeei [10, 14]. Co ciekawe, FLAB
odkryto w przewodach pokarmowych réznych owa-
dow. Trzmiele i tropikalne muszki owocowe sg $cisle
zwigzane z kwiatami, a ich dieta jest bogata we fruktoze.
Mréwki Camponotus zbierajg i spozywaja spadz pro-
dukowang przez mszyce [24, 41]. Wyniki te pokazuja,
ze czynnikami determinujacymi zasiedlanie srodowi-
ska przez FLAB jest dostepnos¢ fruktozy oraz warunki
anaerobowe. Mikroorganizmy te nie moga wzrastaé
w warunkach beztlenowych, jesli jedynym zrédltem
wegla jest glukoza, dlatego mozliwe jest wystepowa-
nie bakterii fruktofilnych w przewodach pokarmo-
wych wegetarian. Nalezy podkresli¢, Ze na tle bakterii
kwasu mlekowego powigzanych z zZywnoscig, grupa
FLAB jest unikalna i moze by¢ wykorzystana w przy-
szlosci w przemysle spozywczym i paszowym [14].

3. Cechy morfologiczne FLAB

Komorki bakterii z rodzaju Fructobacillus sa Gram-
-dodatnie, nie posiadajg zdolnosci do ruchu oraz nie
wytwarzajg zarodnikow. Sg fakultatywnie beztlenowe
[17]. Wszystkie z pieciu gatunkéw Fructobacillus maja
komorki ksztaltu pateczkowatego zblizonego do mor-
fologii paleczek bakterii kwasu mlekowego. Natomiast
FE. pseudoficulneus pierwotnie zostat opisany jako bak-
terie o ksztalcie owalnym, jednakze obraz wykonany
za pomocg elektronowego mikroskopu skaningowego
(SEM) wyraznie wskazuje ich paleczkowaty ksztatt [30].
Komoérki wystepuja pojedynczo lub w parach, kolonie
inkubowane w warunkach tlenowych s3 nieco wieksze
od kolonii rosnacych w warunkach beztlenowych. Jed-
nakze réznice warunkéw hodowli nie majg istotnego
wplywu na morfologie komorek badanych szczepdw.

4. Cechy fizjologiczne FLAB

Niektore gatunki Fructobacillus s znane ze sprawnie
dziatajacych mechanizméw utrzymujacych rGwnowage
osmotyczng komorki, E durionis, E ficulneus, F. fruc-
tosus, F. pseudoficulneus wykazujg wzrost na pozywce
z dodatkiem 30% fruktozy. Na podlozu z zawartoscia
40% fruktozy, nadal wystepuje wzrost bakterii, jednakze
jest on znacznie spowolniony [12]. Gatunek E tropaeoli
roé$nie stabo w obecnosci 30% fruktozy [18]. Prawie
kazdy gatunek Fructobacillus jest osmotolerancyjny,
dlatego cecha ta moze by¢ wykorzystana przy selek-
tywnej izolacji tych gatunkow. Pierwotnie dzigki wy-
korzystaniu pozywki z zawartoscia 30% glukozy udalo
sie wyizolowa¢ E ficulneus [10], pozostale gatunki



58

Fructobacillus wyizolowano juz dzieki selekcyjnym
wlasciwodciom pozywki z 30% zawartoscia fruktozy
[10]. Znakomity system osmotyczny fruktofilnych bak-
terii kwasu mlekowego pozwala E durionis, E ficulneus,
E fructosus, F. pseudoficulneus na wzrost w pozywkach
o zawarto$ci 5% NaCl [12], w przeciwienistwie do E tro-
paeoli ktdry nie rosnie w takich warunkach [18].

5. Wlasciwosci biochemiczne FLAB

Dzieki wystepowaniu kilku unikalnych cech bioche-
micznych rodzaj Fructobacillus mozna bylo odréznié
od innych gatunkéw nalezacych do bakterii mleko-
wych. Podstawowa i najwazniejsza wilasciwoscig jest
ich dobry wzrost na pozywkach z D-fruktoza, a staby
na D-glukozie, ktdra jest najbardziej powszechnym sub-
stratem wzrostu u LAB [19]. W§rdd bakterii z rodzaju
Lactobacillus opisano juz podobne przystosowania np.
Lactobacillus sanfranciscencis fermentuje maltoze, za$
Lactobacillus vaccinostercus metabolizuje ksyloze [33].
FLAB moga rosnac¢ na glukozie, ale tylko w obecnosci
1% pirogronianu lub w warunkach tlenowych. Wyniki
te sugeruja, iz fruktofilne bakterie kwasu mlekowego
potrzebuja obecnosci akceptora elektrondw w postaci
tlenu lub pirogronianu do metabolizmu glukozy.
Organizmy te $wietnie rosng na agarowych pozyw-
kach zawierajacych glukoze jako jedyne zrédlo wegla
tylko w warunkach tlenowych, natomiast w warunkach
beztlenowych wzrost nie wystepuje lub jest znikomy
[14, 33]. W obecnosci tlenu na podlozu agarozowym
mozna zaobserwowa¢ dobry wzrost FLAB, po 2 dniach
powstaja kolonie o S$rednicy 1-2mm, natomiast
w warunkach beztlenowych i przy braku akceptoréw
elektrondw kolonie osiagaja srednice 0,1-0,2 mm [13].
Cecha ta pozwala fatwo odréznic bakterie nalezgce do
FLAB od pozostalych bakterii z grupy LAB [14]. Fruk-
tofilne gatunki LAB mozna podzieli¢ na dwie grupy
czyli na bakterie fruktofilnie, obligatoryjnie oraz na
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fakultatywnie fruktofilne [12]. Cechami réznicujacymi
obligatoryjne od fakultatywnych bakterii jest wzrost na
D-glukozie bez akceptora elektrondéw i wytwarzanie
etanolu z D-glukozy [10]. Gatunki obligatoryjnie fruk-
tofilne preferujg fruktoze jako substrat do wzrostu, nato-
miast aby metabolizowa¢ glukoze potrzebuja zewnetrz-
nego akceptora elektronéw czyli fruktozy, pirogronianu
lub tlenu [19]. Jest to spowodowane réznicami w wydaj-
nosci ATP pochodzacych z fermentacji. W obecnosci
tlenu 2 mole ATP jest wytwarzane podczas metabolizmu
1 mola glukozy, za$ 1,5 mola ATP produkowane jest
w obecnosci pirogronianu [38]. Bakterie z grupy FLAB
wykorzystujac fruktoze jako akceptor tlenu produkuja
0,67 moli na jeden mol zuzytej fruktozy [3]. Oligato-
ryjne FLAB nie wytarzaja etanolu z D-glukozy, do grupy
tej obecnie zaliczane sg wszystkie gatunki Fructobacillus
oraz Lb. kunkeei, ktory wykazuje praktycznie te same
charakterystyki wzrostu co gatunki Fructobacillus oraz
potrzebuje akceptora elektronu do metabolizmu glukozy
[10]. Fakultatywnie fruktofilne LAB rosng na pozywce
z D-glukoza bez obecnosci akceptora elektronéw oraz
produkuja z D-glukozy etanol. Przykladem fakultatyw-
nych gatunkéw FLAB obecnie jest jedynie Lb. florum,
ktory dobrze ro$nie zaréwno na glukozie jak i na frukto-
zie w obecnosci akceptora elektronow [10, 17]. Jednakze
Lb. florum rézni sie od innych FLAB pod wzgledem
cechy wzrostu na glukozie bez akceptora elektrondw.
Gatunek Lb. florum wykazuje zdolnos¢ do wzrostu na
glukozie lecz w opdéznionym tempie [14].

Kolejng interesujaca cecha FLAB jest ich brak zdol-
nosci do produkgji etanolu w metabolizmie glukozy,
przy czym sa one kwalifikowane jako heterofermenta-
tywne LAB [10]. Zamiast etanolu z glukozy wytwarzany
jest kwas octowy, cecha ta pozwolita na odrdznienie
od Leuconostoc i stworzenie nowego rodzaju Fructo-
bacillus. [40]. Endo i inni przypuszczajg, ze wytluma-
czeniem wyjatkowej charakterystyki FLAB, jest nie-
wystarczajgca regeneracja NAD [12]. Dehydrogenaza
alkoholowa (ADH) i dehydrogenaza aldehydu octo-
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Rys. 1. Charakterystyki wzrostu przykladowych FLAB na réznych pozywkach

Wzrost a) Fructobacillus ficulneus DSMZ 13613, b) Lactobacillus florum DSMZ 22689, na: O FYP, OGYP, A GYP z zawartoscig 1% pirogronianu,
X MRS w warunkach tlenowych.
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wego (ALDH) odgrywaja kluczowa role w metabolicz-
nych szlakach heterofermentatywnych LAB w rege-
neracji NAD*. Badania przeprowadzone w 2013 roku
wykazaly brak obecnosci genu adhE kodujacego dwu-
funkcyjne bialko odpowiedzialne za dzialanie ADH
i ALDH u Fructobacillus spp., a co za tym idzie, brak
u tych bakterii szlaku wymaganego do produkgji eta-
nolu. Tlumaczy to niedobor NAD" i potrzebe wyste-
powania akceptoréw elektronéw w metabolizmie glu-
kozy. Fruktofilne cechy u Fructobacillus spp. w gtéwnej
mierze wynikaja z braku genu adhE [19]. Gen adhE
u obligatoryjnie heterofermentatywnych LAB jest
wykorzystywany do wytwarzania etanolu z fosforanu
acetylu poprzez aldehyd octowy [29].

W oparciu o wyniki badan zdolnosci fermentacji
weglowodandw, mozna stwierdzi¢, ze FLAB metabo-
lizujg ograniczong ilos¢ weglowodandw, od dwoch do
pieciu [10]. Wigkszos¢ gatunkéw FLAB metabolizuje
tylko glukoze, fruktoze i mannitol. Przy czym meta-

bolizm fruktozy trwa znacznie krdcej, okoto 1 dnia,
natomiast do metabolizmu glukozy potrzeba od 2 do
4 dni [14]. Wszystkie gatunki Fructobacillus fermentuja
glukoze i fruktoze, fermentacja mannitolu jest opoz-
niona. FLAB nie prowadza fermentacji pentoz, praw-
dopodobnie ze wzgledu na brak izomeraz i epimeraz.
Rowniez Lb. kunkeei i Lb. florum sa asacharolityczne,
jednakze mozna je odrdézni¢ od innych gatunkéw Fruc-
tobacillus na podstawie zdolnosci do fermentacji kilku
weglowodanow.

Wizystkie bakterie FLAB nalezg do obligatoryjnie
heterofermentatywnych bakterii kwasu mlekowego,
poniewaz produkujg CO, z glukozy. Zasadniczo obliga-
toryjne heterofermentatywne LAB wykorzystujg szlak
fosforanowo-pentozowy do metabolizmu glukozy przy
wytwarzaniu réwnomolowych ilo$ci kwasu mlekowego,
etanolu, dwutlenku wegla czy tez $ladowych ilosci
kwasu octowego. Fruktofilne gatunki produkujg octan
zamiast etanolu [11]. Poza §ladowymi ilo$ciami etanolu
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z glukozy wszystkie pie¢ gatunkéw Fructobacillus produ-
kuja prawie réwnomolowe ilosci kwasu mlekowego i kwa-
su octowego. Stosunek kwasu D-mlekowego do L-mle-
kowego produkowanego przez FLAB wynosi 9:1 [18].

6. Filogenetyka

Rodzaj Fructobacillus jest filogenetycznie umiesz-
czony wewnatrz rodziny Leuconostocaceae wraz z rodza-
jami: Leuconostoc, Oenococcus i Weissella. Fructobacillus
spp. sa podzielone na dwie podgrupy na podstawie ana-
lizy sekwencji wysoce konserwatywnego regionu genu
16S rRNA. Pierwszy subklaster zawiera E fructosus
i E durionis, natomiast w drugim znajduja si¢ gatunki
E ficulneus, E pseudoficulneus oraz F. tropaeoli. Podo-
bienstwo analizowanej sekwencji 16S rRNA pomiedzy
gatunkami waha si¢ od 94,2% do 99,2%. Rodzaj Fructo-
bacillus dzieli 90,4% do 94,4% podobienstwa sekwencji
z Leuconostoc, 82,8% do 83,3% z Oenococcus oraz 85,4%
do 89,1% z Weissella [13].

Gatunki nalezace do rodzaju Weissella oraz wigk-
szo$§¢ gatunkow LAB posiadajg rézne regiony miedzy-
genowe (ISR) genu 16S-23S rRNA [40, 44]. Jednakze
gatunki Lactobacillus, Leuconostoc i Oenococcus posia-
daja tylko jeden rodzaj ISR [12, 44]. Pomiedzy soba
rodzaj Fructobacillus ma 81,3% do 92,4% podobienstwa
jesli chodzi o regiony ISR, oraz dziela 69,2-80,1% podo-
bienstwa z gatunkami Leuconostoc [13].

Niektore gatunki Fructobacillus posiadaja wyso-
kie podobienstwo sekwencji genu 16S rRNA, z tego
powodu analiza wielu loci (MLSA) sekwencji genow
houskeeping pozwala na bardziej wiarygodne rozréz-
nienie gatunkow Fructobacillus. Sekwencje genéw rpoC
oraz recA potwierdzaja ze rodzaj Fructobacillus jest
rézny filogenetycznie od pozostalych LAB [12]. Prace
z 2007 roku Chelo i innych oraz De Bruyne i innych
potwierdzajg niezalezno$¢ filogenetycznej pozycji
gatunkow Fructoabcillus od pokrewnych takosondw [6,
8]. W powyzszych badaniach z 2007 roku sekwencje
dnaA, rpoC, gyrB, dnak, pheS, atpA oraz rpoA uzyto
w metodzie MLSA. Okazalo si¢ ze E pseudoficulneus
i Etropaeoli posiadaja w 99,2% podobne sekwen-
cje gendw 16S rRNA, i w 84,6% posiadaja podobne
sekwencje genow recA [13].

7. Krotka charakterystyka wybranych gatunkow
z rodzaju Fructobacillus
7.1. Fructobacillus fructosus
Po raz pierwszy opisany jako Lactobacillus fructo-

sus, zostal wyizolowany z kwiatéw w Japonii i opisany
przez Kodama w 1956 roku [28]. Komorki E fructo-

sus s3 Gram-dodatnimi, nieruchliwymi paleczkami
o wymiarach 0,5-0,8x2-8 pum. Zazwyczaj wystepuja
pojedynczo lub w parach. Gatunek jest fakultatywnie
beztlenowy, katalazo ujemny, nalezy do obligatoryjnie
fruktofilnych bakterii kwasu mlekowego, dlatego tez
obecno$¢ zewnetrznego akceptora elektrondéw, czyli
tlenu, pirogronianu oraz D-fruktozy stymuluje jego
wzrost na D-glukozie [12]. W warunkach beztleno-
wych E fructosus na D-glukozie nie wykazuje wzro-
stu. Kolonie na agarze GYP po inkubacji przez 2 dni
w warunkach tlenowych sg biale, gladkie o $rednicy
1 do 2 mm, natomiast w warunkach beztlenowych osia-
gaja okoto 0,1 do 0,2 mm. Optymalna temperatura do
wzrostu dla tego gatunku to okoto 30°C. Wzrost wyste-
puje od 6°C do 40°C, w 45°C nastepuje zahamowanie
wzrostu. Optimum pH waha si¢ pomiedzy od 6,5 do
7,0, wzrost nie wystepuje w pH 4,5. Co ciekawe, szczep
E fructosus moze rosnag¢ w obecnosci 5% NaCl i 40%
fruktozy, ze wzgledu na sprawny system osmotyczny
[19]. Komorki tych bakterii sg heterofermentatywne,
produkuja kwas mlekowy i kwas octowy z D-glukozy
w proporgji 1:1 z bardzo mala iloscig etanolu. Gatu-
nek E fructosus potrafi produkowa¢ duze ilosci kwasu
mlekowego i octowego, molowy stosunek wynosi 1:0,6
do 1:0,9. Stosunek molowy etanolu w poréwnaniu do
kwasu mlekowego siega 0,02:1 [18]. Z D-glukozy jest
wytwarzany gaz. [zomer mleczanu jest D-(-), mannitol
jest wytwarzany z D-fruktozy, molowy stosunek waha
sie od 0,7:1 do 1:1. Bakteria nie redukuje azotandw.
Z sacharozy nie jest produkowany dekstran. Dehydro-
laza arginianu nie wyst¢puje u tego gatunku. Bakterie
E fructosus nie hydrolizujg elastyny, zelatyny, kazeiny,
fibryny czy eskuliny. Hydrolizuj¢ tylko D-fruktoze,
D-glukoze oraz mannitol. Wykazuje stabg aktywnos¢
fosfatazy alkalicznej, oraz chymotrypsyny [18]. Pro-
centowa zawarto$¢ molowa % G+C w DNA wynosi 43.
W genomie E fructosus brak jest genu adhE [19].

7.2. Fructobacillus ficulneus

Gatunek ten zostal wyizolowany z dojrzalej figi
z Portugali w 2002 roku, pierwotnie jako Leuconostoc
ficulneum [5]. Gatunek E ficulneus to Gram-dodat-
nie, nieruchliwe pateczki o wielkosci 0,5 x 1,5-3 pm.
Pateczki wystepuja pojedynczo lub w parach. Wzrost
wystepuje powyzej 6°C i ponizej 40°C, optymalna tem-
peratura wzrostu wynosi 30°C. Brak wzrostu w pH 4,5,
optimum pH jest zblizone do oboje¢tnego od 6,5 do
7,0. Zaréwno E ficulneus jak i E fructosus jest zdolny
do wzrostu w obecnosci 5% NaCl lub 40% fruktozy.
Gatunek E ficulneus jest fakultatywnym beztlenowcem,
ktdry co jest dos¢ wyjatkowe wsréd FLAB, wykazuje
aktywnos¢ katalazy. Nalezy do obligatoryjnie fruk-
tofilnych LAB, rosnie na pozywce z glukozg jedynie
w obecnosci akceptora elektronéw tlenu, pirogro-
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nianu i D-fruktozy. W warunkach beztlenowych nie
wykazuje wzrostu na pozywce, ktorej jedynym zrodtem
wegla jest D-glukoza. Kolonie na agarze GYP po inku-
bacji w warunkach tlenowych po 2 dniach osiagaja od
1 do 2 mm, w warunkach beztlenowych okoto 0,1 do
0,2 mm. Bakterie E ficulneus sg heterofermentatywne,
produkujg z D-glukozy w proporcji 1:1 kwas octowy
i kwas mlekowy, natomiast produkuja znikome ilosci
etanolu. Wytwarzaja gaz z D-glukozy i z D-fruktozy.
Produkujg izomer D-(-) mleczanu. Bakterie te nie
maja zdolnos$ci do redukcji azotanéw. Nie produkuje
dekstranu z sacharozy. U tego gatunku nie wystepuje
enzym dehydrolaza argininy, ponadto nie hydrolizuje
elastyny, eskuliny, firbyny, kazeiny oraz zelatyny. Stosu-
nek molowy % G+C w DNA jest rowny 43 [12].

7.3. Fructobacillus durionis

Obecnie E durionis, dawniej Leuconostoc durionis
zostal wyizolowany z tempoyaku, czyli malezyjskiej fer-
mentowanej kwasowej przyprawy wytwarzanej z migz-
szu owocu duriana [31]. Sg to bakterie Gram-dodat-
nie, pateczki o wymiarach 0,5x2-6 um. Komorki nie
posiadaja zdolnosci do ruchu, zazwyczaj wystepuja
pojedynczo lub w parach. Optymalny wzrost wystepuje
w temperaturze od 5°C do 35°C, zahamowanie wzro-
stu obserwuje si¢ przy 45°C. Bakteria jest zdolna do
wzrostu na pozywce o 5% zawartoéci NaCl czy tez 40%
fruktozy. Sg fakultatywnymi beztlenowcami nie wyka-
zuja aktywnosci katalazy. Naleza do obligatoryjnie fruk-
tofilnych LAB, gdzie dodatkowy akceptor elektronéw
tlen, pirogronian oraz D-fruktoza poprawiajg wzrost
na pozywce z D-glukozg w warunkach tlenowych, zas
w warunkach beztlenowych na pozywce z D-glukoza
wzrost nie wystepuje. Kolonie na pozywce GYP po
inkubacji przez 2 dni sa gtadkie i biale, w warunkach
tlenowych osiagaja okolo 1-2 mm $rednicy, za$ w bez-
tlenowych warunkach okoto 0,1-0,2mm. Gatunek
E duronis jest heterofermentatywny i produkuje mate
ilosci etanolu oraz kwas mlekowy i octowy z D-glukozy
w ilosci 1:1 [12]. Gaz jest produkowany z D-glukozy,
izomer mleczanu jest D-(-). Z D-fruktozy produ-
kowany jest mannitol. Gatunek ten nie redukuje azo-
tanoéw oraz nie produkuje dekstranu z sacharozy ani
amoniaku z argininy. Procentowa molowa zawarto$¢
G+C DNA wynosi 44 [13].

7.4. Fructobacillus pseudoficulneus

Gatunek ten zostal wyizolowany z dojrzalej figi
z regionu Alentejo w Portugalii w 2006 roku, pierwot-
nie zaklasyfikowany jako Leuconostoc pseudoficulneus
[5]. Komorki s3 Gram-dodatnimi, jajowatymi palecz-
kami, osiggajacymi rozmiary 0,5 x 1-5 pm. Wystepuja
pojedynczo lub w parach, nie posiadajg zdolnosci do

ruchu oraz nie zarodnikujg. Kolonie sa mate, gladkie,
okragte, wypukle o nieprzejrzysto szaro-biatym kolo-
rze. Optimum temperaturowe do wzrostu to okofo
30°C, przy czym wzrost wystepuje od 37°C do 4°C.
Optymalne pH dla tego gatunku waha si¢ pomiedzy
6,51 7,0 lecz komoérki moga wystepowaé w pH od 4,8
do 8,5. Gatunek E pseudoficulneus wykazuje wzrost
na pozywce z 3% i 5% zawartosciag NaCl, lecz nie przy
stezeniu 10% NaCl. Bakterie te sa fakultatywnie beztle-
nowe i obligatoryjnie fruktofilne, dodatkowy akceptor
elektrondw taki jak pirogronian, tlen czy D-fruktoza
jest niezbedny do wzrostu na D-glukozie w warunkach
beztlenowych. Kolonie na agarze GYP po dwudniowej
inkubacji osiggaja w warunkach tlenowych 1-2 mm,
w warunkach beztlenowych okoto 0,1-0,2 mm $rednicy
[13]. Bakterie nalezgce do tego gatunku s3 zdolne do
wzrostu w obecnosci 40% fruktozy. Aktywno$¢ kata-
lazy i oksydazy cytochromu nie zostala wykryta u tego
gatunku. Dehydrolaza argininy nie jest produkowana.
Nie zaobserwowano wzrostu w obecnosci 10% etanolu.
Gaz jest produkowany z D-glukozy. Wystepuje D-(-)
izomer mleczanu. Gatunek E pseudoficulneus to bak-
terie heterofermentatywne, produkujg kwas mlekowy
i octowy w ilosci 1:1 oraz sladowe ilosci etanolu. Man-
nitol jest produkowany z D-fruktozy, azotany nie sg
redukowane. Dekstran nie jest produkowany z sacha-
rozy. W komorkach przewazajg kwasy tluszczowe 11,
12-okradecenowy (18:1D11, 18:1v7c) i kwas heksade-
kanowy. Nie produkowany jest zolty pigment. Zelatyna,
skrobia eskulina nie sg hydrolizowane. Kwas moze by¢
wytwarzany z D-fruktozy, D-glukozy i D-mannitolu,
natomiast nie jest wytwarzany z D-adonitolu, amig-
daliny, L-arabinozy, D-arabitolu, arbutyny, celobiozy,
dulcitolu, eskuliny, erytrytolu, D-fukozy, D-galak-
tozy, B-gencjobiozy, glukonianu, glicerolu, glikogenu,
inozytolu, insuliny, laktozy, D-maltozy, D-mannozy,
D-melezytozy, D-melibiozy, D-rafinozy, L-ramnozy,
D-rybozy, salicyny, D-sorbitolu, L-sorbozy, sacha-
rozy, D-trehalozy, D-turanozy, ksylitolu lub D-ksylozy.
Aktywnos¢ fosfataz alkalicznych i kwasowych oraz
a-chymotrypsyny zostala wykryta. Typowy szczep to
LC51T (=DSM 15468T = CECT 5759T ), gdzie zawar-
to$¢ G+C w DNA to 44,5 mol% [5].

7.5. Fructobacillus tropaeoli

Gatunek opisany przez Endo i innych w 2011, wy-
izolowany z kwiatu nasturcji Tropaeolum majus z potu-
dniowej Afryki. W celu izolacji §wieze kwiaty zostaly
zebrane w czerwcu 2009 roku, przeniesione i roz-
drobnione w sterylnych plastikowych torebkach, do
ktérych nastepnie dodano pozywki FYP, inkubowano
oraz przeniesiono na plytki z agarem. Po wielokrotnych
pasazach uzyskano czyste izolaty. Bazujac na analizie
filogenetycznej genu 16S rRNA, E tropaeoli zostal ujety
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w podgrupie z E ficulneus oraz E pseudoficulneus. Szczep
wykazywat wszystkie cechy specyficzne dla obligatoryj-
nych FLAB [10]. Komorki sa Gram-dodatnie, pateczko-
watego ksztaltu o wymiarach 0,8 x 1,5-6 pm, wystepuja
pojedynczo, w parach lub w formie tancuszkéw. Gatu-
nek dobrze rosnie w 15°C, stabo w 10°C, a zahamo-
wanie wzrostu nastepuje w 45°C [18]. Optymalne pH
wynosi 4-8 i dopuszczalna jest obecnos¢ 2,5% NaCl. Nie
wykazuje wzrostu natomiast przy 30% stezeniu fruk-
tozy. Bakterie z gatunku F tropaeoli nie wykazuja
aktywnosci katalazy i sg fakultatywnie beztlenowe. Sa
obligatoryjnie fruktofilne, wzrost na D-glukozie zostaje
poprawiony wraz z dodaniem zewnetrznego akceptora
elektronéw czyli tlenu lub pirogronianu. Wzrost na
D-glukozie jest wstrzymany w warunkach beztleno-
wych. Po inkubacji przez 2 dni na agarze GYP, kolo-
nie sg biale gladkie i w warunkach tlenowych osiggaja
1-2 mm $rednicy, w warunkach beztlenowych kolonie
$3 mniejsze o s'rednicy 0,1-0,2 mm. Heterofermenta-
tywne bakterie E tropaeoli produkujg kwas mlekowy
i octowy z D-glukozy, w stosunku 1:1, przy jednoczesnej
produkeji niewielkich ilosci etanolu. Gaz jest produ-
kowany z D-glukozy, D- i L-mleczan sg produkowane
w stosunku 9:1. Z D-fruktozy produkowany jest manni-
tol, azotany nie sa redukowane. Kwas jest produkowany
tylko z D-fruktozy, D-glukozy i mannitolu. D-fruktoza
jest fermentowana szybciej niz D-glukoza. Kwas nie
jest produkowany z D- lub L-arabinozy, D- lub L-ara-
bitolu, N-acetyloglukozaminy, maltozy, rybozy, adoni-
tolu, amigdaliny, arbutyny, celobiozy, dulcitolu, esku-
liny, erytrytolu, D- lub L-fruktozy, f-gencjobiozy, 2- lub
5-ketoglukonianu, glukonianu potasu, metylo-a-D-
glukozydu, glicerolu, glikogenu, mio-inozytolu, inuliny,
D-liksozy, D-mannozy, a-D-mannozydu metylu, mele-
zytozy, rafinozy, ramnozy, sacharozy, salicyny, skrobi,
sorbitolu, L-sorbozy, D-tagalozy, trehalozy, turanozy,
ksylitolu, L-ksylozy, D-galaktozy, laktozy, melibiozy,
D-ksylozy. Dekstran nie jest wytwarzany z sacharozy.
W skladzie peptydoglikanu komorek bakterii E tropaeoli
ni e wystepuje kwas mezo-diaminopimelinowy. Procen-
towa molowa zawarto$¢ G+C w DNA wynosi 44 [13].

7.6. Lactobacillus kunkeei

Gatunek ten zostal wyizolowany w 1998 roku z do-
stepnego w handlu wina Cabernet Sauvignon charak-
teryzujgcego si¢ powolnie przechodzacy fermentacja
[9]. Bakterie kwasu mlekowego sa powszechnie uwa-
zane za organizmy powodujgce psucie napojow alko-
holowych, ze wzgledu na produkcje kwasu octowego
i innych zwigzkow zmieniajacych smak czy zapach [7].
W roku odkrycia Lb. kunkeei nie zauwazono frukto-
tilnych wtasciwosci tych bakterii. Dopiero w 2009 r.
szczepy Lb. kunkeei zostaly wyizolowane ponownie
z wina, kwiatow oraz miodu i zaklasyfikowane przez

Endo i wsp. do obligatoryjnie fruktofilnych bakterii
kwasu mlekowego [10, 11]. Wszystkie wyizolowane
szczepy rosly bardzo dobrze na fruktozie, a stabo na
glukozie. Jednakze obserwowano znaczng poprawe
wzrostu na pozywce na bazie glukozy, poprzez doda-
tek 1% pirogronianu lub poprzez hodowle tlenowa
z wytrzasaniem, co sugeruje, iz bakterie te potrzebuja
zewnetrznego akceptora elektronéw do metabolizmu
glukozy. Powyzsza obserwacja jest zgodna z definicja
obligatoryjnie fruktofilnych bakterii kwasu mlekowego
[18]. Co ciekawe, szczep Lb. kunkeei DSM 12361" ro$nie
wolno zaréwno na glukozie jak i na fruktozie, szczep
potrzebuje od 5 do 7 dni aby urosng¢ na obu podto-
zach. Wzrost szczepu Lb. kunkeei DSM 12361" na glu-
kozie poprawit si¢ poprzez dodanie pirogronianu lub
hodowle w warunkach tlenowych. Interesujagcym jest
fakt, iz dany szczep roénie bardzo powoli na glukozie
lub na fruktozie, natomiast bardzo dobrze przy wspol-
nej fermentacji glukozy i fruktozy. Bakterie nalezace do
szczepu Lb. kunkeei DSM 12361" produkujg mannitol
z fruktozy, co oznacza ze cukier ten jest wykorzystany
jako akceptor elektronéw w ko-fermentacji. Szczep
Lb. kunkeei DSM 12361 w warunkach tlenowych rosnie
dobrze na pozywce z glukoza, natomiast przy suple-
mentacji fruktozg wzrost jest niewielki, co sugeruje iz
fruktoza jest bardzo slabo metabolizowana. Moze to
wynika¢ ze slabej aktywnosci fosfatazy fosfoenolo-
pirogronianu cukru (PTS) dla fruktozy. Lactobacilli
zwykle posiadajg dwa systemy wychwytu fruktozy, to
jest fruktozowy-PTS ktory pozwala na wykorzystanie
fruktozy jako substratu oraz poprzez uzycie perme-
azy fruktozy ktéra umozliwia bakterii wykorzystanie
fruktozy jako akceptora elektronéw [1]. Specyficzny
transporter fruktozy/mannitolu jest zwykle obecny
u bakterii kwasu mlekowego [7]. W przypadku szczepu
Lb. kunkeei DSM 123617 , ktory uzywa fruktozy jako
akceptora elektronow, ale stabo jako substratu, szczep
ten moze mie¢ bardzo slabg aktywno$¢ transportera
fruktozy/mannitolu wtasciwego dla PTS. Dehydroge-
naza mannitolu, ktdra dziala jako akceptor elektronow
w metabolizmie fruktozy [21], jest niezwigzana z PTS.
Jednakze Lb. kunkeei oficjalnie zaklasyfikowany jest
to obligatoryjnych FLAB przez Endo [10], poniewaz
wszystkie szczepy Lb. kunkeei produkujg gaz z D-glu-
kozy, wytwarzaja rownomolowg ilos¢ kwasu octowego
i mlekowego oraz nieznaczne iloéci etanolu (w sto-
sunku molowym odpowiednio 1:0,9-1,2:0,005-0,01).
Cechy te s3 unikalne w grupie obligatoryjnych hetero-
fermentatywnych bakterii kwasu mlekowego, lecz takze
skorelowane z charakterystyka bakterii obligatoryjnych
fruktofilnych bakterii kwasu mlekowego, wlaczajac w to
gatunki Fructobacillus [12].

Gatunek Lb. kunkeei jest Gram-dodatnig bakteria,
o paleczkowatym ksztalcie o rozmiarach 0,5 x 1-1,5 pm.
Komorki wystepuja pojedynczo, w parach, lub moga
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tworzy¢ fancuszki. Sg fakultatywnie beztlenowe, kata-
lazo-ujemne, jednakze w obecnosci hemu uaktywnia
sie aktywno$¢ katalazy. Kolonie na agarze MRS po
inkubacji w 30°C po dwdch dniach sg biale, nieprze-
zroczyste, gladkie i wkleste, ich $rednica w warunkach
tlenowych mierzy okolo 1-2mm, w beztlenowych
s znacznie mniejsze okoto 0,1-0,2 mm $rednicy [9].
Bakterie Lb. kunkeei preferuje temperatury w grani-
cach 15-40°C, w 45°C nastgpuje zahamowanie wzro-
stu. Komorki zwykle rosng przy pH 4,5-6,8, dla nie-
ktérych szczepéw nawet 5,5-6,8 [11]. Gatunek ten
wykazuje staby wzrost na pozywce o 5% zawartosci
NaCl. Szczepy produkujg prawie réwnomolowg ilos¢
kwasu mlekowego i octowego, przy sladowych ilosciach
etanolu. Kwas D-mlekowy i L-mlekowy s3 produko-
wane w stosunku 2:8. Gaz jest produkowany z glukozy.
Mannitol jest produkowany z fruktozy. Azotyny nie s3
redukowane. Amoniak nie jest przeksztalcany z argi-
niny. Dekstran nie jest wytwarzany z sacharozy. Cytry-
nian i jablczan sg wykorzystywane w obecnosci glukozy
[9]. Peptydoglikan $ciany komodrkowej tego gatunku jest
typu Ada (L-Lys-D-Asp). Zawartos¢ G+C w DNA jest
w zakresie od 36 do 37 mol%. Kwas jest produkowany
z D-fruktozy, D-glukozy, i sacharozy. W zaleznosci od
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szczepu produkowany jest kwas z D-galaktozy, manni-
tolu, melibiozy, trehalozy, i w matym stopniu z gluko-
nianu potasu. Kwas nie jest wytwarzany z L-arabinozy,
L- i D-arbitolu, maltozy, D-arabinozy, rybozy, N-ace-
tyloglukozaminy, aonitolu, arbutyny, amigdaliny, celo-
biozy, eskuliny, erytrytolu, L- i D-fukozy, B-gencjobiozy,
2 i 5-ketoglukoniany, metylo-a-D-glukozydu, rafinozy,
melezytozy, ramnozy, salicyny, sorbitolu, skrobi, L-sor-
bozy, turanozy, D-tagatozy, L- i D-ksylozy, ksylitolu,
a-D-mannozydu metylu oraz laktozy [11].

7.7. Lactobacillus florum

W 2010 roku wyizolowano Lb. florum z kwiatdéw
Paeonia suffruticosa, i Chrysanthemoides monilifera
pochodzacych z Stellenbosch oraz z Hermanus z RPA.
Gatunek Lb. florum jest wyjatkowy wéréd FLAB ze
wzgledu na jego fakultatywna fruktofilnos¢ [17]. Bak-
terie z gatunku Lb. florum wykazuja powolny wzrost
na D-glukozie bez zewnetrznego akceptora elektrondw
oraz produkujg etanol z D-glukozy, co jest cechg cha-
rakterystyczng dla fakultatywnie frutkofilnych LAB
[10]. Wytwarza kwas tylko z D-glukozy, D-fruktozy,
przy czym fermentacja D-fruktozy przebiega szybciej

Tabela I

Poréwnanie wybranych cech fruktofilnych bakterii kwasu mlekowego

E pseudo-

E fructosus | F ficulneus ficulneus E tropaeoli F durionis | Lb. kunkeei | Lb.florum
Gram + + + + + + +
Morfologia pateczki pateczki pateczki pateczki pateczki pateczki pateczki
Tolerancja tlenu fakultatywnie | fakultatywnie | fakultatywnie | fakultatywnie | fakultatywnie | fakultatywnie | fakultatywnie
beztlenowy |beztlenowy |beztlenowy |beztlenowy | beztlenowy |beztlenowy | beztlenowy
Préba na katalaze ujemna dodatnia ujemna ujemna ujemna dodatnia ujemna
Rodzaj FLAB obligatoryjnie| obligatoryjnie| obligatoryjnie | obligatoryjnie | obligatoryjnie| obligatoryjnie | fakultatywnie
fruktofilny | fruktofilny | fruktofilny |fruktofilny | fruktofilny |fruktofilny | fruktofilny
Typ fermentacji, gtéwne | heterofer- heterofer- heterofer- heterofer- heterofer- heterofer- heterofer-
produkty mentatywne, | mentatywne, | mentatywne, |mentatywne, | mentatywne, | mentatywne, | mentatywne,
produkuja produkuja produkuja | produkuja produkuja | produkuja produkuja
kwas mleko- |kwas mleko- | kwas mleko- |kwas mleko- |kwas mleko- |kwas mleko- | kwas mleko-
wyioctowy |wyioctowy |wyioctowy |[wyioctowy |wyioctowy |wyioctowy |wyioctowy
Gaz z glukozy tak tak tak tak tak tak tak
Rodzaj izomeru mleczanu | D-(-) D-(-) D-(-) D-(-) D-(-) brak danych | brak danych

Redukeja azotanéw

nie redukuje

nie redukuje

nie redukuje

nie redukuje

nie redukuje

nie redukuje

nie redukuje

Dekstran z sacharozy

nie

nie

nie

nie

nie

nie

nie

Optimum temperaturowe | 30°C 30°C 30°C 15°C 35°C 30°C 30°C
Wzrost w temperaturze 6-45°C 6-40°C 4-37°C 10-45°C 5-45°C 15-45°C 15-45°C
Zakres pH 6,5-7,0 6,5-7,0 4,8-8,5 4,0-8,0 6,5-7,0 4,4-6,8 4,0-8,0
Wzrost na 5% NaCl tak tak tak nie tak tak* tak
Wzrost na 40% fruktozie | tak tak tak nie tak tak* tak*
Pi¢miennictwo [2, 10, 12, (2,12, 13] (5, 12] [14, 18] (3, 16] [12,31] (5, 38]
28,] *_badania *_badania
wlasne wlasne
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niz D-glukozy. Dobry wzrost obserwowano na D-fruk-
tozie, D-glukozie w obecnos$ci zewnetrznego akcep-
tora elektronéw. Bakterie te sa heterofermentatywne,
wytwarzaja kwas mlekowy, etanol i kwas octowy odpo-
wiednio w stosunku 1:0,8:0,2. Komorki Lb. florum sg
Gram-dodatnie, nie ruchliwe, wielkosci 0,8 x 1,5-7 pm.
Paleczki wystepuja pojedynczo w parach lub w formie
tancuszkow. Preferowana temperatura do wzrostu to
zakres 15-40°C, ale nie 45°C. Roénie w pH 4,0-8,0
oraz w obecnosci 5% NaCl. Gatunek ten jest osmoto-
lerancyjny, komorki rosng w stezeniu 30% fruktozy,
naleza do fakultatywnych beztlenowcdéw. Test na kata-
lazg jest zazwyczaj negatywny, lecz aktywno$¢ katalazy
mozna zaobserwowac u komorek rosngcych na agarze
FYP zawierajacych 5% owczej krwi. Kolonie na agarze
FYP sa bezowe, gtadkie i po 3 dniach osiagaja $rednice
1-2mm w beztlenowych warunkach. Wzrost kolonii
w warunkach tlenowych jest staby. Gaz jest produko-
wany z D-glukozy. D-mleczan i L-mleczan s produ-
kowane w stosunku 1:1. Azotyny nie sg redukowane.
Glukonian potasu jest stabo fermentowany. Kwas nie
jest produkowany z L- i D-arabinozy, N-acetyloglu-
kozaminy, D-arabitolu, maltozy, rybozy, celobiozy,
L-arabitolu, adonitolu, amigdaliny, arutyny, eskuliny,
dulicitolu, erytrytolu, L- i D-fukozy, p-gencjobiozy,
2 i 5-ketoglukonianu, metylo-a-D-glukozydu, gliko-
genu, D-galaktozy, melibiozy, mannitolu, inuliny, ino-
zytolu, D-liksozy, D-mannozy, sacharozy, rafinozy, gli-
cerolu, melezytozy, ramnozy, salicyny, sorbitolu, skrobi,
L-sorbozy, turanozy, trehalozy, D-tagatozy, L- i D-ksy-
lozy, ksylitolu, a-D-mannozydu metylu oraz laktozy.
Dekstran nie jest wytwarzany z sacharozy. Pirogro-
nian zwigksza wzrost szczepdw. Gatunek nie zawiera
kwasu mezo-diaminopimelinowego w peptydoglikanie
$ciany komorkowej. Procentowa molowa zawarto$¢
G+C w DNA wynosi 42. Typowy szczep to F9-1T=Jcm
160357 = DSM 22689" [17].

8. Podsumowanie

Pomimo iz istnieje stosunkowo wiele informacji
naukowych na temat bakterii kwasu mlekowego, to
wcigz odkrywane sg mikroorganizmy o nowych wtas-
ciwosciach, klasyfikowane w oddzielne grupy. Wyste-
powanie i przystosowanie si¢ grupy LAB do wielu
réznorodnych nisz ekologicznych, jest mozliwe dzieki
réznorodnemu potencjalowi metabolicznemu tych
bakterii [21]. Analiza poréwnawcza genomu pokazata,
ze w trakcie ewolucji, Lactobacillus znacznie odbiegt
od swoich przodkéw [32]. Genomowe i metaboliczne
uproszczenie poprzez utrate genéw lub ich degradacje,
spowodowalo adaptacje do srodowisk produktéw spo-
zywczych takich jak mleko, piwo, wino czy tez miod,
w ktorych obecne weglowodany staty sie glownym zrod-

fem wegla dla bytujacych w nich bakterii [4, 36]. Fruk-
tofilne bakterie kwasu mlekowego sg wyjatkowa grupg
opisang niedawno [4], posiadajaca niepowtarzalne cha-
rakterystyczne cechy, do ktérych nalezy dobry wzrost
na D-fruktozie i D-glukozie w obecnosci zewnetrznego
akceptora elektronow, przy preferencji i szybszej fer-
mentacji D-fruktozy. Do tej pory opisano szes¢ obliga-
toryjnie fruktofilnych gatunkoéw E fructosus, E durionis,
E ficulneus, F. pseudoficulneus [12], Lb. kunkeei [10],
E tropaeoli [18] oraz jeden fakultatywnie fruktofilny
Lb. florum [17]. Coraz czgsciej odkrywane sg nowe ga-
tunki posiadajace fruktofilne cechy na przykiad Weis-
sella confusa/cibaria. Ewolucja bakterii w strone fruk-
tofilnosci zazwyczaj wystepuje na poziomie calego ga-
tunku, lecz w przypadku niektérych gatunkéw bakterii
wlasciwosci te posiadaja tylko niektore szczepy [16].

Analiza szczep6w izolowanych z przewodéw pokar-
mowych pszczoét bedacych w réznych stadiach rozwoju,
czy tez z miodu i $wiezego pylku pszczelego wykazala
u wszystkich szczepow fruktofilny charakter. Suge-
ruje to, iz pszczoly s bogatym i efektywnym zrédlem
FLAB. Co ciekawe, na podstawie wynikéw badan gene-
tycznych izolaty FLAB pogrupowane zostaly w grupy
genetyczne, zgodne z ich Zrédtem pochodzenia, co
wskazuje, ze niektdre grupy genetyczne sg wspdlne dla
pszczol, larw i ich produktéw [15]. Ponadto badania
sugeruja, iz fruktofilne bakterie kwasu mlekowego wraz
z innymi gatunkami charakterystycznymi dla kwiatow
i nektaru, moga stanowi¢ istotny czynnik zwabiania
owadow zapylajacych. Ponad 200 gatunkéw roslin
europejskich jest uznawanych za kwiaty czgsto odwie-
dzane przez pszczolty miodne (Apis mellifera L.) [35].
Zauwazono, iz indywidualna pszczola ma tendencje
trzymania si¢ jednego rodzaju kwiatéw przez pewien
okres czasu, i spozywa nektar tylko z tego wybranego
gatunku [22, 35]. Sklania to do glebszej analizy udziatu
mikroorganizméw w tym ekosystemie, albowiem sta-
nowig niewidzialng wiekszos¢, pod wzgledem iloci jak
i ré6znorodnosci gatunkoéw, stad tez moga odgrywac
kluczows role w funkcjonowaniu zapylaczy [20, 43].
Metabolizm fruktofilnych bakterii kwasu mlekowego
sprawia, iz bakterie te moga mie¢ wplyw na profil che-
miczny nektaru, metabolizujac jego pewne skladniki.

W ten sposob bakterie bezposrednio kontrolujg
owady zapylajace, a tym samym wplywaja posrednio
na kondycje roslin [25, 26, 42]. Poznanie fruktofilnych
gatunkow kwasu mlekowego i innych bakterii kultur
nektarowych jest kluczowym czynnikiem do poznania
ekologii rodlin i ich zapylaczy [22]. Odkrycie grupy
FLAB znacznie poszerza informacje na temat bakterii
kwasu mlekowego. Unikalne cechy fruktofilnych bak-
terii sg $cisle powigzane z bogatym w sktadniki odzyw-
cze Srodowiskiem, w ktérym zyjg. Ich nietypowy meta-
bolizm niesie ze soba ogromny potencjal do przyszlego
wykorzystania w przemysle.
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Abstract: Anaerobic Bacteroides species are dominant microbiota of the digestive tract of mammals. Along with other symbiotic bacteria
located in the gastrointestinal tract, they contribute to the proper functioning of the organism. Some Bacteroides species are highly pathogenic.
Virulence of these bacteria is related to their polysaccharide capsule, lipopolysaccharide and a variety of enzymes and enterotoxin. In
recent years, an increase of antibiotic resistance in Bacteroides spp. has been noted, therefore the changes to the antibiotic resistance
patterns in these bacteria should be monitored. This study summarizes the current knowledge about the bacteria of Bacteroides species.

1. Introduction. 2. Taxonomy of Bacteroides species. 3. Clinical significance of Bacteroides spp. 4. Antibiotic resistance. 4.1. Bacteroides
species as a reservoir of antimicrobial resistance determinants. 4.2. Antimicrobial resistance. 5. Methods of drug resistance determination.
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1. Wstep

Bakterie z rodzaju Bacteroides s bakteriami beztle-
nowymi, stanowigcymi dominujgcg mikrobiote prze-
wodu pokarmowego ssakdow. Wraz z innymi bakteriami
symbiotycznymi, znajdujacymi si¢ w przewodzie pokar-
mowym, przyczyniajg sie do prawidtowego funkcjono-
wania organizmu. Biorg udzial w koordynacji ukladu
immunologicznego, pobudzaniu motoryki przewodu
pokarmowego oraz przeksztatcaniu steroidow i kwasow
z6lciowych; zapobiegaja tez osiedlaniu sie bakterii pato-
gennych. Bakterie z rodzaju Bacteroides wystepuja takze
w obrebie jamy ustnej, gornych odcinkéw ukladu odde-
chowego oraz w ukladzie moczowo-piciowym kobiet.

Niektore gatunki z rodzaju Bacteroides zaliczane sg
do potencjalnych patogendw, np. B. fragilis jest oportu-
nistycznym patogenem czlowieka, wywotujacym zaka-
zenia jamy otrzewnej, przewodu pokarmowego oraz
zapalenia wyrostka robaczkowego przez wytworzenie
ropnia. Ponadto u Bacteroides spp. wykrywa si¢ coraz
czedciej geny opornosci na antybiotyki, co moze stwa-
rza¢ zagrozenie dla zdrowia ludzi.

2. Systematyka bakterii z rodzaju Bacteroides
Taksonomia rodzaju Bacteroides ulegla w ostatnich

latach wielu zmianom. Poczatkowo do tego rodzaju
zaliczane byly wszystkie $ciSle beztlenowe, Gram-

-ujemne paleczki, nie wytwarzajace przetrwalnikow,
ktore nie nalezaly do Fusobacterium spp. czy Leptotri-
chia spp. Zmieniona systematyka Bacteroides i rodzajow
spokrewnionych opiera si¢ na analizach filogenetycz-
nych sekwencji genu 16S rDNA i zostala przedstawiona
w drugim wydaniu podrecznika ,,Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology” [32].

Ponizej przedstawiono szczegdtows systematyke ro-
dzaju Bacteroides.
Krolestwo: Bacteria
Gromada: Bacteroidetes

Klasa: Bacteroidia

Rzad: Bacteroidales

Rodzina: Bacteroidaceae

Rodzaj:  Bacteroides

Gatunki:  Bacteroides acidifaciens, B. caccie,

B. coprocola, B. coprosuis, B. dorei, B. eggerthii,
B. fragilis, B. finegoldi, B. helcogenes,

B. intestinalis, B. massiliensis,

B. nordii, B. ovatus, B. plebius, B. pyogenes,
B. salyeriae, B. stercoris, B. suis,

B. thetaiotaomicron, B. uniformz’s,

B. vulgatus.

W 2006 roku z rodzaju Bacteroides wyodrebniono
tez nowy rodzaj nazwany Parabacteroides. W obrebie
tego rodzaju znalazly wowczas miejsce nastepujace
gatunki P distasonis, P.goldsteinii i P.merdae [55].
W kolejnych latach rodzaj ten zostal uzupelniony

* Autor korespondencyjny: Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 2, 10-719 Olsztyn; Katedra Mikro-
biologii Srodowiskowej, ul. Prawochenskiego 1, 10-720 Olsztyn; tel. 89 523 45 57; e-mail: monika.harnisz@uwm.edu.pl



68 SEBASTIAN NIESTEPSKI, MONIKA HARNISZ, EWA KORZENIEWSKA, ADRIANA OSINSKA, BARTEOMIE] DZIUBA

o kolejne gatunki: P.chartae, P.chinchillae, P.faecis,
P. gordonii i P. Johnsonie [56]. Gatunki te sg fenotypowo
bardzo zblizone do Bacteroides, lecz rdzne, biorac pod
uwage odleglosci filogenetyczne.

W obrebie rodzaju Bacteroides oraz Parabacteroides
wyrozniana jest ,grupa Bacteroides fragilis”. Grupa ta
byta wczesniej klasyfikowana jako podgatunek B. fra-
gilis (tj. B.f ssp. fragilis, B.f.ssp. distasonis, B.f.ssp.
ovatus, B.f.ssp. thetaiotaomicron i B. f. ssp. vulgatus).
Obecnie na podstawie badan homologii DNA bak-
terie nalezace do tej grupy zostaly przeklasyfikowane
do odrebnych gatunkéw [2]. Pomimo przegrupowa-
nia tych bakterii, grupa B. fragilis nie zostala rozwia-
zana. Bakterie nalezace do tej grupy sa najczesciej
izolowanymi beztlenowymi mikroorganizmami z za-
infekowanych tkanek. Dotyczy to w szczegdlnosci
gatunku B. fragilis, ktéry stanowi od 41% do 78% izo-
latow tej grupy [62].

Sledzenie zmian systematyki w obrebie rodzaju
Bacteroides jest wazne, poniewaz do przeprowadzenia
prawidlowej diagnostyki mikrobiologicznej niezbedna
jest znajomos¢ aktualnej taksonomii bakterii. Wiedza
ta moze by¢ pomocna w wyznaczaniu potencjatu wiru-
lencji czy opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe
badanych bakterii.

3. Znaczenie kliniczne Bacteroides spp.

Bakterie beztlenowe czesto uczestniczg w zakaze-
niach réznych ukltadéw oraz narzadéw u cztowieka.
Sposrod wszystkich bakterii beztlenowych, bakterie
z rodzaju Bacteroides s3 patogenami najczesciej izolo-
wanymi z probek klinicznych [45]. Rodzaj Bacteroides
zazwyczaj dzieli si¢ na dwie grupy bakterii — grupe
B. fragilis oraz grupe zawierajaca pozostate bakterie
z tego rodzaju. Pierwsza grupa zawiera istotne klinicz-
nie gatunki, czesto wykrywane w zakazeniach wywo-
tanych przez bakterie beztlenowe tj. B. fragilis, B. the-
taiotaomicron, B. ovatus, B. distasoni oraz B. vulgatus.
Druga grupa réwniez zawiera kilka niebezpiecznych dla
zdrowia gatunkow np.: B. ureolyticus oraz B. forsythus.
Zasadniczo wszystkie zakazenia spowodowane bakte-
riami Bacteroides spp. s3 endogenne, tzn. wywoluja je
szczepy obecne w organizmie pacjenta przed rozpo-
czgciem procesu patofizjologicznego, ktory prowadzi
do zakazenia klinicznego [16]. B. vulgatus i B. thetaio-
taomicron s3 najbardziej rozpowszechnionymi organiz-
mami z rodzaju Bacteroides w okreznicy czlowieka.
Jednakze od pacjentdéw z zakazeniami jamy brzusznej
lub/i bakteriemia najczesciej izolowanym gatunkiem
tego rodzaju jest B. fragilis, ktory stanowi jedynie okoto
0,5% mikrobioty w jelitach cztowieka [16]. Ta réznica
pomiedzy wystepowaniem w jelitach a czesto$cig izo-
lacji z probek klinicznych od pacjentéw z zakazeniem

sugeruje, ze niektore gatunki Bacteroides, w tym B. fra-
gilis, posiadaja klinicznie istotne czynniki wirulencji.

Czynniki wirulencji dzieli si¢ na trzy kategorie zwia-
zane z: 1) udzialem w adherencji do tkanek gospodarza,
2) ochrong przed odpowiedzig immunologiczng (np.
przed fagocytoza) oraz 3) niszczeniem tkanek.

Do czynnikéw zwigzanych z pierwszg grupg mozna
zaliczy¢ wytwarzanie otoczki wielocukrowej, sluzu po-
wierzchniowego oraz obecno$¢ fimbrii. U B. fragilis
fimbrie i aglutyniny pelnig podobne funkcje jak adhe-
zyny i umozliwiajg bakterii przebywanie w tkankach
gospodarza. Otoczka wielocukrowa B. fragilis jest odpo-
wiedzialna za inicjacje wytworzenia ropni i nie zawsze
wystepuje u szczepow klinicznych Bacteroides [71].

Do czynnikéw wirulencji zwigzanych z unika-
niem odpowiedzi systemu immunologicznego zalicza
sie wystepowanie otoczki, lipopolisacharydéw oraz
posiadanie szeregu zréznicowanych enzymoéw. Lipo-
polisacharyd B. fragilis ma niezwyklg strukture. Ma on
budowe podobng do LPS bakterii z rodziny Enterobac-
teriaceae, jednak wystepuja roznice w budowie lipidu A.
Réznica ta powoduje, Ze jest on od 10 do 1000 razy
mniej toksyczny niz ten wystepujacy u E. coli [70]. Przy-
kfadem enzymu zwiazanego z wirulencja Bacteroides
spp. jest neuraminidaza. Do produkgji tego enzymu sg
predysponowane B. fragilis. Neuraminidaza pozwala
tym bakteriom nie tylko unika¢ odpowiedzi immuno-
logicznej, ale ma swdj udzial takze w adherencji do tka-
nek gospodarza oraz ich niszczeniu. Innymi enzymami
zwigzanymi z brakiem odpowiedzi systemu immuno-
logicznego moga by¢ kolagenaza, fibrynolizyna, hia-
luronidaza, chondroitynaza, heparynaza, lecytynaza,
deoksyrybonukleazy, lipazy oraz fosfolipazy.

Niektore szczepy gatunku B. fragilis wytwarzajg en-
terotoksyne fragilizyne (B. fragilis enterotoxin — BFT).
Toksyna ta jest metaloproteaza zalezng od cynku.
Szczepy, u ktérych ona wystepuje nazywane sa entero-
toksycznymi B. fragilis (ETBF). Wystepuja trzy izotypy
BFT, ktore sa kodowane przez geny bft: bft-1, bft-2 oraz
bft-3. Geny te wystepuja w unikalnych dla tych szcze-
pow odcinkach genomu i s3 nazywane wyspami zjadli-
wosci [58]. BFT oddzialuje na biatko powierzchniowe
komorek eukariotycznych E-kadheryne, ktéra odpo-
wiada za przyleganie komorek. Fragilizyna umozliwia
bakteriom hydrolize wigzania peptydowego kadheryny,
w nastepstwie czego zwigksza si¢ przepuszczalnosé
nabtonka jelitowego dla toksyn oraz innych antyge-
néw. Dzialanie to moze by¢ przyczyna biegunek [73].
BFT indukuje cyklooksygenaze 2, ktéra ulega aktywacji
w czasie reakeji zapalnej i powoduje wydzielanie ply-
néw w komorkach nabtonka jelit [30]. Ponadto fra-
gilizyna jest czynnikiem stymulujacym powstawanie
nowotworow jelita grubego [67].

Schorzeniami wywolanymi przez Bacteroides spp.
w obrebie jamy brzusznej s3 m.in.: ropnie watroby,
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trzustki, nerek, jajnikow oraz jajowodéw. W uktadzie
oddechowym bakterie te moga powodowac¢ zakazenia
zatok oraz pluc i optucnej. Peknigcie ropni moze spo-
wodowac¢ przedostanie sie bakterii do krwi, co prowa-
dzi do bakteriemii oraz rozlegtej infekcji organizmu.
Obecnosci Bacteroides spp. przypisuje sie rowniez zaka-
zenia innych narzadéw tj. moézgu, kosci, szpiku oraz
tkanek miekkich [29].

4. Opornos$¢ na leki u Bacteroides spp.

4.1. Bakterie z rodzaju Bacteroides jako
rezerwuar determinantow opornosci

Bakterie z rodzaju Bacteroides, izolowane z mikro-
bioty ludzkiej okreznicy, moga stanowi¢ rezerwuar
determinantéw opornosci (gendéw lekoopornosci).
Mobilizacja i horyzontalny transfer genéw (HGT)
w jelitach stwarzajg potencjalne zagrozenie dla zdro-
wia ludzi [68]. Moga one by¢ przekazywane znacznie
bardziej zjadliwym bakteriom, wystepujacych tylko
okresowo w jelitach, np. bakteriom ukladu oddecho-
wego, takim jak Klebsiella pneumoniae [43] czy Acine-
tobacter baumannii [9, 21, 27]. W ten sposdb bakterie
przechodzace przez jelita, zamiast na drodze mutacji
i doboru naturalnego, uzyskuja geny opornosci na leki
poprzez HTG [54, 59]. Ta genetyczna ,elastycznos¢”
umozliwia przekazywanie gendw opornosci mie-
dzy gatunkami bakterii w sposob nieprzewidywalny
i sugeruje, ze poziom wielolekoopornosci moze nadal
wzrastac [22]. U bakterii beztlenowych, wystepujacych
w jelitach czlowieka, powszechnie stwierdza si¢ opor-
nos$¢ na tetracykliny, erytromycyne, leki p-laktamowe
czy fluorochinolony. Zwigzane jest to z rozpowszech-
nieniem najbardziej typowych markeréw opornosci,
do ktérych zaliczy¢ mozna geny tet(Q), ermF, cepA,
cfxA oraz cfiA [37, 68] oraz mniej powszechne geny
tet(X), tet(X1) i bexA[66]. Wexler [71] opisuje wzrost
wystepowania u Bacteroides genu opornosci na tetra-
cykling tet(Q) z okolo 30% do ponad 80%, przy
czym allele tet(Q) u réznych gatunkéw Bacteroides sa
w 96-100% identyczne na poziomie sekwencji DNA.
Tenze autor stwierdza rdwniez wzrost wystepowania
genu erm z poziomu >2 do 23%.

Badania, sprawdzajce transfer gendw miedzy gatun-
kami bakterii, s retrospektywne i polegaja na poréwna-
niu sekwencji DNA determinantéw opornosci réznych
gatunkow bakterii np. wystepujacych w ludzkim jelicie
grubym. Jesli geny znajdujgce sie u réznych gatunkéw
sa w >95% identyczne, przyjmuje sie, ze gen zostal
przeniesiony poprzez horyzontalny transfer z jednego
gatunku do drugiego. Poréwnanie sekwencji gendw erm
izolowanych z bakterii, ktére albo nie bytuja na state
w ludzkiej okreznicy (Streptococcus pneumoniae) albo

wystepuja tam w niewielkich ilosciach (Clostridium per-
fringens i Enterococcus faecalis), z genami wykrytymi
u Bacteroides spp. wskazuja, ze nastapit transfer genow
(bezposredni lub posredni) miedzy tymi gatunkami
[59]. Elementy zawierajace geny opornosci sg bardzo
stabilne, nawet w przypadku braku wystepowania pre-
sji antybiotykami [57]. Jednym z mechanizmoéw utrzy-
mywania ich stabilno$ci moze by¢ organizacja gendéw
w integrony, gdzie determinanty opornosci na anty-
biotyki wystepuja w tym samym integronie co enzymy,
ktére zapewniaja korzysci dla bakterii (np. zdolnosé¢
do skutecznej kolonizacji). Zatem badania potencjatu
mobilizacji, ekspresji genéw opornosci na srodki prze-
ciwbakteryjne oraz ich transferu miedzy bakteriami
wystepujacymi w jelitach, w tym Bacteroides spp., sa
konieczne do oceny ich znaczenia jako rezerwuaru
genow z ekologicznego i klinicznego punktu widzenia.

4.2. Oporno$¢ na srodki przeciwdrobnoustrojowe

W ciagu ostatnich dziesiecioleci obserwuje si¢ wzrost
czgstosci wystgpowania opornosci na srodki przeciw-
drobnoustrojowe oraz genéw opornosci na antybio-
tyki. W roku 2001 w Indiach wyizolowano pierwszy
oporny na metronidazol szczep Bacteroides fragilis [8],
10 lat pdzniej w Europie izolowano szczepy tych bak-
terii posiadajace gen cfiA, ktory jest odpowiedzialny
za opornos$¢ na kabapenemy [24]. W roku 2016 SOki
i wspotpracownicy opisali szczepy Bacteroides fragilis
oporne na 7 antybiotykéw [63]. Narastanie zjawiska
niewrazliwosci na leki prawdopodobnie zwigzane jest
z zwigkszong presjg tych zwigzkow [4, 41]. Kliniczne
szczepy Bacteroides spp. wykazuja wzrastajaca oporno$é
na wiele antybiotykéw, w tym na cefoksytyne, klinda-
mycyne, metronidazol, karbapenemy oraz fluorochino-
lony (np. gatifloksacyne, lewofloksacyne i moksyflok-
sacyne). Tylko najnowszej generacji fluorochinolony
np. sitafloksacyna, klinafloksacyna i garenoksacyna,
wykazujg zazwyczaj wyzsza aktywnos¢ wzgledem Bac-
teroides spp. [60].

Antybiotyki B-laktamowe. Antybiotyki [-lakta-
mowe stanowig najwigksza i najbardziej zréznicowana
grupe lekéw przeciwdrobnoustrojowych, stosowanych
w leczeniu prawie wszystkich rodzajow zakazen [42].
Leki B-laktamowe uznawane s3 za bardzo aktywne
srodki przeciwko B. fragilis [62]. Mechanizm dziatania
$rodkow P-laktamowych polega na hamowaniu dzia-
fania enzyméw biosyntezy $ciany komorkowej tych
bakterii (peptydoglikanu), tzw. biatek PBP (Penicillin-
-Binding Proteins). Mechanizmy opornosci bakterii na
te antybiotyki sa warunkowane przez cztery strategie:
1) synteze PBP o niskim powinowactwie do srodkow
B-laktamowych; 2) zmniejszanie przepuszczalnosci
blon komoérkowych bakterii; 3) aktywne wypompo-
wywanie lekéw z komorki bakteryjnej; 4) produkcje
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B-laktamaz tj. enzyméw hydrolizujacych czasteczki
B-laktaméw [42]. U Bacteroides spp. wystepuja wszyst-
kie te strategie opornosci.

Najbardziej rozpowszechnionym mechanizmem
opornosci na $rodki P-laktamowe jest produkcja
enzymu, nalezacego do P-laktamaz, cefalosporynazy
klasy 2e. Kodowany jest on przez umiejscowiony chro-
mosomalnie gen cepA [13, 25]. Enzym ten, hydroli-
zujacy cefalosporyny (z wyjatkiem cefoksytyny) oraz
penicyliny, wystepuje u niemal wszystkich gatunkéow
Bacteroides spp. [53]. Jego wytwarzanie jest hamowane
przez najpowszechniej stosowane inhibitory B-laktamaz
tj. sulbaktam, kwas klawulanowy i tazobaktam, a srodki
zawierajgce te inhibitory sg aktywne wobec szczepdw
wytwarzajacych B-laktamazy. Opornos¢ na cefoksytyne
warunkowana jest przez gen cfxA [13]. Jego ekspresja
moze by¢ zalezna od obecnosci struktur IS [64]. Gen
¢fxA u B. vulgatus jest odlegtym homologiem genu cepA
B. fragilis [53].

Struktura antybiotykéw -laktamowych ufatwia ich
wigzanie z miejscem aktywnym PBP. Wykazanie kore-
lacji miedzy aktywnoscig p-laktamu i powinowactwem
PBP u B. fragilis jest trudne. Do niedawna wigkszo$§¢
badan prowadzono poprzez znakowanie komorek lub
ekstraktéow komorkowych znacznikami przeciwbak-
teryjnymi i analize wynikéw za pomocg elektroforezy
na zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu
dodecylu sodu (SDS) [11]. Zsekwencjonowanie calego
genomu B. fragilis pozwolito na pelniejszg analize
struktur tej bakterii, dzieki czemu zidentyfikowano sie-
dem domniemanych genéw kodujacych PBP. Sekwen-
cje genow dla homologéw najblizszych do PBP E. coli
w genomie B. fragilis (pbplabBfr, pbplcBfr, pbpABfr,
pbpBBfr, pbp4Bfr i pbp7Bfr), opracowano odpowied-
nio na podstawie ortologéw genéw ponBEco, pbpCEco,
pbpAEco, pbpBEco, dacBEc oraz pbpGEco wystepuja-
cych u E. coli [49].

Pomimo powyzszych trudnosci Georgopapadakou
i wsp. [19] potwierdzili zwigzek pomiedzy zmniejszo-
nym powinowactwem zwigzkéw B-laktamowych i PBP
u Bacteroides a ich opornoscig na dzialanie tych lekow.
U opornych szczepéw B. fragilis zaobserwowano zmniej-
szone powinowactwo PBP (80kDa) do imipenemu,
piperacyliny, cefoperazonu, cefotaksymu i ceftazydymu.
Zmiany w PBP, gtéwnie w PBP1 lub/i PBP2, s3 powia-
zane z innymi niz -laktamazowe mechanizmy oporno-
$ci na cefoksytyne u cefoksytynoopornych mutantéow
gatunkow B. fragilis [48]. Fang i wsp. [17] stwierdzili, ze
powinowactwo kompleksu PBP1 (86 kDa) pochodzs-
cego z B. thetaiotaomicron do cefoksytyny i piperacyliny
jest >100-krotnie i ~ 70-krotnie mniejsze, w poréwna-
niu z ich dzialaniem na macierzysty szczep wrazliwy.
Ponadto, autorzy wykazuja, ze ortolog genu E. coli PBP3
(pbpBBfr, kodujacego biatko PBP2Bfr) jest zaangazo-
wany w wigzanie imipenemu [1, 49].

Karbapenemy. Karbapenemy nalezg do zwiazkow
B-laktamowych, ale ze wzgledu na odmienng struk-
ture, czesto sa traktowane jako odrebna grupa anty-
biotykéw. Oporno$¢ bakterii na te leki jest rzadko
spotykana. Pomimo, Ze notuje si¢ wzrost opornosci na
te srodki, to karbapenemy uwaza si¢ za jedne z najbar-
dziej aktywnych lekéw wobec B. fragilis [62]. Opornos¢
na te $rodki przeciwdrobnoustrojowe warunkuje eks-
presja genow cfiA oraz ccrA kodujacych m.in. synteze
enzymu metalo-f-laktamazy klasy B [13, 35]. Geny te
nadajg bakteriom oporno$¢ zaréwno na karbapenemy,
B-laktamy oraz B-laktamy ze $rodkami zawierajacymi
inhibitory p-laktamaz. Niektdore szczepy Bacteroides
spp. zawierajg ,milczace” geny karbapenemaz, a ich
poziom ekspresji jest zalezny od promotora zawieraja-
cego sekwencje insercyjne (IS) powyzej sekwencji genu
cifA/ccrA [64, 71]. Innym mechanizmem opornosci na
karbapenemy moglyby by¢ zmiany w budowie biatek
wigzacych penicyling (PBP) i bialek porynowych, umoz-
liwiajgcych przenikanie karbapenemom do komorki [1].
Badania szczepéw bakterii wielolekoopornych, izolowa-
nych z prébek klinicznych, prowadzone przez Pumbwe
iin. [50] wykazaly, ze zwiekszona czynnos¢ pomp do
aktywnego usuwania antybiotykéw z komorki bakterii,
moze by¢ przyczyna opornosci na karbapenemy.

Aminoglikozydy. Aminoglikozydy s3 inhibitorami
syntezy biatka, ktore wigza si¢ z podjednostka 30S
rybosomu bakteryjnego. Wychwyt tego leku wymaga
fanicucha tleno- lub azotano-zaleznego transportu elek-
tronow, ktorego brakuje u bakterii z rodzaju Bacteroides
[7]. Pomimo tego, zauwaza si¢ u tych bakterii podwyz-
szony poziom opornosci na te zwigzki [33].

Makrolidy, linkozamidy i chloramfenikol. Anty-
biotyki makrolidowe (np. erytromycyna) hamujg syn-
teze bialek przez wigzanie sie z czasteczka 23S rRNA
(w podjednostce 50S) rybosomu bakteryjnego, blokujac
wyjscie rosnacego tancucha peptydowego. Linkozamidy
(np. klindamycyna) réwniez wigzg sie z podjednostka
50S rybosomu [71]. Opornos¢ na klindamycyne,
powszechnie stosowanego w ciagu ostatnich lat leku
przeciw bakteriom beztlenowym, wykazuje ciagle ten-
dencje wzrostowa [62]. Niewrazliwos¢ na te antybio-
tyki kodowana jest przez rézne geny, do ktérych naleza
gléwnie geny ermB, ermF i ermG. Gen linAn2 nadaje
opornos¢ na linkomycyne i erytromycyne; natomiast
geny mrsSA oraz mefA posrednicza w nabywaniu
opornosci na makrolidy i linkozamidy [13]. Geny te s3
zblizone do genéw, wystepujacych u mikroorganizmow
Gram-dodatnich, wywotujacych oporno$¢ na makro-
lidy, linkozamidy i streptograminy B poprzez metyla-
cje rybosomu. Ekspresja gendw nalezacych do grupy
erm moze by¢ zwiekszona dzigki aktywnosci sekwencji
insercyjnych [64].

Chloramfenikol wigze si¢ z rybosomalng transfe-
razg peptydowa zapobiegajac w ten sposob biosyntezie
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biatek. Enzym acetylotransferaza chloramfenikolu prze-
nosi grupy acetylowe z acetylo-koenzymu A do pierw-
szorzedowych grup hydroksylowych chloramfenikolu
w pozycji C-6, zapobiegajac wigzaniu si¢ zmodyfikowa-
nego antybiotyku z rybosomem i jego oddzialywaniem
na komorke bakterii [5]. Badania poziomu opornosci
bakterii z rodzaju Bacteroides na chloramfenikol pro-
wadzone w szpitalach w Stanach Zjednoczonych, nie
wykazaly wystepowania Bacteroides spp. opornych na
ten zwigzek przeciwbakteryjny [61].

Tetracykliny. Tetracykliny hamujg synteze bialek
bakteryjnych poprzez blokowanie przylaczania kom-
plekséw tRNA-aminokwas do rybosoméw. Srodek
ten byt kiedy$ stosowany jako antybiotyk pierwszego
wyboru w leczeniu zakazen wywotanych przez bakterie
beztlenowe, a wszystkie izolowane szczepy Bacteroides
spp. w 1950 roku byly na niego wrazliwe [20]. Anty-
biotyk ten pozostawal skutecznym srodkiem przeciw
bakteriom beztlenowym az do roku 1970 [31]. Obec-
nie, prawie wszystkie kliniczne izolaty Bacteroides spp.
(>80-90%) sa tetracyklinooporne [3, 66, 71]. Jednym
z mechanizméw tetracyklinoopornosci, opisywanym
u B. fragilis, jest aktywne usuwanie leku z komorki bak-
terii za pomocg pomp tzw. effluks [52]. Odmienng stra-
tegie opornosci na tetracykliny warunkuje gen tet(Q).
Koduje on cytoplazmatyczne biatko, ktére wchodzi
w interakcje z rybosomem bakterii, przez co zabloko-
wane jest dziatanie leku na bakterie [52]. Mechanizm
ten jest najbardziej rozpowszechnionym u Bacteroides
spp. typem opornosci na te antybiotyki [34]. Innymi
genami warunkujagcymi oporno$¢ na tetracykliny,
wykrywanymi u $cistych beztlenowcdéw np. Bacteroides
spp.» sa geny tet(X) oraz dwa jego ortologi tet(X1) oraz
tet(X2). Geny te u Bacteroides spp. sa czgsto zwigzane
z plazmidami i transpozonami. Warunkujg one enzy-
matyczng inaktywacje tetracykliny [52]. Gen tet(X)
umiejscowiony jest na transpozonach Tn4351 oraz
Tn4400 i koduje enzym oksydoreduktaze zalezng od
FAD i NADPH, ktéra inaktywuje tetracykliny w obec-
nosci tlenu [74]. Geny fet(X1) oraz tet(X2) zidentyfiko-
wano na transpozonie koniugacyjnym CTnDOT wraz
z genem ermF [72].

Nitroimidazole. Metronidazol jest powszechnie
stosowanym $rodkiem w leczeniu zakazen beztleno-
wych. Oporno$¢ Bacteroides spp. na metronidazol jest
rzadko wykrywana, przy czym nie mozna wykluczy¢,
ze dzieje sie tak ze wzgledu na przesiewowy sposob
wykrywania beztlenowcéw. Prawdziwa czestotliwos¢
wystepowania opornosci na metronidazol u B. fragilis
moze by¢ znacznie wyzsza niz przyjmowana [69].

Opornos¢ na te $rodki jest zazwyczaj spowodowana
zmianami w genach nim i genach z nimi zwigzanych
(na przyklad w strukturach IS) [13, 64, 65]. Gen nim
niekiedy bywa ,,milczacy”, ale moze zosta¢ aktywowany
przez elementy IS [23]. Cztery geny nim (nimA-D) moga

wystapi¢ w kazdym gatunku Bacteroides. Kazdy z tych
gendw jest zwigzany z odrebnym ruchomym mobilnym
elementem genetycznym, jak réwniez kazdy z nich ma
specyficzny aktywujacy element IS [23, 36]. Obecnos¢
genu nim nie jest jednoznaczna z opornoscig bakte-
rii na metronidazol na poziomie leczenia klinicznego.
W niektoérych przypadkach, gen ten moze ulegaé ekspre-
sji na niskim poziomie lub pozosta¢ nieaktywny [18].

Chinolony. Leki z tej grupy dziataja poprzez hamo-
wanie dwoch specyficznych enzymoéw - gyrazy DNA
i topoizomerazy IV, ktdre uczestnicza w replikacji DNA
bakterii. Mutacje tych genow sg najczestsza przyczyna
opornosci na chinolony. Mutacje genu gyrA, powodu-
jace oporno$¢ na fluorochinolony u B. fragilis, zostaly
okreslone w pozycjach hot-spot 82 i 86 (réownowazne
z pozycjami 83 i 87 u E.coli) [44, 51]. Substytucje
w genach gyrB, parC i parE s3 dotychczas rzadkoscia
u B. fragilis i nie s3 dobrze poznane. Bakterie te moga
takze stac si¢ oporne na chinolony poprzez zwigkszenie
ich eksportu na zewnatrz komorki. Miyamae i in. [38]
znalezli mechanizm czynnego usuwania norfloksacyny
z komorki u B. fragilis i sugerujg, Ze mechanizm ten
jest katalizowany przez pompe podobng do NorA/Bmr.
Ponadto, u B. thetaiotaomicron stwierdzono wystepo-
wanie MATE - systemu aktywnego usuwania wielu
lekéw (m.in. fluorochinolonéw i aminoglikozydow)
z komorki bakterii np. biatko BexA, ktore jest odpo-
wiedzialne za eksport fluorochinolonéw i bromku ety-
dyny z komorki [13, 39, 47]. U szczepéw pochodzenia
klinicznego i laboratoryjnego wykazano réwniez opor-
nos$¢ na chinolonony zwiazana ze wzrostem aktywnosci
pomp z rodziny RND [50]. Rodzina transporterdéw
RND to pompy wielolekowe, szeroko rozpowszech-
nione u bakterii Gram-ujemnych [47]. Miedzy innymi
Snydman i in. [62] wykazali wzrost opornosci bak-
terii z rodzaju Bacteroides na moksyfloksacyne z grupy
fluorochinolonéw.

Zwigkszajace si¢ z roku na rok wykorzystywanie
antybiotykéw w leczeniu ludzi i zwierzat powoduje, ze
bakterie coraz szybciej zmniejszaja swoja wrazliwosé
na leki. Dlatego konieczne jest dalsze zglebianie wiedzy
na temat lekoopornosci u bakterii, szczegélnie u tych
wykazujacych cechy zjadliwosci jak Bacteroides spp.

4. Metody okreslania lekowrazliwosci

Okreslenie wrazliwosci bakterii beztlenowych na
antybiotyki jest jednym z elementéw rozpoznania
i leczenia choréb przez niewywolanych. Istnieje wiele
metod badania antybiotykoopornosci. Do najczesciej
stosowanych nalezag metody oparte na hodowli bak-
terii in vitro. Do tych badan zalicza si¢ metode seryj-
nych rozcienczen antybiotyku w podtozu stalym lub
plynnym oraz testy oparte na dyfuzji antybiotykéw
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do podloza — antybiogram oraz Epsilometer test. Ist-
nieje tez druga grupa coraz powszechniej stosowanych
metod, niezaleznych od hodowli. Zalicza si¢ do niej
metody molekularne oparte m.in. na fancuchowej reak-
¢ji polimerazy (PCR), ilo$ciowej reakcji PCR (qPCR),
a takze metagenomike. W niniejszej pracy zostaty opi-
sane wybrane metody, najczesciej stosowane do ozna-
czania antybiotykoopornosci bakterii.

Metody oparte na hodowli bakterii w poréwna-
niu z badaniami molekularnymi sg stosunkowo nie-
drogie i proste w wykonaniu. Jednakze tylko znikomy
procent bakterii mozna namnaza¢ w warunkach labo-
ratoryjnych.

Opisane ponizej metody hodowlane stuza do okres-
lenia minimalnych stezen inhibitujacych (MIC) - czyli
najnizszego stezenia antybiotyku, w ktérym bakterie
przestaja rosna¢. European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing (EUCAST) co roku przed-
stawia wykaz lekow stosowanych lekow przeciwko
poszczegdlnym grupom bakterii wraz z warto$ciami
MIC i ich interpretacja. EUCAST do zwalczania bez-
tlenowych bakterii Gram-ujemnych proponuje stoso-
wanie nastepujacych lekow: penicyliny benzylowej,
ampicyliny, amoksycyliny, piperacyliny, tikarcyliny,
doripenemu, ertapenemu, imipenemu, meropenemu,
klindamycyny, chloramfenikolu oraz metronidazolu
[15]. Rozklady wartosci MIC tych antybiotykéw dla
bakterii z grupy Bacteroides fragilis zostaly przedsta-
wione w tabeli I [15].

Metoda rozcienczen w agarze polega na wprowa-
dzeniu réznych stezen srodka przeciwbakteryjnego do
pozywki z agarem odzywczym (Brucella agar z krwig)
z dodatkiem heminy oraz witaminy K, ktéra nastep-
nie zaszczepiana jest normalizowang liczbg komorek
badanych drobnoustrojow. Plytki odczytywane sg po
48 godzinach inkubacji poprzez poréwnanie wizualnie
wzrostu bakterii z roznych szczepow i serii rozcienczen
oraz okre$lenie MIC [6].

Metoda rozcienczen w pozywce plynnej polega na
dodaniu do kolejnych dotkéw, zawierajacych plynna
pozywke Brucella bulion z krwig, seryjnych 2-krotnych
rozcienczen leku, a nastgpnie zaszczepienie ich przy-
gotowanym roztworem komorek bakteryjnych. Do tej
metody wykorzystuje si¢ specjalne plytki z tworzywa
sztucznego lub tace. Wartosci MIC s3 odczytywane
po 48 godzinach inkubacji. Zaleta tej metody jest
mozliwos$¢ badania w jednym czasie wielu antybioty-
kéw. Jednakze technika ta jest ograniczona przez staby
wzrost bakterii beztlenowych wrazliwych na tlen,
i obecnie zatwierdzona przez Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) do badania tylko bakterii
z grupy B. fragilis [10].

Do zalet tych dwdch metod nalezy stosunkowy niski
koszt badania, a takze duza dokladnos¢ i powtarzal-
no$¢ wynikow. Do wad natomiast nalezy zaliczy¢ duza

praco- i czasochfonnos¢, spowodowang konieczno$cia
wykonania rozcienczen oraz recznego zaszczepienia
bakteriami kazdej ptytki czy dotka z pozywka [10, 46].

Epsilometer test (E-test) jest to metoda gradien-
towo-dyfuzyjna, umozliwiajaca okreslenie MIC oraz
warto$ci granicznej. Zasada testu opiera si¢ dyfuzji ze
specjalnego plastikowego paska, powlekanego srodkiem
przeciwdrobnoustrojowym w wrastajagcym gradiencie
stezen, do podloza agarowego uprzednio zaszczepio-
nego badanym szczepem. Dla bakterii beztlenowych
najczesciej stosowanym podlozem w tej technice jest
Brucella agar z krwig z dodatkiem heminy i witaminy K.
Wyniki odczytuje sie¢ po inkubacji poprzez spraw-
dzenie symetrycznej elipsoidalnej strefy hamowania
wzrostu wzdluz paska. Warto$¢ MIC okre$la sie spraw-
dzajac na skali paska, miejsce, w ktérym tasma prze-
cina sie ze strefe zahamowanego wzrostu [14]. Zaleta
tej metody jest mozliwos¢ dokladnego ustalenia stop-
nia oporno$ci mikroorganizmu na dany lek. Test ten
jest jednak stosunkowo drogi. E-test, tak jak anty-
biogram, nie zostal jeszcze uznany za standardowa
metode badania lekowrazliwosci bakterii beztleno-
wych, pomimo ze wyniki wielu badan sa poréwnywalne
z wynikami jakie uzyskuje si¢ stosujac metode rozcien-
czen w agarze [6, 10, 40].

Metody molekularne wykazuja wysoka specyficz-
nos¢, a takze umozliwiaja badanie wszystkich bakterii
obecnych w probkach. Jednakze sg one nadal duzo
drozsze od metod opartych na hodowli oraz nie sa
standaryzowane. Pomimo tego, wykorzystanie metod
molekularnych do badania opornosci bakterii na anty-
biotyKki staje si¢ obecnie coraz bardziej powszechne.

Metody molekularne opieraja si¢ na wykryciu
genow warunkujacych opornos¢ bakterii na antybio-
tyki, np. genow cepA, cfxA, cifA czy tez tet(X) kodu-
jacych opornos¢ odpowiednio na penicyliny, cefalo-
mycyne, karbapenemy i tetracykliny. W szczegdlnych
przypadkach, tak jak to ma cze¢$ciowo miejsce u Bacte-
roides sp., geny te moge by¢ uspione, a ich aktywnos¢
jest zalezna od wystepowania sekwencji insercyjnych
[66]. W celu wykrycia gendéw opornosci na anty-
biotyki stosuje si¢ reakcje PCR i QPCR. Wykorzystuja
one dzialanie enzymu polimerazy DNA do amplifika-
cji (wielokrotnego kopiowania) sekwencji gendéw opor-
nosci. Aby reakcja przebiegla prawidlowo, konieczne
jest uzycie specyficznych starteréw przytaczajacych sie
do analizowanego DNA w miejscu przed i za sekwen-
cja genu. Na przyklad w celu wykrycia genu cifA
wykorzystuje si¢ startery GBI-1 and GBI-2 [28]. Aby
bada¢ profil lekoopornosci konkretnego rodzaju czy
gatunku bakterii konieczne jest wyizolowanie DNA
z badanego materialu, a nast¢pnie przeprowadzenie
reakcji PCR czy qPCR. Reakcja PCR pozwala tylko
okresli¢ jako$ciowo wystepowanie analizowanych
genow w badanym materiale DNA. Natomiast gPCR
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ponadto umozliwia ilosciowe okreslenie obecnos$ci
genow w materiale biologicznym czy tez badanie eks-
presji genéw lekoopornosci.

Inng, bardziej postepows, metodg okreslania anty-
biotykoopornosci bakterii, jest metagenomika. Polega
ona na bezposrednim klonowaniu materiatu genetycz-
nego izolowanego z probek badawczych, a nastgpie jego
sekwencjonowaniu i funkcjonalnej analizie. Metoda ta
umozliwia np. stosunkowo szybkie okreslenie wyste-
powania jednocze$nie wszystkich genéw opornosci na
leki, a takze wielu innych gendéw obecnych w analizo-
wanej probce. Technika ta, do prawidlowego dzialania,
wymaga stworzenia rzetelnej bazy danych zawieraja-
cej informacje o genomach gatunkéw referencyjnych
np. GenBank, PubMed czy Entrez. Metoda ta zostata
wykorzystana przez Hu i in. [26] do wykrycia gendéw
lekoopornosci ludzkiej mikrobioty jelitowej. Wykorzy-
stujac narzedzie bioinformatyczne BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) opisano 4,1 mln genéw bakterii
jelitowych, z czego 1093 genéw odpowiedzialnych byto
za oporno$¢ na antybiotyki.

Metoda ta, ze wzgledu na spadek kosztow sekwen-
cjonowania DNA i rozszerzajacg sie baze danych, bedzie
sukcesywnie wypiera¢ tradycyjne metody badawcze
oparte na hodowli bakterii w warunkach in vitro [12].

7. Podsumowanie

Beztlenowe bakterie z rodzaju Bacteroides sa naj-
liczniejszg grupa bakterii w przewodzie pokarmowym
ssakow. Stanowig wazny element w prawidfowym funk-
cjonowaniu ukladu pokarmowego. Niektére gatunki
bakterii z rodzaju Bacteroides wykazuja silne wlasci-
wosci chorobotwdrcze, ktdre sg zwigzane z obecnoscia
otoczki polisacharydowej, lipopolisacharydéw, moz-
liwoscig wytwarzania réznorodnych enzymoéw oraz
enterotoksyny fragilizyny. W ostatnich latach zauwaza
sie wzrost opornosci Bacteroides spp. na wiele grup
antybiotykow i coraz czgsciej stwierdza si¢ koniecznosé
monitoringu zmian profilu lekoopornosci tych bakterii.
Niniejsza praca stanowi podsumowanie aktualnej wie-
dzy na temat bakterii z rodzaju Bacteroides.

PiSmiennictwo

1. Ayala J., Quesada A., Vadillo S., Criado J. Piriz S.: Penicillin-
-binding proteins of Bacteroides fragilis and their role in the
resistance to imipenem of clinical isolates. J. Med. Microbiol.
54, 1055-1064 (2005)

2. Baron EJ., Allen S.D.: Should clinical laboratories adopt new
taxonomic changes? If so, when? Clin. Infect. Dis. 16, 449-450
(1993)

3. Bartha N.A,, Soki J., Edit U., Nagy E.: Investigation of the pre-
valence of tetQ, tetX and tetX1 genes in Bacteroides strains with

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

elevated tigecycline minimum inhibitory concentrations. Int.
J. Antimicrob. Agents, 38, 522-525 (2011)

. Boyanova L., Kolarov R., Mitov L.: Recent evolution of antibiotic

resistance in the anaerobes as compared to previous decades.
Anaerobe, 31, 4-10 (2015)

. Britz M.L., Wilkinson R.G.: Chloramphenicol acetyl-transfe-

rase of Bacteroides fragilis. Antimicrob. Agents Chemother. 14,
105-111 (1978)

. Brook I., Wexler H.M., Goldstein E.J.: Antianaerobic antimicro-

bials: spectrum and susceptibility testing. Clin. Microbiol. Rev.
26, 526-546 (2013)

. Bryan L.E., Kowand S.K., Van Den Elzen H.M.: Mechanism of

aminoglycoside antibiotic resistance in anaerobic bacteria: Clo-
stridium perfringens and Bacteroides fragilis. Antimicrob. Agents
Chemother. 15, 7-13 (1979)

. Chaudhry R., Mathur P, Dhawan B., Kumar L.: Emergence of

metronidazole-resistant Bacteroides fragilis, India. Emerg. Infect.
Dis. 7, 485-486 (2001)

. Cisneros J. M., Rodriguez-Bano J., Fernandez-Cuenca F,

Ribera A., Vila J., Pascual A., Martinez-Martinez L., Bou G.,
Pachon J.: Risk-factors for the acquisition of imipenem-resistant
Acinetobacter Baumannie in Spain: a nationwide study. Clin.
Microbiol. Infect. 11, 874-879 (2005)

Wayne P.A.: Methods for antimicrobial susceptibility testing of
anaerobic bacteria. Approved standard. CLSI publication num-
ber M11-A7. Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007
Edwards R.: Resistance to beta-lactam antibiotics in Bacteroides
spp. J. Med. Microbiol. 46, 979-986 (1997)

Eisen J.A.: Environmental shotgun sequencing: its potential and
challenges for studying the hidden world of microbes. PLoS Bio.
5, 82 (2007)

Eitel Z., Soki J., Urban E., Nagy E.: The prevalence of antibiotic
resistance genes in Bacteroides fragilis group strains isolated in
different European countries. Anaerobe, 21, 43-49 (2013)
Engberg J., Neimann J., Nielsen E.M., Aerestrup EM., Fussing V.:
Quinolone-resistant Campylobacter infections: risk factors and
clinical consequences. Emerg. Infect. Dis. 10, 1056-1063 (2004)
EUCAST Website, http://www.eucast.org (21 czerwca 2016 roku)
Falagas M.E., Siakavellas E.: Bacteroides, Prevotella, and Por-
phyromonas species: a review of antibiotic resistance and thera-
peutic options. Int. J. Antimicrob. Agents, 15, 1-9 (2000)

Fang H., Edlund C., Nord C.E., Hedberg M.: Selection of cefo-
xitin-resistant Bacteroides thetaiotaomicron mutants and mecha-
nisms involved in beta-lactam resistance. Clin. Infect. Dis. 35,
47-53 (2002)

Gal M., Brazier J.S.: Metronidazole resistance in Bacteroides spp.
carrying nim genes and the selection of slow-growing metroni-
dazole resistant mutants. J. Antimicrob. Chemother. 54, 109-116
(2004)

Georgopapadakou N.H., Smith S.A., Sykes R.B.: Penicillin bin-
ding proteins in Bacteroides fragilis. J. Antibiot. 36, 907-910
(1983)

Gillespie W.A., Guy J.: Bacteroides in intra-abdominal sepsis.
Lancet, 270, 1039-1041 (1956)

Goh B.K,, Alkouder G., Lama T.K,, Tan C.E.: Multi-drug resi-
stant Acinetobacter baumannii intra-abdominal abscess. Surg.
Infect. 6, 345-347 (2005)

Gootz T.D. The forgotten Gram-negative bacilli: what genetic
determinants are telling us about the spread of antibiotic resi-
stance. Biochem. Pharmacol. 71, 1073-1084 (2006)

Haggoud A., Reysset G., Azeddoug H., Sebald M.: Nucleotide
sequence analysis of two 5-nitroimidazole resistance determi-
nants from Bacteroides strains and of a new insertion sequence
upstream of the two genes. Antimicrob. Agents Chemother. 38,
1047-1051 (1994)



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

BACTEROIDES SPP. - ZNACZENIE KLINICZNE, LEKOOPORNOSC I METODY JEJ OZNACZANIA

Hartmeyer G.N., Soki J., Nagy E., Justesen U.S.: Multidrug-resi-
stant Bacteroides fragilis group on the rise in Europe? J. Med.
Microbiol. 61, 1784-1788 (2012)

Hecht D.W.: Anaerobes: antibiotic resistance, clinical signi-
ficance, and the role of susceptibility testing. Anaerobe, 12,
115-121 (2006)

Hu Y., Meng, Z. i wsp.: Metagenome-wide analysis of antibio-
tic resistance genes in a large cohort of human gut microbiota.
Nature Com. 4 (2013)

Jain R., Danziger L.H.: Multidrug-resistant Acinetobacter infec-
tions: an emerging challenge to clinicians. Ann. Pharmacother.
38, 1449-1459 (2004)

Kato N., Yamazoe K., Han C-G., Ohtsubo E.: New insertion
sequence elements inthe upstream region of ¢fiA in imipenem-
-resistant Bacteroides fragilis strains. Antimicrob. Agents. Che-
mother. 47, 979-985 (2003)

Kierzkowska M., Majewska A., Sawicka-Grzelak A., Mlynar-
czyk G.: Pateczki Gram-ujemne beztlenowo rosnace — diagno-
styka i znaczenie kliniczne. Post. Mikrobiol. 55, 91-98 (2016)
Kim J.M.,, Lee ].Y,, Yoon Y.M., Oh YK, Kang J.S., Kim Y],
Kim K.H.: Bacteroides fragilis enterotoxin induces cyclooxyge-
nase-2 and fluid secretion in intestinal epithelial cells through
NF-kappa B activation. Eur. . Immunol. 36, 2446-2456 (2006)
Kislak J.W.: The susceptibility of Bacteroides fragilis to 24 anti-
biotics. J. Infect. Dis. 125, 295-298 (1972)

Krieg NR, Ludwig W, Euze ‘by JP, Whitman WB. Phylum XIV.
Bacteroidetes phyl. nov. (w) Bergey’s Manual of Systematic Bac-
teriology, red. W. Whitman, Springer, New York, 2011, s. 25-41
Lacombe-Antoneli A., Piriz S., Vadillo S.: In vitro antimicro-
bial susceptibility of anaerobic bacteria isolated from caprine
footrot. Acta Vet. Hung. 55, 11-20 (2007)

Leng Z., Riley D.E., Berger R.E., Krieger J.N., Roberts M.C.:
Distribution and mobility of the tetracycline resistance deter-
minant fet Q. J. Antimicrob. Chemother. 40, 551-559 (1997)
Livermore D.M., Woodford N.: Carbapenemases: a problem in
waiting? Curr. Opin. Microbiol. 3, 489-495 (2000)

Lofmark S., Fang H., Hedberg M., Edlund C.: Inducible metro-
nidazole resistance and nim genes in clinical Bacteroides fragilis
group isolates. Antimicrob. Agents Chemother. 49, 1253-1256
(2005)

Lorenzo M., Garcia N., Alfonso Ayala J., Vadillo S., Piriz S.,
Quesada A.: Antimicrobial resistance determinants among ana-
erobic bacteria isolated from footrot, Vet. Microbiology, 157,
112-118 (2012)

Miyamae S., Nikaido H., Tanaka Y., Yoshimura E: Active Efflu
of norfloxacin by Bacteroides fragilis. Antimicrob. Agents Che-
mother. 42,2119-2121 (1998)

Miyamae S., Ueda O., Yoshimura F.,, Hwang J., Tanaka Y., Nika-
ido H.: A MATE family multidrug efflux transporter pumps out
fluoroquinolones in Bacteroides thetaiotaomicron. Antimicrob.
Agents Chemother. 45, 3341-3346 (2001)

Nagy E., Justesen U.S., Eitel Z., Urban E.: Development of
EUCAST disk diffusion method for susceptibility testing of the
Bacteroides fragilis group isolates. Anaerobe, 31, 65-71 (2015)
Nagy E., Urban E., Nord C.E.: Antimicrobial susceptibility of
Bacteroides fragilis group isolates in Europe: 20 years of expe-
rience. Clin. Microbiol. Infec. 17, 371-379 (2011)

Nikonorow E., Baraniak A., Gniadkowski M.: Opornos¢ bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae na antybiotyki B-laktamowe wyni-
kajaca z wytwarzania -laktamaz. Post. Mikrobiol. 52, 261-271
(2013)

Ogawa W,, Li D.W,, Yu P, Begum A., Mizushima T., Kuroda T.,
Tsuchiya T.. Multidrug resistance in Klebsiella pneumoniae
MGH78578 and cloning of genes responsible for the resistance.
Biol. Pharm. Bull. 28, 1505-1508 (2005)

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

75

Oh H., El Amin N., Davies T., Appelbaum P.C., Edlund C.: gyrA
mutations associated with quinolone resistance in Bacteroi-
des fragilis group strains. Antimicrob. Agents Chemother. 45,
1977-1981 (2001)

Papaparaskevas J., Katsandri A., Pantazatou A., Stefanou I,
Avlamis A., Legakis N., Tsakris A.: Epidemiological charac-
teristics of infections caused by Bacteroides, Prevotella and
Fusobacterium species: A prospective observational study. Ana-
erobe, 17,113-117 (2011)

Parija S.C.: Textbook of microbiology and immunology. Elsevier
Health Sciences, New Delhi, 2014

Piddock L.J.V. Multidrug-resistance efflux pumps - not just for
resistance, Nature Rev. Microbiol. 4, 629-636 (2006)

Piddock L.J.V., Wise R.: Cefoxitin resistance in Bacteroides spe-
cies: evidence indicating two mechanisms causing decreased
susceptibility. J. Antimicrob. Chemother. 19, 161-170 (1987)
Piriz S., Vadillo S., Quesada A., Criado J., Cerrato R., Ayala J.:
Relationship between penicillin-binding protein patterns and
beta-lactamases in clinical isolates of Bacteroides fragilis with
different susceptibility to beta-lactam antibiotics. J. Med. Micro-
biol. 53,213-221 (2004)

Pumbwe L., Wareham D.W., Aduse-Opoku J., Brazier J.S.,
Wexler H.M.: Genetic analysis of mechanisms of multidrug resi-
stance in a clinical isolate of Bacteroides fragilis. Clin. Microbiol.
Infect. 13, 183-189 (2007)

Ricci V., Peterson M.L., Rotschafer J.C., Wexler H., Piddock L.J.:
Role of topoisomerase mutations and efflux in fluoroquinolone
resistance of Bacteroides fragilis clinical isolates and labora-
tory mutants. Antimicrob. Agents Chemother. 48, 1344-1346
(2004)

Roberts M.C.: Update on acquired tetracycline resistant genes.
FEMS Microbiol. Lett. 245, 195-203 (2005)

Rogers M.B., Parker A.C., Smith C.J.: Cloning and characteri-
zation of the endogenous cephalosporinase gene, cepA, from
Bacteroides fragilis reveals a new subgroup of Ambler class A
beta-lactamases. Antimicrob. Agents Chemother. 37, 2391-2400
(1993)

Sachs J.: Are antibiotics killing us? Discover, 26, 36 (2005)
Sakamoto M., Benno Y.: Reclassification of Bacteroides dista-
sonis, Bacteroides goldsteinii and Bacteroides merdae as Para-
bacteroides distasonis gen. nov., comb. nov., Parabacteroides
goldsteinii comb. nov. and Parabacteroides merdae comb. nov.
Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56, 1599-1605 (2006)

Sakamoto M., Tanaka Y., Benno Y., Ohkuma M.: Parabactero-
ides faecis sp. nov., isolated from human faeces. Int. J. Syst. Evol.
Microbiol. 65, 1342-1346 (2015)

Salyers A.A., Amabile-Cuevas C.E: Why are antibiotic resistance
genes so resistant to elimination? Antimicrob. Agents Chemother.
41, 2321-2325 (1997)

Sears C.L. The toxins of Bacteroides fragilis. Toxicon, 39, 1737-
1746 (2001)

Shoemaker N.B., Vlamakis H., Hayes K., Salyers A.A.: Evidence
for extensive resistance gene transfer among Bacteroides spp.
And among Bacteroides and other genera in the human colon.
Appl. Environ. Microbiol. 67, 561-568 (2001)

Snydman D.R., Gorbach S.L., I wsp.: In vitro activities of newer
quinolones against Bacteroides group organisms. Antimicrob.
Agents Chemother. 46, 3276-3279 (2002)

Snydman D.R., Gorbach S.L., I wsp.: National survey on the
susceptibility of Bacteroides fragilis group: report and analysis
of trends in the United States from 1997 to 2004. Antimicrob.
Agents Chemother. 51, 1649-1655 (2007)

Snydman D.R., Hecht D.W. i wsp.: Update on resistance of Bac-
teroides fragilis group and related species with special attention
to carbapenems 2006-2009. Anaerobe, 17, 147-151 (2011)



76

63.

64.

65.

66.

67.

68.

SEBASTIAN NIESTEPSKI, MONIKA HARNISZ, EWA KORZENIEWSKA, ADRIANA OSINSKA, BARTEOMIE] DZIUBA

Soki J., Hedberg M., Patrick S., Balint B., Herczeg R., Nagy I,
Hecht D.W.,, Nagy E., Urban E.: Emergence and evolution of
an international cluster of MDR Bacteroides fragilis isolates.
J. Antimicrob. Chemother. 71, 2441-2448 (2016)

Soki J.: Extended role for insertion sequence elements in the
antibiotic resistance of Bacteroides. World J. Clin. Infect. Dis. 3,
1-12 (2013)

Sutter V.L., Citron D.M., Edelstein M.A.C., Finegold S.M.: Wad-
sworth anaerobic bacteriology manual, 4th ed. Star Publishing
Co., Belmont, 1985

Székely E., Eitel Z., Molndr S., Szész L.E., Bilca D., S6ki J.: Ana-
lysis of Romanian Bacteroides isolates for antibiotic resistance
levels and the corresponding antibiotic resistance genes. Ana-
erobe, 31, 11-14 (2015)

Toprak N.U., Yagci A., Gulluoglu B.M., Akin M.L., Demirka-
lem P, Celenk T., Soyletir G.: A possible role of Bacteroides
fragilis enterotoxin in the aetiology of colorectal cancer. Clin.
Microbiol. Infect. 12, 782-786 (2006)

Vedantam G., Hecht D.W.: Antibiotics and anaerobes of gut
origin. Curr. Opin. Microbiol. 6, 457-461 (2003)

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Wareham D.W., Wilks M., Ahmed D., Brazier J.S., Millar M.:
Anaerobic sepsis due to multidrug-resistant Bacteroides fragilis:
microbiological cure and clinical response with linezolid the-
rapy. Clin. Infect. Dis. 40, 67-68 (2005)

Weintraub A., Larsson B.E., Lindberg A.A.: Chemical and
immunochemical analyses of Bacteroides fragilis lipopolysac-
charides. Infect. Immun. 49, 197-201 (1985)

Wexler H.M.: Bacteroides: the good, the bad, and the nitty-gritty.
Clin. Microbiol. Rev. 20, 593-621 (2007)

Whittle G., Hund B.D., Shoemaker N.B., Salyers A.A.: Cha-
racterisation of the 13-kilobase ermF region of the Bacteroides
conjugative transposon CTnDOT. Appl. Environ. Microbiol. 67,
3488-3495 (2001)

Wu S., Lim K.C., Huang J., Saidi R.E, Sears C.L.: Bacteroides
fragilis enterotoxin cleaves the zonula adherens protein, E-cad-
herin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 14979-14984 (1998)
Yang W., Moore LE, Koteva K.P,, Bareich D.C., Hughes D.W,,
Wright G.D.: TetX is a flavin-dependent monooxygenase con-
ferring resistance to tetracycline antibiotics. J. Biol. Chem. 279,
52346-52352 (2004)



POST. MIKROBIOL.,
2017, 56, 1, 77-87
http://www.pm.microbiology.pl

AMYLOIDY, BIALKA POWSZECHNE
WSROD DROBNOUSTROJOW

Barbara Katarzyna Pawlowska'*, Beata Magdalena Sobieszczanska'

!Katedra i Zaktad Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu,

Wplyneto w czerwcu 2016 1.
Zaakceptowano w sierpniu 2016 1.

1. Wprowadzenie. 2. Amyloidy bakteryjne. 2.1. Fimbrie spiralne. 2.1.1. Synteza fimbrii spiralnych. 2.1.2. Regulacja ekspresji operonu csg.
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Amyloids, common proteins among microorganisms

Abstract: Historically, the term amyloid was used strictly with reference to human neurodegenerative diseases. Nowadays, it is known
that many proteins have the potential to conformational changes into -sheet structures with tendency to form insoluble amyloid fibrils.
Moreover, amyloid proteins are widespread among microorganisms. Bacteria and fungi produce functional amyloids which exhibit all
characteristics of amyloid proteins, but in contrast to a numerous group of human toxic amyloids, they play important physiological
functions in microorganisms. There is growing evidence that functional amyloids are important in bacterial adhesion and invasion.
Furthermore, amyloids make biofilms thicker, rougher, and more resistant to drying out. The increasing interest in better understanding
of the nature of these unusual microbial proteins and their role in pathogenesis are likely to contribute to the effective treatment or
prevention of infectious diseases in humans.

1. Introduction. 2. Bacterial amyloids. 2.1. Curli fibers. 2.1.1. Curli biogenesis. 2.1.2. Regulation of csg operon. 2.1.3. Participation of curli
in bacterial virulence. 2.1.4. Role of curli in pathogenesis. 2.2. Other bacterial amyloids. 2.3. Fungal amyloids. 3. Recapitulation

Slowa kluczowe: amyloidy funkcjonalne, biofilm, fimbrie spiralne
Key words: functional amyloids, biofilm, curli fibers

1. Wprowadzenie

Termin amyloid po raz pierwszy zostal zastosowany
przez Rudolfa Virchowa, ktéry w 1854 roku zaobserwo-
wal pozakomorkowe ztogi w tkance mézgu i na pod-
stawie niebieskiego wybarwienia jodyng, blednie opisal
je jako skrobia (tac. amylum; grec. amylon). Pierwsze
szczegotowe badania nad amyloidami przeprowadzili
Friedreich i Kekule, ktérzy w 1859 roku potwierdzili
biatkowe pochodzenie ztogdw, wykluczajac tym samym
obecnos¢ weglowodanéw w badanej masie. Postep wie-
dzy o II-rzedowej strukturze bialek przyczynit si¢ do
odkrycia, ze amyloidy w przeciwienstwie do innych
bialek o strukturze a-helisy, posiadaja prawoskretna
konfiguracje . Charakterystyczna dla wszystkich bia-
tek amyloidowych, regularna struktura nierozgatezio-
nych wiokien, tzw. B-harmonijka warunkuje ich wysoka
oporno$¢ na proteolize [14, 80, 85]. Do powstawania
widkien amyloidowych w organizmie czlowieka docho-
dzi na skutek btednego uformowania fanicucha polipep-
tydowego. Przyczyna zmian prawidiowej konforma-
¢ji biatka mogg by¢ réznorodne $rodowiskowe [56].
Do zmiany struktury drugorzedowej biatka z a-helisy
na f-harmonijke moze dojs¢ na skutek: zmian pH lub
temperatury, mechanicznego stresu, glikacji oraz oksy-

dacji [18]. Nieprawidtowa konformacja przestrzenna
bialek prowadzi do polimeryzacji monomeréw w tok-
syczne dla komorek formy przejsciowe [17, 29]. Do
zakonczenia procesu agregacji dochodzi w momencie
osiggniecia stanu réwnowagi, czyli powstania nieroz-
puszczalnych struktur, tj. amorficznych agregatéw lub
widkien amyloidu [30, 35].

Powstawanie wiokien amyloidowych w organiz-
mie czlowieka towarzyszy rozwojowi amyloidoz, tj.
choréb polegajacych na odkladaniu si¢ w tkankach
lub okreslonych narzadach wewnetrznych zlogow
bialek amyloidowych. Gromadzenie si¢ widkien amy-
loidowych w mézgu prowadzi natomiast do rozwoju
chordb neurodegeneracyjnych, m. in. choroby Alzhei-
mera oraz Parkinsona. Dotychczas rozpoznano duza,
heterogenng grupe toksycznych biatek amyloidowych,
tym nie mniej, wystepujace w organizmie czlowieka
amyloidy nie zawsze zwigzane s z procesem patolo-
gicznym i mogg réwniez petni¢ funkeje fizjologiczne.
Przykiadem jest odkryte w 2006 roku premelanoso-
mowe biatko 17 (Pmel17), ktdre uczestniczy w procesie
polimeryzacji i biosyntezy melaniny [24].

W przeciwienstwie do biatek amyloidowych powsta-
jacych w organizmie cztowieka przede wszystkim w pro-
cesach chorobowych, liczne drobnoustroje tj. bakterie

* Autor korespondencyjny: Katedra i Zaktad Mikrobiologii, Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu, ul. T. Chatubin-
skiego 4, 50-368 Wroclaw; tel.: 71 784 12 78; email: pawlowska.barba@gmail.com
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Rys. 1. Proces polimeryzacji bialek amyloidowych

Agregacja monomeréw prowadzi do powstania toksycznych form posred-
nich (oligomeréw), protofibryli oraz wtékien amyloidow.

i grzyby wytwarzaja tzw. amyloidy funkcjonalne, ktore
posrednicza w ich procesach fizjologicznych [27, 90, 95].

Amyloidy funkcjonalne drobnoustrojéw powstaja
w skomplikowanych procesach biosyntezy, co odréz-
nia je od nieprawidtowo pofaldowanych, toksycznych
amyloidéw ludzkich. Pomimo istotnych réznic na eta-
pie tworzenia amyloidéw wytwarzanych przez drobno-
ustroje oraz organizm czlowieka, bialka te cechujq si¢
szeregiem wspolnych wlasciwosci fizyko-chemicznych.
[13]. Struktura B-harmonijki, ktéra charakteryzuje
wszystkie amyloidy odpowiada za ich niezwykla opor-
nos$¢ na trawienie proteazami oraz denaturacje enzy-
matyczng, cieplng i chemiczng. Wtokna amyloidowe
cechuje wytrzymatos¢ na rozcigganie poréwnywalna
do stali, a sztywnos$¢ mechaniczna tych biatek jest zbli-
zona do jedwabiu [87]. Ze wzgledu na wysoka trwatos¢
wiokien amyloidowych do izolacji monomeréw tych
bialek stosuje sie stezony kwas mréwkowy lub heksaflu-
oro-2-propanol (HFIP). W pozostatych kwasach oraz
zasadach biatka amyloidowe nie rozpuszczajg si¢ [60,
86]. Ponadto, do charakterystycznych cech wszystkich
bialek amyloidowych zalicza si¢ zdolno$¢ wigzania
czerwieni Kongo, tioflawiny T oraz kurkuminy [45, 49,
55]. Dodatek czerwieni Kongo lub kurkuminy do pod-
toza hodowlanego umozliwia wykrywanie bialek amy-
loidowych na powierzchni bakterii, poniewaz barwniki
te wbudowuja si¢ w strukture f-harmonijki, wptywajac
zaréwno na kolor jak i morfologie kolonii. Zastosowa-
nie czerwieni Kongo jest réwniez wykorzystywane do
wykrywania charakterystycznej dla amyloidéow dwoj-
fomnosci w $wietle spolaryzowanym, ktorg obserwuje
sie w postaci zo6lto-zielonego $wiecenia. Tioflawina T
jest barwnikiem fluorescencyjnym, ktory stosowany jest
do badan nad kinetyka proceséw polimeryzacji bialek

amyloidowych. Wbudowanie tioflawiny T w strukture
B-harmonijki powstajacych widkien amyloidu pro-
wadzi do wzmocnienia jego fluorescencji. W procesie
agregacji biatek amyloidowych wyrdznia sie trzy etapy:
1) faze lag, ktéra odpowiada oligomeryzacji globu-
larnych monomeréw, 2) faze tworzenia i wydluza-
nia wlokien amyloidu oraz 3) faze stabilizacji, ktora
odzwierciedla zakonczony proces polimeryzacji i stala
liczbe widkien (Rys. 1).

2. Amyloidy bakteryjne
2.1. Fimbrie spiralne

Pierwsze doniesienia o bakteryjnych amyloidach
pojawily sie w 1989 roku [66]. Jak dotychczas, fim-
brie spiralne s3 jedynym wykrytym u Gram-ujemnych
pateczek z rodziny Enterobacteriaceae antygenem bak-
teryjnym zbudowanym z amyloidu (Rys. 2.). Ekspresja
genow csg (curli-specific genes), ktére koduja te adhe-
zyny zostala potwierdzona u Salmonella sp., Citrobacter
sp., Enterobacter sp. Proteus sp oraz gatunku Escheri-
chia coli (E. coli) [98].

2 microns

Rys. 2. Fimbrie spiralne na powierzchni E. coli

Zdjecie z transmisyjnego mikroskopu elektronowego dzieki uprzejmosci
prof. M. Chapmana.

2.1.1. Synteza fimbrii spiralnych

Za biogeneze fimbrii spiralnych odpowiadaja biatka
kodowane przez siedem genéw zlokalizowanych na
dwoch operonach: ¢sgDEFG oraz csgBAC. Podczas
transkrypcji operon csgDEFG jest przepisywany w lewo,
natomiast csgBAC w prawo. Operon csgBAC zawiera
geny, ktdre kodujg dwie kluczowe podjednostki struk-
turalne tj. biatka CsgA i CsgB. Bialka te posiadajg zbli-
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zong mase czasteczkowa (~17kDa) a ich struktura
obejmuje pie¢ homologicznych odcinkéw, ktérych
model przypomina spinke do wloséw [5]. Powtarza-
jace sie sekwencje aminokwaséw sg bogate w glicyne,
glutamine i asparagine, co jest typowe dla peptydow
amyloidogennych [69]. Pomiedzy resztami glutaminy
i sparaginy powstaja wigzania wodorowe, ktdre zapew-
niajg trwalos¢ i odporno$¢ biatek amyloidowych na
proteolize [72, 97].

Podjednostki strukturalne fimbrii spiralnych poli-
meryzujg poza komorka bakteryjng, co odrdznia te
adhezyny od pozostatych typow fimbrii, ktérych syn-
teza rozpoczyna si¢ przy podstawie blony zewnetrzne;.

Sekrecja bialka CsgA i CsgB do przestrzeni zew-
natrzkomorkowej jest mozliwa, poniewaz podczas
syntezy fimbrii spiralnych w blonie zewnetrznej bak-
terii powstajg kanaty zbudowane z lipoproteiny CsgG.
Translokacja gtéwnych podjednostek strukturalnych
jest zalezna od innych bialek: CsgC, CsgE oraz CsgF.
Rolg biatka CsgC jest zapobieganie autotoksycznosci
poprzez hamowanie przedwczesnej amyloidogenezy
na etapie transportu monomeréw CsgA. Biatko CsgE
jest obecne w przestrzeni periplazmatycznej bakterii
i pelni role pomocnicza podczas naprowadzania czaste-
czek CsgA w kierunku kanatu zlokalizowanego w bto-
nie zewnetrznej. W momencie uwolnienia do $rodo-
wiska pozakomoérkowego podjednostek CsgA i CsgB
istotng role odgrywa zwigzana z btong zewnetrzng czg-
steczka CsgF, ktéra odpowiada za zakotwiczenie biatka
CsgB, a nastepnie wplywa na szybko$¢ polimeryza-
¢ji monomerdéw CsgA w wldkna amyloidowe fimbrii
spiralnych [22, 44].

Zakotwiczenie biatka zarodnikowego CsgB w bto-
nie zewngtrznej zapoczatkowuje proces nukleacji, gdyz
jest sygnalem wzbudzajacym polimeryzacje rozpusz-
czalnych monomeréw CsgA. W warunkach in vivo
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Rys. 3. Synteza fimbrii spiralnych
CsgA'B™ - bakteria wydziela do srodowiska monomery CsgA, ale brak
ekspresji CsgB na jej powierzchni uniemozliwia synteze fimbrii spiralnych;
CsgA B* - bakteria nie wytwarza CsgA, ale posiada na swojej powierzchni
bialtko CsgB, stad na jej powierzchni powstaja fimbrie spiralne, gdy w $ro-
dowisku obecne s3 monomery CsgA; CsgA*B* — bakteria zdolna do samo-
dzielnej syntezy fimbrii spiralnych.

biatko CsgB jest niezbedne podczas biosyntezy fimbrii
spiralnych, gdyz komérka bakteryjna niewykazujaca
ekspresji tego biala jest niezdolna do zakotwiczenia
na blonie zewnetrznej powstajacych wiokien amylo-
idu. Czasteczki CsgA oraz CsgB moga by¢ natomiast
syntezowane przez dwie, rézne bakterie, ktore naleza
do odmiennych gatunkéw np. Salmonella sp. i E. coli.
Wariant taki jest mozliwy, poniewaz bakteria, pozba-
wiona ekspresji bialka zarodnikowego CsgB, uwal-
nia do $rodowiska zewnetrznego monomery CsgA,
ktére moga agregowa¢ na powierzchni innej bakterii,
posiadajacej w blonie zewnetrznej biatko zarodnikowe
CsgB (Rys. 3.) [33].

2.1.2. Regulacja ekspresji operonu csg

W przeciwienstwie do nieprawidlowo formowa-
nych ludzkich bialek amyloidowych, biogeneza fimbrii
spiralnych jest $cisle uporzadkowana. Za prawidlowy
przebieg tego wieloetapowego procesu odpowiadaja
czynniki regulatorowe. Najwazniejszym z nich jest
biatko CsgD, ktore zalicza si¢ do rodziny regulatoréw
transkrypcyjnych Fix]J/UhpA/LuxR [12]. Za funkcje
regulatorowe tych biatek odpowiada domena C-kon-
cowa, ktdra ma wlasciwosci wigzagce DNA. Biatko CsgD
taczac si¢ z promotorem operonu csgBAC indukuje jego
pozytywna regulacje [79].

W odrdznieniu od innych bialek z rodziny Fix]/
UhpA/LuxR, bialko CsgD nie ma wplywu na wlasna
ekspresje. Jest ona zalezna od: fazy wzrostu bakterii,
sygnalow $rodowiskowych, miedzykomodrkowej cza-
steczki sygnalizacyjnej tj. cyklicznego guanozyno-
-3’5’-monofosforanu (c-GMP) oraz malego regulato-
rowego RNA [51]. Bakteryjne male RNA sa obecnie
przedmiotem intensywnych badan ze wzgledu na ich
istotny wptyw na regulacje ekspresji gendw. Regulato-
rowym RNA, ktére oddzialuje na gen csgD jest czyn-
nik RydC, pelnigcy role ryboregulatora u Salmonella
sp. oraz u E. coli. Do prawidlowego funkcjonowania
czynnika RydC niezbedna jest obecnos¢ biatka opie-
kunczego Hfq. Kompleks RydC-Hfq taczy sie z csgD
mRNA na zasadzie komplementarnos$ci, a nastepnie
blokuje proces translacji, co skutkuje wyciszeniem
biogenezy fimbrii spiralnych i utratg zdolnosci two-
rzenia biofilmu. [8]. Wznowienie translacji nastepuje
dopiero po znacznym obnizeniu poziomu biatka RydC
w komorce bakteryjne;.

Istotnym czynnikiem $rodowiskowym reguluja-
cym biosynteze fimbrii spiralnych jest temperatura.
Cho¢ wigkszo$¢ bakterii wykazuje ekspresje genow
operonu csg wylacznie w temperaturze ponizej 30°C,
wiele patogennych szczepow E. coli syntezuje fimbrie
spiralne rowniez w temperaturze ciata ludzkiego. Zdol-
nos¢ paleczek E. coli do biogenezy fimbrii spiralnych
w temperaturze 37°C pojawia si¢ na skutek mutacji
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w genie csgD [93]. W warunkach in vitro fimbrie spi-
ralne produkowane sg w stacjonarnej fazie wzrostu
bakterii, na podtozach hodowlanych o niskiej osmo-
lalno$ci, przy ograniczonym dostepie azotu, fosforu
i zelaza. Ponadto, ekspresja genu csgD jest najwyzsza
w warunkach mikroaerofilnych [5, 28].

2.1.3. Udzial fimbrii spiralnych w wirulencji bakterii

Fimbrie spiralne pelnig istotne funkcje podczas
wieloetapowego procesu tworzenia biofilméw. Udziat
tych adhezyn jest szczegdlnie wazny podczas pierwszej
fazy tworzenia struktury biofilmu, czyli w momen-
cie wstepnej adhezji bakterii do powierzchni abio-
tycznych lub biotycznych [94]. Fimbrie zbudowane
z amyloidu przyczyniajg si¢ do efektywnej kolonizacji
tkanek roslinnych, nierdzewnej stali, polistyrenu czy
szkla [4, 42, 71, 80]. Po skolonizowaniu powierzchni,
dzieki hamowaniu przez fimbrie spiralne agregacji
komorek bakteryjnych, mogg one tworzy¢ mikroko-
lonie. Dojrzaly biofilm jest strukturg tréjwymiarowa,
pokryta warstwa zewnatrzkomorkowej macierzy, ktéra
chroni bakterie przed szkodliwymi czynnikami (m.in.
antybiotykami). Ukryte wewnatrz biofilmu patogeny
jelitowe sg bezpieczne, gdyz macierz zewnatrzkomor-
kowa posiada cechy wytrzymalej bariery fizycznej.
Charakterystyczne wilasciwosci fizyczne i chemiczne
macierzy s3 utrzymywane przez fimbrie spiralne, ktore
stanowig gtowny, bialkowy sktadnik macierzy zew-
netrzkomorkowej tworzonej przez E. coli i Salmonella
sp. Dzieki wysokiej trwalosci i opornosci amyloidow
na proteolize, biofilmy stanowig swoiste schronienie
dla bakterii, umozliwiajace im namnazanie pomimo
niekorzystnych warunkéw panujacych poza strukturg
biofilmu. Bakterie prezentujace na swojej powierzchni
fimbrie spiralne produkuja biofilmy, ktére s wyraznie
grubsze i bardziej rozlegte w poréwnaniu do biofilméw
syntezowanych przez drobnoustroje pozbawione tych
antygenow [43, 95].

Unikalna cechg fimbrii spiralnych jest ich zdolnos¢
wigzania bialek plazmatycznych i komodrkowych, co
$wiadczy o udziale tych antygenéw w patogenezie zaka-
zen u czlowieka. Powinowactwo do bialek gtéwnego
ukladu zgodnosci tkankowej MHC-I (major histocom-
patibility complex) umozliwia modulowanie odpowiedzi
przeciwzapalnej gospodarza, poniewaz w warunkach
tizjologicznych czasteczki MHC-I odpowiadajg m.in.
za obrong przed patogenami [40, 64, 67]. Amyloidowe
fimbrie moga wiaza¢ zaréwno fancuch ciezki a biatka
MHC-, jak i jego podjednostke tj. B,-mikroglobuline.
Ponadto, w badaniach in vitro wykazano, ze bakterie
prezentujace fimbrie spiralne wykazuja zwigkszona
adhezje do linii komodrkowej o prawidlowej ekspresji
czgsteczek MHC-I w poréwnaniu do linii o zreduko-
wanej ekspresji tych antygenéw na powierzchni [67].

Zdolno$¢ wigzania plazminogenu ulatwia bakte-
riom produkujacym fimbrie spiralne inwazje do tka-
nek gospodarza. Na skutek zwigzania plazminogenu
powstaje plazmina, ktéra odpowiada m.in. za przerwa-
nie cigglosci tkanek. Uszkodzenie komoérek gospodarza
sprzyja z kolei inwazji bakterii do glebszych warstw tka-
nek. Ponadto, Gophna i wsp. [32] wykazali, ze po wpro-
wadzeniu operonu csg odpowiedzialnego za synteze
fimbrii spiralnych do genomu nieinwazyjnych szczepow
E. coli bakterie te wykazywaly zdolnos$¢ do inwazji.

Gl6wna jednostka strukturalna CsgA posiada dwa
miejsca wigzace, ktore moga réwnoczesnie reagowaé
z roznymi czasteczkami [65]. Jednoczesne wigzanie
dwoch, odmiennych biatek moze pobudza¢ uklad
odpornosciowy gospodarza do nasilonej reakcji immu-
nologicznej. Bialko CsgA zalicza si¢ do wzorcéw mole-
kularnych zwigzanych z patogenami (PAMP, pathogen
associated molecular patterns), co oznacza, ze jest ono
selektywnie rozpoznawane przez blonowe Toll-like
receptory (TLR) [92]. Fimbrie spiralne, podobnie jak
ludzkie amyloidy (m.in. B, amylina oraz surowiczy
amyloid A), rozpoznawane sg przez receptory TLR2
[11, 50, 96]. W proces wigzania bakteryjnych widkien
amyloidu zaangazowane sg réwniez receptory TLRI,
ktérych aktywacja jest niezbedna do skutecznego
wzbudzenia nieswoistej odpowiedzi odpornosciowe;j.
Zwiazanie bialka CsgA przez kompleks TLR1/2 skut-
kuje m.in. wzmozong syntezg i sekrecja cytokin pro-
zapalnych, tj. interleukiny (IL) -1p, IL-6, IL-8, IL-17A,
IL-22, IL-23 oraz TNF-a [6, 38, 59, 75, 91]. Z drugiej
strony, zwigzanie TLR2 powoduje: a) wzmozong eks-
presje kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, phospho-
inositide 3-kinase), ktora reguluje przepuszczalno$é
bariery jelitowej poprzez uszczelnianie ciasnych potla-
czen miedzykomorkowych oraz b) sekrecje IL-10, ktora
ma wlasciwosci przeciwzapalne [68].

2.1.4. Rola fimbrii spiralnych w patogenezie
zakazen czlowieka

Rola fimbrii spiralnych w chorobotwodrczosci czto-
wieka nie zostata jak dotychczas jednoznacznie potwier-
dzona. Szczepy prezentujace fimbrie spiralne w tempe-
raturze ciala ludzkiego izolowano z przypadkéw sepsy,
zakazen ukladu moczowego oraz biegunek u ludzi [6,
7,15, 37, 39, 46].

Pierwsze doniesienia o udziale fimbrii spiralnych
w patogenezie chordb czlowieka ukazaty sie 2000 roku
[6]. Rezultatem badan przeprowadzonych przez Bian
i wsp. [6] byto wykrycie w surowicy krwi chorych
z sepsa przeciwcial anty-CsgA, co potwierdza udzial
tych antygenéw w zakazeniach ogdlnoustrojowych.
Ponadto, obecnos¢ przeciwcial anty-CsgA zostata po-
twierdzona w surowicy dzieci, ktére zmarly w wyniku
zespolu uogdlnionej reakcji zapalnej, podczas gdy
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w grupie kontrolnej zdrowych dzieci przeciwciata te
nie byly obecne [31].

Amyloidowe fimbrie spiralne s3 réwniez istotne
podczas rozwoju zakazen ukladu moczowego [61].
Badania na zwierzetach wykazaly, Ze uropatogenne
szczepy E. coli (UPEC) prezentujace fimbrie spiralne
skuteczniej kolonizuja pecherz moczowy w poréw-
naniu do szczepéw mutantéw pozbawionych gendw
csg [10]. Co wigcej, Hung i wsp. [39] wykazali, ze ist-
nieje zwigzek pomiedzy zdolno$cia uropatogenéw do
syntezy fimbrii spiralnych w temperaturze ciata ludz-
kiego, a rozwojem u chorych powikfania zakazenia
ukladu moczowego w postaci wtoérnego zakazenia krwi.
Ponadto, w zakazeniach ukladu moczowego powazny
problem kliniczny stanowi biofilm, ktéry rozwija si¢ na
cewnikach moczowych. Fimbrie spiralne sg kluczowym
antygenem bakteryjnym zaangazowanym w proces syn-
tezy biofilmu, dlatego nowatorskie podejscie do lecze-
nia zakazen ukladu moczowego zaklada hamowanie
syntezy u bakterii rdwniez i tych adhezyn. Interesujace
badania przeprowadzili Kai-Larsen i wsp. [41], ktorzy
udowodnili, ze produkowana przez nabtonek peche-
rza moczowego i nerek katelicydyna LL-37, hamuje
polimeryzacje bialka CsgA, co uniemozliwia synteze
fimbrii spiralnych u namnazajacych si¢ uropatogendw.

Istnieje niewiele doniesien naukowych o udziale
timbrii spiralnych w patogenezie zakazen uktadu pokar-
mowego. Opisane przypadki dotycza biegunek i zapa-
len jelit wywolanych przez szczepy E. coli, u ktérych
amyloidowe fimbrie stanowily jedyny znany czynnik
wirulencji [15, 37]. Zdolnos¢ syntezy fimbrii spiralnych
wykazuja rowniez szczepy E. coli wywolujace biegunki
u dzieci [88]. Przeprowadzone w 2013 roku badania epi-
demiologiczne wskazuja, ze fimbrie spiralne sg istotne
w patogenezie biegunek oséb dorostych, ktére sa wywo-
tywane przez szczepy E. coli o rozsianym typie adhezji
(DAEC, diffusely adherent E. coli). Natomiast, u dzieci do
piatego roku zycia nie obserwuje si¢ roznic w odsetku
szczepow DAEC tworzacych fimbrie spiralne pomiedzy
grupa dzieci z biegunka a grupg dzieci zdrowych [53].

2.2. Inne amyloidy bakteryjne

Jak dotychczas, zdolno$¢ syntezy funkcjonalnych
amyloidéw potwierdzono u bakterii z klas Gammapro-
teobacteria, Bacteriodetes, Firmicutes i Actinobacteria
[48]. Glowna funkcja bakteryjnych amyloidéw jest
udzial w tworzeniu biofilméw, ktére powstaja w roz-
norodnych niszach ekologicznych. Do bakterii wytwa-
rzajacych biofilm w srodowisku wodnym, tj. jeziorach
stodkowodnych lub wodzie pitnej nalezy Pseudomonas
sp., ktory wytwarza amyloidowe fimbrie Fap (functional
amyloids in Pseudomonas). Operon zawierajacy sze$¢
gendw (fapA-F), ktore koduja biatka strukturalne fim-
brii Fap wykryto u gatunkéw P. fluorescens, P. aeruginosa

oraz P. putida [19]. Gtéwna podjednostka strukturalng
tych adhezyn jest bialko FapC, ktére polimeryzuje
w widkna amyloidu. Czasteczka FapC skltada si¢ z trzech
podobnych fragmentéw, ktére sa polaczone przez
regiony o roznej dlugosci i skladzie aminokwasowym.
Regiony pomiedzy powtarzajacymi si¢ fragmentami
maja zwykle charakter hydrofilowy, stad prawdopodob-
nie wywieraja wplyw na wlasciwosci dojrzalej struktury
biofilmu. Sygnalem do wzbudzenia procesu nukleacji
jest aktywacja bialka FapB. Pozostale czasteczki biorace
udzial w biogenezie fimbrii Fap biorg udzial w trans-
porcie monomerdw FapC przez blone zewnetrzng bak-
terii lub pelnia inne funkcje opiekuncze [34].

Paleczki niefermentujace zaliczane do gatunku
P, aeruginosa naleza do drobnoustrojéw oportunistycz-
nych, ktorych chorobotwdrczos¢ jest zwigzana ze zdol-
noécig tworzenia biofilmu (np. w ptucach 0séb chorych
na mukowiscydoze lub na powierzchni ran). W §ro-
dowisku szpitalnym gatunek ten odpowiada za czgste
i trudne w eradykacji zakazenia, poniewaz wielooporne
szczepy P, aeruginosa z fatwoscig kolonizuja urzadzenia
medyczne i armature sanitarng. Za charakterystyczne
wlasciwosci tego gatunku odpowiadajg m.in. fimbrie
Fap, ktore s zaangazowane w proces adhezji i agregacji
bakterii oraz odpowiadajg za stabilizacj¢ tréjwymiaro-
wej struktury biofilmu [34]. Badania przeprowadzone
przez Herbst i wsp. [34] wykazaly, ze funkcjonalny
amyloid produkowany przez Pseudomonas sp. chroni
biofilm przed wysychaniem, a ponadto zwigksza jego
hydrofobowos¢ oraz sztywnos¢. Co wiecej, synteza
fimbrii Fap moduluje aktywnos$¢ innych czynnikow
wirulencji P. aeruginosa: a) ogranicza wytwarzanie ela-
stazy B i proteazy A; b) stymuluje synteze alginianu oraz
¢) wzmaga aktywno$¢ systemy sekrecji typu IV [34].

Fimbrie Fap Pseudomonas sp. oraz fimbrie spiralne
E. coli wykazuja podobienstwo zaréwno pod wzgle-
dem wlasciwosci fizycznych jak i petnionych funkcji.
Co wigcej, proces tworzenia fimbrii Fap jest homolo-
giczny do biogenezy fimbrii spiralnych, ale nie wymaga
obecnosci biatka regulatorowego. [20].

Gram-dodatnie laseczki Bacillus subtilis naleza do
saprofitow wystepujacych wglebie, ktére biorg udzial
w rozktadaniu zwigzkéw organicznych. Biofilm, ktory
budujg saprofity glebowe jest $cisle pokryty macierza
pozakomorkowa zlozona z egzopolisacharydu oraz bia-
fek: BslA i TasA. Wlasciwosci amyloidogenne biatka
TasA umozliwiajg polimeryzacje w wiokna, ktore
tworza sie¢ otaczajaca bakterie we wnetrzu biofilmu.
Adhezyny zbudowane z biatka TasA osiagaja u B. sub-
tilis zmienng diugo$¢ i szeroko$¢ okoto 10-15nm.
Wzajemne polaczenie sasiadujacych komorek bak-
teryjnych za pomocg fimbrii zwigksza wytrzymatosé
tworzonej struktury [76]. Biogeneza amyloidowych
fimbrii u B. subtilis jest zalezna od obecnosci operonu
tasA-sipW-tasA, ktory zawiera wylacznie trzy geny.
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Gléwng podjednostka strukturalng jest biatko TasA,
wykazujace wlasciwosci przeciwbakteryjne o szero-
kim spektrum dzialania. Macierz zewnatrzkomor-
kowa, ktdra zawiera biatko TasA nabiera wlasciwos$ci
toksycznych, co przypuszczalnie ma istotny wplyw na
zwalczanie konkurencyjnych bakterii [9, 76, 89]. Gen
sipW koduje peptydaze sygnalowa, ktdrej zadaniem jest
odciecie od bialek TasA oraz TapA sekwencji sygnato-
wych, a nastepnie kontrola ich sekrecji poza komérke
bakteryjng. Ponadto, biatko SipW pelni funkcje regu-
latorowe, gdyz wplywa na ekspresje genéw zaangazo-
wanych w synteze egzopolisacharydéw. Produktem
trzeciego genu operonu tasA-sipW-tasA jest biatko
TapA, ktorego rola jest: a) zakotwiczenie wytwarzanych
fimbrii w $cianie komdrkowej bakterii; b) wzbudzenie
polimeryzacji monomeréw TasA oraz c¢) pdzniejsza
kontrola nad efektywnym tworzeniem amyloidowych
wiokien [77]. Szczepy pozbawione biatka TapA tworza
cienkie i nieprawidlowo uformowane fimbrie, ktére nie
spelniajg swoich funkcji [78].

Wiasciwoséci amyloidu funkcjonalnego posiadajg
réwniez fimbrie MTP (Mycobacterium tuberculosis pili),
ktére wytwarzaja mykobakterie chorobotwoércze dla
czlowieka. Homologia fimbrii MTP oraz fimbrii spiral-
nych E. coli dotyczy ich morfologii, wlasciwosci bioche-
micznych oraz petnionych funkeji. Za kodowanie gtow-
nej podjednostki strukturalnej fimbrii MTP odpowiada
chromosomalny gen mtp, ktéry wykryto u M. tubercu-
losis, M. bovis oraz M. avium spp. paratuberculosis. Do
syntezy fimbrii MTP zdolne sa wylacznie patogenne
gatunki Mycobacterium sp., co $wiadczy o ich udziale
w wirulencji pratkéw [2]. Co wigcej, w surowicy cho-
rych na gruzlice wykrywa si¢ przeciwciata anty-MTP.
Badania przeprowadzone przez Naidoo i wsp. [58]
wykazaly, Ze oznaczanie obecnosci genu mtb metoda
PCR jest czulg i swoista metoda, ktéra w przysztosci
mogtaby znalez¢ zastosowanie w diagnostyce gruzlicy.

Fimbrie MTP zbudowane sg z amyloidu i two-
rzg cienkie (2-3nm szerokosci), elastyczne widkna.
Gléwng funkcjg tych adhezyn jest udzial w pierw-
szym etapie zakazenia. Efektywna kolonizacja orga-
nizmu gospodarza jest mozliwa dzieki zdolnosci wia-
zania przez fimbrie MTP lamininy, ale w przeci-
wienstwie do fimbrii spiralnych, adhezyny MTP nie
wykazuja powinowactwa do fibronektyny i kolagenu
typu IV. Ponadto, badania in vitro wykazaly, ze szczep
pozbawiony fimbrii MTP wykazuje znacznie zmniej-
szong adhezje (o 69%) i inwazje (0 56%) do komoérek
nablonka ptuc w poréwnaniu do szczepu dzikiego [74].
Fimbrie MTP podobnie jak inne amyloidy funkcjo-
nalne biorg réwniez udzial w tworzeniu biofilmu [73].
Badania nad immunomodulujacym wptywem fimbrii
MTP wykazaly, ze pomimo aktywnego udzialu tych
adhezyn podczas pierwszej fazy zakazenia, nie s one
immunogenne [74].

Gléwnym gatunkiem zaangazowanym w powstawa-
nie plytki nazegbnej jest Streptococcus mutans, ktory two-
rzy biofilm bakteryjny na powierzchni z¢béw. Badania
in vitro przeprowadzone przez Oli i wsp. [63] wykazaty,
ze macierz zewnatrzkomoérkowa pokrywajaca biofilm
ztozony z S. mutans zawiera funkcjonalny amyloid, tj.
adhezyny P1. Sg to struktury zaliczane do lektyn, ktore
przyczyniajg si¢ do rozwoju prochnicy, poniewaz wigza
m.in. fibronektyne, fibrynogen, kolagen oraz skladniki
obecne w slinie. Adhezyny P1 sg produkowane zaréwno
przez szczepy laboratoryjne, jak i izolaty z ptytki nazeb-
nej. Szczepy, ktore nie posiadaja genu spaP, kodujacego
adhezyny P1 wytwarzaja biofilm oraz wiaza barwniki
stuzace do wykrywania amyloiddw, co §wiadczy o obec-
nosci na powierzchni S. mutans dodatkowych, innych
niz adhezyny P1 amyloidéw funkcjonalnych, ktore nie
zostaly dotychczas zidentyfikowane [63].

Biosynteza funkcjonalnych amyloidéw zachodzi
réwniez u niektorych gatunkéw gronkowcow, m.in.
Staphylococcus aureus oraz Staphylococcus epidermidis.
Moduliny rozpuszczalne w fenolu (PSM, phenol soluble
modulins) sg istotnym czynnikiem wirulencji szczepéw
MRSA (MRSA, methicyllin-resistant Staphylococcus
aureus). Do najwazniejszych funkcji monomeréw PSM
nalezg: a) chemoatrakcja i liza neutrofiléw gospodarza;
b) dzialanie prozapalne; c) wlasciwosci przeciwbakte-
ryjne, ktore zapewniajg przewage nad konkurujacymi
gatunkami bakterii oraz d) udzial w dyspersji i migracji
bakterii z biofilmu. Autoagregacja czasteczek PSM pro-
wadzi do powstania fimbrii o wlasciwosciach amylo-
idu, tzn. zdolnych do wigzania barwnikéw stuzacych do
wykrywania struktury  oraz tworzacych stabilne spo-
limeryzowane wiokna oporne na proteolize. Fimbrie
zlozone z PSM petnig odmienne role w poréwnaniu
do monomeréw PSM, przede wszystkim biorac udzial
w tworzeniu biofilmu i utrzymaniu jego prawidlowej
struktury. Macierz zewnatrzkomorkowa zawierajaca
amyloidowe fimbrie produkowane przez S.aureus
zapobiega rozproszeniu bakterii budujacych biofilm.
Ponadto, amyloidowe fimbrie gronkowcow zwigkszaja
odporno$¢ biofilmu na stres mechaniczny i enzymy
degradujace. Przeciwstawne funkcje fimbrii w stosunku
do wolnych czasteczek PSM $wiadcza o modulacji wlas-
ciwosci monomeréw PSM na skutek ich polimeryzacji
[82]. Obecnos¢ spolimeryzowanych widkien ztozonych
z PSM jest zalezna od zdolnosci szczepu do czgscio-
wej autolizy i uwolnienia zewnatrzkomdrkowego DNA
(eDNA, extracellular DNA), ktore sprzyja polimeryza-
¢ji monomerow PSM. Co wiecej, eDNA tworzy przejs-
ciowe kompleksy z biatkami PSM, zmniejszajac tym
samym ich toksycznos¢ [81].

Zalezno$¢ pomiedzy powstawaniem wlokien amy-
loidu, a redukcja wlasciwosci toksycznych zostata row-
niez potwierdzona w przypadku mikrocyny E492
(MccE492), ktéra jest syntezowana przez Klebsiella
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Tabela I
Bakteryjne i grzybicze amyloidy funkcjonalne
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. Bialka . Pi$mien-
Organizm . Funkgcja .
amyloidowe nictwo
Escherichia coli CsgA Adhezja, inwazja, tworzenie biofilmu, aktywacja (66, 5
(i inne gat. Enterobacteriaceae) (fimbrie spiralne) | uktadu immunologicznego gospodarza]
Pseudomonas spp. FapC Tworzenie biofilmu [19, 20, 34]
Bacillus subtilis TasA Tworzenie biofilmu, toksyczno$¢ podczas sporulacji (76,77, 89]
Mycobacterium tuberculosis MTP Wiazanie biatek gospodarza, tworzenie biofilmu [2]
o | Streptococcus mutans Adhezyna P1 Wspottworzenie plytki nazebnej [63]
—
£ |Staphylococcus aureus Moduliny rozpusz- | Utrzymywanie struktury biofilmu [82]
& | (i inne gat. Staphylococcus) czalne w fenolu
Klebsiella pneumoniae mikrocyna E492 Bakteriocyna inaktywowana w trakcie amyloidogenezy |  [54, 83]
Streptomyces coelicolor czapliny Adhezja do powierzchni hydrofilowych (16, 21, 23]
Xhantomonas axonopodis pv. glycines | HpaG Wzbudzanie nadwrazliwosci u roslin [62]
Erwinia amylovora HrpN
Pseudomonas syringae pv. syringa HrpZ
Candida spp. Adhezyny Als Adhezja, tworzenie biofilmu, modulacja uktadu [3, 84]
B immunologicznego gospodarza
E‘ Grzyby strzepkowe (m.in. Hydrofobiny Nadanie wlasciwo$ci hydrofobowych strukturom [1,52,57]
O | Cladosporium spp., Penicillium spp., powietrznym, unikanie odpowiedzi immunologicznej
Alternaria spp. oraz Aspergillus spp.) gospodarza

pneumoniae [83]. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
MccE492 ogranicza si¢ do rodziny Enterobacteriaceae
i bakterii, ktore walcza o zajecie tej samej niszy eko-
logicznej. Toksycznos¢ MccE492 polega na tworzeniu
kanaléw jonowych w podwdjnej warstwie fosfolipidow
konkurencyjnych bakterii, co prowadzi do depolary-
zacji i wzrostu przepuszczalnosci ich blony cytopla-
zmatycznej [47]. Ponadto, MccE492 wykazuje in vitro
wlasciwosci cytotoksyczne wobec komorek eukario-
tycznych, indukujac ich apoptoze lub nekroze [36]. Do
biogenezy toksycznych czasteczek MccE492 dochodzi
podczas fazy logarytmicznego wzrostu K. pneumoniae.
Syntezowane czasteczki moga by¢ wydzielane do $ro-
dowiska w formie niezmienionej lub potranslacyjnie
modyfikowanej, uruchamianej pod wptywem kowa-
lencyjnego zwigzania sideroforéw do domeny C-kon-
cowej czasteczki MccE492. Tym nie mniej, obie formy
mikrocyny wykazuja wlasciwosci amyloidogenne, cho¢
forma niemodyfikowana efektywniej tworzy amyloid
[54]. Proces amyloidogenezy zachodzi w fazie stacjo-
narnej wzrostu K. pneumoniae i wigze si¢ ze znacznym
zmniejszeniem toksycznos$ci MccE492. Proces agrega-
¢cji mikrocyn jest odwracalny i umozliwia uwalnianie
pojedynczych czasteczek w momencie istotnych zmian
warunkow srodowiska. Dzieki tej unikalnej wlasciwosci
wiokna zlozone z czasteczek MccE492 sg okreslane jako
rezerwuar mikrocyn, ktére po uwolnieniu odzyskuja
cechy toksyczne [83].

Biosynteza amyloidéw u wystepujacych w glebie
bakterii Streptomyces coelicolor, przyczynia si¢ do mody-
fikacji wilasciwosci powierzchniowych tych bakterii.

Czapliny (chaplins) to grupa o$miu bialek (ChpA-H)
o wlasciwosciach amyloidogennych, ktérych sekrecja
wiaze si¢ z tworzeniem wldkien amyloidu na powierz-
chni strzepek powietrznych oraz zarodnikéw S. coelico-
lor [21, 23]. Sie¢ fimbrii zbudowanych z czaplin zapew-
nia hydrofobowos¢ struktur powietrznych i chroni je
przed wysychaniem. Ponadto, hydrofobowe fimbrie
biorg udzial w adhezji strzepek powietrznych do
powierzchni hydrofilowych [16].

Amyloidy funkcjonalne sg rowniez produkowane
przez Gram-ujemne patogeny roélin, ale ich rola jest
stabo poznana. Harpiny s3 cieplostalymi biatkami,
ktore sg wydzielane jako bakteryjne czynniki wirulencji
poprzez system sekrecji typu III. Do ich funkcji nalezy
wzbudzanie nadwrazliwosci roéliny i posredniczenie
w rozprzestrzenianiu si¢ bakterii wewnatrz apoplastu.
Najlepiej poznang harping syntezowang przez Xhanto-
monas axonopodis pv. glycines jest biatko HpaG, ktore
polimeryzuje w widkna o cechach amyloidu. Tworze-
nie amyloidu przez harpiny koreluje z wirulencja bak-
terii, gdyz szczepy pozbawione genu hpaG kodujacego
HpaG sa niezdolne do wzbudzenia nadwrazliwosci
roslin. W przypadku biatka HpaG formy przejsciowe
oraz wiokna amyloidu wykazujg jednakowa toksycz-
no$¢ wobec komorek roslinnych. Wilasciwoséci amylo-
idogenne posiadajg rowniez inne harpiny, m.in. HrpN
wydzielane przez Erwinia amylovora oraz HrpZ, klu-
czowe w wirulencji Pseudomonas syringae pv. syringa
[62]. Przykiady poznanych dotychczas bialek amyloido-
wych wytwarzanych przez rézne drobnoustroje przed-
stawia Tabela I.
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2.3. Amyloidy grzybicze

Do grzybiczych amyloidéw funkcjonalnych naleza
adhezyny Als (Agglutinin-like sequence), ktore sa gliko-
proteinami kodowanymi przez osiem loci. Wszystkie
glikoproteiny z rodziny Als posiadajg strukture zto-
zona z czterech charakterystycznych regiondw, z posrod
ktorych domena T wykazuje wlasciwosci amyloidu [70].
Adhezyny Als sa istotnym czynnikiem wirulencji grzy-
boéw drozdzopodobnych, gdyz posrednicza w adhezji,
a nastepnie kolonizacji tkanek gospodarza. Podczas
procesu biogenezy biofilmu adhezyny Als s odpowie-
dzialne za agregacje komorek grzybiczych oraz wigzanie
innych mikroorganizméw, co przyczynia sie do utwo-
rzenia wielogatunkowego biofilmu [3, 84]. Ponadto,
grzybicze amyloidy funkcjonalne odgrywaja istotna role
podczas rozwoju kandydoz inwazyjnych. Dzigki zdol-
nosci wigzania surowiczego amyloidu P (SAP) w orga-
nizmie gospodarza dochodzi do zahamowania odpowie-
dzi immunologicznej i ograniczenia nacieku ztozonego
z neutrofiléow w miejscu wniknigcia do tkanki grzybow
drozdzopodobnych. Powloka zbudowana z amyloidu
SAP, ktéra powstaje na powierzchni grzybéw uniemoz-
liwia komérkom immunokompetentnym rozpoznanie
obcych antygenéw. Badania przeprowadzone przez
Garcia-Sherman i wsp. [25, 26] wykazaly, ze proces tlu-
mienia odpowiedzi immunologicznej zalezny od kom-
plekséw grzybiczych amyloidéw z SAP jest rowniez
charakterystyczny dla innych zakazen grzybiczych, tj.
aspergilozy, mukormykozy oraz kokcydioidomykozy.

Hydrofobiny to grupa biatek produkowanych wylacz-
nie przez grzyby strzepkowe. Agregacja w wiokna amy-
loidowe jest charakterystyczna dla hydrofobin klasy II,
ktére po spolimeryzowaniu pokrywaja powierzchnie
grzybni powietrznej, zapewniajac jej wodoodpornos¢.
Co wiecej, amyloidy zbudowane z monomerdéw hydro-
fobin umozliwiaja rozprzestrzenianie zarodnikéw w po-
wietrzu oraz ich adhezje do powierzchni lisci [52, 57].
Rola hydrofobin w chorobotworczosci czlowieka jest
stabo poznana. Aimanianda i wsp. [1] wykazali, ze zarod-
niki grzybow z rodzajow Cladosporium, Penicillium, Alter-
naria oraz Aspergillus nie pobudzaja uktadu odpor-
nosciowego po dostaniu si¢ do drég oddechowych gos-
podarza dzieki powloce zlozonej z hydrofobin. Wplyw
amyloidu na proces tlumienia odpowiedzi immunolo-
gicznej zostal dodatkowo potwierdzony w badaniach in
vitro oraz in vivo, ktore wykazaly, ze zarodniki Aspergil-
lus fumigatus, ktore nie posiadaja hydrofobowej warstwy
hydrofobin indukuja masywna odpowiedz ze strony
ukladu odpornoséciowego gospodarza [1].

3. Podsumowanie
W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie badaczy

amyloidami funkcjonalnymi, tj. biatkami, ktére formuja
wiokna amyloidu na powierzchni drobnoustrojow.

Amyloidy wytwarzane przez bakterie i grzyby, podob-
nie jak toksyczne amyloidy ludzkie, powstajg na drodze
autoagregacji monomer6w (podjednostek biatkowych),
ale w przeciwienstwie do nieprawidiowo pofaldowa-
nych, toksycznych wiokien amyloidéw ludzkich, wiele
réznych grup drobnoustrojow wytwarza te biatka
w $cidle okreslonym celu, np. jako skladnik macierzy
zewnatrzkomorkowej biofilmu.

Jak dotychczas, rola poszczegdlnych amyloidéw
funkcjonalnych w patogenezie zakazen czltowieka jest
stabo zbadana. Wnikliwe poznanie odpowiedzi immu-
nologicznej organizmu cztowieka na amyloidy synte-
zowane przez drobnoustroje mogloby w przysztosci
przyczynic si¢ do opracowania nowych metod leczenia
licznych zakazen bakteryjnych i grzybiczych.
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1. Wstep. 2. Wlasciwosci chemiczne i wystepowanie arsenu w §rodowisku. 3. Sposoby wnikania arsenu do komorek. 4. Mechanizmy
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Mechanisms of arsenic toxicity and transport in microorganisms

Abstract: Arsenic is an ubiquitous element present in the environment either through geological or anthropogenic activities. Millions of
people all over the world are exposed to arsenic mainly via air, drinking water and food sources, which results in higher incidence of cancer.
Several mechanisms by which arsenic compounds induce tumorigenesis have been proposed. Arsenic mediates its toxicity by generating
oxidative stress, inducing protein misfolding, promoting genotoxicity, hampering DNA repair and disrupting signal transduction. Thus,
all organisms have developed multiple pathways for arsenic detoxification. In this article, we review recent advances in the understanding
of arsenic toxicity and its transport routes in prokaryotes and eukaryotes, including a dual role of aquaglyceroporins in the uptake and
efflux, active transport out of the cell via secondary ion pumps and sequestration of metalloid-thiol conjugates into vacuoles by primary
ABC transporters. We believe that such studies are of high importance due to the increasing usage of arsenic-based drugs in the treatment
of certain types of cancer and diseases caused by protozoan parasites as well as for the development of bio- and phytoremediation strategies
for metalloid-polluted areas.

1. Introduction. 2. The chemical properties and the presence of arsenic in the environment. 3. Pathways for arsenic uptake. 4. Mechanism
of trivalent arsenic toxicity. 4.1. Oxidative stress. 4.2. Arsenic binding to proteins. 4.3. Protein aggregation. 5. Pentavalent arsenic toxicity.
6. Cellular detoxification mechanisms of arsenic compounds. 6.1. ars operons. 6.2. ACR genes. 6.3. Removal of arsenic conjugates by the

ABC transporters. 6.4. Bi-directional transport of arsenic. 7. Summary

Slowa kluczowe: arsen, toksyczno$¢, transport, wnikanie
Key words: arsenic, toxicity, transport, uptake

1. Wstep

Arsen, ktorego zwiazki sg szeroko rozpowszech-
nione w $rodowisku naturalnym, dziafa silnie toksycz-
nie na organizmy zywe, a Migedzynarodowa Agencja
Badan nad Nowotworami (IARC - International
Agency for Research on Cancer) klasyfikuje ten meta-
loid w pierwszej grupie czynnikéw rakotworczych [40].
Zanieczyszczenie wody, gleby i powietrza zwigzkami
arsenu pochodzenia naturalnego i antropogenicznego
stanowi powazny problem w wielu rejonach $wiata,
zwlaszcza Azji Poludniowej i Potudniowo-Wschod-
niej, Ameryce Poludniowej, Stanach Zjednoczonych,
Kanadzie, a takze kilku krajach europejskich [13, 36,
63]. Wedtug szacunkéw Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO - World Health Organization) ponad 100 mIn
ludzi kazdego dnia moze przyjmowaé pozywienie
i wode zawierajgcg arsen w ilo$ci wiekszej niz uznawana
za bezpieczna norme 10 ug/l [86]. Skutki przewleklej

ekspozycji na arsen, przy duzym, genetycznym zroz-
nicowaniu tolerancji osobniczej, zalezg od wielu czyn-
nikéw, cho¢ gtéwnie od dawki, czasu, zrédla, postaci
i drogi w jakiej pierwiastek ten zostal przyswojony 8,
24]. Moga one mie¢ charakter przemijajacych schorzen
lub trwatych uszkodzen (arsenikozy) i wystepuja zwy-
kle po kilku latach. Sam diugotrwaty kontakt z pylem
arsenowym moze wywola¢ kilkanascie odmian raka
skory i ptuc, natomiast spozywanie skontaminowanej
zywno$ci moze przyczynia¢ sie do rozwoju nowotwo-
roéw réznych narzadow, gléwnie jednak watroby, nerek
i pecherza moczowego [14, 86].

Pomimo wysoce toksycznych i karcinogennych wtas-
ciwosci zwigzki arsenu wykorzystywane byly w lecznic-
twie od wiekow. Takze wspolczesnie preparaty zawiera-
jace ten pierwiastek sg waznym elementem nowocze-
snej chemioterapii przeciwnowotworowej. Dobrym
przykladem jest tréjtlenek arsenu, bedacy aktywnym
skladnikiem $rodka o handlowej nazwie Trisenox

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki i Fizjologii Komorki, Instytut Biologii Eksperymentalnej, Uniwersytet Wroctawski,
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(Cephalon) stosowanego w leczeniu ostrej biataczki
promielocytowej (APL - Acute Promyelocytic Leuke-
mia) [3, 27]. Aktualnie prowadzonych jest lub zakon-
czono szereg badan klinicznych nad uzytecznoscia
arszeniku w leczeniu innych nowotworéw krwi, jak
réwniez guzoéw litych [1, 74]. Z kolei chemioterapeutyki
oparte na pokrewnym metaloidzie — antymonie (Pen-
tostam, GlaxoSmithKline i Glucantim, Sanofi- Aventis)
sa nadal podstawa w terapii leiszmaniozy (czarna febra)
[31], a lek zawierajacy w swym skladzie melarsoprol
(Arsobal, Mel B, Melarsen Oxide-BAL), przed zastoso-
waniem eflornityny, byl jedynym lekiem podawanym
w drugim, neurologicznym stadium trypanosomatozy
($pigczka afrykanska) [5].

Niestety pomimo niewatpliwych sukceséw w przy-
padku leczenia APL, terapia arsenem bywa niesku-
teczna w innych rodzajach nowotworéw. Wywolanie
efektu indukowanej apoptozy wymaga zastosowania
wyzszych dawek leku, ktore sg juz toksyczne dla pacjen-
tow. Prawdopodobnie zwigzane jest to z uaktywnieniem
sie w komorkach nowotworowych specyficznej, cho¢
dotad niewyjasnionej opornoséci na arsen. Zjawisko
opornosci na zwigzki antymonu powszechnie wystepuje
takze u pierwotniakow, co stanowi powazny problem
medyczny, gdyz nie ma alternatywnych metod leczenia
tych czesto $miertelnych chordb. Zrozumienie mole-
kularnych mechanizméw opornoéci komoérek euka-
riotycznych na arsen i antymon jest zatem niezbedne
do opracowania skuteczniejszych metod terapeutycz-
nych. Z drugiej strony, z powodu znacznej szkodliwosci
zwigzkoéw arsenu dla zdrowia ludzkiego, bardzo istotne
staje sie takze dokladne poznanie podstaw toksycznego
dzialania tego metaloidu, co obecnie stanowi cel badan
wielu osrodkéw naukowych na calym swiecie.

2. Wlasciwosci chemiczne i wystepowanie arsenu
w $rodowisku

Arsen jest pierwiastkiem chemicznym o wlasciwos-
ciach metaloidu / péimetalu, ktéry w zwigzkach moze
wystepowac na czterech stopniach utlenienia: -3, 0, +3
i +5, przy czym dwie ostatnie jego formy sa najczes-
ciej spotykane w $rodowisku i obecne w organizmach
zywych. Arsen nieorganiczny w postaci arsenkow
i arsenianow zaréwno metali jak i niemetali wchodzi
w sktad licznych mineratéw (np. lelingit (FeAs,)). Czg-
sto towarzyszy takze siarczkom i zlozom siarczkowym
innych metali (np. realgar (AsS), kobaltyn (CoAsS)).
Tréjtlenek diarsenu (As,O,), znany jako arszenik, w for-
mie stalej wystepuje pod postacig mineratéw: arsenolitu
i klaudetytu. W wodzie i glebie, w zaleznosci od pH
i potencjatu redukcyjnego, dominujg obojetne lub zdy-
socjowane jony kwasu arsenawego (H,AsO,, As(OH),)
i arsenowego (H,AsO,, AsO(OH),). Tréjwarto$ciowe

zwiazki arsenu przewazajg w warunkach beztlenowych,
redukujacych (np. skaly, muly rzeczne), natomiast
pieciowartosciowe w warunkach tlenowych (np. gleba,
wody powierzchniowe) [71].

Gléwnym rezerwuarem arsenu jest litosfera, skad
uwalniany jest do biosfery przede wszystkim podczas
erupcji wulkanow, aktywnosci geotermalnej i lugowa-
nia przez wodg ze skal osadowych i magmowych. Réw-
niez dzialalno$¢ antropogeniczna znaczaco przyczynia
sie do zanieczyszczenia srodowiska naturalnego zwigz-
kami arsenu. Do ich emisji dochodzi gléwnie w wyniku
procesow wydobycia i hutnictwa rud metali niezelaz-
nych, spalania paliw kopalnianych oraz stosowania
w rolnictwie i hodowli zwierzat gospodarskich nawo-
z6w, pestycydow i srodkéw wspomagajacych wzrost
zawierajacych ten pierwiastek [43, 70, 71].

W komoérkach organizméw zywych nieorganiczne
zwigzki arsenu moga ulega¢ biotransformacji (np.
metylacji, kompleksowaniu z glutationem) do form
organicznych, bedacych ubocznymi produktami prze-
miany materii (np. metylowane formy kwaséw nieorga-
nicznych, trimetyloarsyna) lub tworzy¢ arsenowe ana-
logi bioczasteczek (np. arsenobetaina, arsenocholina,
arsenolipidy, arsenocukry), ktére nastepnie wbudowy-
wane sg w rozne struktury komorkowe lub wlaczane
w roznorodne szlaki metaboliczne [98, 104].

3. Sposoby wnikania arsenu do komoérek

Zwigzki arsenu wykazujg podobienstwo struktu-
ralne do kilku niezbednych komoérce substancji, dla-
tego na zasadzie mimikry molekularnej maja zdolnos¢
pokonywania bariery blony komoérkowej i akumu-
lacji we wnetrzu komorki. W roztworze wodnym
o pH zblizonym do oboj¢tnego arsen nieorganiczny
na +3 stopniu utlenienia (As(III)) wystepuje glownie
w postaci pozbawionej fadunku czgsteczki kwasu arse-
nawego (As(OH),) o silnie amfipatycznym charak-
terze, w ktorym cze$¢ zawierajaca atom As jest silnie
hydrofobowa, natomiast ta z grupami hydroksylowymi
(-OH) hydrofilowa. Zwiazek ten posiada konformacje
podobna do glicerolu, dlatego tez u wszystkich organi-
zmow wnika do wnetrza komorki zgodnie z gradientem
stezen przez akwagliceroporyny. U bakterii Escherichia
coli kanatem glicerolowym umozliwiajacym przenika-
nie As(OH), (i Sb(OH),) jest GIpF (Rys. 1A). U drozdzy
Saccharomyces cerevisiae za pobdr do komorki metalo-
idow w tej formie odpowiada gtéwnie akwagliceropo-
ryna Fpsl (Rys. 1B). Z kolei u pasozytniczych pierwot-
niakéw Leishmania major i L. tarentolae oraz ludzi sa to
odpowiednio biatka AQP1 oraz AQP7. W warunkach
niedoboru glukozy As(III) moze by¢ takze pobierany
do komorek drozdzy poprzez permeazy heksozowe
Hxtl1-Hxt17 i Gal2 (Rys.1B). Arsen nieorganiczny
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Rys. 1. Mechanizmy akumulacji i detoksykacji komoérek ze zwigzkéw arsenu

Zaréwno u bakterii E. coli (A), jak i drozdzy S. cerevisiae (B) As(III) wnika do komoérek zgodnie z gradientem stezen poprzez akwagliceroporyny. Jezeli
wewnatrzkomorkowe stezenie As(III) jest wieksze niz w srodowisku zewnetrznym, akwagliceroporyny moga pelni¢ takze funkcje detoksykacyjne trans-
portujac nieorganiczny arsen na zewnatrz komoérki. U drozdzy (B), w warunkach niedoboru glukozy, As(IIT) moze by¢ takze pobierany przez transportery
heksozowe. U obu organizméw As(V) jest transportowany do komdrek przez permeazy fosforanowe, a u drozdzy (B) takze przez zelazowe, po czym
w cytoplazmie ulega enzymatycznej redukeji do As(III) w reakeji katalizowanej przez reduktazy arsenianowe. U bakterii (A) As(V) moze réwniez by¢
modyfikowany przez dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego do 1-arseno 3-fosfoglicerynianu (1As3PGA) i w tej formie usuwany na zewnatrz
komorki przez biatko Ars]. Po redukcji As(III) moze utworzy¢ u drozdzy (B) kompleks z glutationem i zosta¢ przeniesiony do wakuoli dzigki aktywno-
$ci niespecyficznych transporteréw typu ABC. U bakterii (A) i drozdzy (B) As(III) usuwany jest jednak z komdrki wbrew gradientowi stezen gtownie
dzigki aktywnosci zlokalizowanego w blonie komérkowej specyficznego antyportera ArsY/Acr3. U bakterii (A) wystepuje takze pompa arsenowa ArsAB,
aktywnie wyrzucajaca As(III) z cytoplazmy dzigki hydrolizie ATP, ktorej sktadnik ArsB moze funkcjonowaé samodzielnie jako transporter wtérny.
W komérkach bakterii (A) As(III) czgsto ulega metylacji przez metylotransferaze arsenowa przy udziale S-adenozylometioniny. Bakterie (A) posiadajg
specyficzny dla tréjwarto$ciowych, metylowanych form arsenu transporter ArsP. Poza tym lotna trimetyloarsyna moze u nich dyfundowac¢ bezposrednio
przez btone komérkowq. Komorki przedstawiono schematycznie [56, zmod.].

na +5 stopniu utlenienia (As(V)) wystepuje w $rodo-
wisku wodnym o neutralnym pH gléwnie w postaci
oksyanionu H,AsO,, ktéry swoimi wlasciwosciami
chemicznymi przypomina jon fosforanowy H PO,
i u wszystkich organizméw moze by¢ substratem dla
transporterdéw fosforanowych. U bakterii E. coli wyste-
puja dwa rodzaje takich transporteréw, Pit i Pst, i oba
moga katalizowa¢ pobieranie As(V). U drozdzy wni-
kanie jonu H,AsO,” do komoérki umozliwiajg biatka
Pho84 i Pho87, bedace skladowymi transportera fos-
foranowego (Rys. 1), natomiast u kregowcéw permeaza
NaPilIb [56, 95]. Badania wskazujg réwniez, ze za aku-
mulacje kwasu arsenowego w komorkach S. cerevisiae
moze by¢ takze odpowiedzialny biatkowy kompleks
Fet3-Ftrl, umozliwiajacy transport zelaza [6].

4. Mechanizmy toksycznego dzialania arsenu
trojwartosciowego

W komorkach zwigzki arsenu tréjwartosciowego
odznaczajg si¢ toksycznoscig o rozleglym spektrum
dziatania. Sprowadza si¢ ona m.in. do zaburzania pro-
cesu faldowania bialek, co moze skutkowa¢ nieprawi-
dfowym dziataniem wrzeciona podziatowego. Prowa-
dzi to w efekcie do wadliwej segregacji chromatyd, co
z kolei indukuje powstawanie komorek z aberracjami

chromosomowymi. Poza tym szeroko opisana jest zdol-
no$¢ metaloidu do generowania w komorkach stresu
oksydacyjnego, ktéry moze prowadzi¢ do modyfikacji
zasad azotowych. Znamienny jest réwniez potencjal
arsenu do hamowania aktywnosci bialek majacych zna-
czenie w naprawie DNA. Moze to w efekcie wywotywaé
powazne uszkodzenia DNA, skutkujgace anomaliami
takimi jak fuzje koncéw chromosoméw. Dodatkowo,
wplywajac na epigenetyczne mechanizmy kontroli eks-
presji genéw, oddzialujac na dlugos¢ telomerdw, roz-
regulowujac punkty kontrolne cyklu komoérkowego,
arsen moze wzmaga¢ w komorkach narastajaca niesta-
bilnos¢ genomowa i w rezultacie przekierowywac je na
droge transformacji nowotworowej [8, 14].

4.1. Stres oksydacyjny

Toksyczno$¢ trojwartosciowych zwigzkéw arsenu
w duzej mierze wynika z ich zdolnosci do indukowa-
nia stresu oksydacyjnego. Wykazano, ze w komoérkach
ludzkich generuja one powstawanie duzych ilosci reak-
tywnych form tlenu (ROS - Reactive Oxygen Species)
[30], do czego dochodzi m. in. dzigki ich potencjatowi
do przerywania cigglosci zewnetrznej blony mito-
chondrialnej, co w konsekwencji skutkuje ,,ucieczky”
wolnych rodnikéw [35]. Uszkodzone w ten sposdb



MECHANIZMY TOKSYCZNOSCI I TRANSPORTU ARSENU U MIKROORGANIZMOW 91

organelle s3, w warunkach fizjologicznych, elimino-
wane na drodze autofagocytozy, aby chroni¢ komorki
przed toksycznymi efektami stresu oksydacyjnego.
Poniewaz jednak As(III) ma zdolno$¢ do hamowania
samego procesu autofagocytozy, prawdopodobnie przez
blokowanie fuzji autofagosoméw z lizosomami, nasila
w konsekwencji negatywne skutki powodowane aku-
mulacjg ROS [46, 66]. Kolejnym mechanizmem, pro-
wadzacym do wzrastania w komoérkach poziomu ROS,
jest stymulowanie przez As(III) oksydazy NAD(P)H,
generujacej wolne rodniki [23], a hamowanie katalazy
i dysmutazy nadtlenkowej, czyli enzymow o funkcjach
antyoksydacyjnych [30]. Poza tym metaloid ten jest
zdolny do tworzenia koniugatéw z duzymi ilo§ciami
wolnego glutationu, ktére usuwane s3 nastepnie do
wakuoli lub poza obreb komorki. Proces ten prowadzi
do ,neutralizacji” toksycznego pierwiastka, ale skut-
kuje jednocze$nie obnizeniem puli dostepnego anty-
oksydantu, powodujac w efekcie zmniejszenie tolerancji
komorek na stres oksydacyjny [29].

Generowane dziataniem zwigzkéw arsenu ROS ule-
gaja w komorce akumulacji, co skutkuje powstawaniem
szeregu uszkodzen. W takich warunkach dochodzié
moze do naruszania struktury DNA, m.in. poprzez
wywotywanie chemicznych modyfikacji zasad azoto-
wych (np. formowanie 8-hydroksy-2deoksyguanozyny
(8-OHAQG)), ktdre w efekcie prowadzi¢ moga do pod-
stawien nukleotydow. Oprocz tego ROS przyczyniajg
sie do powstawania miejsc apurynowych i apirymidy-
nowych, mogacych skutkowa¢ delecjami nukleotydéw,
a takze kowalencyjnych wigzan migdzy biatkamii DNA,
czy tez jednoniciowych peknie¢ DNA [41]. Nalezy row-
niez zaznaczy¢, ze u drozdzy S. cerevisiae i Schizosac-
charomyces pombe nieorganiczny As(III) nie zwigksza
istotnie produkeji ROS i powoduje niski poziom oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA. Wykazano natomiast, ze
arsen moze, prawdopodobnie w sposob bezposredni,
a nie tylko posredni w wyniku wywolywania stresu
oksydacyjnego, niezaleznie takze od replikacji i trans-
krypcji, indukowa¢ dwuniciowe zlamania DNA we
wszystkich fazach cyklu komoérkowego [49].

Podczas powodowanego arsenem stresu oksydacyj-
nego uszkodzeniu ulegaja rowniez biatka, zwlaszcza
te bogate w cysteine. Dzieje si¢ tak, poniewaz obecna
w reszcie tego aminokwasu grupa tiolowa (-SH) sta-
nowi gléwne miejsce, ktére moze by¢ kowalencyjnie
modyfikowane przez ROS. Utlenienie reszt cysteiny
moze powodowa¢ modyfikacje centrum aktywnego
i zmiany konformacyjne enzymoéw, co prowadzi do
zaburzen, a nawet utraty ich funkgji, zakldcajgc prawi-
dlowy przebieg wielu proceséw fizjologicznych [83].
Szczegdlnie wrazliwe na zmiany potencjatu redoks sa
biatka, w ktdrych strukturze wystepuje motyw palca
cynkowego. Pelnig one zasadnicza role w komorce,
zwlaszcza w procesach transkrypcji i naprawy DNA.

Podczas oksydacyjnych modyfikacji grup tiolowych
cystein, tworzacych miejsce wigzania cynku, dochodzi
do jego uwolnienia i w rezultacie calkowitej dezakty-
wacji enzymow [44].

4.2. Wigzanie z biatkami

Kolejng przyczyng toksycznosci zwigzkow arsenu
jest ich silne powinowactwo do obecnej w reszcie cyste-
iny grupy tiolowej, ktéra stanowi potencjalne miejsce
wigzania arsenu w biatkach. Badania wskazujg, ze
As(III) silniej wiaze si¢ z bialkami zawierajacymi w cen-
trach aktywnych wigcej niz jedna grupe tiolows, a jedna
czgsteczka As(OH), moze formowac tréjkatne, stozko-
wate koordynaty biatkowe, angazujac w wigzanie az trzy
cysteiny jednoczesnie [100]. Powstajace wigzania As-S
odpowiadajg za zmiany konformacji, aktywnosci i/lub
interakcji z innymi czasteczkami réznych enzymow czy
transporterdw jonowych. Szczegélnie niebezpieczne sg
interakcje arsenu z biatkami biorgcymi udzial w napra-
wie DNA. Wykazano, ze podczas ekspozycji na ten pier-
wiastek inhibicji ulegaja biatka kluczowe dla naprawy
przez wycinanie zasad (np. ligaza DNA I) oraz naprawy
przez wycinanie nukleotydéw (np. XPA), jak réwniez
uczestniczaca w wielu innych procesach komoérkowych
polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP-1) [73]. W przy-
padku biatek z motywem palca cynkowego zapropo-
nowano, ze As(III) selektywnie wiaze sie tylko z tymi,
ktére w miejscu wigzania cynku zawierajg trzy lub
cztery reszty cysteiny. Wyparcie atomu cynku i zasta-
pienie go atomem arsenu w specyficzny sposob nazna-
cza i uwrazliwia te biatka na uszkodzenia powodowane
oksydacja przez reaktywne formy tlenu. Dzieje sie tak
dlatego, ze pozbawione ochrony ze strony cynku reszty
cysteiny staja si¢ wrazliwe na dzialanie ROS, podczas
ktorego dochodzi réwniez do uwolnienia metaloidu.
Odtworzona w ten sposob czasteczka As(III) moze
wchodzi¢ w reakeje z kolejnymi biatkami rozpoczyna-
jac cykl od nowa [100, 103]. Arsen dziala szkodliwie
takze poprzez interakcje z wieloma bialkami nieuczest-
niczgcymi w naprawie DNA. Na przyklad, wigzanie sie
As(IIT) do dehydrogenazy pirogronianowej znaczaco
zmniejsza wewnatrzkomorkowe stezenie ATP [7], do
reduktazy tioredoksynowej zaburza réwnowage redoks
w komorce [84], natomiast do syntazy NO obniza ilo$¢
bioaktywnego tlenku azotu [75].

4.3. Agregacja bialek

Do indukowanych dzialaniem arsenu zaburzen
w trakcie faldowania bialek dochodzi na drodze dwdch
mechanizméw. Po pierwsze, metaloid zakidca osigga-
nie prawidlowej konformacji nowo syntezowanych
bialek juz w trakcie ich translacji poprzez oddzialy-
wanie na jeszcze niesfaldowane segmenty fancucha



92 SEWERYN MUCHA, MATEUSZ BEREZOWSKI, KATARZYNA MARKOWSKA

polipeptydowego. Po drugie, bezposrednio hamuje
aktywnos¢ biatek chaperonowych, prawdopodobnie
przez wywolywanie ich agregacji, bezposrednie wigza-
nie si¢, badz modyfikowanie ich reszt cysteinowych.
Oba te mechanizmy prowadza do zaburzen w przyjmo-
waniu przez nowopowstajace biatka natywnej struktury
przestrzennej. Z kolei nieprawidtowo sfatldowane biatka
ulegaja skupieniu tworzac agregaty zdolne do induko-
wania takiego samego procesu u kolejnych podatnych
na to protein, wplywajac w ten sposob negatywnie na
zywotnos$¢ komorek [76]. U drozdzy piekarniczych zna-
leziono 143 biatka agregujace w wyniku ekspozycji na
As(III). Zidentyfikowano takze kilka ludzkich homo-
logéw biatek drozdzowych, ktore u tego organizmu
modelowego najczesciej tworza agregaty podczas stresu
arsenowego. Biatka te u ludzi powigzane s z chorobami
neurodegeneracyjnymi, np. chorobg Alzheimera czy
chorobg Parkinsona, u podloza ktérych réwniez leza
zaburzenia prawidlowej konformacji, agregacja i ko-
-agregacja z innymi bialkami ,,niechorobotwdrczymi”
Sugeruje to istnienie podobnego mechanizmu agregacji
bialek u drozdzy i ludzi [38]. Ponadto badania wyko-
nane na komoérkach S. cerevisiae pokazuja, ze As(III)
moze dezintegrowaé cytoszkielet poprzez hamowa-
nie aktywnosci kompleksu bialek opiekunczych TRiC
(TCP1-Ring Complex), ktory zapewnia prawidlowe
faldowanie nowopowstatych czasteczek aktyny i tubu-
liny. Wykazano, ze As(III) inhibuje aktywno$¢ tego
kompleksu, co powoduje, ze w komorce pojawiaja sie
niefunkcjonalne, toksyczne biatka o nieprawidlowe;j
konformacji. Wynikiem tych zaburzen jest m.in. zle
wyksztalcone wrzeciono podzialowe, mogace by¢ przy-
czyng nieréwnocennego podziatu chromosoméw [65].
Jednakze, jak wykazano w badaniach na komoérkach
ludzkich, As(III) ma takze zdolno$¢ do inhibicji two-
rzenia wrzeciona podzialowego poprzez bezposrednie
wigzanie si¢ do -tubuliny, co uniemozliwia polimery-
zacje pojedynczych czasteczek tego biatka we wtdkna
tubulinowe [8, 101].

5. Toksyczno$¢ pieciowartosciowego arsenu

Toksycznos¢ arsenu pieciowarto$ciowego zwigzana
jest z chemicznym podobienstwem jonoéw arsenia-
nowych (AsO,) do jonéw fosforanowych (PO,*),
z ktérymi wspolzawodniczg w reakcjach energetycz-
nych. Arsenian moze podczas glikolizy taczy¢ sie wia-
zaniem estrowym z czgsteczka glukozy tworzac wysoce
niestabilny i ulegajacy szybkiej hydrolizie glukozo-
-6-arsenian. Z kolei w mitochondriach, podczas cyklu
Krebsa i fosforylacji oksydacyjnej, z cze$ci ADP synte-
tyzowany moze by¢ arsenian adenozyno-5-difosforanu.
Hamowane s3 takze enzymy uczestniczace w proce-
sie oddychania (np. dehydrogenaza glukozo-6-fosfo-

ranu). Wszystko to powoduje rozprzeganie produkcji
ATP, a w konsekwencji wyczerpanie komoérkowych
zasobow energii [37].

6. Mechanizmy detoksykacji komorek
ze zwigzkow arsenu

Obecnos¢ arsenu w toksycznym stezeniu towarzy-
szy zyciu na Ziemi od jego poczatkéw. Spowodowalo
to wystapienie silnej presji selekcyjnej sprzyjajacej
wytworzeniu mechanizméw detoksykacji komorek,
bez ktérych organizmy Zywe nie mogltyby przetrwaé
[104]. Generalnie detoksykacja komorek ze zwiaz-
kéw arsenu polega na ograniczeniu ich wnikania lub
na zwiekszeniu ich usuwania z cytoplazmy, badz tez
na biotransformacji do mniej toksycznych form. Naj-
wyzszy poziom opornosci, zaréwno komorki prokario-
tyczne jak i eukariotyczne, osiggaja dzigki aktywnemu
transportowi arsenu do wakuoli lub wyrzutowi na
zewnatrz blony komodrkowej przez specyficzne dla tego
metaloidu transportery [68] (Rys. 1). U prokariontéow
wyewoluowaly trzy niezalezne od siebie drogi usuwania
trojwartosciowych zwigzkow arsenu: ArsB i Acr3/ArsY
dla form nieorganicznych oraz ArsP dla form organicz-
nych. Koegzystencja trzech rodzajow transporteréw
arsenowych o réznej specyficznosci substratowej mogta
wytworzy¢ sie z powodu wzrostu zlozonosci zwigzkow
arsenu w $rodowisku [97]. Zmiana charakteru $rodowi-
ska na utleniajacy doprowadzila natomiast do powsta-
nia mechanizméw opornosci na As(V), opierajacych
sie gléwnie na redukeji do As(III) dzieki aktywnosci
reduktazy arsenianowej ArsC, ale réwniez polega-
jacych na jego bezposrednim usuwaniu z komodrek
przez biatko Ars] [22] (Rys. 1A).

6.1. Operony ars

Geny opornosci na arsen znaleziono w niemal
wszystkich zsekwencjonowanych genomach bakte-
ryjnych. Wystepowanie tych gendéw u wspolczesnie
zyjacych mikroorganizméw $wiadczy o tym, iz presja
wywolana powszechnoscig arsenu w $rodowisku jest
nadal silna [96]. Wysoki poziom opornosci na arsen
komorek prokariotycznych warunkowany jest obec-
no$cig operonu arsenowego ars, zlokalizowanego na
plazmidach lub chromosomach bakterii gram-dodat-
nich i gram-ujemnych. Zidentyfikowany jako pierw-
szy operon ars na plazmidzie R773 [19] i R46 [12]
z E. coli sktada si¢ z pieciu gendéw: arsR, arsD, arsA,
arsB i arsC, natomiast chromosomowa wersja operonu
ars z E. coli zawiera tylko trzy geny: arsR, arsB i arsC,
ktére warunkujg oporno$¢ na znacznie nizsze stezenia
arsenu w poréwnaniu z wersja plazmidowa [16]. Podob-
nie plazmidy pI258 i pSX267 z gram-dodatnich bak-
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terii Staphylococcus aureus [42] i Staphylococcus xylosus
[69] zawierajg operon ars zlozony tylko z trzech gendw:
arsR, arsB i arsC.

Produkty podstawowych gendw operonu arsRDABC:
arsA i arsB tworzg pompe arsenowg zalezng od ATP
[25, 26]. Opornos¢ na arsen pigciowartosciowy wymaga
gltéwnie obecnosci produktu genu arsC, w celu redukcji
arsenianu do arseninu, ktéry nastepnie usuwany jest
z komorki przez pompe ArsAB [34]. Gen arsR koduje
represor transkrypcji operonu ars [88], a biatko ArsD
petni funkcje ,,metalochaperonu” odpowiedzialnego za
wychwytywanie i dostarczanie As(IIT) do pompy ArsAB
(48] (Rys. 1A).

Gléwna podjednostke pompy ArsAB stanowi nale-
zace do nadrodziny MFS (Major Facilitator Superfa-
mily) biatko ArsB, ktére posiada 12 regiondéw trans-
blonowych i zlokalizowane jest w blonie komorkowej,
gdzie tworzy kanal dla usuwania arsenu i antymonu
z komorki, a takze jest miejscem przylaczenia do
blony homodimeru podjednostki katalitycznej ArsA,
zawierajacej konserwatywne sekwencje wiazania ATP
i wykazujacej aktywno$¢ ATPazowg indukowang arse-
ninem i antymoninem [67, 81, 89]. Komorki posiada-
jace funkcjonalny kompleks ArsAB wymagaja do usu-
wania metaloidu energii chemicznej z hydrolizy ATP
[25, 26]. Przy braku podjednostki ArsA, jak ma to
miejsce w przypadku chromosomowej kopii operonu
ars u E. coli oraz tréjgenowego operonu ars na plazmi-
dzie u S. aureus, biatko ArsB katalizuje transport arse-
ninu i antymoninu z uzyciem energii elektrochemicznej
potencjatu blonowego na zasadzie antyportu As(OH),/
H* i Sb(OH),/H*, wykazujac wigksze powinowactwo
do Sb(III) [45, 59] (Rys. 1A).

Inng permeaza warunkujaca opornos¢ na nieor-
ganiczny As(III) jest ArsY/Acr3. Gen kodujacy ten
transporter, bedacy skltadowa operonu ars zlozonego
z czterech gendw: arsR, ORF2 o nieznanej funkcji, arsY/
acr3 oraz arsC, wykryto po raz pierwszy w obrebie ele-
mentu skin (for sigK intervening) u Bacillus subtilis
[72]. Biatko ArsY/Acr3 posiada 10 segmentdw trans-
membranowych. Jest wtdrnym antyporterem metalo-
idéw o duzym powinowactwie do arsenu. Do dziala-
nia wykorzystuje site protomotoryczng pochodzaca
z utleniania NADH [82]. Wersje operonu ars z genem
kodujacym bialko ArsY/Acr3 s3 znacznie bardziej
rozpowszechnione w genomach bakterii niz operony
zawierajace arsB. Znamienne jest rowniez, ze geny
arsY/acr3 i arsB nigdy nie wystepuja razem w jednym
operonie [97]. Transporter ArsY, podobnie jak ArsB,
moze laczy¢ si¢ z bialkiem ArsA tworzac kompleks
ArsAY, ktory zwieksza wydajno$¢ usuwania arsenu
[17, 33, 102]. W komoérkach eukariotycznych homolo-
giem biatka ArsY jest Acr3, ktéry pelni analogiczna
funkcje transportera nieorganicznych form tréjwar-
tosciowego arsenu [56].

Chociaz permeazy ArsB i ArsY/Acr3 s3 najczesciej
spotykanymi transporterami arsenowymi u bakterii,
jaki$ czas temu pojawily sie doniesienia o szczepach
Campylobacter jejuni posiadajacych chromosomowa
wersje operonu arsPRCY. W sklad tego operonu wcho-
dzi miedzy innymi gen kodujacy nowy rodzaj blo-
nowego transportera ArsP specyficznego wzgledem
zwigzkow arsenoorganicznych na +3 stopniu utlenie-
nia i warunkujacego oporno$¢ na kwas monometylo-
arsonawy (MMAs(III)), ktory wydaje sie¢ by¢ prefero-
wanym, fizjologicznym substratem dla tej permeazy,
oraz w mniejszym stopniu na syntetyczne, aromatyczne
zwigzki arsenu [21]. Od tamtej pory obecno$¢ wysoce
konserwatywnych pod wzgledem topologii homo-
logéw ArsP stwierdzono u wielu gatunkéw bakterii
i archeondw, przy czym czesto wspotwystepuja one
z transporterami ArsB lub ArsY [97]. ArsP jest anty-
porterem transportujagcym MMASs(III) w sprzezeniu
z elektrochemicznym gradientem protonéw pocho-
dzacym z utleniania NADH [21]. Zaznaczy¢ nalezy,
ze obecno$¢ ArsP jest wystarczajaca do nadawania
komadrkom opornosci na tréjwartosciowe formy arsenu
organicznego o czym $wiadczy takze fakt, ze gen arsP
moze wystepowac niezaleznie od arsCi acr3/arsY oraz
arsB [64] (Rys. 1A).

Najnowsze badania operondw ars u réznych gatun-
kow bakterii dostarczyly informacji o genach koduja-
cych bialka pelnigce istotne role w nadawaniu opor-
nosci na arsen. Jednym z nowo opisanych genow jest
arsH kodujacy oksydaze ArsH utleniajaca trojwartos-
ciowe, metylowane i aromatyczne zwigzki arsenu do
mniej toksycznych form pieciowartosciowych [20].
Innym waznym elementem operonéw ars jest gen
arsl, ktory koduje liaze ArsI odpowiedzialng za deme-
tylacje m.in. wysoce toksycznego kwasu monome-
tyloarsonawego (MMAs(IIT)) do As(III), ale takze
degradacje¢ aromatycznych zwigzkow arsenoorganicz-
nych dzigki zdolnosci do przecinania wigzan C-As [99].
Opisano réwniez metylotransferaz¢ arsenowa ArsM,
ktéra nadaje komorkom bakteryjnym opornosé¢ na
As(III) poprzez jego metylacje do mniej szkodliwego
kwasu dimetyloarsynowego (DMAs(V)) oraz lotnej
trimetyloarsyny (TMAs(III)) [2]. Natomiast produkt
aktywnosci genu arsN, N-acetylotransferaza ArsN
warunkuje zwiekszong oporno$¢ na As(V) poprzez
przyczynianie si¢ do zwigkszenia stezenia w komorce
zredukowanego koenzymu A (CoASH) przez co moze
pomaga¢ w utrzymaniu réwnowagi redoks podczas
redukeji arsenianu, gdy zmniejszeniu ulegaja zasoby
glutationu (GSH) [18].

Dotychczas opisane mechanizmy detoksykacji z arse-
nianu polegaja gtéwnie na jego redukcji przez ArsC
do okoto dziesie¢ razy bardziej toksycznego dla ko-
morek arseninu. Taka strategia wydaje si¢ nielogiczna,
jednak nalezy wzig¢ pod uwage fakt wystepowania
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w biosferze gléwnie zredukowanego As(III) w czasie
ksztaltowania sie, w drodze ewolucji, mechanizméw
opornosci na arsen. Gdy srodowisko zmieniato swdj
charakter na utleniajacy przewazaé zaczal As(V),
pojawila si¢ presja, w wyniku dziatania ktorej komorki
nabyly zdolno$¢ do redukgji arsenianu i usuwania
arseninu uksztaltowanymi juz drogami. Jednak sys-
tem bezposredniego usuwania As(V) moglby nies¢
wazne korzysci dla komorek, pozwalajac zaoszczedzié
energie wydatkowang na redukcje i biotransformacje
arsenianu, nie skutkujac pojawieniem si¢ w komorce
znacznie bardziej toksycznych form arsenu na trzecim
stopniu utlenienia [22].

Analizy operonu arsRCYH-dsp-gapdh-] u Pseudo-
monas aeruginosa DK2 wykazaly obecnos¢ dwoch
sasiadujacych genéw: gapdh kodujacego dehydrogenaze
aldehydu 3-fosfoglicerynowego oraz ars] kodujacego
410-aminokwasowy, potencjalny transporter MSE, zlo-
kalizowany w blonie komoérkowej i posiadajacy praw-
dopodobnie 10 regionéw transbtonowych. Taki uktad
gendéw wystepuje rowniez w operonach ars innych
gatunkow bakterii takich jak: Shewanella putrefaciens
200, Aeromonas media, Marinimicrobium agarilyticum,
Bermanella marisrubri, Oceanimonas sp. GK1, Marino-
bacter daepoensis. Badania aktywnos$ci gendw gapdh
i ars] wykazaly, ze zwiekszajg one opornos¢ komorek
na As(V), nie zmniejszajac wrazliwosci na As(III).
Komorki bakteryjne eksprymujace ars/ sa zdolne do
usuwania As(V) tylko w obecno$ci dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH). Wyniki te
pozwolily zaproponowaé model, w ktorym GAPDH
katalizuje reakcje arsenylacji aldehydu 3-fosfoglicery-
nowego (G3P), co doprowadza do powstania 1-arseno
3-fosfoglicerynianu (1As3PGA), ktory jest usuwany
z cytoplazmy przez permeaze Ars] [22] (Rys. 1A). To
pierwszy i jak na razie jedyny zaproponowany mecha-
nizm detoksykacji zakladajacy bezposrednie usuwanie
As(V) na zewnatrz komorki.

6.2. Geny ACR

W potowie lat 90-tych z drozdzowego banku genow
wyizolowano fragment DNA, ktéry w wielu kopiach
nadawal fenotyp bardzo wysokiego poziomu opor-
nosci drozdzy S. cerevisiae na arsenin sodowy [11].
Analiza sekwencji nukleotydowej wykazala, ze zawiera
on trzy sprzezone ze sobg geny o nieznanej dotad
funkgji. Zidentyfikowane geny nazwano kolejno ACRI
(Arsenical Compounds Resistance), ACR2 i ACR3,
a kodowaly one odpowiednio czynnik transkrypcyjny
Acrl/Yap8 (YAP - Yeast Activator Protein) nalezacy
do rodziny bZIP (basic leucine ZIPper Family), pozy-
tywnie regulujacy transkrypcje genéw ACR2 1 ACR3 ze
wspdlnego promotora [10, 92], reduktaze arsenianowa
Acr2, niezbedna do redukcji As(V) do As(III) [60],

oraz blonowy transporter arsenu tréjwarto$ciowego
Acr3 [90] (Rys. 1B). Wkrotce okazato sie, ze homologi
biatka Acr3 wystepuja licznie u archeondw, bakterii
i grzybow, zidentyfikowano je takze u pierwotniakow,
glonéw, mchow, widtakéw, paproci oraz roslin nago-
nasiennych [62]. Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze
komorki rodlin okrytonasiennych i zwierzat nie posia-
dajg funkcjonalnego homologa Acr3, co przektada
sie na ich o wiele wicksza wrazliwo$¢ na arsen [56].
Niemniej jednak opisany po raz pierwszy u drozdzy
S. cerevisiae system detoksykacji komoérek z nieorga-
nicznych, tréjwartosciowych zwigzkéw arsenu oparty
na homologach biatka Acr3 okazat sie by¢ najpowszech-
niej wystepujacym systemem zaréwno u prokariontow
jak i eukariontow.

Bialko Acr3 u drozdzy S. cerevisiae jest jak dotad
najlepiej poznanym czlonkiem-zalozycielem rodziny
permeaz arsenowych Acr3 (Arsenical Resistance-3
Family), zaliczanej wraz z szeScioma innymi rodzi-
nami do nadrodziny BART (Bile/Arsenite/Riboflavin
Transporter Superfamily) [57]. Zbudowane jest ono
z 404 aminokwasow i, podobnie jak u wielu innych
organizmow, lokalizuje si¢ w blonie komdrkowej [55].
U paproci Pteris vittata zostalo ono jednak zidenty-
fikowane w blonie wakuolarnej, co moze $wiadczy¢
o tym, ze bialko to u tej rosliny bierze udzial w sekwe-
stracji As(III) do wnetrza wakuoli, a tym samym ttu-
maczy role hiperakumulatora arsenu jaka pelni ta
papro¢ w $rodowisku [39]. Acr3 w procesie transportu
As(III) zuzywa energie pochodzaca z gradientu elektro-
chemicznego protonéw generowanego przez blonowa
H*-ATPaze Pmal, a zatem funkcjonuje jako wtérny
antyporter, ktérego zadaniem jest aktywne usuwanie
As(II) z cytoplazmy na zewnatrz komorki wbrew
gradientowi stezen [54]. Wykazano, ze na podob-
nej zasadzie dziala wspomniane juz wczesniej biatko
ArsY/Acr3 réwniez u Corynebacterium glutamicum
wykorzystujac do tego celu sile protomotoryczna,
ktorej zrédltem jest utlenianie NADH, co wyraznie
sugeruje, ze mechanizm transportu As(III) jest konser-
watywny wsrod cztonkow rodziny Acr3 [82]. U bakterii
B. subtilis, C. glutamicum i Alkaliphilus metalliredigens
biatko Acr3 uczestniczy tylko w transporcie As(III)
[32, 72, 82]. Chociaz drozdzowe biatko Acr3 ma takie
samo powinowactwo zaréwno do As(III) jak i Sb(III),
to jednak transport antymoninu zachodzi znacznie
wolniej w pordwnaniu do arseninu, co wyjasnia, dla-
czego nadaje ono komodrkom drozdzy stosunkowo
niska oporno$¢ na antymon [54, 55]. U sinic Synecho-
cystis sp. bialko Acr3 warunkuje taki sam poziom opor-
nosci na oba metaloidy [50], za to u bakterii Shewa-
nella oneidensis Acr3 wydaje si¢ by¢ specyficzne tylko
wzgledem jonéw arsenianowych [93]. Taka rozbiez-
nos¢ pod wzgledem specyficznosci substratowej moze
wynika¢ z réznicy w skladzie aminokwasowym regio-
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néw transblonowych (TM), w tym réwniez najistot-
niejszych dla antyportu As(III)/H* u drozdzy - TM4
i TM9, w obrebie ktorych znajdujg si¢ reszty najpraw-
dopodobniej bezposrednio zaangazowane w wigzanie
substratow [53, 58]. Ciekawym faktem jest obecno$¢
dwoch kopii genu ACR3 u drozdzy Saccharomyces
douglasii przez co s3 one bardziej oporne na As(III)
niz S. cerevisiae, ktore posiadaja tylko jedna kopie [51].
Podobna sytuacje zaobserwowano u wspomnianej juz
paproci P, vittata, co dodatkowo determinuje jej hiper-
akumulatorowy charakter [39].

6.3. Usuwanie koniugatow arsenu przez pierwotne
transportery ABC

U wielu organizmoéw, zwlaszcza wyzszych euka-
riontow, brak jest swoistych mechanizméw opornosci
komorek na metaloidy. U tych organizméw w usuwa-
nie As(III) i Sb(III) z cytoplazmy do wakuoli lub na
zewnatrz komorki wbrew gradientowi stezen moga
by¢ zaangazowane niespecyficzne, pierwotne trans-
portery typu ABC, ktorych dziatanie zalezy od energii
pochodzacej z hydrolizy ATP. Czgsto wymaga to wczes-
niejszego kompleksowania nieorganicznych zwiazkow
arsenu i antymonu przez glutation (GSH) [56]. U ssa-
kéw, w tym u ludzi, najczestsza droga komodrkowej
biotransformacji nieorganicznych zwiazkéw arsenu, po
redukeji As(V) do As(III), jest enzymatyczna metylacja
[61]. Réwniez u bakterii metylacja stanowi wazny szlak
przeksztalcenia arsenu [104] (Rys. 1A). Reakcje mety-
lacji przeprowadzane sg przez metylotransferazy arse-
nowe: As3MT u ssakow i ArsM u bakterii w obecnosci
S-adenozylometioniny (SAM) bedacej dawca grupy
metylowej (-CH,) [2, 78]. Ich produktami s3 kwas
monometyloarsonowy (MMAs(V)), monometyloar-
sonawy (MMAs(III)), dimetyloarsynowy (DMAs(V))
i dimetyloarsynawy (DMAs(III)), a u bakterii takze
tlenek trimetyloarsyny (TMAsO(V)) i trimetyloar-
syna (TMAs(II)). U niektdrych bakterii wysoce tok-
syczny MMAS(III) jest usuwany przez opisany wczes-
niej transporter ArsP, u innych lotna trimetyloarsyna
moze dyfundowaé bezposrednio przez dwuwarstwe
fosfolipidowa (Rys. 1A). Z kolei u ssakow MMAs(IIT)
i DMAs(III), podobnie jak As(III), moga tworzy¢
kompleksy z GSH. Powstate koniugaty glutationowe
arsenu nieorganicznego (As(GS),(III)) i organicznego
(MMAs(GS),(I1T), DMAs(GS)(III)), w tym takze w po-
staci jonu (GS),AsSe”, u ludzi usuwane s3 m.in. z hepa-
tocytow do zolci przez transportery ABCA1 oraz
MRP1/ABCC1, MRP2/ABCC2 i MRP4/ABCC4 [4, 15,
47,77]. U drozdzy S. cerevisiae system usuwania meta-
loidéw z komorki na zewnatrz przy pomocy transpor-
tera Acr3 wspomagany jest przez pompy Ycfl i Vmrl,
ktére transportujg koniugaty As(GS),(I1I) i Sb(GS),(I1I)
do wakuoli [85, 91] (Rys. 1A).

6.4. Dwukierunkowy transport arsenu

Wyniki heterologicznej ekspresji roslinnych akwa-
gliceroporyn w komoérkach drozdzy, ukazujace wzrost
opornosci tych komorek na As(V) oraz badania akwa-
gliceroporyn u bakterii i ludzi dostarczyly informacji,
iz bialka te moga funkcjonowa¢ jako dwukierunkowe
kanaty i usuwa¢ As(III) na zewnatrz komorki zgodnie
z gradientem stezen [9, 94]. Dzieje si¢ tak wowczas gdy
wewnatrzkomodrkowe stezenie As(III) jest wyzsze niz
na zewnatrz, a ma to miejsce, gdy dominujgcy w $ro-
dowisku zewnetrznym As(V), przy udziale reduktazy
arsenianowej ulega w komorce redukcji do As(III), co
powoduje wzrost stezenia tej formy arsenu w cytoplaz-
mie, wywolujac powstanie znaczacej roéznicy po obu
stronach btony komdérkowej. Taka réznica stezent moze
réwniez powsta¢ podczas dlugotrwalej ekspozycji na
arsen trojwartosciowy, gdy stezenie ,wolnego” As(III) na
zewnatrz komorki spada dzieki kompleksowaniu z eks-
portowanym do $rodowiska glutationem [80]. Wyka-
zano, ze w takich warunkach takze drozdzowa akwagli-
ceroporyna Fps1, obok Acr3, bierze udzial w transporcie
As(I1I) na zewnatrz komorki [52] (Rys. 1B). Zaréwno
poziom transkrypcji, jak i aktywnos¢ tego kanalu, jest
w komorce precyzyjnie regulowana. Podczas poczat-
kowych etapow adaptacji do stresu arsenowego ilos¢
transkryptu genu FPSI wykazuje gwaltowny spadek,
a biatko Fpsl ulega fosforylacji przez kinaz¢ Hogl, co
powoduje zamkniecie kanalu i ograniczenie akumu-
lacji arsenu [52, 79] Z czasem jednak ekspresja genu
FPS1 wrzrasta, a kanal Fpsl w blonie komorkowej jest
w formie otwartej, co przyczynia sie do wyrzutu As(III)
z cytosolu na zewnatrz komorki [52]. Kolejnym przykla-
dem jest akwagliceroporyna AqpS kodowana przez gen
wchodzacy w sktad chromosomowej wersji operonu ars
o specyficznym sktadzie arsRSCH wystepujacego u sym-
bionta roélin straczkowych Sinorhizobium meliloti. AqpS
wraz z reduktazg arsenianowg ArsC warunkujg u tych
bakterii opornos¢ jedynie na As(V), ktéry po redukcji
do As(III) usuwany jest na zewnatrz komorek zgodnie
z gradientem stezen [94]. U innych bakterii, mianowi-
cie Frankia alni i Salinispora tropica doszlo nawet do
fuzji gendéw kodujacych akwagliceroporyne i reduktaze
arsenianowg w jeden gen, ktdrego ekspresja nadaje duza
oporno$¢ na arsenian, poniewaz zredukowany do arse-
ninu jest natychmiast usuwany z komorki przez to samo
biatko, co zapobiega jego akumulacji w cytoplazmie
w oszczedny pod wzgledem zuzycia energii sposob [87].

7. Podsumowanie
Skazenie wdd i gleby wysoce toksycznymi zwigzkami

arsenu pochodzenia naturalnego jak i antropogenicz-
nego stanowi powazny problem rolniczy i medyczny
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w wielu rejonach $wiata. Szacuje sig, ze wiele milio-
néw ludzi jest chronicznie eksponowanych na niebez-
pieczne dawki arsenu, co prowadzi u nich do powaz-
nych probleméw zdrowotnych, w tym rozwoju réznych
nowotwor6w. Z drugiej strony toksyczne wlasciwosci
zwigzkoéw arsenu wykorzystywane s3 w nowocze-
snych chemioterapiach przeciwnowotworowych oraz
w leczeniu niektdrych tropikalnych chordb pasozytni-
czych. Niestety terapia z uzyciem arsenu czesto bywa
nieskuteczna ze wzgledu na nabywanie przez komorki
oporno$ci na ten metaloid. Badania nad molekular-
nymi mechanizmami dziatania arsenu (i antymonu),
a takze drogami wnikania oraz usuwania jego zwigz-
kéw obejmujgce identyfikacje bialek zaangazowa-
nych w transport, regulacje ich ekspresji i stabilnosci
w blonie, okreslenie specyficznosci substratowej oraz
ustalenie mechanizméw translokacji metaloidéw sa
zatem niezbedne i kluczowe nie tylko do zrozumienia
molekularnych podstaw tolerancji komoérek na meta-
loidy, ale réwniez do praktycznego wykorzystania tej
wiedzy w celu wdrozenia skuteczniejszych metod lecze-
nia. Taka wiedza moglaby bowiem przyczyni¢ si¢ do
opracowania strategii kontrolowania transportu arsenu
przez blony umozliwiajac, w zaleznosci od potrzeby,
zwiekszenie lub obnizenie jego stezenia wewnatrzko-
morkowego, znalezienia inhibitoréw tego transportu,
a takze sposobow uwrazliwiania docelowych komorek
na leki oparte na bazie arsenu.

Jednym z podstawowych i najbardziej wydajnych
mechanizméw detoksykacji, zaréwno u organizmow
prokariotycznych, jak i eukariotycznych, jest usu-
wanie tréjwarto$ciowych form arsenu na zewnatrz
komorki przez specyficzne transportery. Do dzi$ naj-
lepiej scharakteryzowanym transporterem arsenowym
u organizmoéw eukariotycznych pozostaje biatko Acr3,
ktére po raz pierwszy opisano u drozdzy S. cerevisiae,
chociaz biatka z rodziny Acr3 wystepuja nie tylko
u grzybow, ale takze u archeondw, bakterii, glonéw,
mchoéw i paproci. Chociaz homologi Acr3 nie zostaly
zidentyfikowane u wyzszych roélin, drozdzowy gen
ACR3 moze by¢ z powodzeniem wprowadzony i eks-
prymowany w komorkach tych organizméw, co wyka-
zano juz np. u ryzu [28]. Potencjalnie mozliwe jest
wiec uzyskanie form transgenicznych takze innych
roélin uprawnych, ktoére moglyby by¢ uprawiane na
glebach zanieczyszczonych arsenem bez ryzyka aku-
mulacji tego metaloidu w tkankach. Z kolei umiejet-
nos$¢ kierowania bialek Acr3 do blony wakuolarnej,
zmniejszenia stopnia ich ekspresji i regulacji samego
mechanizmu transportu arsenu mogtaby przyczynic sie
do zastosowania takich hiperakumulatorowych roslin
czy genetycznie modyfikowanych mikroorganizmow
w fito- i bioremediacji skazonych terenéw w wielu
regionach $wiata.
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Factors responsible for the development of Lyme carditis

Abstract: Borrelia burgdorferi sensu lato spirochetes are unique in many aspects. They are the etiological agents of Lyme borreliosis,
meta-zoonotic, tick-borne disease of mammals, including humans. Ixodes spp. ticks are the vector. With the exception of erythema
chronicum migrant (EM), manifestations of the disease may vary depending on the genospecies of Borrelia burgdorferi sensu lato. One of
the symptoms is Lyme carditis. To date, the causative factors and the mechanisms of pathogenesis have not been well-described.

Borrelia burgdorferi spirochetes are considered as one of the most invasive mammalian pathogen. They are able to move through
the skin, as well as break into and out of blood vessels, easily crossing the blood-brain barrier. Genes encoding various motility forms
are bound with chemotaxis signaling system which leads and coordinates motion functions. The attachment of bacteria to host cells
or extracellular matrix may promote colonization and disease development. Lyme disease spirochetes encode several surface proteins
including decorin binding adhesion (DbpA), which varies among strains contributing to strain-specific differences in tissue tropism. The
strains demonstrating the greatest decorin-binding activity promote the greatest colonization of heart and cause the most severe carditis.
Moreover, the manifestation of Lyme carditis in certain hosts may be a result of an autoimmunological reaction due to molecular mimicry
between B. burgdorferi and host self-components. In mammals, infection with B. burgdorferi induces the development of antibodies which
may cross-react with myosin and neural tissue.

1. Introduction. 2. Lyme carditis — symptoms, recognition and treatment. 3. Patho-mechanism of Lyme carditis. 3.1. Spirochetes motility.
3.2. Chemotaxis and adhesion. 3.3. Autoimmunological reactions. 4. Summary

Slowa kluczowe: Borrelia burgdorferi, Lyme carditis, patomechanizm

Key words: Borrelia burgdorferi, Lyme carditis, patho-mechanism
1. Wstep Rys. 2. Genogatunki Borrelia burgdorferi sensu lato
Kretki Borrelia burgdorferi sensu lato nalezace do B orrel.ia.burgdorf eri sensu stricto
rzedu Spirochaetales, rodziny Spirochaetaeceae, sa pod B. garz;l.l
wieloma wzgledami wyjatkowe (Rys. 1). Gatunek jest B b'B 'tf_fze !
. bisetti

zroznicowany pod wzgledem genetycznym. W sklad
jego wchodzi kilkanascie genogatunkdw, wystepujacych
na roznych kontynentach pétkuli péinocnej (Rys. 2).
Jako pierwsze opisane zostaly w latach 80. XX wieku
i najlepiej sa scharakteryzowane chorobotworcze dla
czlowieka genogatunki: B. burgdorferi sensu stricto,

B. spielmani

B. valaesiana
B. lusitaniae

B. andersoni

B. californiensis

B. garini i B. afzeli. W Europie wystepuja wszystkie trzy B.j ap .onia
wyzej wymienione genogatunki, natomiast w Ameryce ﬁ ’ imz;a
. turdi

Péinocnej tylko B. burgdorferi sensu stricto [21, 24].

Sa to bakterie o bardzo duzych wymaganiach od-

Rys. 1. Systematyka kretkow , ) / ,
zywczych i w warunkach laboratoryjnych nie rosng

« Gromada: Spirochaetes na zadnych standardowych podlozach bakteriolo-
o Klasa: Spirochaetes gicznych. W laboratorium mozna je hodowa¢ tylko
o Rzad: Spirochaetales na podtozu BSK II wzbogaconym surowicg krolicza.
« Rodzina: Spirochaetaceae Mimo, Ze jest to bardzo bogate podloze, zawierajace
Rodzaj: Borrelia miedzy innymi mieszaning aminokwaséw, witamin,
Treponema soli nieorganicznych, albuminy oraz surowice kroélika,

* Autor korespondencyjny: Samodzielna Pracownia Riketsji, Chlamydii i Kretkow Odzwierzgcych, Narodowy Instytut Zdrowia Publicz-
nego - Panstwowy Zaktad Higieny, ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa; tel. 22 5421261; e-mail: tchmielewski@pzh.gov.pl
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wzrost ich jest bardzo wolny, $rednio czas podzialu
komorki wynosi 16 godzin. Wynik hodowli na BSK II
otrzymuje sie zwykle po 3 miesigcach. Wynik ujemny
hodowli uzyskany po tym czasie nie jest jednak jedno-
znaczny, mozna jedynie stwierdzi¢ — ,wzrostu kretkdw
nie stwierdzono” [24].

Wywolywana przez kretki B. burgdorferi sensu lato
borelioza z Lyme, jest meta-zoonozg, ktéra przenoszona
jest wérdd zwierzat kregowych, a takze ludzi, przez
przenosiciela (wektor), ktorym sg kleszcze rodzaju Ixo-
des. W zaleznosci od rejonu geograficznego sg to rozne
gatunki tego kleszcza — w Europie to przede wszystkim
I ricinus, w Azji I persulcatus, natomiast w Ameryce
gltownie I scapularis.

Objawy choroby, oprocz rumienia wedrujacego,
moga dotyczy¢ roznych ukladéw i narzadéw zaleznie
od genogatunku, ktéry wywotal zakazenie. B. burgdor-
feri sensu stricto jest zwigzany z zajeciem narzadu
ruchu, uszkodzeniem stawdw i chrzastki stawowej,
B. garini wywoluje neuroborelioze, z zakazeniem
osrodkowego ukladu nerwowego i nerwéw obwodo-
wych, natomiast szczepy B. afzeli izolowano z p6znych
zmian skérnych (przewlekle zanikowe zapalenie skory,
acrodermatitis chronica atrophicans - ACA). Lyme car-
ditis moze wystapi¢ jednoczesnie z innymi postaciami
boreliozy z Lyme [21].

2. Lyme carditis - objawy, rozpoznanie i leczenie

Kryteria rozpoznania zapalenia serca w przebiegu
boreliozy z Lyme ustalone zostaty kilka lat temu [18, 21].

Objawy kliniczne to przede wszystkim nagle wysta-
pienie zaburzen przewodzenia (zwlaszcza u mlodych
pacjentéw) lub innych zaburzen rytmu serca i objawy
zapalenia osierdzia (perimyocarditis). W wywiadzie
stwierdza si¢ obecny lub wystepujacy niedawno rumien
wedrujgcy lub uktucia przez kleszcza.

Do postawienia rozpoznania wymagana jest diagno-
styka roznicowa i wykluczenie innych przyczyn oraz
przeprowadzenie badan laboratoryjnych w kierunku
boreliozy z Lyme. W badaniach tych wykrywa si¢ swo-
iste przeciwciata dla Borrelia burgdorferi s.1. w surowicy
krwi chorego. Cennym badaniem dodatkowym jest
biopsja miesnia serca i wykrycie w pobranym materiale
DNA kretkow w reakeji PCR.

Diagnostyka kardiologiczna obejmuje 12-odpro-
wadzeniowe EKG i 24-godzinne badanie Holtera EKG
(analiza rytmu serca, odstepy PQ, szerokos¢ QRS),
a takze badanie echokardiograficzne (wymiary, frakcja
wyrzutowa, ocena kurczliwosci migénia serca, wysigk
w osierdziu) i RTG klatki piersiowej (ocena wielkosci
sylwetki serca, objawy niewydolnosci serca).

Badania pomocnicze, takie jak rezonans magne-
tyczny, biopsja migs$nia serca, badanie elektrofizjolo-

giczne (EPS) moga dostarczy¢ takze cennych informacji
w indywidualnych przypadkach i pomdc w potwierdze-
niu diagnozy i ustaleniu rokowania [18].

Objawy kardiologiczne w przebiegu boreliozy z Lyme
pojawiajg sie stosunkowo rzadko. W latach 2001-2010
odsetek osob zglaszanych z objawami ze strony uktadu
krazenia wynidst 1,1% wsréd wszystkich chorych na
borelioze z Lyme. W Europie ocenia sig, ze jest to od
1% do 2% wszystkich przypadkéw. Objawy najczes-
ciej mozna zaobserwowal réwnolegle z rumieniem
wedrujgcym, niedtugo po jego wystgpieniu lub czesciej
towarzysza objawom ze strony uktadu nerwowego lub
kostno-stawowego we wczesnej fazie zakazenia ($rednio
po 21 dniach od pojawienia si¢ rumienia). Typowymi
objawami sg zaburzenia przewodzenia przedsionkowo-
-komorowego réznego stopnia [12, 21]. W szczegdl-
nosci zapalenie serca nalezy podejrzewaé u oséb mlo-
dych zglaszajacych uczucie kolatania serca, wykazuja-
cych zaburzenia przewodzenia, u ktorych wykluczono
inne czynniki ryzyka, a ktérzy w wywiadzie zglaszaja
fakt przebywania na terenach wystepowania kleszczy.

Inne objawy Lyme carditis to, bradykardia, blok od-
nogi peczka Hisa, zapalenie osierdzia i endomyocarditis.
Postawienie tego rozpoznania wymaga jednak wyklu-
czenia innych przyczyn. Wynik dodatni badania sero-
logicznego nie jest wystarczajacy, a ostateczna diagnoza
powinna uwzglednia¢ wywiad kliniczny i wcze$niejsze
wystgpienie innych objawow charakterystycznych dla
boreliozy z Lyme (rumien wedrujacy) [20, 25].

W latach 80., jeszcze przed odkryciem czynnika
etiologicznego, Steere i wsp. analizowali grupe 20 cho-
rych (w wiekszos$ci mtodych dorostych mezczyzn),
u ktorych stwierdzono objawy ze strony ukiadu kra-
zenia. Chorzy zglaszali duszno$¢ wysitkows, bol
w klatce piersiowej, uczucie kotatania serca, omdle-
nia. Najczestsza nieprawidlowoscig (u 18 pacjentow)
byt blok przedsionkowo-komorowy réznego stopnia;
u o$miu z tych pacjentéw wystapil calkowity blok serca.
U 11 chorych nieprawidiowosci w zapisie elektrokar-
diograficznym sugerowaly ostre zapalenie osierdzia.
Ponadto u pieciu pacjentdéw stwierdzono dysfunkcje
miesnia lewej komory, a u jednego chorego powiek-
szenie sylwetki serca. Obraz kliniczny u tych pacjentéw
wykazywal podobienstwa do ostrej goraczki reuma-
tycznej, ale w chorobie z Lyme, calkowity blok serca
wystepuje czesciej, a objawy zapalenia osierdzia wydaja
sie by¢ tagodniejsze, bez uszkodzenia zastawek. Czas
trwania zajecia serca byl zazwyczaj krotki od 3 dni
do 6 tygodni [20].

Pézniejsza analiza 105 pdinocnoamerykanskich
i europejskich przypadkéw Lyme carditis wykazala,
ze czgSciej choruja mezczyzni (stosunek wynosit
3:1), a przemijajacy blok przedsionkowo-komorowy
jest najczestszym objawem zapalenia serca, przy czym
blok przedsionkowo-komorowy trzeciego stopnia
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obserwowano u 49% chorych, drugiego stopnia u 16%
i pierwszego stopnia u 12%. Dane badan elektro-
tizjologicznych wskazuja, ze bloki ukladu przewo-
dzgcego serca moga by¢ zlokalizowane w wielu miejs-
cach. Inne objawy, takie jak zaburzenia rytmu serca
zapalenie osierdzia i niewydolno$ci serca byty rzadkie
i mialy podobna czesto$¢ wystgpowania na obu kon-
tynentach. Rokowanie w Lyme carditis jest dobre, cho-
ciaz u czgéci chorych opisano przedluzone utrzymy-
wanie si¢ objawow [25].

Zwigzek przewleklych chordb serca, takich jak kar-
diomiopatia rozstrzeniowa z boreliozg z Lyme i nie
zostal w petni udowodniony, mimo ze w pojedynczych
przypadkach w biopsji serca wykrywano DNA Borrelia
burgdorferi s.1. [19]. Wykazano takze zwigkszona cze¢-
sto$¢ wystepowania przeciwcial przeciwko B. burgdor-
feriu tych chorych. Zaleznoé¢ taka nie zostala jednakze
potwierdzona w innych badaniach [12]. Nowsze bada-
nia [16] wykonane metodg PCR, wykazaly znamiennie
czestsze wystepowanie fragmentéw genomu B. burgdor-
feri w bioptatach migsnia sercowego pacjentéw z nie-
dawno zdiagnozowang kardiomiopatig przerostowa
(24%), w poréwnaniu z grupg kontrolng (0%) [10].

Biopsja jest uwazana za ztoty standard w rozpo-
znaniu zapalenia mie$nia sercowego i nadal odgrywa
wazng role, zwlaszcza w trudnych przypadkach np. przy
niewydolnosci serca, przeroscie lewej komory lub aryt-
miach réznego stopnia [8, 11]. W badaniach histopa-
tologicznych w Lyme carditis wykazano limfocytarne
nacieki w mie$niu serca w postaci pasm z widknie-
niem w warstwie podwsierdziowej. W zmianach tych
lub pomiedzy widknami mie$niowymi mozna spora-
dycznie zidentyfikowa¢ komorki bakteryjne. Przypusz-
czalnie, zapalna reakcja indukowana przez kretki oraz
oddzialywanie samych komorek bakteryjnych sg przy-
czynami uszkodzenia tkanek tego narzadu. Ponadto
mala liczba kretkow wykrywanych w uszkodzonej
tkance przemawia takze za immunologicznym kom-
ponentem zapalenia wsierdzia [6, 10, 17]. W tej grupie
chorych znacznie czg¢sciej s3 wykrywane przeciwciata
dla komorek endotelialnych (AECA).

Lyme carditis ma dobre rokowanie. Pacjenci z tym
podejrzeniem, u ktorych wystapity epizody omdlen,
bloki przedsionkowo-komorowe drugiego lub trzeciego
stopnia lub u ktérych odcinek PQ>300 ms powinni
by¢ hospitalizowani w celu ciagtego monitorowania
rytmu serca, przy czym szpital powinien by¢ wypo-
sazony w sprzet umozliwiajacy czasowe wszczepienie
stymulatora. Zazwyczaj bloki przedsionkowo-komo-
rowe ustepujg po okoto 7 dniach, dlatego wszczepienie
stalego stymulatora nie jest zalecane. Wg rekomenda-
¢ji Europejskiej Federacji Towarzystw Neurologicz-
nych (European Federation of Neurological Societies
- EFNS), lekiem z wyboru jest ceftriakson (alternatyw-
nie: cefotaksym), podawany przez okres dwdch tygodni
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w dawce 2,0 g/dobe u pacjentéw hospitalizowanych.
Alternatywa jest podawanie doksycykliny w dawce
2x100 mg/dobe lub amoksycyliny 1,5-2,0 g/dobe.
Wezednie rozpoczeta antybiotykoterapia pozwala na
szybka eliminacje kretkow i ustgpienie objawdw [21].

3. Patomechanizm zapalenia serca

Na rozwdj zapalenia serca ma wplyw wiele czynni-
kéw pochodzacych zaréwno od kretka wywotujacego
zakazenie jak i pewnych cech gospodarza.

3.1. Ruch kretkow

Sa to bakterie ruchliwe dzigki rzeskom znajdu-
jacym sie w peryplazmie. Dzigki niej majg zdolnos¢
poruszania si¢ w bardzo zréznicowanym $rodowisku,
co umozliwia kretkom nie tylko wnikniecie do organi-
zmu gospodarza, zaréwno rezerwuaru jak i wektora,
ale réwniez dotarcie do réznych ukladéw i narzadow,
a nastepnie osiedlenie si¢ i bytowanie w nich [7].

Wiele chorobotworczych bakterii moze aktyw-
nie porusza¢ si¢, plywajac w plynach ustrojowych,
jak réwniez wykonujac ruchy $lizgowe, drgajace przy
pomocy rzesek, przemieszczaé si¢ po powierzeniach
potptynnych i stalych. W miare jednak wzrostu stezenia
polimerdw i zestalenia podtoza, ruch z udzialem wigk-
szo$ci bakterii ulega zahamowaniu. Kretki sa pod tym
wzgledem wyjatkiem. Rzeski kretkéw nie sg ulokowane
zewnetrznie, jak to jest u wigkszosci bakterii Gram-
-ujemnych, ale znajduje si¢, jak wczesniej wspomniano,
w przestrzeni peryplazmatycznej, pomiedzy blong
zewnetrzng i peptydoglikanem. Zaobserwowano, ze
zaréwno B. burgdorferi jak i blisko spokrewniona Tre-
ponema pallidum, sa wyjatkowe i w przeciwienstwie do
innych ruchliwych bakterii s3 wyposazone w organelle
ruchu, zdolne do poruszania si¢ w kazdym srodowisku
o zréznicowanej strukturze — w wielu tkankach o réz-
nej budowie [26]. Dzigki tym wtasciwosciom, kretki
B. burgdorferi z fatwoscia przechodza przez skore, wni-
kaja do wnetrza naczyn krwiono$nych jak i wychodza
z nich, a takze przekraczaja bariere krew-mazg. Sg one
w tym wzgledzie wyjatkowe — potrafig sprawnie poru-
sza¢ si¢ 1 wnika¢ do bardzo réznorodnych tkanek wielu
gatunkow ssakow, kregowcow i bezkregowcdw [22, 23].

Pierwsze badania ruchu komdrek bakteryjnych,
koncentrowaly si¢ na zdolnosci poruszania si¢ kret-
kéw w $rodowisku plynnym, obecnie coraz czgsciej
zwraca si¢ uwage na ich ruch w substancji znajdujacej
sie w przestrzeniach mi¢dzykomoérkowych zaréwno
ssakow jak i kleszczy [3]. Stwierdzono, ze kretki poru-
szaja si¢ z wigksza szybkoscia po podlozach statych niz
w Srodowisku ptynnym.
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Ruch kretkow jest zlozony, sktadajacy sie z wyste-
pujacych jednoczesnie kilku jego rodzajow. Harman
i wsp. [7] badajac ruch kretkéw w macierzy miedzyko-
morkowej skory myszy, opisali dwa rézne stany - faze
stacjonarng ruchliwych kretkéw, w ktdrej komorki sg
w ruchu okreslanym jako falujacy (wriggling) ale nie
zmieniaja polozenia i drugi stan, w ktérym kretki
wykonuja ruchy skokowe (lunging). W jednym i w dru-
gim przypadku, jeden koniec komorki jest zwigzany
z podlozem, okreslany jako swego rodzaju adhezja.
Inna populacja kretkow, w tych samych warunkach
moze przemieszczaé si¢ wykonujac ruchy wyginajace
(flexing), w sposéb podobny do ruchéw w srodowisku
plynnym. Kretki moga przechodzi¢ z jednego stanu
w drugi, z tym Ze trzy opisane formy ruchu wystepuja
tylko na podlozach statych. Natomiast w $rodowisku
plynnym komorki poruszaja si¢ wykonujac jedynie
ruchy wyginajace sie.

Badajac wyjatkowa ruchliwos¢ kretkow i jej mecha-
nizm zwrécono uwage, ze patogeneza wywolywanych
przez te bakterie chordb jest $cisle zwigzana z ich
ruchem. Brak ruchu kretkéw jest jednoznaczny z utrata
przez nie zywotno$ci [15]. Stwierdzono, ze podane
myszom $rodskornie, pozbawione zdolnosci ruchu
mutanty B. burgdorferi nie byty w stanie uciec z naczyn
krwiono$nych i byly eliminowane z ustroju w ciggu
24-48 godzin [14].

Na podstawie badan fragmentéw genomu kretkow
stwierdzono, ze poznane sekwencje zawierajg zespoly
gendw kodujacych organelle umozliwiajace komérkom
réznego typu poruszanie sie. Przypuszcza si¢ ponadto,
ze sg one $cifle powigzane z genami zawierajacymi
uklad sygnalizujacy chemotaksje, ktory kieruje ruchem
rzesek, prowadzac w ten sposob do skoordynowanych
i ukierunkowanych ruchéw.

3.2. Chemotaksja i adhezja

Kretki wywotujace borelioze z Lyme wykazujg swo-
isty tropizm do roznych tkanek, ktory moze by¢ szcze-
powo badz gatunkowo swoisty, np. Borrelia burgdorferi
sensu stricto, B. garinii i B. afzelii, trzy gléwne choro-
botwdrcze genogatunki kretkéw odpowiedzialne za
borelioze z Lyme, wywotuja tylko cz¢$ciowo takie same
objawy kliniczne. Stwierdzono, ze genogatunek Borrelia
burgdorferi sensu stricto jest $cisle zwigzany z rozwojem
boreliozy stawowej (Lyme arthritis), B. garini wywoluje
neuroborelioze, B. afzeli byta izolowana przede wszyst-
kim z péznych zmian skérnych (ACA) [2, 21].

Przyczyna rdznego powinowactwa do okreslonych
tkanek (tropizm) i cigzko$¢ przebiegu choroby nie jest
w pelni poznany i zrozumialty. Wystepowanie okres-
lonych czynnikéw zjadliwosci u badanych szczepow
B. burgdorferi s.s. jest rdzne, wskazujac na swoisto§¢
szczepowo-zalezng [9].
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Kretki, aby méc skolonizowa¢ wiele réznych tka-
nek wytwarzaja struktury majace zdolno$¢ rozpozna-
wania charakterystycznych czasteczek i ich ugrupo-
wan - miejsc receptorowych na powierzchni tkanek
docelowych gospodarza. Kretki Borrelia burgdorferis.l.
wytwarzajg na swojej powierzchni liczne biatka-adhe-
zyny: DbpA, DbpB, Bgp, BBK32, P66, ktdre faczg sie
z odpowiednimi receptorami, umozliwiajace im roz-
poznanie réznych skladnikéw macierzy i adhezje¢ do
roznych komorek ssakow [2, 4, 5].

W macierzy pozakomdrkowej, zawierajgcej kolagen,
wystepuje powszechnie proteoglikan (36 kDa), zali-
czany do grupy SLRP (small leucine-rich proteoglycan,
male proteoglikany zasobne w leucyne), uczestniczacy
w tworzeniu architektury macierzy; hamuje tworzenie
widkien kolagenu oraz proliferacj¢ komorek, reguluje
ich migracje. N-koniec rdzenia biatkowego dekoryny
wigze tanicuch kwasu hialuronowego lub siarczanu der-
matanu (GAG), centralna czes$¢ sktada sie z dziewieciu
powtdrzen sekwencji bogatej w leucyne i asparaginian,
w czesci C-koncowej znajduja sie dwie reszty cysteiny.
Dekoryna tworzy pofaczenia z kolagenem, gloéwnie
typu II, z fibronektyna, trombospondyna i z TGF-b.
Kompleks z kolagenem stuzy jako miejsce adhezji kret-
kow, wywolujacych borelioze z Lyme.

Adhezja bakteryjnych patogenéw do komorek lub
macierzy zewnatrzkomorkowej tkanek docelowych
gospodarza nastepuje przez powierzchniowe adhezyjny
bialkowe i jest uwazana za wazny poczgtkowy etap kolo-
nizacji tkanek. Kretki Borrelia spp. maja geny kodujace
wytwarzanie wielu adhezyn, ktére jak stwierdzono roz-
poznajg rozne elementy macierzy i w ten sposdb moga
powodowac wigzanie sie do réznych rodzajow komorek
ssakow. Dwa spokrewnione ze sobg biatka — biatko A
i B wigzace dekoryne (DbpA i DbpB, Decorin-binding
protein A, B) facza si¢ zaréwno z dekoryna jak i siar-
czanem dermatynu. Sekwencja DbpB jest wysoce kon-
serwatywna w réznych szczepach podczas gdy DbpA
jest wysoce polimorficzna, z podobienstwem pomiedzy
badanymi szczepami nie przekraczajacym 58%. Kretki
B. burgdorferi, ktére nie wytwarzaja DbpA i DbpB,
wykazuja ograniczong zdolno$¢ rozprzestrzeniania
sie w ustroju myszy i kolonizacji ich tkanek, a takze
3-4-krotny wzrost ID_ co wskazuje, ze adhezyny te
maja znaczenie w rozwoju zakazenia [13].

Bialko wigzace dekoryne (DbpA) jest adhezyna,
ktdrej struktura moze by¢ rozna u poszczegdlnych
szczepow. Uwaza sie, ze determinuje ona szczepowo
swoiste powinowactwo do roznych tkanek [13].

Badajgc tropizm szczepdw B. burgdorferi zawieraja-
cych rézne allele dbpA poréwnywano wlasciwosci alleli
dbpA szczepu VS461 B. afzelii, szczepu N40-D10/E9
B. burgdorferi s.s. i szczepu PBr B. garinii.

Zaobserwowano, ze DpbA szczepu N40-D10/E9
B. burgdorferi s.s., wykazujacy najslabsza aktywno$¢
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wiazania dekoryny i GAG jednocze$nie powoduje ma-
sywna kolonizacje chrzgstki stawowej i w konsekwencji
zapalenie stawow. Wydaje sie, ze allel dpbA wystepujacy
w szczepie N40-D10/E9 jest jedynym, ktéry determi-
nuje wystepowanie objawéw stawowych. Stwierdzono
istnienie zalezno$ci — im wigksza aktywno$¢ wigzania
DbpA z dekoryng i sierczanem dermatanu tym silniejsza
kolonizacja mie$nia serca i najciezszy carditis [13].

Z badan tych wynika, ze allele dpbA wplywaja na ko-
lonizacj¢ i wystapienie allelo-zaleznych objawdw bore-
liozy z Lyme oraz etiologie roznych objawéw klinicz-
nych zwigzanych z réznymi szczepami B. burgdorferi s.l.

3.3. Reakcje autoimmunologiczne

Obserwowane zaburzenia rytmu serca oraz bloki
ukladu przewodzacego serca mogg by¢ zwigzane z prze-
wlektym zakazeniem, a takze z reakcjami autoimmu-
nologicznymi indukowanymi przez antygeny kretkow.
Objawy boreliozy z Lyme, takie jak Lyme arthritis czy
Lyme carditis moga by¢ u niektérych chorych zwia-
zane z reakcjami autoimmunologicznymi wywotanymi
mimikra molekularng pomiedzy kretkiem B. burgdor-
feri a wlasnymi sktadnikami tkanek i narzadéw. Biatko
powierzchniowe OspA jest lipoproteing wykazujacg
znaczng zmienno$¢ antygenowa. Odpowiedz immu-
nologiczna na zakazenie B.burgdorferi prowadzi do
wytworzenia odpowiedzi przeciw OspA, ktéra moze
by¢ zaréwno korzystna jak i szkodliwa. Wykazano
bowiem, ze surowice myszy zakazonych tymi kretkami
reaguja zarowno z biatkami bakterii oraz miozyna [17].

W reakcjach tych ma znaczenie zaréwno podobien-
stwo sekwencji aminokwasow jak struktura drugorze-
dowa biatka. Zaleznie od genogatunku wyrdznia sie
osiem typow OspA. W szczepach nalezacych do geno-ga-
tunku B. burgdorferi s.s. wystepuje 1 typ (typ 1), B. afzeli
- réwniez 1 (typ 2) i B. garini — 6 typow (typ 3-8) [21].

Jak stwierdzono istnieja takze krzyzowo reagujace
epitopy ludzkich neuronéw, majace wspolne sekwencje
aminokwasow z biatkiem OspA B. burgdorferi. Analiza
baz danych DNA uzyskanych poprzez odwrotng trans-
krypcje matrycy mRNA umozliwila znalezienie trzech
identycznych sekwencji w biatku OspA [1]. Przeciw-
ciala dla dwoch z tych peptydow reagowaly réwniez
z neuronami ludzkiego moézgu, rdzenia kregowego
i zwojami korzeni grzbietowych.

4. Podsumowanie

Mechanizm oddzialywania kretkéw B. burgdorferi
sensu lato na organizm gospodarza i powstawanie
okreslonych objawow ze strony réznych narzaddw
zaréwno cztowieka oraz innych ssakéw, nie jest w pelni
wyjasniony. Konieczne sg dalsze badania obejmujace

TOMASZ CHMIELEWSKI, STANISLAWA TYLEWSKA-WIERZBANOWSKA

zaréwno charakterystyke szczepéw wywolujacych zaka-
zenie, tak aby mozna bylo pozna¢ przyczyny i mecha-
nizm zajecia okres$lonych ukladéw i narzadoéw, jak
i odpowiedz immunologiczng na zakazenie B. burgdor-
feri sensu lato, w tym procesy korzystne w zwalczaniu
zakazenia oraz szkodliwe, autoimmunologiczne prowa-
dzace do uszkodzenia zakazonych narzadéw.
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Pathogenic free-living amoeba

Abstract: Invasions caused by free-living and parasitic limax amoeba can pose a major threat to human health and life. The amoeba
from the genera Acanthamoeba and Naegleria as well as the following species: Sappina diploidea, S. pedata, Balamuthia mandrillaris,
and probably Hartmannella vermiformis, are the major cause of primary amoebic meningoencephalitis (PAM), granulomatous amebic
encephalitis (GAE) and amoebic keratitis (AK). Furthermore, free-living amoeba can be vectors of bacteria, including Legionella
pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophila, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens
and Mycobacterium tuberculosis. There is a need for more research on free-living amoeba invasions in humans, particularly on the methods
of diagnosis and appropriate forms of pharmacological therapy. Despite the undeniable role of free-living amoeba in the transmission
of pathogenic bacteria, there is still insufficient amount of research and optimal diagnostic methods to identify the mechanisms of
penetration, proliferation and exocytosis of many pathogenic microorganisms.

1. Introduction. 2. Morphology and growth of parasites. 3. Presence of free-living amoeba in the environment. 4. Pathogenicity of limax
amoeba 4.1. Granulomatous amebic encephalitis (GAE). 4.2. Acanthamoeba keratitis (AK). 4.3. Primary amoebic meningoencephalitis
(PAM). 5. Basic diagnosis of infections caused by free-living amoeba. 5.1. Direct testing. 5.2. Cerebral spinal fluid analysis. 5.3. Smear test
or biopsy of abnormal tissue. 5.4. Proliferation methods. 5.5. Molecular diagnostics. 6. Treatment. 7. Amoeba as vectors of pathogenic
microorganisms. 8. Summary
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1. Wstep

Zagrozeniem dla zdrowia i zycia roznych zywicieli sg
gatunki, ktére moga prowadzi¢ zaréwno wolno zyjacy
jak i pasozytniczy tryb zycia. Do takich ewolucyjnie
miodych pasozytdw naleza pierwotniaki z gromady Rhi-
zopoda, okreslane mianem pelzakéw z ,,grupy limax” ze
wzgledu na slimakopodobny charakter pseudopodiow
[26]. Do tej grupy zaliczane s3: ameby z rodzaju Acan-
thamoeba 1 Naegleria oraz gatunki: Sappina diploidea,
S. pedata oraz Balamuthia mandrillaris. Prawdopodob-
nie takze gatunek Hartmannella vermiformis oraz inne
wolno zyjace ameby o wlasciwosciach termofilnych sta-
nowig zagrozenie dla zdrowia czlowieka [23].

2. Budowa morfologiczna i rozwoj pasozytow
Pelzaki z ,grupy limax” wystepuja powszechnie

w $rodowisku naturalnym prowadzac wolno zyjacy
tryb zycia (egzozoiczny), ale w sprzyjajacych warun-

kach moga sta¢ si¢ organizmami endozoicznymi (fakul-
tatywnymi patogenami) [23]. Dla tego rodzaju strategii
zyciowej, umiejetnosdci przezycia zaréwno wewnatrz
organizmu jak i poza Zywicielem, Page w 1974 roku
wprowadzil termin: pelzaki amfizoiczne. Zastapil on
uzywane wczesniej, pojecie pasozytow ,,fakultatywnie
endozoicznych” [15].

Pelzaki wolno zyjace wystepuja w dwdch formach:
trofozoitu i cysty. Trofozoity pelzakéw z rodzaju Acan-
thamoeba i gatunku Balamuthia mandrillaris wyste-
puja w formie pelzakowej o $rednicy od 13 do 40 um
[28, 41]. Natomiast u przedstawicieli pierwotniakow
z rodzaju Naegleria obserwowane sg dwie postaci tro-
fozoitow, postac pelzakowa (o $rednicy 7-20 um) i wi-
ciowa (10-16 pm). Postaci wiciowe powstaja z trofozo-
itow pelzakowych w niesprzyjajacych warunkach sro-
dowiska, przyjmujac ksztalt gruszkowaty lub owalny.
Wystepowanie tej wegetatywnej formy trofozoitu jest
jednym z kryteriow pozwalajacych na réznicowanie
przedstawicieli rodzaju Acanthamoeba i Naegleria [18,
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27]. Formy dwuwiciowe trofozoitéw pelzakow z rodzaju
Naegleria posiadajg wlasciwosci aktywnego ruchu przy
uzyciu wici, przy czym s3 to postaci nie odzywiajace
sie i nie namnazajace si¢. Formy te przyczyniaja si¢ do
rozprzestrzeniania pelzakdw w srodowisku. Natomiast
trofozoity pelzakowe pierwotniakéw wolno zyjacych
poruszaja si¢ za pomocg cienkich pseudopodidw, akan-
topodiow lub lobopodiéw. Wyglad nibynoézek podczas
poruszania si¢ oraz obraz mitotyczny sg kryteriami
klasyfikacji trofozoitéw pelzakéw z rodzaju Acantha-
moeba i Naegleria. Roznig si¢ one stosunkiem dlugosci
do szerokosci pseudopodiéw oraz charakterem wypus-
tek cytoplazmatycznych [36].

Cytoplazma trofozoitéw pelzakéw jest ziarnista,
zawiera pojedyncze jadro z duzym, centralnie ulo-
zonym kariosomem, utworzonym z gestego RNA.
W cytoplazmie wystepuje rowniez pojedyncza wod-
niczka tetnigca i kilka wodniczek pokarmowych [18].
W ultrastrukturze trofozoitéw widoczna jest réwniez
gladka i ziarnista siateczka sroddplazmatyczna, a takze
typowy aparat Golgiego.

Zmiana warunkow srodowiskowych, w tym: zubo-
zenie podloza w substancje pokarmowe, obnizenie pH
otoczenia, zwigkszenie badz obnizenie temperatury,
zmiany wilgotno$ci bezposrednio po fazie wzrostu
prowadzi do przeksztalcenia (encystacji) trofozoitow
wolno zyjacych w formy przetrwalnikowe (cysty).
Encystacje poprzedza fagocytoza substancji odzyw-
czych, a takze sktadnikéw budulcowych $ciany cysty.
Sa to formy oporne na dzialanie wielu czynnikéw
fizycznych i chemicznych, a ich $rednica zwykle nie
przekracza 25um. Formy te moga przetrwaé w nis-
kiej temperaturze, s3 odporne na zmiany wilgotnosci,
wysychanie, promieniowanie ultrafioletowe i zmien-
ne ci$nienie osmotyczne dzieki celulozowej budowie
$cian [15]. Jak wykazaly badania Kasprzaka [14] cysty
Acanthamoeba spp. moga zachowywaé zywotno$c
w wodzie destylowanej w temperaturze 4°C przez 25 lat,
a cysty Naegleria spp. moga przezywa¢ w zblizonych
warunkach kilka miesiecy. Cysty pelzakéw z rodzaju
Acanthamoeba nie tracg zdolnosci inwazyjnych w tem-
peraturze od -20°C do 56°C [17, 18, 41]. Sa to formy
jednojadrowe, otoczone podwdjng otoczka: zewnetrzng
silnie pofaldowang (ektocysta) i gtadka wewnetrzna
(endocysta), wyraznie odstajaca w kilku miejscach od
otoczki zewnetrznej, tworza strukture wielo$cianu lub
gwiazdy [40]. Ksztalt oraz wielko$¢ ektocysty i endo-
cysty staly si¢ podstawa réznicowania pelzakéw z ro-
dzaju Acanthamoeba.

Formami inwazyjnymi dla czlowieka moga by¢
zaréwno cysty jak i trofozoity pelzakéw. Do zarazenia
dochodzi najczesciej poprzez inhalacje powietrza lub
aspiracje wody zanieczyszczonych formami inwazyj-
nymi pierwotniakow [17, 36, 40]. Wrotami inwazji
petzakow z rodzaju Acanthamoeba, oprocz jamy noso-
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wej, moze by¢ takze blona §luzowa jamy ustnej, uszko-
dzona skora, rogéwka oka oraz $§luzdéwka jelita [14,
33, 36]. Pelzaki moga migrowa¢ wraz z krwiobie-
giem do réznych narzadéw z ognisk pierwotnych
w skdrze, tkance podskérnej lub plucach. Zarazenie
pelzakiem Naegleria fowleri nastepuje zwykle poprzez
jame nosowo-gardiows, nastepnie trofozoity i cysty
dostaja si¢ poprzez ko$¢ sitowg wzdluz nerwéw wzro-
kowych do osrodkowego ukladu nerwowego (OUN).
Do zarazenia tymi pierwotniakami dochodzi najczes-
ciej podczas kapieli w naturalnych i sztucznych zbior-
nikach wodnych (26, 28].

3. Wystepowanie pelzakéw wolno Zyjacych
w srodowisku

Pelzaki z grupy ,limax” naleza do organizméw kos-
mopolitycznych, rozprzestrzenionych na calym $wiecie
[41]. Wystepuja one zaréwno w sztucznych jak i natu-
ralnych zbiornikach wodnych. Ponadto petzaki wolno
zyjace stwierdzono w wodzie butelkowanej i wodocia-
gowej, plynie do plukania soczewek kontaktowych,
wodach wykorzystywanych w przemysle (m.in. do chto-
dzenia reaktoréw), w urzadzeniach klimatyzacyjnych,
unitach stomatologicznych, basenach jacuzzi, w gle-
bie, w pozywieniu, w kurzu i piasku pustyni [17, 26].
Petzaki z grupy ,,limax” izolowano réwniez z réznych
materialéw biologicznych, w tym z hodowli bakterii,
komorek ssakéw, popluczyn zotadka i jelit, wydzieliny
ropnej z ucha oraz nosogardzieli zdrowych oséb [4, 8,
21, 32, 42, 43]. Jednak najczesciej petzaki amfizoiczne
izolowano posmiertnie z tkanki nerwowej. Pasozyty te
byty réwniez wykrywane z nablonka wechowego, ptynu
moézgowo-rdzeniowego (PMR), plwociny, poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych (BAL), fragmentéw tka-
nek zarazonych narzadow, takich jak: watroba, nerki,
$ledziona, ptuca, zeskrobiny z rogdwki oka [8, 26].

W Polsce wirulentne szczepy pelzakéw izolowano ze
$rodowiska naturalnego w okolicach Poznania, Lublina,
Gdanska i Szczecina [2, 9, 10, 15, 39]. W wojewddztwie
wielkopolskim szczepy z rodzaju Acanthamoeba, wyka-
zujace cechy patogenicznosci dla myszy, wyizolowano
z polowy przebadanych wdd pobranych z wykorzy-
stywanych rekreacyjnie naturalnych zbiornikéw wod-
nych [10]. Derda i Hada$ [9] stwierdzili wolno Zyjace
pelzaki w wodzie pochodzacej z poznanskich fontann,
natomiast Gornik i Kuzna-Grygiel [10] wyizolowaly
potencjalnie wirulentne szczepy wolno zyjacych pel-
zakow z rodzaju Acanthamoeba z naturalnych zbior-
nikéw rekreacyjnych Szczecina. Jak dotad, B. mandril-
laris i S. pedata nie zostaly wyizolowane w Polsce, a na
terenie Europy i na $wiecie sg bardzo rzadko wykry-
wane w probkach pochodzacych od pacjentéw i ze
$rodowiska [24].
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4. Chorobotworczos¢ pelzakow z ,,grupy limax”

Pierwsze przypadki inwazji pelzakéw wolno zyja-
cych u ludzi opisano w latach 70. ubieglego wieku
w wielu krajach, rowniez europejskich [23]. Biotopem
tych pierwotniakéw jest najczesciej OUN, a takze pluca,
watroba, nerki, skora oraz rogéwka gatki ocznej [18, 20,
23]. Pelzaki z rodzaju Acanthamoeba mogg wywoltywac
ziarniniakowe zapalenie moézgu (granulomatous amo-
ebic encephalitis - GAE), petzakowe zapalenie rogowki
oka (Acanthamoeba keratitis - AK) oraz zapalenie ptuc
(Acanthamoeba pneumonia). Natomiast inwazja Naegle-
ria fowleri moze u czlowieka przebiega¢ w postaci pier-
wotnego zapalenia moézgu i opon mézgowych (primary
amoebic meningoencephalitis - PAM) [7, 16, 37].

4.1. Przewlekle ziarniniakowe zapalenie mozgu
(GAE)

Pierwszy przypadek GAE opisano w 1972 roku,
u osoby doroslej pochodzacej z Zambii. Do tej pory
na $wiecie odnotowano okoto 200 przypadkéw inwa-
zji do OUN.

Okres inkubacji GAE wynosi zwykle okoto 14 dni,
jednak czasami objawy inwazji pojawiaja sie juz po
2 dniach od wniknigcia pasozytéw do organizmu
zywiciela. Przebieg inwazji jest przewlekly, objawy
niespecyficzne, czesto mylone z zakazeniami bakteryj-
nymi i wirusowymi, a $miertelno$¢ wynosi 97-98%.
Choroba rozpoczyna si¢ naglym, silnym bdlem glowy
i szyi, sztywnoscig karku, dezorientacja, ospatoscia [40].
U chorych opisywano takze halucynacje, drazliwos¢,
trudnos¢ mowy, wymioty, gorgczke, zmiany behawio-
ralne oraz $pigczke. Przewlekle ziarniniakowe zapalenie
moézgu moze wspoltowarzyszy¢ cukrzycy, chorobom
watroby, nerek i pluc. McKellar [29] opisal przypadek
GAE u 51-letniego mezczyzny, ktory zmart 3 tygodnie
po przeszczepieniu nerki. Pacjent ten przyjmowat lekki
immunosupresyjne, a od 24 lat chorowat na cukrzyce
typu 1. W posmiertnym badaniu histopatologicznym
mozgu mezczyzny stwierdzono liczne cysty i trofozoity
petzakow z rodzaju Acanthamoeba [29].

Inwazjom pelzakdw z rodzaju Acanthamoeba sprzy-
jaja: anoreksja, alkoholizm, choroby nowotworowe, che-
mioterapia, radioterapia, przeszczep narzaddw, takze
leczenie steroidami i cytostatykami [34]. W 103 opisa-
nych przypadkach GAE inwazja Acanthamoeba spp.
rozwinefa si¢ u oséb z zaburzonym mechanizmem
immunologicznym, przewlekle chorych, u 0sdb upos-
ledzonych umystowo i pacjentéw przyjmujacych leki
immunosupresyjne. Wskaznik $miertelnosci u pa-
cjentéw zarazonych wirusem HIV wynosi 1,57 zgo-
néw/10000 [18]. Dlatego GAE zalicza si¢ do inwazji
oportunistycznych [18, 34, 42, 45].

4.2. Pelzakowe zapalenie rogowki oka (AK)

Petzakowe zapalenie rogéwki oka wywolywane przez
petzaki z rodzaju Acanthamoeba jest przewlektym scho-
rzeniem galki ocznej. Na swiecie pierwszy przypadek
AK zostal opisany w Teksasie w 1973 roku, natomiast
na terenie Europy rok pdzniej [44]. Obecnie liczba
zachorowan na $wiecie stale wzrasta, a wigkszo$¢ opi-
sywanych przypadkéw AK dotyczyta oséb stosujacych
soczewki kontaktowe [25]. Stwierdzono, ze w Stanach
Zjednoczonych AK wystepuje z czesto$cig 1-2 przy-
padki na milion uzytkownikéw soczewek [23]. Pelza-
kowe zapalenie rogéwki oka opisywano u pacjentdéw
z mechanicznym uszkodzeniem rogdwki [45], w tym
u pacjenta po zabiegu refrakcyjnym.

Pelzakowe zapalenie rogdéwki oka nie jest inwa-
zja oportunistyczng, jednak czesto stwierdzane jest
u pacjentéw zakazonych wirusem HIV. Okres inkuba-
¢ji AK trwa kilka dni. Na poczatku inwazji u pacjentow
opisywano: zaburzenia widzenia, fotofobie oraz silny bol
oka nieproporcjonalny do uszkodzenia rogowki, a takze
obrzek powiek i spojowki [23]. Charakterystycznym
objawem jest pierscieniowaty naciek w centralnej czesci
rogdwki polaczony z zanikiem keratynocytéw [25, 35].
Zmiany te wystepuja zwykle w obrebie jednego oka.

Szybka diagnostyka i podjecie odpowiedniej, dtugo-
trwalej terapii pozwala w pelni przywréci¢ prawidlowe
funkcjonowanie oka, jednak leczenie zaawansowanych
zmian rogéwki moze nie przynies¢ oczekiwanego rezul-
tatu, a takze prowadzi¢ do $lepoty [1].

4.3. Pierwotne zapalenie mézgu i opon
mozgowo-rdzeniowych (PAM)

Pierwsze przypadki PAM opisane zostaty przez Fow-
ler i Carter w 1965 roku [41]. Nastepnie 16 przypadkow
inwazji N. fowleri opisali Cerva i Novak [7] u mtodych
plywakdéw po kapieli w basenie z ogrzewang i chloro-
wana woda w Usti nad Labg. Kolejnych 300 opisanych
przypadkéw PAM dotyczyto oséb majacych kontakt
z woda z naturalnych cieptych zrodet Australii, Nowej
Zelandii, Afryki, Indii i poludniowych stanéw USA [36,
42]. Najnowsze doniesienia dotyczace inwazji N. fow-
leri u ludzi pochodzg z Tajlandii, Japonii i Indii [11,
23, 30]. W Europie przypadki PAM opisano na terenie
Belgii, Wielkiej Brytanii, Wtoch, Niemiec oraz Wegier,
a do zarazenia dochodzilo poprzez kontakt z wodami
zrzutowymi z duzych zakladéw przemystowych oraz
naturalnych cieplych zrédet [11].

Wrotami inwazji N. fowleri jest nablonek wechowy.
Do zarazenia dochodzi najczesciej podczas kapieli w cie-
plych zbiornikach wodnych. Stwierdzono, ze wigkszos¢
0sob zarazonych N. fowleri na kilka dni przed wysta-
pieniem pierwszych objawéw PAM ptywata w jeziorach
lub basenach z ciepla woda [23, 26]. Pasozyty te rzadko
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spotyka si¢ w stonej wodzie, jednak Zbikowska i wsp.
[46] wyizolowali N. fowleri z wody o zasoleniu 5% [46].

Pierwotne zapalenie mdzgu i opon mézgowo-rdze-
niowych nie jest inwazjg oportunistyczna, wystepuje
takze u potencjalnie zdrowych 0sdb. Najczesciej PAM
opisywano u dzieci i mlodych mezczyzn do 20. roku
zycia. Okres inkubacji inwazji jest krotki, wynosi zwy-
kle od 5 do 7 dni, po czym wystepuja niecharakterys-
tyczne objawy: béle glowy, goraczka 39-40°C, sennosc,
otepienie, dezorientacja, halucynacje, drgawki oraz
$pigczka [28, 41]. Do zgonu dochodzi zazwyczaj w ciggu
1-2 tygodni od wystapienia pierwszych objawéw [35].

5. Podstawy diagnostyki zarazen wywolanych
przez pelzaki wolno zyjace

Gwaltowny przebieg inwazji, niespecyficzne objawy,
zwlaszcza w przypadku PAM, utrudniaja dobdr odpo-
wiednich badan diagnostycznych celem oceny Zrédla
i etiologii zarazenia [35]. Do diagnostyki inwazji wywo-
tanych przez pelzaki wolno zyjace najczesciej wykorzy-
stuje sie material biologiczny pochodzacy od zarazo-
nych pacjentéw, w tym PMR, zeskrobiny z rogéwki oka,
BAL oraz fragmenty tkanek i narzadéw pozyskanych
pos$miertnie (Rys. 1) [25].

5.1. Badania bezposrednie

Jedna z metod stosowanych w diagnostyce inwazji
pelzakéw z ,,grupy limax” jest badanie mikroskopowe,
ktére umozliwia identyfikacje pelzakéw, szczegolnie
z rodzaju Acanthamoeba, na podstawie budowy i wiel-
kosci cyst. Kryteria morfologiczne cyst i trofozoitow
petzakow z rodzaju Acanthamoeba pozwolily podzieli¢
ameby na trzy grupy:

1) z duzymi trofozoitami oraz widoczna odrebnoscia
endocysty od ektocysty, o wielkosci cyst od 18 do
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26 um. Do tej grupy naleza 4 gatunki pelzakow:
A. astronyxis, A.comandoni, A.echinulata oraz
A. tubiashi;

2) z ektocystami, zaréwno grubymi jak i cienkimi,
zwykle o ksztalcie endocyst wielobocznych, tréj-
katnych lub owalnych, wielkosci nie przekracza-
jacej 18 pm. Jest to najliczniejsza grupa, do ktorej
nalezy 11 gatunkow: A. mauritanensis, A. castellanii,
A. polyphaga, A. aquina, A. divionensis, A. triangula-
ris, A. lugdunensis, A. griffini, A. rhysodes, A. paradi-
vionensis oraz A. hatchetti;

3) z cystami z okragla lub jajowata endocysta oraz
gladka lub chropowata ektocystg o rozmiarach nie
przekraczajacych 18 um. Do grupy tej naleza: A. pale-
stinensis, A. culbertsoni, A. royreba, A. lenticulata oraz
A. pustulosa [13, 18, 36].

5.2. Badanie plynu mézgowo-rdzeniowego

U os6b zarazonych N. fowleri ptyn mézgowo-rdze-
niowy ma barwe szarg, przechodzaca w zotto-biala.
Liczba erytrocytow poczatkowo jest nieznaczna,
w miare postepowania choroby wzrasta do 25000/mm?°.
Podobnie liczba leukocytéow w poczatkowym okresie
inwazji wynosi okoto 300/mm?, nastepnie wzrasta do
26000/mm’. W plynie moézgowo-rdzeniowym obser-
wowana jest pleocytoza, w przypadku PAM - leuko-
cytéw wielojadrzastych, natomiast GAE - limfocytow
[11]. Poziom glukozy jest niski, podobnie jak w przy-
padku bakteryjnego zapalenia opon mézgowych, nato-
miast poziom bialek jest podwyzszony, zarbwno w PAM
jak i GAE; wynosi od 75 do 970 mg/100 mm”. U oséb
zarazonych pelzakami z rodzaju Acanthamoeba w ply-
nie moézgowo-rdzeniowym stwierdza si¢ podwyzszony
poziom gammaglobulin. Pelzaki z rodzaju Naegleria
mozna stwierdzi¢ w odwirowanym plynie mézgowo-
-rdzeniowym w badaniu bezposrednim. Odwirowany
plyn mézgowo-rdzeniowy ocenia sie przy pomocy

Prébka
materiatu biologicznego

N

badanie mikroskopowe

hdowla in vitro
(NN agar i/lub PBS + bakterie)

PCR/real-time PCR

N 7

N

prébka pozytywna prébka negatywna

obserwacja kultur
in vitro 1-2 tygodnie
i weryfikacja wyniku

morfologiczna
identyfikacja

N

prébka pozytyna
prébka negatywna
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Rys. 1. Algorytm postepowania diagnostycznego w inwazjach wywolanych przez pelzaki z rodzaju Acanthamoeba [24]
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Tabela I
Poréwnanie technik analizy DNA uzywanych w diagnostyce pelzakéw z grupy ,limax” [23]

o zréznicowanych masach molekularnych

Metoda Znaczenie Wady metody
PCR-RFLP Wykrywanie polimorfizmu genetycznego, ktérego | Ze wzgledu na duza liczbe genotypow analiza wymaga
przyczyna jest zmienno$¢ mutacyjna miejsc zastosowania wielu enzymow restrykcyjnych, co powoduje
restrykcyjnych, rozpoznawanych przez nukleaze nastepuje zwiekszenie kosztoéw i wydtuzenie czasu badania;
restrykcyjna w obrebie amplifikowanej sekwencji | nie zawsze pozwala odrézni¢ niektdre szczepy
PCR-RAPD Losowa amplifikacja fragmentéw DNA Wymaga jednego startera o krotkiej sekwencji, niskiej

temperatury przylaczenia startera; mata powtarzalnos¢
metody; na wynik moga wplywa¢ czynniki érodowiska,
w tym temperatura otoczenia

PCR - Real Time | Wykorzystuje techniki fluorescencyjne,

umozliwia monitorowanie reakcji w kazdym cyklu
w czasie rzeczywistym, jest metoda szybka i czuly

Mata liczba protokotéw, ktore pozwalaja na wykrycie
nielicznych genotypow pelzakéw z rodzaju Acanthamoeba

mikroskopu $wietlnego z wykorzystaniem barwienia
hematoksyling zelazista, Giemsa lub Wrighta [40].
Ilos¢ pelzakéw w plynie mézgowo-rdzeniowym waha
sie w granicach 10-100/mm? [11, 18, 36].

5.3. Badania wymazu lub bioptatu pobranego
ze zmian w narzadach

Badanie wymazu oraz zeskrobin pobranych z ro-
gowki oka jest jedng z metod stosowanych w diag-
nozowaniu AK. Wykorzystywane sa réwniez metody
wizualizacji pelzakow w rogéwce oka przy zastosowa-
niu mikroskopu konfokalnego oraz metody immuno-
fluorescencyjne [9, 44].

Podobnie jak w przypadku badania ptynu mézgowo-
-rdzeniowego, stosuje si¢ metody bezposrednie z wyko-
rzystaniem barwienia hematoksyling i eozyna [11, 41,
42]. Ocenia si¢ cechy morfologiczne widocznych trofo-
zoitéw, w tym: ksztalt, charakter nibynézek, obecnos¢
lub brak wodniczek tetnigcych oraz charakterystyke
morfologiczng cyst: ksztalt ekto- i endocysty, pofatdo-
wanie $ciany.

5.4. Metody hodowlane

Podstawowym podlozem stosowanym do izolacji
i hodowli pelzakéw wolno zyjacych jest 2% NN Agar
(non-nutrient agar) pokryty zawiesing bakterii, np.
Escherichia coli lub Enterobacter aerogenes. Po nanie-
sieniu badanego materiatu, ptytki inkubuje si¢ w tem-
peraturze 37°C i 45°C. Zalecane jest takze wirowanie
materiatu przed wykonaniem posiewu [9, 18, 26, 36].
Oprocz podloza NN Agar stosuje sie rowniez podloze
z bulionem migsnym (zawiera 0,5-2% peptonu) pokryte
takze bakteriami E. coli lub E. aerogenes. Do hodowli
in vitro wykorzystywane sg rdwniez podioza agarowe
lub ptynne cechujace si¢ wybidrczoscig dla pelzakow
z grupy ,,limax” np. podloze Singha, Neffa, Culbertsona,
Schustera, Nelsona i Cervy [9]. Do izolacji gatunku
Balamuthia mandrilaris, ktoéry nie wzrasta na podto-
zach agarowych, stosuje sie¢ hodowle komérkowe [35].

5.5. Diagnostyka molekularna

Analiza molekularna umozliwia szybkie i doktadne
oznaczenie gatunku oraz genotypu szczepu pelzakow
wolno zyjacych oraz okreslenie lekoopornosci pasozyta.
W diagnostyce wykorzystuje si¢ wiele metod, m.in. fan-
cuchowg reakcje polimerazy (PCR) i jej modyfikacje:
losowg amplifikacje polimorficznych fragmentéw DNA
(PCR-RAPD), analiz¢ polimorfizmu diugosci fragmen-
tow restrykcyjnych DNA (PCR-RFLP) jadrowego, mito-
chondrialnego oraz PCR w czasie rzeczywistym (real-
-time PCR) [1, 17, 19, 31, 40]. Charakterystyke metod
molekularnych stosowanych w diagnostyce zarazen
petzakami wolno zyjacymi przedstawiono w Tabeli I.

Poczatkowy podzial pelzakéw z grupy ,,limax” opie-
ral sie tylko na sekwencjonowaniu catego genu. Do tej
pory opisano 20 genotypow pelzakow, ktérym nadano
nazwy od T1 do T20 [35]. Stwierdzono, ze ponad 95%
pelzakéw wywotujacych AK, klasyfikowane jest jako
genotyp T4 [18, 23]. Genotyp ten stwierdzany byt
w materiale pobranym od 80% pacjentéw z inwazjami
moézgowymi, ptucnymi i skérnymi [35]. W 2009 roku
na terenie Pomorza Zachodniego Lanocha i wsp. opisali
genotyp T16, o nieokreslonych jak dotad wlasciwos-
ciach chorobotwdrczych, przy czym niewykluczone, ze
mogt on by¢ zwigzany z atypowym zapaleniem pluc
u pacjentéw z obnizong odpornoscia [20].

6. Leczenie

Leczenie inwazji wywolanych przez pelzaki wolno
zyjace stanowi jeden z kluczowych probleméw parazy-
tologii lekarskiej. Gwaltowno$¢ przebiegu tych inwazji
oraz niedoskonatos¢ metod diagnostycznych utrud-
niajg dobranie odpowiednich form terapii farmakolo-
gicznej [11, 18, 40]. Stosowanie antybiotykow, w tym
penicyliny, chloromycetyny, tetracyklin oraz strepto-
mycyny w leczeniu inwazji wywolanych przez pelzaki
z ,grupy limax” okazalo si¢ nieskuteczne, podobnie
jak chlorochiny, metronidazolu i chloroheksydyny,
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stosowanych w leczeniu inwazji wywolanych przez
inne petzaki (np. pelzaka czerwonki Entamoeba histo-
Iytica) [18]. W oparciu o badania eksperymentalne
stwierdzono, ze szczepy Naegleria sa wrazliwe na am-
foterycyne B oraz chlorochine. Ponadto stwierdzono
wrazliwos¢ niektérych izolatow Acanthamoeba na
chlorheksydyneg [6]. Nadal jednak, lekiem z wyboru
pozostaje amfoterycyna B, w leczeniu GAE stosowane
sg pochodne azolowe (itrakonazol, ketokonazol, fluko-
nazol) z flucytozyng [12].

7. Pelzaki jako wektory chorobotworczych
drobnoustrojow

Wolno zyjace pelzaki posiadajg zdolnos¢ transmi-
sji drobnoustrojéw powodujacych zakazenia zaréwno
u pacjentéw ambulatoryjnych jak i hospitalizowanych.
Pierwotniaki te, podobnie jak ,,konie trojanskie”, stano-
wig rezerwuar patogendw, szczegolnie tych zwigzanych
ze srodowiskiem wodnym. Pelzaki s3 wektorem bakterii
dodatkowo chronigc drobnoustroje przed niesprzyja-
jacymi warunkami $rodowiskowymi i czynnikami
chemicznymi, takimi jak np. biocydy [22]. Dotychczas
stwierdzono, ze w populacjach pelzakéw z rodzaju
Acanthamoeba izolowanych ze $srodowiska, okoto 25%
jest wektorami bakterii.

Do gatunkéw uznanych za bakterie endosymbio-
tyczne, ktérych gospodarzem sg wolno zyjace ameby
zalicza si¢ m.in. najczestsze czynniki etiologiczne
zakazen drog oddechowych, zwtaszcza wsrdd pacjen-
tow z obnizong odpornoscia: Legionella pneumophila,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Ste-
notrophomonas maltophila, Klebsiella pneumoniae, Ser-
ratia marcescens, Mycobacterium tuberculosis. Innymi
gatunkami o duzym potencjale chorobotwdrczym sa:
E. coli, Enterobacter cloacae, Helicobacter pylori, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica ser. Typhimurium,
Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, Vibrio cho-
lerae, Yersinia enterocolitica, a takze wirusy: Coxsackie,
Adenowirusy, Echowirusy i grzyby: Crypotococcus neo-
formans, Blastomyces dermatidis, Sporothrix schenckii,
Histoplasma capsulatum [35, 38].

Przyklad symbiozy wystepujacej pomiedzy wolno
zyjacymi pelzakami a bakteriami najlepiej zostal opi-
sany dla gatunku L. pneumophila. Po wniknigciu do
wnetrza komorki pierwotniaka bakterie wydzielajg
bialka oddzialujace na struktury komoérkowe pelzaka,
np. retikulum endoplazmatyczne. W efekcie tworzg sie
wakuole (LCV - Legionella-contaning vacuoles), bedace
miejscem namnazania si¢ drobnoustrojow. L. pneumo-
phila moze wykorzystywac substancje odzywcze ameby
i ulega¢ urzesieniu, co zwigksza potencjal chorobotwor-
czy bakterii. Mechanizm uwalniania si¢ drobnoustrojow
z pelzakow nie zostal dokladnie poznany. Uwaza sie, ze

zdolnos¢ do egzocytozy uwarunkowana jest obecnoscia
dwoch biatek bakteryjnych — LepA i LepB [5].

Inaczej droga wnikania patogenu wyglada w przy-
padku pratkéw, takich jak: M. tuberculosis i Myco-
bacterium marinum. Endocytoze umozliwia system
sekrecyjny typu VII-ESX-1, wystepujacy u wszystkich
pratkéw. Endosymbiotyczne szczepy M. marinum moga
tworzy¢ dodatkowo ogony aktynowe umozliwiajace
ucieczke z fagosomu [5].

Bakterie jako endosymbionty wolno zyjacych pet-
zakow nie s3 wykrywane w rutynowej diagnostyce.
Metody ich detekeji pozostaja stabo poznane i ogra-
niczone. Stosuje sie barwienie metoda Giemsy badz
metode Ziehl-Neelsena w przypadku bakterii kwaso-
opornych. Bardzo dobre narzedzie stanowig obecnie
metody molekularne, umozliwiajace wykrycie zaréwno
DNA bakteryjnego jak i pelzaka. Zastosowanie specy-
ficznych starteréw pozwala na identyfikacje gatunkowa
wyizolowanych patogendéw [22].

8. Podsumowanie

Pelzaki, wystepujace powszechnie w réznych $ro-
dowiskach moga prowadzi¢ zaréwno wolno zyjacy
jak i pasozytniczy tryb Zycia. Na zarazenie narazone
sa szczegolnie osoby z obnizong odpornoscia, ktérych
sukcesywnie przybywa.

Dalsze badania dotyczace inwazji pelzakow wolno
zyjacych u ludzi wymagaja opracowania/rozwiniecia
metod diagnostycznych oraz form terapii farmako-
logicznej, a takze doktadniejszego okreslenia mecha-
nizméw wnikania, namnazania i egzocytozy wielu
gatunkow chorobotwdrczych drobnoustrojow, transmi-
towanych przez ameby.
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1. Wprowadzenie

Postepowanie z bielizng szpitalng jest procesem,
ktory oprocz prawidlowego zbierania, pakowania i tran-
sportu bielizny obejmuje dwa kluczowe procesy jakimi
sg pranie i dezynfekcja majgce na celu unieszkodliwia-
nie drobnoustrojow oraz przecinanie drdg infekeji.
Dezynfekcja bielizny, z uwagi na termolabilne mate-
rialy z jakich wykonana jest bielizna, coraz czgsciej
przebiega z zastosowaniem preparatéw chemicznych
i temperatury czyli dezynfekcji chemiczno-termicznej

zamiast z wykorzystaniem wysokiej temperatury czyli
dezynfekcji termicznej [11]. Preparaty przeznaczone
do dezynfekcji chemiczno-termicznej bielizny szpi-
talnej powinno cechowa¢ okreslone spektrum dziala-
nia wobec mikroorganizméw zasiedlajacych bielizne.
Powinno ono obejmowaé aktywnos$¢ bakteriobodjcza,
pratkobdjcza, grzybobdjcza i wirusobdjcza. Obecnie
dziatanie biobojcze w wymienionym zakresie moze by¢
oceniane na podstawie uznanych metod krajowych oraz
Normy Europejskiej przeznaczonej do chemiczno-ter-
micznej dezynfekcji tekstyliow PN-EN 16616: 2015-10

* Autor korespondencyjny: Zaktad Medycyny Spolecznej i Zdrowia Publicznego, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Oczki 3,

02-007 Warszawa; tel. 22 621-52-56; e-mail: patryk.tarka@wum.edu.pl
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[13, 15]. Z uwagi na pojawianie si¢ nowych zagrozen
biologicznych rozwazane jest rozszerzenie spektrum
dziatania preparatow przeznaczonych do dezynfek-
¢ji chemiczno-termicznej o spektrum sporobodjcze.
Wymaga to jednak wypracowania nowych metod
badawczych pozwalajacych na wlasciwg oceng aktyw-
nosci sporobdjczej preparatow przeznaczonych do
dezynfekcji chemiczno-termicznej bielizny szpitalne;.

2. Kategorie bielizny szpitalnej i wymagany
zakres dekontaminacji

Podzial bielizny szpitalnej na ogdlnoszpitalng, za-
kazng i wysoce zakazng zwigzany jest z podstawo-
wym kryterium jakim jest zagrozenie zakazeniem.
Bielizna ogdlnoszpitalna jest to niemal cata bielizna
szpitalna z wylaczeniem bielizny zakaznej i wysoce
zakaznej Postepowanie z tego typu bielizng wymaga
zastosowania standardowych procedur [14]. Wyma-
gany sposob dekontaminacji bielizny ogoélnoszpitalnej
odbywa sie poprzez dezynfekcje termiczng (=90°C)
lub chemiczno-termiczng i ma na celu wyeliminowa-
nie bakterii w tym pratkéw gruzlicy, grzybow i wiru-
séw [11]. Czynniki zakazne stanowigce szczegdlne
zagrozenie biologiczne wywolujace choroby zakazne
lub zakazenia podlegajace zgloszeniu zgodnie z wyka-
zem chordéb zakaznych i zakazen oraz biologicznych
czynnikéw chorobotwdrczych [21, 29] sa podstawa
do kwalifikowania bielizny szpitalnej do okreslonych
kategorii. Do kategorii bielizny zakaznej lub wysoce
zakaznej bedzie rowniez zaliczana bielizna od cho-
rych z nieustalonym czynnikiem zakaznym oraz bie-
lizna zanieczyszczona krwig, plynami ustrojowymi,
wydzielinami i wydalinami. Postepowanie z bielizng
zakazng i1 wysoce zakazng jest inne od postepowania
z bielizng ogdlnoszpitalng. Tego typu bielizna podlega
osobnym procesom zbiorki, segregowania i pakowania
w miejscu zuzycia bielizny oraz szczegélnym zasadom
transportu. Bielizne zakazng nalezy pakowa¢ w worki
samootwieralne i dodatkowo w opakowania transpor-
towe, szczelne i nieprzemakalne worki foliowe. Bielizne
wysoce zakazng nalezy opakowaé w worki z tkaniny,
a nastepnie w dodatkowe worki foliowe i przetrans-
portowa¢ do miejsca unieszkodliwia (autoklawowania
lub dezynfekeji). W odréznieniu od bielizny zakaznej
bielizna wysoce zakazna nie moze by¢ transporto-
wana do pralni zanim nie zostanie poddana dekonta-
minacji w miejscu jej wytworzenia [27]. Do bielizny
wysoce zakaznej zalicza si¢ np. bielizne pochodzacg
od pacjentéw ze zgorzela gazows, gdyz czynnikiem
etiologicznym w tym przypadku jest bakteria Clostri-
dium perfringens, wytwarzajaca wysoce oporne formy
przetrwalne jakimi sg spory. Ze wzgledu na opornos¢
spor na czynniki dezynfekcyjne bielizna tego typu
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wymaga odmiennego postgpowania, a w przypadku
braku wlasciwych sposobdéw dekontaminacji powinna
podlegac spaleniu [26].

3. Proces chemiczno-termicznej dezynfekcji
W procesie prania

Najbardziej polecana do dezynfekgji bielizny szpital-
nej jest dezynfekeja termiczna w temperaturze powyzej
90°C. Cechuje ja duza skuteczno$¢ zwalczania licznych
drobnoustrojow, oprdcz spor, a takze fatwos¢ kontrolo-
wania. Jednak proces przebiegajacy w tej temperaturze
ma zasadnicze wady: jest niewskazany do wyrobdw
elanobawelnianych, dla ktérych temperatura prania
nie powinna przekracza¢ 60°C, ponadto jest to proces
bardzo energochlonny. Dlatego obecnie najszerzej sto-
sowana jest dezynfekcja chemiczno-termiczna w tem-
peraturze 60-65°C. Na rynku sa rowniez dostepne pre-
paraty aktywne w 40°C. Niezaleznie od tego, czy pranie
bielizny szpitalnej odbywa si¢ w pralnicach bebnowych
czy pralnicach tunelowych, jest konieczne $ciste stoso-
wanie okre$lonej temperatury, czasu trwania procesu
dezynfekeji, stezenia srodkéw pioracych i dezynfekuja-
cych podczas procesu prania i dezynfekeji. Parametry
te wyznaczane sg na podstawie dostepnych metodyk
badawczych. W Polsce jest to metoda Narodowego
Instytutu Zdrowia Publicznego-Panstwowego Zakladu
Higieny PZH DF 05/03: 2003.02.07, ktéra definiuje pro-
ces chemiczno-termicznej dezynfekcji w zakresie tem-
peratur od 40-70°C i czasie kontaktu od 10-30 minut
[11, 13] oraz niedawno wprowadzona norma PN-EN
16616: 2015-10 [15], w ktérej zakres temperatury zostat
okreslony jako <60°C oraz >60°C. Dokladne warunki
badania w normie europejskiej takie jak temperatura,
czas kontaktu, stezenie badanych preparatéw powinny
by¢ stosowane zgodnie z zaleceniami wytworcy. W obu
metodach badawczych wazne jest okreslenie stezenia
preparatéw w kapieli pioracej na podstawie stosunku
masy wsadu w kg do kapieli pioracej 1 tzw. modutu pra-
nia kg/l [13,15].

4. Dezynfekcja chemiczno-termiczna bielizny
W procesie prania — preparaty

W procesie chemiczno-termicznej dezynfekcji tka-
nin, jako preparaty pioraco-dezynfekujace, najczes-
ciej, stosowane sg zwigzki na bazie substancji utlenia-
jacych [28]. Najczesciej stasowany jest nadweglan sodu,
a ostatnio kwas ftaloiloamidoperoksykapronowy (PAP).
ZwiazKi te s3 zrédtem nadtlenku wodoru (tzw. addukty
nadtlenku wodoru). Powstaje on podczas rozpuszczania
nadtlenkéw w alkalicznym srodowisku wodnym. Szyb-
kos¢ powstawania nadtlenku wodoru zalezy od tempe-
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ratury kapieli pioracej. Efektywne dziatanie dezynfeku-
jace za pomocg nadweglanu zachodzi w temperaturach
powyzej 60°C. Dla wielu rodzajow widkna tempera-
tury kapieli pioracych nie powinny przekracza¢ 60°C,
a zatem chcac stosowaé dezynfektant nadweglanowy
nalezy wprowadzi¢ do proszku badz bezposrednio
do kapieli pioracej aktywator powodujacy efektywne
dziatanie dezynfektanta w temperaturach <60°C [12,
23]. Jako nieorganiczne aktywatory mozna stosowac:
N,N,N’N’-tetraacetyloetylenodiamine (TAED), nona-
noiloksybenzenosulfonian sodowy (SNOBS), benzo-
iloksybenzenosulfonian sodowy (SBOBS) [12, 23]. Naj-
szerzej stosowanym aktywatorem jest TAED. Reaguje
on z nadtlenkiem wodoru uwalnianym z nadtlenkéw
tworzac in situ kwas nadoctowy — peracetic acid (PAA).
Powstajacy kwas nadoctowy jest efektywnym dezynfek-
tantem, wybielaczem i odplamiaczem w temperaturach
ponizej 60°C. W Europie aktywator TAED jest stoso-
wany od 1977 roku [23].

Na rynku znajdujg si¢ takze preparaty na bazie
tzw. rownowagowego kwasu nadoctowego w postaci
plynnej, gdzie obok kwasu wystepuje takze nadtlenek
wodoru [24]. Preparaty na bazie kwasu nadoctowego,
réznig si¢ wrazliwoscia na substancje organiczne.
W zaleznosci od tego czy substancja czynnag jest kwas
nadoctowy generowany in situ z nadweglanu sodu
i TAED, czy rownowagowy kwas nadoctowy. Preparat
z nadweglanem sodu wykazywat znacznie wiekszy btad
proteinowy niz preparat z réwnowagowym kwasem
nadoctowym w koncentracie ptynnym [11]. Prepa-
raty na bazie kwasu nadoctowego nie reaguja z anty-
septykami na bazie chlorheksydyny. Jest to istotne ze
wzgledu na mozliwa obecnos$¢ resztek antyseptyku na
bieliznie szpitalnej. Natomiast w przypadku preparatow
na bazie aktywnego chloru resztki preparatéw anty-
septycznych zawierajacych chlorheksydyne powoduja
powstanie na bieliznie trudno usuwalnych brunatnych
plam. PAA jest kompatybilny z enzymami zawartymi
w proszkach do prania [28].

Znane s3 nieliczne przyklady zastosowania prepa-
ratéw piorgco-dezynfekujacych na bazie aktywnego
chloru. Najczesciej stosowana jest sol sodowa kwasu
dichloroizocyjanurowego w postaci NaDCC - dichlo-
roizocyjanuranu sodu [28]. W przypadku stosowania
preparatow na bazie aktywnego chloru problemem
moga by¢ Scieki pralnicze zawierajace znaczne iloéci
AOX (adsorbowalne organicznie zwigzane chlorowce
— adsorbable organohalogens).

Nalezy réwniez pamigtad, ze substancje aktywne za-
liczane do zwigzkow utleniajgcych, wchodzgce w skltad
preparatow przeznaczonych do dezynfekcji chemiczno-
-termicznej moga by¢ stosowane do bielizny ogélnosz-
pitalnej nieznacznie zanieczyszczonej krwig, gdyz obec-
nos$¢ krwi moze znaczaco zmniejsza¢ aktywnos¢ tych
substancji, a tym samym ogranicza¢ aktywnos¢ prepa-
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ratow, szczegdlnie w przypadku pratkéw gruzlicy, ktdre
sg malo wrazliwe na dzialanie tego rodzaju substancji

aktywnych [11, 26].

5. Norma Europejska PN-EN 16616: 2015-10.
Chemiczne srodki dezynfekcyjne i antyseptyczne.
Dezynfekcja chemiczno-termiczna tekstyliow.
Metoda badania i wymagania (faza 2, etap 2)

Norma Europejska PN-EN 16616 [15] jest prze-
znaczona do dezynfekcji chemiczno-termicznej bie-
lizny w obszarze medycznym czyli w sytuacjach gdy
dezynfekcja jest wskazana w czasie opieki nad pacjen-
tem oraz w placéwkach, gdzie przebywaja chorzy cier-
piacy na choroby zakazne, jak réwniez w obszarach
gdzie wskazana jest higieniczna obrobka tekstyliow np.
w hotelach lub innych obszarach uzytecznosci publicz-
nej. Metoda badania przebiega w warunkach labora-
toryjnych z zastosowaniem maszyny pioracej o $cisle
okreslonych parametrach technicznych jako urzadzenia
badawczego. Jest ona przeznaczona do oceny dziala-
nia biobojczego preparatow dezynfekcyjnych lub ich
mieszanin w okreslonych warunkach stosowania pro-
duktu. Metodyka zawarta w normie PN-EN 16616 [15]
jest zaliczana do kategorii badan fazy 2 etapu 2 czyli
do metod no$nikowych, ktére wyznaczaja parametry
uzytkowe stosowania preparatow.

Producent lub dystrybutor zlecajacy badania zobo-
wigzany jest do dostarczenia odpowiedniej instrukeji
stosowania produktu lub mieszanin produktow tak aby
przeprowadzenie procedury badawczej moglo odby¢
sie w zgodzie z niniejsza normg. Nalezy pamieta¢, ze
norma przeznaczona jest do oceny etapu dezynfekeji
bez prania wstepnego. Parametry uzytkowe wyzna-
czone w warunkach laboratoryjnych odpowiadaja
tylko wybranym warunkom badania. W przypadku
jakichkolwiek zmian w rzeczywistych warunkach sto-
sowania produktéw, badania wg normy PN-EN 16616
nalezy przeprowadzi¢ ponownie. Odpowiedzialnos¢
za uzytkowanie produktu przeznaczonego do dezyn-
fekeji chemiczno-termicznej spoczywa na wytworcach
srodkéw pioracych i/lub dezynfekujacych. Niniejsza
norma jest zharmonizowana z Dyrektywa 93/42/EWG
o Wyrobach Medycznych [3]. Podobnie jak procedura
krajowa NIZP-PZH [13] metoda badania wykorzystuje
no$niki bawelnianie, ktére zakazane sg zawiesinami
drobnoustrojow o okreslonej gestosci. Norma Euro-
pejska przewiduje wyzsze gestosci zawiesin na nosni-
kach, co najmniej 1,5 % 10? jtk/ml w przypadku bakterii
jako organizméw testowych, co najmniej 1,5 x 10® jtk/ml
w przypadku Candida albicans oraz 1,5-5x 107 jtk/ml
w przypadku Aspergillus brasiliensis. Norma Europej-
ska wprowadza réwniez mozliwo$¢ wykonania oceny
dziatania pratkobdjczego. Gesto$¢ zawiesiny pratkow
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Tabela I
Lista obowiazujacych organizmow testowych w odniesieniu do warunkéw
temperaturowych procesu dezynfekeji chemiczno-termicznej

Spektrum dzialania

Temperatura procesu dezynfekcji
chemiczno-termicznej

<60°C >60°C

Bakteriobojcze

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli (K12)
Staphyloccocus aureus
Enterococcus hirae

Enterococcus faecium*

Bojcze na grzyby drozdzopodobne

Candida albicans

Grzybobojcze

Candida albicans
Aspergillus brasiliensis

Bojcze na pratki gruzlicy

Mycobacterium terrae

Pratkobdjcze

Mycobacterium terrae
Mycobacterium avium

* Badanie w temperaturze > 60°C na Enterococcus faecium obejmuje dziatanie bojcze wobec grzybow
drozdzopodobnych, grzybobojcze, pratkobojcze/bojcze na pratki gruzlicy

zostala ustalona na poziomie takim jak dla innych
bakterii. Obcigzenie organiczne w postaci sterylnej
odwidknionej krwi baraniej wprowadzane jest do
zawiesiny organizmow testowych natomiast w metodzie
krajowej obcigzenie w postaci albuminy wolowej jest
dodawane do preparatu. Oprocz obcigzenia dodawa-
nego do zawiesiny, w normie PN-EN 16616 obciazenie
w postaci sterylnej odwldknionej krwi baraniej nalezy
doda¢ do wsadu w maszynie piorgcej przed doptywem
wody w proporcji 12,5 ml na 1 kg wsadu. Norma prze-
widuje ilo$ciowe okreslenie poziomu redukcji mikro-
organizmow testowych wyrazone w dziesi¢tnej skali
logarytmicznej [log, | na poziomie 7 w odniesieniu do
bakterii i pratkdéw oraz 6 w przypadku Candida albicans
i Aspergillus brasiliensis. Liczba organizméw testowych
na jakich nalezy przeprowadzi¢ badania, podobnie jak
w metodzie krajowej NIZP-PZH, jest zréznicowana
w zalezno$ci od warunkdw temperaturowych procesu
dezynfekcji chemiczno-termicznej (Tabela I) [15].
W metodzie krajowej Enteroccocus faecium jest orga-
nizmem testowym badanym w temperaturze <60°C
jak i w temperaturze >60°C. W odréznieniu od normy
europejskiej, w temperaturze > 60°C w metodzie krajo-
wej, badana jest wigksza liczba organizmoéw testowych
(S. aureus, C.albicans, Trichophyton mentagrophy-
tes) jednak temperatura badania dostosowywana jest
do przezywalnosci badanych organizméw zaréwno
w zakresie dzialania bakteriobdjczego jak i grzyboboj-
czego [11, 13]. Enterokoki sg organizmami o szerokim
zakresie tolerancji na warunki srodowiskowe. Niektdre
szczepy moga przezywac w temperaturze powyzej 70°C
[7], jak réwniez w temperaturze 60°C przy stezeniu
kwasu nadoctowego 3,36 g/kg tekstyliow [5]. Cechy te
posiada réwniez szczep Enteroccocus faecium, ktory,
jako szczep referencyjny, zostal wybrany do okresla-

nia skutecznosci preparatéw wykazujacych aktywnos¢
w wysokich temperaturach [6].

Jesli w badaniach zostang zastosowane dodatkowe
organizmy testowe nalezy sprawdzi¢ czy ich hodowla
pozwala na uzyskanie zawiesiny o odpowiedniej ges-
tosci. W przypadku, gdy nie pochodzily one z osrod-
kow referencyjnych nalezy ustali¢ ich cechy identyfi-
kacyjne oraz przechowywac przez okres 5 lat w celach
identyfikacyjnych [15].

Metoda badania polega na umieszczeniu wysu-
szonych zakazonych nos$nikéw wraz z obcigzeniem
w woreczkach bawelnianych, ktére wktada si¢ do
maszyny pioracej, wypelnionej wystandaryzowanym
wsadem do okreslonej objetosci maszyny pioracej
i przeprowadzeniu procesu dezynfekcji chemiczno-
-termicznej w okreslonych przez wytworce warun-
kach temperatury, czasu kontaktu i stezenia preparatow
dezynfekcyjnych i piorgcych.

Wsad stanowia tekstylia poliestrowo-bawelniane
lub bawelniane wypelniajace maszyne pioraca do 70%
+10% maksymalnej pojemnosci. Wsad powinien by¢
jalowy. Jego wykorzystanie zostato ustalone na 100 cykli
prania wliczajac w to cykle jego przygotowania i dezyn-
fekcji. Po przeprowadzeniu procesu dezynfekeji che-
miczno-termicznej, w ustalonych warunkach, przebieg
procesu prania powinien zosta¢ zatrzymany, tak aby
umozliwi¢ wyjecie nosnikéw oraz jak najszybsze pod-
danie ich neutralizacji i odzyskowi poprzez wytrzasa-
nie, osobno, kazdego no$nika w neutralizatorze przez
10 minut. Po czasie neutralizacji i wytrzasania z uwagi
na to, ze jest to metoda ilo$ciowa, nalezy przygotowac
kolejne rozcienczenia uzyskanej mieszaniny i wysia¢ na
podloza wlasciwe dla danych organizméw testowych.
Réwnolegle nalezy dokona¢ posiewu 100 ml ptynu pio-
raco-dezynfekujacego pobranego po etapie dezynfekcji.
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Obliczenie wspotczynnika redukcji dokonuje si¢
poprzez odjecie od $redniej liczby organizmdw testo-
wych uzyskanej z 3 nosnikéw nie poddanych dezynfek-
¢ji w danej serii, liczby organizmoéw testowych odzys-
kanych z poszczegdlnych nosnikéw po ekspozycji na
preparaty piorace i dezynfekujace. Wymagana redukecje
organizmow testowych nalezy osiagna¢ w 3 kolejnych
powtdrzeniach badania i ponadto nie powinno wykry-
wa¢ sie zadnych organizméw w 100 ml ptynu piora-
cego/dezynfekujacego.

Niezwykle wazny jest proces kontroli procesu pra-
nia i dezynfekcji. Aby wykluczy¢ wptyw mechanicznego
dziatania procesu prania na badane organizmy testowe
nalezy w oddzielnym procesie prania przeprowadzi¢
procedure polegajaca na wprowadzeniu zakazonych
no$nikéw do maszyny pioracej bez zastosowania srod-
kéw piorgceych i dezynfekujacych (Nw).

Dokonac¢ kontroli czysto$ci nosnikéw poprzez prze-
prowadzenie procedury na 6 niezakazonych nosnikach
(kontrola odniesienia RI). Brak wzrostu organizméw
testowych oznacza pozytywny wynik kontroli.

Nalezy réwniez przeprowadzi¢ ocene wplywu srodka
pioracego na redukcje drobnoustrojow (kontrola odnie-
sienia RII).

Réwnolegle do przeprowadzanych proceséw dezyn-
fekcji chemiczno-termicznej w procesie prania oraz
procesow kontroli nalezy przeprowadzi¢ walidacje doty-
czacg wplywu toksycznosci neutralizatora na badane
organizmy testowe jak rowniez walidacje metody roz-
cienczania-neutralizacji sprawdzajaca wplyw dziala-
nia resztkowego preparatu po procesie neutralizacji na
odzysk mikroorganizméw.

Norma PN-EN 16616 [15] wymaga od wytwdrcow
wykonania badan wg norm fazy 2 etapu 1 (metody za-
wiesinowe) w zakresie bakteriobojczym (PN-EN 13727)
pratkobdjczym (PN-EN 14348) i grzybobdjczym (PN-
EN13624) z zastosowaniem temperatury i czasu bada-
nia zalecanego przez wytworce, warunkow brudnych
oraz kryteriéow redukcji takich jak dla dezynfekeji
narzedzi. W przypadku temperatur powyzej 60°C zaleca
sie przeprowadzenie badan wg norm PN-EN 14348,
PN-EN 13624 z organizmami testowymi takimi jak
Mycobacterium avium i Aspergillus brasiliensis [15].

W odréznieniu od procedury krajowej NIZP-PZH
norma PN-EN 16616 nie przewiduje badan bezposred-
nio w warunkach praktycznych czyli w pralni szpitalnej
[11]. Testowanie preparatow przeznaczonych do dezyn-
fekcji chemiczno-termicznej wg normy PN-EN 16616
przeprowadzane jest w bardzo precyzyjnie wystanda-
ryzowanych warunkach, nie uwzgledniajacych wahan
parametréw procesu wystepujacych w warunkach
przeprowadzania procesu prania i dezynfekcji w pral-
nicach szpitalnych (np. rézne typy techniczne maszyn
pioracych, naturalnie zanieczyszczone wsady bielizny).
Zachowanie etapu badan wlasciwych w terenie po

117

wyznaczaniu parametrow uzytkowych w standardo-
wych urzadzeniach piorgcych i przy standardowym
obcigzeniu jalowych wsadéw wydaje si¢ korzystnym
potwierdzeniem skuteczno$ci dziatania parametrow
przeznaczonych do dezynfekcji chemiczno-termicznej.

6. Metody oceny aktywnosci sporobdjczej
preparatow dezynfekcyjnych w procesie
dezynfekcji chemiczno-termicznej - perspektywy

Spory s3 formami przetrwalnymi, ktore charakte-
ryzuja sie wysoka odpornoscig na czynniki fizyczne
i opornoscig na czynniki chemiczne, dlatego tez trudno
wyeliminowac je ze srodowiska jakim jest rowniez bie-
lizna szpitalna. Sg one oporne na procesy dezynfekcji
i tylko nieliczne substancje aktywne wykazujg dzialanie
sporobdjcze [25].

Zainteresowanie rozwojem metod majgcych na celu
ocene dziatania sporobdjczego preparatow dezynfekeyj-
nych przeznaczonych do chemiczno-termicznej dezyn-
fekcji bielizny jest zwigzane z pojawiajacymi si¢ nowymi
zagrozeniami biologicznymi w postaci C. difficile

Zauwazono konieczno$¢ dekontaminacji nie tylko
powierzchni szpitalnych, lecz réwniez bielizny zanie-
czyszczone]j kalem osoby zakazonej C. difficile [1, 8].
Zgodnie z zaleceniami jest wskazana dekontaminacja
poscieli za pomocg $rodkéw sporobdjczych lub auto-
klawowanie przed wystaniem do pralni [9]. Dezynfekcja
sporobdjcza lub autoklawowanie przed praniem jest bar-
dzo klopotliwe. Ostatnio pojawily sie preparaty na bazie
kwasu nadoctowego (PAA) deklarowane przez produ-
centa jako dzialajace sporobdjczo w trakcie prania.

Dziatanie sporobojcze PAA jest uzaleznione od [28]:

o stezenia kwasu nadoctowego;

o odczynu srodowiska (pH);

« temperatury.

Kwas nadoctowy jest najaktywniejszy w srodowisku
kwasnym, natomiast wraz ze wzrostem pH skuteczno$¢
sporobojcza znacznie spada. Optymalne dzialanie pre-
paratow pioracych zapewnia aktywno$¢ przy pH zasa-
dowym, w tej sytuacji dzialanie sporobdjcze mozna
kompensowac wzrostem temperatury kapieli pioracej.
Poniewaz mamy do czynienia z reakcjg chemiczng,
stosowanie wlasciwego stezenia PAA oraz temperatury
w procesie prania i dezynfekcji jest bardzo wazne [28].

Zainteresowanie rozwojem metod majgcych na celu
oceng dziatania sporobojczego preparatéw dezynfekeyj-
nych przeznaczonych do chemiczno-termicznej dezyn-
fekeji bielizny jest zwigzane z pojawiajgcymi sie nowymi
zagrozeniami biologicznymi. Obecnie trwajg zaawan-
sowane prace dotyczace oceny aktywnosci sporobojczej
preparatéw przeznaczonych do dezynfekeji powierzchni
i narzedzi metoda nos$nikowa [1], w ktérych organiz-
mem testowym jest C.difficile. Zostala opracowana
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metoda uzyskiwania zawiesiny spor tego szczepu o ges-
tosci pozwalajgcej na oszacowanie redukeji spor na
poziomie wymaganym w obszarze medycznym (wspot-
czynnik redukcji w skali logarytmicznej réwny 5) [8].
Ocena dziatania substancji czynnych o aktywnosci spo-
robdjczej w preparatach przeznaczonych do dezynfekcji
chemiczno-termicznej bielizny szpitalnej jest obecnie
w fazie rozwoju. W pazdzierniku 2015 roku Komitet
Techniczny nr 216 do spraw dezynfekcji i antyseptyki
Europejskiego Komitetu Normalizacyjnego (CEN) po-
wolal grupe roboczg WI00216068, do opracowania
Normy dotyczacej dzialania sporobdjczego [4].

Z uwagi na to, Ze w obszarze medycznym nie ma
znormalizowanych metod oceniajacych aktywnosé
sporobdjcza preparatéw, producenci preparatéw pio-
raco-dezynfekujacych do oceny tej aktywnosci coraz
czesciej stosujg znormalizowane metody pochodzace
z obszaru spozywczego, przemyslowego, domowego
i zakltadoéw uzytecznosci publicznej. Normy te zawieraja
jednak metody zaliczane do kategorii badan fazy 1 (PN-
EN 14347) [17], i fazy 2 etapu 1 (PN-EN 13704) [18],
ktére nie pozwalaja wyznaczy¢ prawidlowych para-
metrow uzytkowych dzialania preparatow, zwlaszcza
w zakresie dezynfekcji chemiczno-termicznej w pro-
cesie prania.

7. Metody oceny aktywnosci wirusobdjczej
preparatow dezynfekcyjnych w procesie
dezynfekcji chemiczno-termicznej - perspektywy

Poniewaz wirusy stanowig wazny czynnik etiolo-
giczny zakazen szpitalnych, prawidlowa dezynfekcja
bielizny skazonej wirusami jest bardzo istotna. Obecnie
w zakresie oceny aktywnosci wirusobojczej w obszarze
medycznym dysponujemy norma PN-EN 14476+A1:
2015-10 [19]. Jest to norma obejmujacg badania wg
metody zawiesinowej fazy 2 etapu 1. Wirusem testo-
wym jest Parvovirus mysi. Parwowirusy charakteryzuja
sie duzg odpornoscia na podwyzszong temperature jak
i opornoscig na $rodki chemiczne [22]. Brakuje nato-
miast normy dotyczacej oceny aktywnosci wirusoboj-
czej w warunkach symulujacych warunki praktyczne
tj. normy fazy 2 etapu 2.

8. Podsumowanie

Proces technologiczny prania polgczonego z de-
zynfekcja chemiczno-termiczng jest skomplikowany,
a o skutecznosci dziatania preparatu dezynfekcyjnego
decyduje wiele zmiennych tego procesu, dlatego para-
metry uzytkowe preparatéw przeznaczonych do dezyn-
tekcji chemiczno-termicznej w procesie prania powinny
by¢ wyznaczane w metodach najbardziej zblizonych
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do warunkoéw praktycznych procesu prania z dezyn-
fekcja chemiczno-termiczng. Obecnie dysponujemy
juz norma nosnikowa PN-EN 16616 do oceny dziatania
preparatow przeznaczonych do dezynfekcji chemiczno-
-termicznej tekstyliow w zakresie dzialania bakterio-,
grzybo- i pratkobojczego. Konieczne jest dalsze opra-
cowanie norm w zakresie dzialania sporobojczego
i wirusobdjczego. Powinny by¢ to metody zaliczane
do kategorii badan fazy 2 etapu 2 czyli wykonywane
w warunkach symulujacych praktyczne zastosowa-
nie preparatéw w procesie prania i chemiczno-termicz-

nej dezynfekcji.
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PN-EN 16616: 2015-10. Chemiczne $rodki dezynfekcyjne i anty-
septyczne. Dezynfekcja chemiczno-termiczna tkanin. Metoda
badania i wymagania (faza 2, etap 2)

PN-EN 14885: 2015-10. Chemiczne $rodki dezynfekcyjne i anty-
septyczne. Zastosowanie Norm Europejskich dotyczacych che-
micznych §rodkéw dezynfekcyjnych i antyseptycznych
PN-EN 13704: 2004. Chemiczne $rodki dezynfekujace. Ilos-
ciowa metoda zawiesinowa okre$lania dziatania sporobéjczego
chemicznych $rodkéw dezynfekujacych stosowanych w sektorze
zywno$ciowym, warunkach przemystowych, domowych oraz
zakladach uzytecznoéci publicznej. Metoda badania i wymaga-
nia (faza 2, etap 1)

PN-EN 14347: 2005.Chemiczne $rodki dezynfekcyjne i antysep-
tyczne — Podstawowe dzialanie sporobdjcze. Metoda badania
i wymagania (faza 1, etap 1)

PN-EN 14476+A1: 2015-10 Chemiczne $rodki dezynfekcyjne
i antyseptyczne — Ilosciowa zawiesinowa metoda okreslania
wirusobojczego dzialania w obszarze medycznym - Metoda
badania i wymagania (Faza 2/Etap 1)

Réhm-Rodowald E., Jakimiak B., Podgérska M., Chojecka A.:
Ocena mikrobiologiczna skutecznosci dezynfekeji chemiczno-
-termicznej bielizny szpitalnej zanieczyszczonej krwig. Roczn.
PZH, 61, 329-33 (2010)
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Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia z dnia 22.04.2005 w sprawie
szkodliwych czynnikéw biologicznych dla zdrowia w §rodowi-
sku pracy oraz ochrony zdrowia pracownikéw zawodowo nara-
zonych na te czynniki. Dz.U. 2005; nr 81, poz. 716

Sauerbrei A., Wutzler P.: Testing thermal resistance of viruses.
Arch Virol. 1, 115-119 (2009)

Smulders E.: Laundry Detergents, Wiley-VCH, Weinheim, 2002
Sojka-Ledakowicz J., Lewartowska J., Gajdzicki B.: Technologia
otrzymywania i wlasciwo$ci rownowagowego kwasu nadocto-
wego. Przemyst Chemiczny, 8/9, 1171-1173 (2003)
Staniszewska M., Réhm-Rodowald E., Jakimiak B.: Dzialanie spo-
robdjcze srodkéw dezynfekcyjnych. Zakazenia, 5, 12-17 (2006)
Tadeusiak B., Jakimiak B., Rohm-Rodowald E., Kanclerski K.:
Wytyczne postepowania z bielizng szpitalng, Wydawnictwo
Metodyczne NIZP-PZH, Warszawa 2004

Tadeusiak B.: Pralnia z barierg higieniczng (w) Higiena
w placéwkach opieki medycznej, red: G. Dulny, E. Lejbrandt,
A. Tymoczko, Verlag Dashofer, Warszawa, IV, 2003, s. 1-10
Tarka P: Kwas nadoctowy i mozliwosci jego wykorzystania
w dekontaminacji. Zakazenia, 1, 6-11 (2013)

Ustawa o zapobieganiu oraz zwalczaniu zakazen i chordb zakaz-
nych u ludzi z dnia 5 grudnia 2008 r. Dz. U. 2013; poz. 947 ze
zmianami
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Sprawozdanie z konferencji
»International Forum on Tuberculosis in Central and Eastern Europe”

Warszawa, 5. 11. 2016 r.

Dr n. med. Tomasz Jagielski

Zaklad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii,
Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski;
ul. I. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa; tel. 22 55 41 431; fax: 22 55 41 402;
e-mail: t.jagielski@biol.uw.edu.pl

W dniu 5. listopada 2016 1., w Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego (UW) w Warszawie odbyla si¢ konferencja pn. ,, International Forum on Tuberculosis in Central
and Eastern Europe”. Organizatorem wydarzenia byto Polskie Towarzystwo Mikrobiologdw, za§ wspdtorganiza-
torem Wydzial Biologii UW. Honorowy patronat nad konferencja objeli Minister Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
— Pan dr Jarostaw Gowin oraz Ich Magnificencje Rektorzy: Uniwersytetu Warszawskiego — Pan prof. dr hab. Marcin
Patys oraz Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego — Pan prof. dr hab. Mirostaw Wielgos.

International Forum on Tuberculosis in Central and Eastern Europe
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Konferencja miata charakter miedzynarodowy i po-
$wiecona byla sytuacji epidemiologicznej gruzlicy w kra-
jach nalezacych geograficznie i politycznie do tzw. Europy
Srodkowo-Wschodniej. Wsréd okolicznosci, ktére daty
impuls do podjecia projektu, szczegdlne znaczenie miaty
ostatnie raporty Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
wskazujace na wcigz wysoka prewalencje gruzlicy
w Europie Srodkowo-Wschodniej, a takze wyjatkowo
ograniczona wspdlpraca migdzy krajami omawianego
regionu zaréwno w zakresie dzialalnosci naukowo-
-badawczej, jak i organizacyjnej (dzialania w ramach
nadzoru epidemiologicznego i profilaktyki gruzlicy).
O zaniechaniu takiej wspétpracy $wiadczy cho¢by brak

wspolnych projektéw badawczych, opracowan wdroze-
niowych, publikacji, doniesien zjazdowych itp.

W konferencji wzieto udzial ok. 75 oséb, w tym
22 zaproszonych gosci, specjalistow w zakresie gruzlicy,
reprezentujacych 21 o$rodkow zagranicznych z 20 kra-
jow gtéwnie Europy Srodkowej i Wschodniej. Pozo-
stali uczestnicy to pracownicy i studenci pochodzacy
z 12 o$rodkow krajowych (akademickich, szpitalno-
-diagnostycznych itp.), a takze kilkunastu gosci hono-
rowych, w tym Dziekan Wydziatu Biologii UW - Pani
prof. dr hab. Agnieszka Mostowska, Dyrektor Centrum
Nauk Biologiczno-Chemicznych UW - Pani prof.
dr hab. Ewa Bulska, Prezes Federacji Polskich Towarzystw
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Medycznych - Pan prof. dr hab. n. med. Jerzy Majkow-
ski oraz Wiceprezes Krajowej Izby Diagnostow Labora-
toryjnych — Pani dr hab. Grazyna Sygitowicz.

Wyklad otwarcia poprowadzit dr Tomasz Jagielski,
ktéry przedstawit krotka historie gruzlicy jako epidemii
i problemu naukowego. Nastepnie 20 referatow wygtlo-
sili, w dwdch sesjach, zaproszeni wykladowcy. Osia
tematyczng wystgpien byla epidemiologia gruzlicy
w Europie Srodkowo-Wschodniej, w szczegdlnosci
za$ wskazniki epidemiologiczne gruzlicy, zasady sys-
temu rejestracji i raportowania zakazen pratkowych,
a takze elementy kontroli i nadzoru epidemiologicz-
nego nad gruzlica w poszczegdlnych krajach regionu.
Wazng czgscig tematyki wyktadow byl przeglad sto-
sowanych metod diagnostycznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem metod molekularnych (diagnostyka
molekularna), w rozpoznawaniu przypadkéw gruzlicy,
w tym gruzlicy lekoopornej. Problematyke zjazdowa
uzupelnialy zagadnienia dotyczace biologii, genetyki
i ewolucji pratka gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis).

Koncowy fragment konferencji po$wiecono przegla-
dowi programéw finansowania badan naukowych doty-
czacych gruzlicy oraz dyskusji o potrzebie $cistej wspol-
pracy miedzy krajami regionu na rzecz walki z choroba
oraz mozliwosciach zinstytucjonalizowania tej wspol-
pracy w regionie Europy Srodkowo-Wschodniej.

«International Forum on Tuberculosis in Central
and Eastern Europe» bylo wydarzeniem szczegdlnym,
majagcym wymiar naukowy, edukacyjny, ale tez orga-
nizatorski. Przede wszystkim byta to pierwsza konfe-
rencja poswiecona $cisle problematyce gruzlicy zor-
ganizowana w Polsce przy tak szerokim udziale gosci
zagranicznych. To wiasnie dzieki obecnosci wielu
wybitnych ekspertéw w dziedzinie gruzlicy i to z tak
licznych krajow, konferencja stala si¢ platformg dla
przedstawienia najbardziej aktualnych danych doty-
czacych sytuacji epidemiologicznej gruzlicy w krajach
Europy Srodkowo-Wschodniej, w tym najnowszych
wynikéw badan wlasnych, wezesniej niepublikowanych.
Jednocze$nie zwigzly i przystepny sposdb prezentacji
danych sprzyjal popularyzatorskim celom konferencji.
Chodzilo bowiem o przyblizenie problematyki gruz-
licy (i zagadnien pokrewnych) szerszemu, pozaspecjali-
stycznemu, audytorium. Bardzo wazne, w perspektywie
spofecznej, byto wyeksponowanie najbardziej palacych

problemdw z zakresu kontroli i nadzoru epidemiolo-
gicznego nad gruzlicg, w tym np. zagrozen zwigzanych
z nasilong w ostatnim czasie migracja ludnosci.

Bez watpienia konferencja przystuzyla si¢ integracji
miedzynarodowego srodowiska uczonych (mikrobiolo-
gow, lekarzy, diagnostow), zwigzanych z gruzlica, czy
szerzej — chorobami zakaznymi i umozliwila dysku-
sje nad planami wielostronnej wspoipracy naukowo-
-badawczej. W podsumowaniu obrad wyrazono
koniecznos¢ szerokiej kooperacji osrodkéw naukowo-
-badawczych z krajow reprezentowanych przez wykta-
dowcow, a takze wole powolania migdzynarodowego
konsorcjum partnerskiego, podejmujacego wspodlne
dzialania naukowe, a takze popularyzujace wiedze
o gruzlicy i metodach walki z choroba.

To wlasnie powotanie miedzynarodowego konsor-
cjum naukowo-badawczego, pod roboczg nazwg ,,Part-
nership to Fight Against TB in Central and Eastern
Europe”, skupiajacego najwazniejsze osrodki badan nad
gruzlica w Europie Srodkowo-Wschodniej, reprezen-
towane przez zaproszonych gosci stanowi jedno z naj-
wazniejszych osiggnie¢ konferencji. Stworzenie takiego
konsorcjum pozwoli zintegrowa¢ wysitki badawcze,
poprzez tworzenie wspdlnych projektéw naukowych
i wspolne wystepowanie o ich finansowanie z réznych
budzetéw zewnetrznych (np. programéw Unii Europej-
skiej). Realizacja takich projektéw, wspartych dotacjami
rzadowymi, unijnymi i innymi, umozliwi publikacje
wynikow w najlepszych wydawnictwach i periodykach
naukowych, a takze opracowanie monografii, skryptow,
procedur, wytycznych i instrukcji w zakresie diagno-
styki, terapii i profilaktyki gruzlicy, waznych w wymia-
rze ogélnoswiatowym.

Informacja o formalnym ukonstytuowaniu si¢
konsorcjum oraz szczegdtowych celach i formach jego
dzialania zostanie zamieszczona w nastepnym numerze
»Postepow Mikrobiologii”.

* * *

»Konferencja pn. ,, International Forum on Tubercu-
losis in Central and Eastern Europe” byla finansowana
w ramach umowy 912/P-DUN/2016 ze $rodkéw Mini-
stra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego przeznaczonych na
dziatalno$¢ upowszechniajacg nauke”
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INFORMACJE ZARZADU GEOWNEGO PTM

W trakcie XXVIII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, ktore odbyto sie w dniach 25-27 wrzesnia
2016 r. w Bydgoszczy, uczestnicy Walnego Zgromadzenia Delegatow PTM wybrali nowe Prezydium Zarzadu
Gloéwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw oraz Gtéwna Komisje Rewizyjna na kadencje 2016-2020.

Prezes PTM

Prof. dr hab. Stefan Tyski
s.tyski@nil.gov.pl

Absolwent Wydzialu Biologii Uniwersytetu War-
szawskiego, ktory ukonczyl w 1976 roku. Przez 17 lat
pracowal w Zakladzie Bakteriologii Panstwowego
Zaktadu Higieny, po czym 2 lata w Centralnym Labo-
ratorium Surowic i Szczepionek. Od 20 lat jest Kie-
rownikiem Zakladu Antybiotykéw i Mikrobiologii
Narodowego Instytutu Lekéw. Od pazdziernika 2006 r.
kieruje réwniez Zakladem Mikrobiologii Farmaceu-
tycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Od
2007 r. jest ekspertem Komisji Farmakopei Europejskie;j.
W 2010r. zostal powotany na Zastepce Przewodnicza-
cego Komisji Farmakopei Polskiej.

Gléwne zainteresowania mikrobiologiczne prof.
S. Tyskiego to zakazenia bakteryjne, aktywno$¢ i me-
chanizmy dzialania czynnikéw przeciwbakteryjnych
- antybiotykéw, chemioterapeutykow, srodkéw dezyn-
fekcyjnych i antyseptycznych oraz mechanizmy opor-
nosci bakterii na ww. czynniki, a takze zagadnienia
mikrobiologii farmaceutyczne;j.

Jest autorem lub wspdtautorem ponad 200 publika-
¢ji naukowych o tacznym wspétczynniku IF ponad 110,

indeks Hirscha wynosi 14, wypromowat 5 doktorantow,
kierowal 7 grantami KBN i MNiSW, wspétorganizowat
5 ogdlnopolskich konferencji naukowo-szkoleniowych
dotyczacych mikrobiologii farmaceutyczne;j.

Jest cztonkiem Krajowej Izby Diagnostéw Labora-
toryjnych.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy
od 39 lat, od 14 lat jest delegatem PTM do Federacji
Europejskich Towarzystw Mikrobiologicznych FEMS
i Miedzynarodowej Unii Towarzystw Mikrobiologicz-
nych TUMS. Byl cztonkiem Zarzadu Oddzialu War-
szawskiego PTM, wyglosit wiele wyktadéw na posiedze-
niach PTM. Zostat wyrézniony Odznaka PTM (2004 r.)
i Odznaka Oddziatu Krakowskiego PTM (2012 1.).

Wiceprezes PTM
Prof. dr hab. n. med. Ewa Augustynowicz-Kopec
e.kopec@igichp.edu.pl

Specjalistka z zakresu Zdrowia Publicznego i Mikro-
biologii Medycznej. W 1985 roku rozpoczeta prace
w Zakladzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb
Pluc jako asystent naukowo-badawczy. Kilka lat pdzniej
objeta kierownictwo dwdch pracowni Zaktadu: Moni-
torowanej Terapii Gruzlicy oraz Diagnostyki Gruzlicy
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i Mykobakterioz. Od 2011 roku jest Kierownikiem
Zakladu Mikrobiologii IGiChP, Referencyjnego Labora-
torium Pratka Gruzlicy w Polsce. Gléwne zainteresowa-
nia Prof. Augustynowicz-Kope¢ zwiazane sg z gruzlica
wystepujaca u ludzi i zwierzat W roku 2002 za prace
naukowa zostala uhonorowana prestizowa nagroda
UNESCO ,,Dla Kobiet i Nauki” oraz otrzymata stypen-
dium firmy LOreal Polska na ukonczenie pracy habilita-
cyjnej. Jest autorem lub wspétautorem ponad 200 publi-
kacji naukowych o facznym wspoétczynniku IF 164,378.
Prace byly cytowane 1235 razy, a indeks Hirscha
wynosi 17. Jest promotorem 3 przewodéw doktorskich
nagrodzonych wyroéznieniem, a takze recenzentem: prac
naukowych w czasopismach krajowych i zagranicznych,
projektéw badawczych, habilitacji, doktoratéw, oraz
prac magisterskich. Bierze aktywny udzial w dziata-
niach nastepujacych Towarzystw Naukowych i Stowa-
rzyszen: Polskiego Towarzystwa Choréb Ptuc, Komitetu
Immunologii i Etiologii Zakazen Czlowieka Polskiej
Akademii Nauk, Krajowej Izby Diagnostéw Laborato-
ryjnych i European Society of Mycobacteriology.

Od 2004 roku nalezy do Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw, brala czynny udzial i organizowala
liczne konferencje pod patronatem PTM, od 2012 r. do
chwili obecnej pelni funkcje wiceprezesa Towarzystwa.

Wiceprezes PTM
Prof. dr hab. Jacek Miedzobrodzki
jacek.miedzobrodzki@uj.edu.pl

Absolwent Wydziatu Farmacji i studiéw doktoranc-
kich w Instytucie Mikrobiologii Akademii Medycznej
w Krakowie. Zatrudniony od 1985 r. w Zaktadzie Mikro-
biologii Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
U]J. Stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych
uzyskal w roku 1984, doktora habilitowanego w 2002 r.
Od 2011 zatrudniony jest na etacie profesora nadzwy-
czajnego UJ; od 2014 r. z tytulem profesora. Diagnosta
laboratoryjny, cztonek Krajowej Izby Diagnostéw Labo-
ratoryjnych, specjalista zdrowia publicznego.

Autor oryginalnych publikacji w J. Clin. Microbiol.,
J. Med. Microbiol., PLoSOne, Pol. ]. Microbiol., Med.
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Dosw. Mikrobiol., Postepy Mikrobiol., prac przeglado-
wych, rozdziatéw w podrecznikach zagranicznych;
haset w Encyklopedii Biologicznej, Wyd. Opres Krakow
2000r. i w Stowniku Biologii Komoérki, PAN Krakéow
2005 r. Czlonek Rady Redakcyjnej ,,Postepow Mikro-
biologii”. Odby! staze naukowe w Szwecji na Uniwer-
sytetach w Lund i w Malmo; w Holandii, Niemczech,
na Ukrainie. Kierownik krajowych projektéw badaw-
czych. Obecnie kieruje grupg badawcza, glosi wykltady
z mikrobiologii dla studentéw biochemii, biofizyki,
biotechnologii, ochrony srodowiska. Profesor goscinny
Uniwersytetu w Groningen.

Zainteresowania naukowe: molekularne mecha-
nizmy zakazen Staphylococcus spp.

Prof. J. Migdzobrodzki od 1980r. jest czlonkiem
Oddziatu Krakowskiego PTM; w latach 2012-16 byt
Przewodniczagcym Oddzialu. Wspétorganizowal ogol-
nopolskie zjazdy naukowe w 1992 i 2008 roku; w latach
2008-2012 byt w Zarzadzie Gléwnym PTM.

Sekretarz PTM
Dr n. farm. Agnieszka Ewa Laudy
alaudy@wp.pl

Absolwentka Wydzialu Farmaceutycznego z Od-
dzialem Analityki Medycznej, kierunek Farmacja, War-
szawskiego Uniwersytetu Medycznego, ktory ukonczyla
w 1992 roku. Od 1992 r. pracuje w Zakladzie Mikro-
biologii Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Jest autorem lub wspdtautorem 30 publi-
kacji naukowych o tacznym wspétczynniku IF okoto 30,
indeks Hirscha wynosi 7. Jest promotorem pomocni-
czym 2 doktorantéow WUM, byla promotorem 5 prac
magisterskich wykonanych przez studentow SGGW
w Warszawie, opiekunem 27 prac magisterskich zreali-
zowanych na Wydziale Farmaceutycznym z Oddzialem
Analityki Medycznej WUM oraz wykonawcg w 4 gran-
tach KBN. Jest cztonkiem Krajowej Izby Diagnostow
Laboratoryjnych.

Gléwne zainteresowania mikrobiologiczne dr Agnie-
szki E.Laudy to: aktywnos$¢ i mechanizmy dzialania
czynnikéw przeciwbakteryjnych (antybiotyki, che-
miotrapeutyki, $rodki dezynfekcyjne, nowosyntezo-
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wane zwigzki, substancje pochodzenia roslinnego
i wytwarzane przez drobnoustroje) oraz mechanizmy
opornosci Gram-ujemnych paleczek niefermentujacych
na powyzsze czynniki, a przede wszystkim wspotwyste-
powanie, wzajemne zaleznos$ci oraz udzial w opornosci
réznych typéw PB-laktamaz i pomp MDR (odpowie-
dzialnych za zjawisko ,eftlux”).

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy
od 22 lat. W latach 2008-2016 byla sekretarzem w Ko-
misji Rewizyjnej Oddzialu Warszawskiego PTM.

Otrzymata stypendia FEMS Research Grant i OAD
(Osterreichischen Akademischen Austauschdienst)
finansowane przez Austriackie Ministerstwo Spraw
Zagranicznych na Technische Universitit Wien
w Austrii. W 2016 r. otrzymata Medal Komisji Eduka-
cji Narodowej.

Czlonek Zarzadu Gléwnego PTM
Prof. dr hab. Elzbieta Anna Trafny
elzbieta.trafny@wat.edu.p

Absolwentka Wydziatu Biologii Uniwersytetu War-
szawskiego, ktory ukonczyla w 1983 roku. W latach
2004-2014 byla kierownikiem Zakladu Mikrobio-
logii WIHIE. Od 2014 roku zatrudniona w Centrum
Inzynierii Biomedycznej Instytutu Optoelektroniki
WAT. W ramach swojej dzialalnosci zajmuje sie obec-
nie wykorzystaniem metod biologii molekularnej
i nanotechnologii do rozwoju innowacyjnych tech-
nik medycznych. W latach 2012-2014 pelnita funkcje
naukowego eksperta ,Independent Scientific Evalu-
ation Group” w programie badan naukowych NATO
“Science for Peace and Security”. W 2013 roku powo-
tana przez Ministra Zdrowia na Zastepce Przewodni-
czacego Krajowej Komisji Certyfikacyjnej do Spraw
Eliminacji Poliomyelitis. Jest cztonkiem Krajowej Izby
Diagnostow Laboratoryjnych i wieloletnim czlonkiem
Rady Redakcyjnej czasopisma Postepy Mikrobiologii.

Gléwne obszary zainteresowan naukowych prof.
Trafny to adhezja bakterii, wlasciwosci biofilmow, me-
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chanizmy chorobotwdrczosci bakterii w zakazeniach
przewlektych oraz nowoczesna diagnostyka mikrobio-
logiczna probek klinicznych i srodowiskowych. Laczny
wspolczynnik IF dla ponad 75 publikacji, ktérych jest
autorka lub wspdtautorka wynosi 72, natomiast indeks
Hirscha ma wartos¢ 12. Prace te byty cytowane ponad
650-krotnie. Wspodtautorka dwoch patentéw doty-
czacych sposobdéw miejscowego leczenia ran. Kiero-
wala piecioma i wspolrealizowata dziewig¢ projektow
badawczych KBN, NCN i NCBiR. Byla stypendystka
Zakltadu Medycyny Uniwersytetu Kalifornijskiego
w San Diego, USA.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy od
ponad 25 lat. W tym czasie wyglosita szereg wykladdw
na posiedzeniach i konferencjach pod patronatem PTM.

Czlonek Zarzadu Giéwnego PTM
Dr hab. Beata Anna Sadowska, prof. nadzw. UL
bsadowska@yahoo.com

Absolwentka Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
(obecnie: Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska)
Uniwersytetu Lodzkiego, ktéry ukonczyta w 1996r.
Od 1998 r. pracuje w Katedrze Immunologii i Biologii
Infekcyjnej UL, bedac od 2015 r. kierownikiem Pra-
cowni Biologii Zakazen. Jest wspdtautorem 80 publika-
¢ji naukowych o tacznym wspolczynniku IF ponad 60,
wypromowala jednego doktoranta, kierowala i byla
wykonawcg w grantach NCN, byla przewodniczaca
lub czlonkiem komitetéw organizacyjnych trzech kon-
ferencji o zasiegu ogolnopolskim i trzech konferencji
o zasiggu miedzynarodowym z dziedziny mikrobiologii.

Zainteresowania badawcze dr hab. B.Sadowskiej
koncentrujg si¢ wokdt bakteryjnych i grzybiczych
zakazen u ludzi, gtéwnie o etiologii Staphylococcus
spp. i Candida spp., przebiegajacych z udzialem bio-
filméw tych drobnoustrojow. Prowadzone w ostatnich
latach badania dotycza poszukiwania alternatyw-
nych i/lub wspomagajacych strategii terapeutycznych
tego typu infekcji. Drugi, réwnolegle rozwijany nurt
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badawczy obejmuje analize wlasciwosci biologicznych
powierzchni biomaterialéw przeznaczonych do zasto-
sowan medycznych.

Pani dr hab. B. Sadowska jest wieloletnim cztonkiem
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw, byta wice-
przewodniczaca Oddzialu Lodzkiego PTM w latach
2004-2008 oraz przewodniczacg tego Oddzialu
w latach 2008-2016. Jest czlonkiem Krajowej Izby
Diagnostéw Laboratoryjnych, Towarzystwa Mikro-
biologii Klinicznej, American Society for Microbiology.
W latach 2012-2016 byta czlonkiem Komitetu Mikro-
biologii PAN, za$ od 20167r. jest cztonkiem Komitetu
Biologii Molekularnej Komorki PAN.

Cztonek Zarzadu Gltéwnego PTM
Dr n. med. Joanna Jursa-Kulesza
asiaju@pum.edu.pl

Absolwentka Wydzialu Lekarskiego Pomorskiej
Akademii Medycznej, obecnie Pomorskiego Uniwersy-
tetu Medycznego (PUM), ktory ukonczylta w 1997 roku.
W 1998 roku rozpoczela prace w Katedrze i Zakta-
dzie Mikrobiologii i Immunologii PUM. Od sierpnia
2016 roku p.o. Kierownika Zakladu Mikrobiologii
Lekarskiej w Katedrze Mikrobiologii, Immunologii
i Medycyny Laboratoryjnej PUM. Odbyla m.in. staze
zawodowe w klinikach niemieckich jak i naukowe, bio-
rac udzial w kursach krajowych i miedzynarodowych
organizowanych przez ESMID, CDC. W 2005 roku uzy-
skala tytut specjalisty w zakresie mikrobiologii lekar-
skiej, a w 2007 roku obronila rozprawe doktorska. Od
2015 roku pelni funkcje konsultanta wojewddzkiego
w dziedzinie mikrobiologii lekarskiej w wojewodz-
twie lubuskim. W latach 2001-2012 lekarz konsultant
mikrobiolog kliniczny w Szpitalu SPSK nr 2 w Szczeci-
nie, od maja 2016 roku w Wielospecjalistycznym Szpi-
talu Wojewddzkim w Gorzowie Wielkopolskim.

W kregu zainteresowan naukowych znajduja sie
zakazenia szpitalne, antybiotykoterapia, mechanizmy
opornosci bakterii na antybiotyki, zakazenia bakte-
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ryjne, biologia molekularna i jej praktyczne zastosowa-
nie w epidemiologii szpitalnej. Na macierzystej uczelni
promotor 4 prac magisterskich, wieloletni opiekun kotfa
naukowego, promotor pomocniczy pracy doktorskiej,
wielokrotnie otrzymywata nagrode naukowg przyzna-
wang przez Rektora PUM.

Czlonek kilku Towarzystw Naukowych. Z Polskim
Towarzystwem Mikrobiologii zwigzana jest prawie
20 lat, poczatkowo jako czlonek oddzialu w Szczeci-
nie, potem przez 2 kadencje - sekretarz, a od 2012 roku
Przewodniczgca Oddziatu.

Przewodniczgca Gléwnej Komisji Rewizyjnej PTM
Dr n. med. Elzbieta Magdalena Stefaniuk
estefaniuk@cls.edu.pl

Absolwentka Wydziatu Farmaceutycznego Warszaw-
skiego Uniwersytetu Warszawskiego na kierunku Ana-
lityka Kliniczna. W roku 2004 uzyskala stopien doktora
nauk medycznych na I Wydziale Lekarskim WUM. Ukon-
czyla specjalistyczne ksztalcenie podyplomowe w dzie-
dzinach mikrobiologia (specjalizacja II°) i analityka
kliniczna (specjalizacja I°). W latach 2012-2013 byta
stuchaczem studiéw podyplomowych dla kadry zarza-
dzajacej podmiotéw leczniczych Menedzer Ochrony
Zdrowia w Wyzszej Szkole Zarzadzania i Informatyki
w Olsztynie im. Prof. Tadeusza Kotarbinskiego.

W latach 1984-1997 pracowala jako asystent w Cen-
tralnym Laboratorium Diagnostycznym oraz asystent
i z-ca Kierownika Samodzielnej Pracowni Bakteriologii,
a takze czlonek zespotu ds. zakazen szpitalnych Szpi-
tala Bielanskiego w Warszawie. Od roku 1998 pracuje
jako adiunkt w Zaktadzie Epidemiologii i Mikrobiologii
Klinicznej Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie.
Od roku 2004 petni funkcje zastepcy dyrektora Cen-
tralnego Osrodka Badan Jako$ci w Diagnostyce Mikro-
biologiczne;j.

Jest autorem i wspdtautorem 64 publikacji, w tym
prac oryginalnych, o charakterze rekomendacji i popu-
laryzujacych wyniki badan i wiedze z obszaru mikro-
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biologii lekarskiej; autorem monografii i rozdzialu
w podreczniku. Bierze czynny udzial w konferencjach,
ksztalceniu specjalistycznym diagnostéw laboratoryj-
nych, lekarzy i pielegniarek. Byta kierownikiem specja-
lizacji w dz. mikrobiologii i mikrobiologii medycznej
licznego grona diagnostéw laboratoryjnych i biologow.

W latach 2004-2012 petnila funkcje Sekretarza
Zarzadu Gléwnego PTM, w latach 2012-2016 byta
przewodniczaca Gléwnej Komisji Rewizyjnej PTM. Jest
wiceprezesem IV kadencji Krajowej Rady Diagnostow
Laboratoryjnych.

Sekretarz Gi6wnej Komisji Rewizyjnej PTM

Dr hab. n. med. Alina Malgorzata Olender
alinaolender@umlub.pl

Specjalista mikrobiolog, kierownik Katedry i Za-
ktadu Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycz-
nego w Lublinie, konsultant wojewddzki (woj. lubel-
skie) w dz. mikrobiologii lekarskiej, czlonek Rady
Naukowej WIHE w Warszawie. Cztonek ECCMID od
2008 1., cztonek Lubelskiego Towarzystwa Naukowego.
Brata aktywny udzial w pracach Polskiego Towarzystwa
Immunologii Do$wiadczalnej i Kliniczne;j.

Dydaktyk (zajecia z kierunkami: lekarski, pieleg-
niarstwo, poloznictwo, biomedycyna i in.), kierownik
0sob specjalizujacych sie z mikrobiologii medycz-
nej, promotor trzech ukonczonych prac doktorskich,
dwdch otwartych, recenzent rozpraw doktorskich, prac
magisterskich i publikacji w czasopismach krajowych
i zagranicznych. Opiekun Studenckiego Kofa Nauko-
wego. Gléwne aktualne tematy zainteresowan i badan
naukowych: udziat Corynebacterium spp., Propionibac-
terium spp., Streptococcus sp., Staphylococcus spp. i in.
w zakazeniach u ludzi, ze szczegélnym uwzglednieniem
gatunkow oportunistycznych, ich czynnikéw wirulen-
¢ji, mechanizméw opornosci na antybiotyki oraz gendw
za nie odpowiedzialnych; patogeny wewnatrzkomor-
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kowe — patomechanizmy zakazenia, czynniki wirulencji;
wytwarzanie biofilmu, postaci planktonicznej przez bak-
terie i grzyby — patomechanizm zakazen a odpowiedz
ukladu immunologicznego; problemy serologicznej dia-
gnostyki choréb zakaznych; dzialanie przeciwdrobno-
ustrojowe i przeciwgrzybiczne nowo syntetyzowanych
zwigzkow chemicznych i preparatéw roélinnych.

Cztonek PTM od 1987r. Pelnione funkcje: czlo-
nek, Sekretarz Zarzadu Oddziatu Lubelskiego, Czlonek
Zarzadu Giéwnego.

Czlonek Gtéwnej Komisji Rewizyjnej PTM
Dr hab. inz. Stawomir Ciesielski
slawomir.ciesielski@uwm.edu.pl

Absolwent Wydziatlu Ochrony Srodowiska i Ry-
bactwa Owczesnej Akademii Rolniczo-Technicznej
w Olszynie. Od roku 2002 jest pracownikiem Katedry
Biotechnologii w Ochronie Srodowiska Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. W latach 2012-
2016 pelnit funkcje Prodziekana ds. Nauki na Wydziale
Nauk o Srodowisku UWM w Olsztynie.

Dr hab. inz. Stawomir Ciesielski jest autorem ponad
50 recenzowanych artykuléw naukowych opublikowa-
nych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym.
Realizowal 13 projektéw naukowych finansowanych
ze zrédel zewnetrznych zaréwno jako kierownik
jak i gtéwny wykonawca. Wypromowal 2 doktordw,
21 magistréw oraz 16 inzynieréw. Gtéwne zaintereso-
wania naukowe dr hab. inz. S. Ciesielskiego to mikro-
biologiczna produkcja biopolimeréw, badanie procesow
regulacji ekspresji gendw z wykorzystaniem podejscia
transkryptomicznego, mikrobiologiczne przemiany
zwigzkéw azotowych, zastosowanie metod metageno-
micznych i bioinformatycznych w badaniach mikro-
bioméw srodowisk naturalnych i antropogenicznych.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy
od 6 lat. W latach 2012-2016 pelnit funkcje wiceprze-
wodniczacego Oddziatu Olsztynskiego PTM.
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Cztonek Gtéwnej Komisji Rewizyjnej PTM

Dr n. med. Katarzyna Pancer
kpancer@pzh.gov.pl

Absolwentka Wydzialu Biologii Uniwersytetu War-
szawskiego, ktory ukonczyta w 1991 r. Zastosowanie
badan mikrobiologicznych poznala podczas pracy
w Dzieciecym Panstwowym Szpitalu Klinicznym
nr3 AM w Warszawie. Od 1994 r. pracuje w Narodo-
wym Instytucie Zdrowia Publicznego - Panstwowym
Zakladzie Higieny w Warszawie, najpierw w Zaktadzie
Bakteriologii, a od 2007r. w Zaktadzie Wirusologii
NIZP-PZH. Od 2010r. jest takze Kierownikiem Labora-
torium BSL3 NIZP-PZH oraz koordynuje prace wielo-
dyscyplinarnego zespotu powyzszego laboratorium.
Odpowiada za organizacje pracy Lab. BSL3 i Zespotu,
opracowuje i wdraza diagnostyke zakazen wywolanych
wysoce niebezpiecznymi patogenami cztowieka takimi
jak wirus Ebola, koronawirus MERS, wirus Zika.

Oproécz reagowania na zmieniajacg sie sytuacje epi-
demiczng prowadzi takze badania naukowe. Zagadnie-
nia zwigzane z oddzialywaniem mikroorganizméw na
organizm cztowieka, zmiany w zjadliwo$ci drobno-
ustrojow oportunistycznych sg gtéwnym tematem jej
badan. Obecnie bierze udzial w projekcie ESGLI dot.
mikrobiokomu w systemie wody cieple;j.

Czlonek Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw od
1995 r., byta sekretarzem Oddzialu Warszawskiego PTM
w latach 2001-2008. Wowczas wprowadzono zasade
planowania posiedzen naukowych O/Warszawskiego
PTM na dany rok akademicki, co pozwolito przyzna-
waé punkty edukacyjne uczestnikom tych posiedzen.
Jest cztonkiem EVDLabnet - sieci zajmujacej si¢ iden-
tyfikowaniem waznych z punktu widzenia zdrowia
publicznego wirusowych zakazen; ESGLI - dot. zakazen
Legionella spp. Jest czlonkiem Krajowej Izby Diagnostow
Laboratoryjnych, Polskiego Towarzystwa Wirusologicz-
nego, Polskiego Towarzystwa Zakazen Szpitalnych.
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Czlonek Gtéwnej Komisji Rewizyjnej PTM
Dr hab. n. biol. inz. Anna Sip
aniasip@up.poznan.pl

Absolwentka Wydzialu Nauk o Zywnoéci i Zywie-
niu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, ktéry
ukonczyta w 1994 roku. Od 1996 r. pracuje w Katedrze
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu. W 2013 roku decyzja Rady
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego otrzymala stopien naukowy doktora habili-
towanego nauk biologicznych w zakresie mikrobiologii
- mikrobiologii technicznej.

W sklad jej dorobku publikacyjnego wchodzi 40 prac
oryginalnych oraz 25 prac przegladowych o lacznym
wspotczynniku IF ponad 30, indeks Hirscha wynosi 5.
Dr hab. Anna Sip jest tez autorem lub wspétautorem
1 patentu, 11 zgloszen patentowych oraz ponad 100 nie-
publikowanych opracowan i ekspertyz wykonanych dla
przemystu. Byla promotorem 58 prac magisterskich
oraz 31 prac inzynierskich i licencjackich, kierowata
3 grantami.

Gléwne zainteresowania mikrobiologiczne dr hab.
Anny Sip to mikrobiota produktéw regionalnych,
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa bakterii fermen-
tacji mlekowej, biosynteza bakteriocyn i ich wykorzy-
stanie, bioutrwalanie zywnosci, zwalczanie Listeria
monocytogenes. Dr hab. Anna Sip prowadzi tez bada-
nia nad opracowywaniem biopreparatéw niszczacych
drobnoustroje chorobotwoércze, tworzeniem opakowan
aktywnych i $rodkéw dezynfekcyjnych. Efektem jej
dotychczasowej dzialalnosci naukowo-badawczej jest
wdrozenie do przemystu nowych preparatéw probio-
tycznych, kultur starterowych i ochronnych.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy od
11 lat. W latach 2005-2009 byta sekretarzem Oddzialu
Poznanskiego PTM, a od 2009 do chwili obecnej jest
czlonkiem Zarzadu Oddziatu Poznanskiego PTM.
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W trakcie wyborow przeprowadzonych w Oddzialach Terenowych PTM wybrano réwniez nowe wladze

Oddzialow.

Przewodniczaca Oddziatu Terenowego PTM
w Bialymstoku
Dr n. med. Tamara Daniluk
tamara.daniluk@umwb.edu.pl

Absolwentka Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Me-
dycznego w Biatlymstoku, ktéry ukonczyta w 1993 roku
uzyskujac tytul lekarza. Od maja 1994 roku pracuje
w Zakltadzie Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku. W 2001 roku uzyskata II stopien spe-
cjalizacji w zakresie mikrobiologii, a w 2004 stopien
doktora nauk medycznych. Kierownik ukonczonych
specjalizacji z mikrobiologii lekarskiej dwdch rezy-
dentéw - lekarzy; czynny udzial w pracach Komisji
Kwalifikacyjnej dla lekarzy ubiegajacych sie o etaty
rezydenckie oraz w pracach Komisji Egzaminacyjnych
na I° z mikrobiologii. Prowadzenie szkolen podyplomo-
wych indywidualnych dla lekarzy réznych specjalnosci
oraz mikrobiologéw. Jest autorem lub wspétautorem
28 publikacji naukowych o facznym wspoétczynniku IF
okolo 15, indeks Hirscha wynosi 7. Jest wspotwyko-
nawcg w grancie NCN na lata 2016-2018 oraz kierow-
nikiem i wykonawcg licznych prac statutowych.

Od 1994 roku jest czlonkiem Izby Lekarskiej a od
2003 roku cztonkiem Krajowej Izby Diagnostéw Labo-
ratoryjnych.

Do gléwnych zainteresowan mikrobiologicznych
dr Tamary Daniluk nalezg: zakazenia bakteryjne i grzy-
bicze, epidemiologia i badania lekoopornosci Gram-
-ujemnych pateczek z rodziny Enterobacteriaceae oraz
pateczek niefermentujacych z uwzglednieniem mecha-
nizmoéw warunkujacych opornosé.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy od
22 lat. W latach 2000-2008 byta wiceprzewodniczaca
Zarzadu Oddziatu PTM w Bialymstoku, od 2009 roku
pelni funkcje Przewodniczacej tego Oddzialu PTM.

Przewodniczaca Oddziatu Terenowego PTM
w Bydgoszczy
Dr n. med. Alicja Sekowska
asekowska@cm.umk.pl

Absolwentka Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu. Od
poczatku swojej pracy zawodowej zwigzana byla z Aka-
demia Medyczng im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
i Panstwowym Szpitalem Klinicznym im. dr. A. Jurasza
w Bydgoszczy.

Od kilkunastu lat pracuje jako nauczyciel akade-
micki w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Colle-
gium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu oraz jako
starszy asystent w Zaktadzie Mikrobiologii Klinicznej
Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. A. Jurasza w Byd-
goszczy. W 2011 roku uzyskala specjalizacje z mikro-
biologii medycznej. Od 2003 roku prowadzi wyklady
na kursach specjalizacyjnych dla lekarzy i diagnostow
laboratoryjnych. Byla kierownikiem czterech kurséow
specjalizacyjnych. Jest autorem lub wspdtautorem
ponad 40 publikacji naukowych.

Gléwne zainteresowania mikrobiologiczne dr Ali-
cji Sekowskiej to: czynniki wirulencji i zakazenia bak-
teriami (gléwnie pateczkami z rodzajow Klebsiella
i Raoultella) oraz mechanizmy opornosci bakterii Gram-
-ujemnych na antybiotyki.

Byla wspélorganizatorem XXVIII Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologdéw oraz czterech ogoélnopol-
skich konferencji naukowo-szkoleniowych. Jest czton-
kiem Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych.
W 2016 roku otrzymala nagrode KIDL ,Zastuzony
diagnosta”. Od kilkunastu lat jest czlonkiem Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw, a od 2012 roku pelni
funkcje Przewodniczacej PTM Oddzial w Bydgoszczy.
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Przewodniczaca Oddziatu Terenowego PTM
w Gdansku
Dr hab. Beata Krawczyk, prof. nadzw. PG
beakrawc@pg.gda.pl

Pracownik Katedry Biotechnologii Molekularnej
i Mikrobiologii (dawniej Katedra Mikrobiologii), na
Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej od
roku 1991 (obecnie pelnigca obowiazki Kierownika
Katedry). Stopienn naukowy doktora nauk przyrodni-
czych w dyscyplinie biologia (1997). Stopient naukowy
doktora habilitowanego nauk biologicznych w dyscy-
plinie biologia uzyskata w 2009 r. W 2012 r. - otrzymata
stypendium i odbyta staz naukowy w University of the
Mediterranean, Faculty of Medicine of Marseilles, Fran-
cja, jako profesor wizytujacy. Od 2016 roku zajmuje
stanowisko profesora nadzwyczajnego PG. Wspol-
praca naukowa z Meharry Medical College, Nashville,
USA. Kierownik w czterech projektach badawczych
MNISW, w o$miu projektach - gléwny wykonawca
oraz realizator w projekcie w ramach Centrum Trans-
feru Technologii ,,Inkubator Innowacyjnosci”. Promo-
tor 52 prac magisterskich i inzynierskich. Promotor
w 1 przewodzie doktorskim zakonczonym; promotor
w 2 otwartych, 1 - bez otwartego przewodu doktor-
skiego (opiekun). Wedtug Web of Science: 39 publika-
cji, suma cytowan 268; indeks Hirscha 10, wspoétautor
5 podrecznikow akademickich i skryptow.

Zainteresowania zawodowe: diagnostyka moleku-
larna w mikrobiologii, epidemiologia molekularna,
biotechnologia, konstrukcja nowych molekularnych
testow diagnostycznych do wykrywania, identyfikacji
oraz typowania genetycznego drobnoustrojéow, nowe
natywne i modyfikowane polimerazy DNA jako narze-
dzia w reakcji PCR, analiza czynnikéw wirulencji.

Dziatalno$¢ w PTM od 2001 roku. 2008-2012 sekre-
tarz Oddzialu Gdansk PTM, od 2012 - przewodniczaca
Oddziatu Gdansk PTM.

Przewodniczaca Oddziatu Terenowego PTM
w Katowicach
Dr hab. n. med. Alicja Ekiel
aekiel@sum.edu.pl

Absolwentka Wydziatu Biologii i Ochrony Sro-
dowiska Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Od
1983 roku pracuje w Katedrze i Zaktadzie Mikrobio-
logii Lekarskiej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego.
Prowadzi wyklady, seminaria i ¢wiczenia z mikrobio-
logii lekarskiej i immunologii dla studentéw Wydzialu
Lekarskiego SUM. Prowadzi kursy w ramach specjali-
zacji dla diagnostow laboratoryjnych i lekarzy. Uczest-
niczy jako wykladowca w konferencjach naukowo-
-szkoleniowych.

Tematyka prac badawczych gléwnie dotyczy zaka-
zen mykoplazmami urogenitalnymi, Chlamydia tra-
chomatis, wirusem HPV a takze zakazen implantdw,
lekowrazliwosci bakterii, aktywnosci peptydéow anty-
drobnoustrojowych, mikroflory cztowieka.

Posiada specjalizacje z mikrobiologii, jest kierowni-
kiem specjalizacji z mikrobiologii medycznej diagno-
stow laboratoryjnych.

Jako cztonek Polskiego Towarzystwa Immuno-
logii Doswiadczalnej i Klinicznej w latach 2000-2004
i 1996-2000 pelnita funkcje cztonka Komisji Rewizyj-
nej Oddzialu Katowickiego PTIDIiK. Jest czlonkiem
Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych (w latach
2003-2006 byta Czlonkiem Zarzadu Krajowej Izby
Diagnostéw Laboratoryjnych). Wspdtpracuje z Polskim
Centrum Akredytacji, jako auditor prowadzila oceny
w akredytowanych jednostkach.

Czlonek Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow,
w latach 2004-2008 pelnita funkcje Czlonka Zarzadu,
w latach 2008-2012 Sekretarza Zarzadu Oddzialu
Katowice. Od roku 2012 jest Przewodniczacg Oddziatu
Katowickiego PTM.
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Przewodniczaca Oddzialu Terenowego PTM
w Kielcach
Dr Wioletta Adamus-Biatek
wioletta.adamus-bialek@ujk.edu.pl

W 2003 roku ukonczyta studia na kierunku biologia
Akademii Swigtokrzyskiej w Kielcach, poczym rozpo-
czeta studia doktoranckie w Pracowni Genetyki Mole-
kularnej Centrum Biologii Medycznej PAN w Lodzi.
Tytut doktora nauk biologicznych w dyscyplinie mikro-
biologia, specjalnosci genetyka bakterii uzyskala na
Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersy-
tetu Lodzkiego. Ukonczyla takze studia podyplomowe
»Menedzer komercjalizacji i transferu wiedzy” na UJK
oraz ,Zarzadzanie Organizacjami Ochrony Zdrowia”
w SGH. Od 2008r. pracowala w Katedrze Ochrony
i ksztaltowania Srodowiska Uniwersytetu Jana Kocha-
nowskiego w Kielcach, a obecnie pelni funkcje adiunkta
w Zakladzie Mikrobiologii Instytutu Nauk Medycznych
tej uczelni. Byla promotorem kilkudziesigciu prac
dyplomowych, obecnie jest promotorem pomocniczym
pracy doktorskiej. Jej zainteresowania naukowe dotycza
patogenow drog moczowych, w szczegélnosci badania
zalezno$ci pomiedzy lekoopornoscig tych szczepdw,
a innymi wlasciwo$ciami patogennymi. Uczestniczyta
w realizacji trzech projektéw naukowych, w tym jako
kierownik projektu NCN - Sonata.

W 2012 roku przebywala na czteromiesi¢cznym sty-
pendium w Karolinska Institute, Department of Micro-
biology, Tumor and Cell Biology (MTC) w Sztokhol-
mie, a w 2014 roku na dwumiesi¢cznym stypendium
w School of Biological Sciences, University of East
Anglia w Norwich, finansowane z projektu ,,PROGRES-
-Program rozwoju: Gospodarka-Edukacja-Sukces”

Jest autorem lub wspétautorem 14 publikacji nauko-
wych o facznym wspoétczynniku IF 16, indeks Hirscha
wynosi 3.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy
od 8 lat. W latach 2009-2012 byla Sekretarzem,
a w kolejnej kadencji pelnita obowiazki zastepcy prze-
wodniczacego Oddzialu Kieleckiego PTM.

S

|
£

v _

0
e
0

Przewodniczaca Oddzialu Terenowego PTM
w Krakowie
Dr n. farm. Anna Bialecka
bialecka.ania@gmail.com

Jest absolwentka Wydzialu Farmacji Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, kierunek Far-
macja Kliniczna. Prace doktorska dotyczaca immuno-
gennosci drobnoustrojow z rodzaju Propionibacterium
obronita na Wydziale Lekarskim Collegium Medi-
cum UJ. W latach 1982-1990 pracowala w Instytucie
Mikrobiologii Collegium Medicum U]J. Od roku 1991
kieruje wspolnie z dr Andrzejem Kasprowiczem Cen-
trum Badan Mikrobiologicznych i Autoszczepionek
im. dr Jana Bobra w Krakowie.

Dr Anna Bialecka jest Czlonkiem Krajowej Izby
Diagnostéw Laboratoryjnych, specjalista w zakresie
mikrobiologii oraz w zakresie zdrowia publicznego.
Posiada szereg certyfikatow z zakresu badan lekowrazli-
wosci i mechanizméw opornoéci m.in.: ,, Antimicrobial
Resistance in Bacteria; Basis and Laboratory Detection”.
Prowadzi liczne szkolenia z zakresu standardéw lecze-
nia dla lekarzy, jest wykladowcg Narodowego Programu
Ochrony Antybiotykéw pod patronatem Ministra
Zdrowia. Jest promotorem wielu prac dyplomowych.

Jest autorka i wspotautorka ponad 30 publikacji
naukowych oraz wydanej w 2013 roku pod patronatem
Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych ksigzki:
»Atlas stopni czystosci pochwy”.
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Zainteresowania naukowe: rola drobnoustrojow
w bakteryjnych zakazeniach skory (acne, furunculosis),
zakazenia drog oddechowych (Haemophilus), analiza
mechanizméw patogennosci drobnoustrojow oraz stan-
daryzacja metod oznaczania lekowrazliwosci.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy
od wielu lat. Wspdtorganizowala XXII Zjazd PTM
w Krakowie w 1992 r. oraz liczne konferencje i sympozja
naukowe w Oddziale Krakowskim. W latach 2008-2016
petnita funkcje Sekretarza Oddziatu.

Przewodniczaca Oddzialu Terenowego PTM
w Lublinie
Prof. dr hab. Wanda Matlek
wanda.malek@poczta.umcs.lublin.pl

Absolwentka studiéw magisterskich na kierunku
biologia - specjalno$¢ mikrobiologia Wydziatu Biolo-
gii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodow-
skiej w Lublinie. W roku 1978 uzyskata stopien doktora
nauk przyrodniczych, a w roku 1993 stopient naukowy
doktora habilitowanego nauk biologicznych w zakresie
mikrobiologii. W 2003 roku, Prezydent Rzeczypospo-
litej Polskiej nadal jej tytul naukowy profesora nauk
biologicznych.

Prof. dr hab. Wanda Malek jest wspotautorem
61 prac eksperymentalnych z listy JCR, 11 prac prze-
gladowych, 64 doniesien konferencyjnych i 1 patentu.
Jest promotorem pieciu prac doktorskich i wielu prac
magisterskich.

Zainteresowania naukowe prof. dr hab. Wandy
Malek poczatkowo koncentrowaly si¢ na zagadnieniach
kontroli symbiozy ryzobium - roslina bobowata. Obec-
nie dotyczg one gltéwnie taksonomii i pokrewienstwa
tilogenetycznego bakterii brodawkowych tworzacych
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symbioz¢ z dziko rosnacymi roslinami bobowatymi
i wlasciwosci promujacych wzrost ich gospodarzy.

Od wielu lat, prof. dr hab. Wanda Malek jest aktyw-
nym czlonkiem Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow.
Uczestniczyta w Zjazdach PTM i konferencjach orga-
nizowanych przez cztonkéw PTM Oddzial Lublin. Na
ostatnim Zjezdzie PTM w Bydgoszczy zesp6t badawczy
prof. dr hab. Wandy Matek zostat wyrézniony Nagroda
Naukowg im. Prof. Edmunda Mikulaszka II stopnia za
prace eksperymentalne wykonane w latach 2014-2015.
Od roku 2012, prof. dr hab. Wanda Matek jest przewod-
niczaca Oddziatu Lubelskiego PTM.

Przewodniczaca Oddziatu Terenowego PTM
w Lodzi
Dr hab. Beata Gutarowska, prof. nadzw. PL
beata.gutarowska@p.lodz.pl

Absolwentka Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi Uni-
wersytetu Lodzkiego. Pracowala w Instytucie Mikro-
biologii i Immunologii UL oraz po ukonczeniu stu-
diéw doktoranckich na Wydziale Biotechnologii i Nauk
o Zywnosci Politechniki Lodzkiej w Instytucie Tech-
nologii Fermentacji i Mikrobiologii P, od 2013r.
jest Dyrektorem tego Instytutu. Prowadzi aktywnie
dzialalnos¢ jako czlonek Zarzadu International Bio-
deterioration and Biodegradation Society organizujac
miedzynarodowe i krajowe konferencje (Biodeteriora-
tion and Biodegradation Symposium, Biodeterioration
and Protection of Cultural Heritage, Rozktad i Korozja
Materialéw Technicznych). Jest autorem lub wspot-
autorem 6 monografii, ponad 100 publikacji naukowych
o lacznym wspoétczynniku IF 120, indeks Hirscha
wynosi 10, wypromowata 2 doktorantéw, kolejnych
dwoch jest w trakcie realizacji pracy doktorskiej. Kiero-
wala 2 grantami NCBIR, koordynowala prace w projek-
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cie Wyszehradzkim dotyczacym biodeterioracji obiek-
tow archiwalnych oraz projektu finansowanego przez
Fundacje Auschwitz-Birkenau na temat biodeterioracji
zabytkowych budynkéw bylego obozu koncentracyj-
nego Auschwitz-1II Birkenau.

Gléwne zainteresowania mikrobiologiczne dr hab.
B. Gutarowskiej skupiajag si¢ na: korozji mikrobiolo-
gicznej materiatow technicznych, w tym obiektow
zabytkowych, dezynfekcji, bioaerozolach, szczegdlne
miejsce w tych badaniach zajmuja grzyby strzgpkowe
o aktywnosci toksynotworczej i alergennej. Dr hab.
B. Gutarowska opracowala réwniez preparat mikrobio-
logiczno-mineralny do usuwania zwigzkéw odorowych
w pomieszczeniach inwentarskich nagrodzony na licz-
nych targach innowagji.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow nalezy
0d 2004 r.

Przewodniczgca Oddziatu Terenowego PTM
w Olsztynie
Prof. dr hab. Lucja Laniewska-Trokenheim
lucja.laniewska-trokenheim@uwm.edu.pl

Absolwentka Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu im. Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie,
ktory ukonczyta w 1975 roku. Przez 6 lat pracowata na
Politechnice Bialostockiej w Instytucie Budownictwa
Ladowego w Zaktadzie Technologii Wody i Sciekéw.
Od 32 lat pracuje na Uniwersytecie Warminsko-Mazur-
skim, na Wydziale Nauki o Zywno$ci w Katedrze
Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci. Od lutego
2007 roku do chwili obecnej jest Kierownikiem Kate-
dry. Ponad 200 publikacji naukowych o facznym wspot-
czynniku IF okoto 50, indeks Hirscha 9, wypromowata
5 doktorantéw, kierowata 4 grantami KBN i MNiSW
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oraz byta wykonawca 4 grantéw. Byla recenzentem prac
dysertacyjnych i habilitacyjnych. Recenzentem w poste-
powaniu na stopien profesora, recenzentem projektow
badawczych KBN. NCN, NCBiR. Byta promotorem
156 prac magisterskich i 10 inzynierskich, na Wydzia-
tach: Nauki o Zywnosci, Biologii i Biotechnologii, Bio-
inzynierii Zwierzat.

Glowne zainteresowania badawcze to: metabolizm,
fizjologia oraz wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
bakterii fermentacji mlekowej i propionowej, wpltyw
wysokich ci$nien na drobnoustroje i ich metabolity,
jako$¢ mikrobiologiczna i bezpieczenstwo zywnosci,
oporno$¢ na antybiotyki Staphylococcus i Enterococcus
wystepujacych w zywnosci.

Jest cztonkiem Polskiego Towarzystwa Technologéw
Zywnoéci. Od roku 2003 do 2015 byta cztonkiem Komi-
tetu Mikrobiologii PAN.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy
od 41 lat, a od 8 lat jest Przewodniczacg Olsztynskiego
Oddziatu PTM.

Przewodniczaca Oddzialu Terenowego PTM
w Poznaniu
Prof. dr hab. Katarzyna Czaczyk
kasiacz@up.poznan.pl

Absolwentka Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywie-
niu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, ktéry
ukonczyta w 1987 roku. Jest pracownikiem Katedry
Biotechnologii Mikrobiologii Zywnos$ci na ww. Uniwer-
sytecie. Jest autorem ponad 100 oryginalnych publikacji
naukowych o lgcznym wspolczynniku IF powyzej 80,
indeks Hirscha wynosi 11. Wypromowata 4 doktoran-
tow, kierowala 6 projektami badawczymi, brata udziat
w organizacji 3 konferencji naukowych.

Gléwne zainteresowania mikrobiologiczne prof.
dr hab. Katarzyny Czaczyk to: mikrobiologia Zzywnosci,
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ze szczegdlnym uwzglednieniem jakosci mikrobiolo-
gicznej owocdw i warzyw o malym stopniu przetwo-
rzenia, tworzenie si¢ biofliméw na powierzchniach
abiotycznych, bakterie fermentacji propionowej, nowo-
czesne techniki w analizie mikrobiologicznej zywnosci
oraz mikrobiologiczna konwersja surowcéw odpado-
wych do produktéw uzytecznych przemystowo.

Do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw nalezy
od ponad 20 lat. W latach 2008-2012 byta Przewodni-
czacg Oddziatu Poznanskiego PTM.

Przewodniczacy Oddziatu Terenowego PTM
w Putawach
Dr hab. Grzegorz Wozniakowski prof. nadzw.
PIW-PIB
Grzegorz.Wozniakowski@piwet.pulawy.pl

Absolwent Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi, Uni-
wersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie na
kierunku biologia, specjalnosci mikrobiologia. Stu-
dia wyzsze ukonczyt w 2006 roku. Od 2007 roku jest
zatrudniony w Panstwowym Instytucie Weterynaryj-
nym - Panstwowym Instytucie Badawczym w Pula-
wach. W 2012 roku dr hab Grzegorz Wozniakowski
uzyskal stopien dr nauk weterynaryjnych, natomiast
w 2015 dr hab. nauk weterynaryjnych.

Od poczatku dziatalno$ci naukowej gtéwnym przed-
miotem zainteresowania dr hab Grzegorza Wozniakow-
skiego jest wirusologia weterynaryjna oraz doskonale-
nie i opracowanie nowych metod diagnostyki choréb
zakaznych zwierzat, w tym zoonoz. W chwili obecnej
gléwnym przedmiotem zainteresowania dr hab. Grze-
gorza Wozniakowskiego sa molekularne mechanizmy
unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza
przez wirus afrykanskiego pomoru $win (ASFV). Jest
osobg nadzorujacg badania wykonywane w Krajowym
Laboratorium Referencyjnym PIWet PIB ds. ASFV.

Do PTM nalezy od 2009 roku, jest tez cztonkiem Pol-
skiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych (PTNW).
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Przewodniczaca Oddzialu Terenowego PTM
w Szczecinie
Dr hab. Jolanta Karakulska
Jolanta.Karakulska@zut.edu.pl

Absolwentka Wydzialu Nauk Przyrodniczych, kie-
runku Biologia, Uniwersytetu Szczecinskiego, ktory
ukonczyla w 1995 roku. W 2000 roku uzyskala stopien
naukowy doktora nauk rolniczych w zakresie zootech-
niki, a w 2013 roku stopient naukowy doktora habilito-
wanego nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika. Od
2000 roku pracuje na stanowisku adiunkta w Katedrze
Immunologii, Mikrobiologii i Chemii Fizjologicznej,
na Wydziale Biotechnologii i Hodowli Zwierzat w Za-
chodniopomorskim Uniwersytecie Technologicznym
w Szczecinie (przed reorganizacja — Katedra Immuno-
logii i Mikrobiologii, Akademia Rolnicza w Szczecinie).

Gléwne zainteresowania naukowo-badawcze dr hab.
Jolanty Karakulskiej obejmuja diagnostyke i klasyfi-
kacje drobnoustrojow oraz analize czynnikéw chorobo-
twoérczosci i lekooporno$¢ bakterii, zwlaszcza Staphy-
lococcus spp. i Escherichia coli. Jest autorem i wspdtau-
torem ponad 70 publikacji i doniesien naukowych oraz
recenzentem artykutéw do renomowanych czasopism
naukowych. Byla promotorem 13 prac magisterskich,
9 prac inzynierskich i 3 prac licencjackich.

Dziatalno$¢ organizacyjna: czlonek Polskiego Towa-
rzystwa Mikrobiologéw (od 2007), cztonek Komisji
Rektorskiej do spraw pracowniczych (2005-2008), czto-
nek Rady Programowej kierunku Biologia (2005-2009),
czlonek Uczelnianej Komisji Wyborczej na kadencje
2008-2012, cztonek Komisji X Konkursu Biologicznego
dla uczniéw szkoél ponadgimnazjalnych wojewodztwa
zachodniopomorskiego (2009), Wydziatowy Koordy-
nator ds. Profilaktyki Narkomanii i Innych Uzaleznien
(od 2014), opiekun Kota Naukowego Mikrobiologéw
(od 2015), cztonek Komisji ds. Promocji Wydziatu Bio-
technologii i Hodowli Zwierzat (od 2016).
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Przewodniczacy Oddziatu Terenowego PTM
w Warszawie
Dr n. med. Tomasz Jagielski
t.jagielski@biol.uw.edu.pl

Adiunkt w Zaktadzie Mikrobiologii Stosowanej na
Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego (UW).
Absolwent tego Wydziatu (2005 r.). Studia doktoranckie
odbyl w Instytucie Gruzlicy i Choréb Pluc w Warsza-
wie. Tam tez obronil prace doktorska (20101.). Specja-
lizuje si¢ w zakresie mikrobiologii medyczne;.

Jego zainteresowania naukowo-badawcze koncen-
truja sie wokot molekularnych aspektow etiopatogenezy
chorob bakteryjnych i grzybiczych. Obecnie prowadzi
badania poswigcone ocenie polimorfizmu genetycznego
i genetycznym determinantom wirulencji i lekoopor-
nosci pratkéow gruzlicy, pratkdw atypowych oraz cho-
robotworczych glonéw Prototheca. Badania te steruja
w kierunku opracowania nowych markeréw moleku-
larnych, umozliwiajacych szybka i wiarygodng identy-
tikacje patogenu, a takze ustalenie jego profilu lekowraz-
liwosci, czy stopnia wirulencji. Zastosowanie takich
markeréw w praktyce klinicznej moze mie¢ kapitalne
znaczenie dla wyboru najodpowiedniejszej terapii oraz
monitorowania i prognozowania przebiegu choroby.

Autor ponad 60 artykuléw naukowych w czasopis-
mach listy filadelfijskiej (IF, ok. 135, Indeks Hirscha, 12).
Zaangazowany w dzialalno$¢ popularyzatorska - jako
autor tekstow i tlumaczen do czasopism popularno-
naukowych, wykladowca Festiwalu Nauki i wspotorga-
nizator wystaw Pikniku Naukowego Polskiego Radia
i Centrum Nauki Kopernik. Laureat krajowych nagrod
i stypendiow za osiagniecia naukowe, przyznanych
m.in. przez Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
JM Rektora UW, Fundacje na rzecz Nauki Polskie;j.

W Polskim Towarzystwie Mikrobiologéw od maja
2008 r. W czerwcu 2016 r. wybrany Przewodniczacym
Oddzialu Warszawskiego Towarzystwa.

Przewodniczaca Oddzialu Terenowego PTM
we Wroclawiu
Dr hab. Gabriela Bugla-Ploskonska, prof. nadzw. UWr
gabriela.bugla-ploskonska@uwr.edu.pl

Tytul magistra zdobyta w 1998 r., stopien naukowy
doktora nauk biologicznych w 2002 r., a doktora habi-
litowanego w 2010 .

W Zakladzie Mikrobiologii Instytutu Genetyki
i Mikrobiologii, ktérym obecnie kieruje, kontynuuje
badania zapoczgtkowane przez prof. dr hab. W. Dorosz-
kiewicza dotyczace bakteriobdjczej aktywnosci suro-
wicy w korelacji do budowy struktur powierzchniowych
takich jak lipopolisacharyd i biatka btony zewnetrznej
bakterii Gram-ujemnych. Prace badawcze koncentruje
takze na wieloaspektowym podejsciu do wirulencji
paleczek Gram-ujemnych. Aktywnie wspdlpracuje
z wieloma osrodkami naukowymi w Polsce, a takze
z o$rodkami zagranicznymi. Dorobek naukowy sta-
nowi ponad 210 pozycji, w tym: 47 prac oryginalnych,
16 prac przegladowych, rozdzialy w podrecznikach,
monografiach, prace popularnonaukowe oraz ponad
100 zgloszen i publikacji konferencyjnych.

Popularyzuje mikrobiologie, jako przewodniczaca
(od 2012 r.) Oddzialu Wroctawskiego Polskiego Towa-
rzystwa Mikrobiologdéw organizujgc cykliczne spotka-
nia naukowe oraz, wspoélnie z prof. dr hab. E.Lonc,
Ogolnopolska Konferencje Naukowo-Szkoleniowa
pt. \Wektory i patogeny — w przeszlosci i przyszlosci”
(lata: 2011, 2012, 2014), ktdrej celem jest integracja
srodowiska mikrobiologiczno-parazytologicznego, ze
szczegdlnym wskazaniem na doktorantow, jako mlo-
dych adeptéw nauki. Laureatka Naukowych Nagrod im.
Profesora Mikulaszka przyznanych przez PTM, wyroz-
niona I nagroda w Konkursie Komitetu Mikrobiologii
PAN im. Prof. K. Bassalika, wspotautorka pracy nagro-
dzonej Nagroda Srebrnej Ezy. W 2015 roku otrzymata
Medal Komisji Edukacji Narodowe;j.
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INFORMACJA O KONFERENCJACH WSPOLORGANIZOWANYCH
PRZEZ POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW
ORAZ Z PATRONATEM PTM W 2017 r.

IM

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

Konferencja Jubileuszowa
90 lat Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, PTM wczoraj - dzis$ - jutro
Krakow, 22-23 wrze$nia 2017 r.

Komunikat I

Konferencja Jubileuszowa Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow organizowana jest przede wszyst-
kim z okazji 90. rocznicy powolania naszego Stowarzyszenia. Jednocze$nie w 2017 roku przypada rocznica
160-lecia urodzin Ojca mikrobiologii polskiej profesora Odona Bujwida oraz 130-lecia wygtoszenia przez
niego w Krakowie stynnych pigciu ,,odczytow o bakteryjach”. W 2017 roku uplywa takze 90 lat od powolania
ogolnoswiatowego stowarzyszenia towarzystw mikrobiologicznych International Society of Microbiology,
obecnie International Union of Microbiological Societies (IUMS), ktérego wspotzalozycielem byto PTM.

Konferencji towarzyszy¢ bedzie Nadzwyczajne Walne Zgromadzenie Delegatéw Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologéw, ktére podejmie uchwaly w sprawie wprowadzenia zmian do Statutu PTM.

Tematyka konferencji, poza czescig poswiecong historii polskiej mikrobiologii ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem roli prof. O. Bujwida oraz dzialalnosci PTM, bedzie réwniez dotyczyta przegladu osiggnie¢ nauko-
wych réznych dyscyplin mikrobiologii.

Planuje si¢ zorganizowanie sesji wykltadowej, na ktéra zostang zaproszeni najwybitniejsi polscy
naukowcy z réznych dyscyplin mikrobiologii oraz kilku sesji plakatowych, na ktérych wszyscy mikrobio-
lodzy, a zwlaszcza Delegaci na Walne Zgromadzenie PTM beda mogli przedstawi¢ wyniki swoich prac.

Planuje si¢ rowniez stworzenie warunkow umozliwiajacych zorganizowanie stoisk wystawowych przez
rozne firmy dzialajace w obszarze mikrobiologii.

Spotkanie cztonkéw Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw bedzie okazja do poznania poczatkéw pol-
skiej mikrobiologii i serologii, do dyskusji, przegladu sesji plakatowych, do integracji pokolen mikrobiolo-
gow, do rekreacji w czasie spotkan kolezenskich w uroczym klimacie dawnej stolicy Polski.

Konferencja organizowana jest przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw Oddzial w Krakowie i Uni-
wersytet Jagielloniski.

Termin nadsylania streszczenia plakatu: 01.05.2017 r.

Termin powiadomienia o akceptacji streszczenia: 21.05.2017 r.

OPLATY ZJAZDOWE:

Osoby do 35 roku zycia (w tym studenci) cztonkowie PTM

W terminie do dnia 15.06.2017 r.: 100 z};
w terminie po 15.06.2017 r.: 150 zt

Osoby do 35 roku zycia (w tym studenci) nie bedacy cztonkami PTM - udzial czynny
W terminie do dnia 15.06.2017 r.: 200 z;

w terminie po 15.06.2017 r.: 250 zt
Cztonkowie PTM

W terminie do dnia 15.06.2017 r.: 300 zk;

w terminie po 15.06.2017 r.: 400 zt

Osoby nie bedace cztonkami PTM

W terminie do dnia 15.06.2017 r.: 400 z};
w terminie po 15.06.2017 r.: 500 zt
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VI Konferencja Naukowo-Szkoleniowa

e MIKROBIOLOGIA FARMACEUTYCZNA 2017
Gdansk 31.05-2.06.2017

Komunikat I

Szanowni Panstwo,

W imieniu Rady Naukowo-Programowej serdecznie zapraszamy do udzialu w Konferencji - Mikrobiologia
Farmaceutyczna 2017. Tegoroczna Konferencja jest organizowana przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw
i firme Transpharmacia i jest kontynuacja rozpoczetego w 2009 roku cyklu spotkan naukowo szkoleniowych,
ktérego celem jest stworzenie Forum Specjalistow zainteresowanych mikrobiologia farmaceutyczng, stuzacego
wymianie wiedzy, pogladéw i doswiadczen w obszarach oceny i zapewnienia jakosci, badan mikrobiologicznych
oraz bezpieczenstwa mikrobiologicznego produktéw leczniczych.

Podczas naszego spotkania przedstawimy szereg zagadnien istotnych dla Mikrobiologéw pracujacych
w wytwodrniach farmaceutycznych, laboratoriach mikrobiologicznych wspoélpracujacych z przemystem farma-
ceutycznym, wydzialach farmaceutycznych uczelni, a takze dla Os6b Wykwalifikowanych, Specjalistow Zapew-
nienia i Kontroli Jakosci, Audytoréw oraz Oséb odpowiedzialnych za wspotprace z kontraktowymi laboratoriami
mikrobiologicznymi.

Do udziatu w konferencji zapraszamy réwniez mikrobiologéw z wytwdrni kosmetycznych.

Tematem wiodacym konferencji bedzie Jakos¢ Badan Mikrobiologicznych, ale rowniez jako$¢ mikrobio-
logiczna produktow leczniczych i wyrobéw medycznych obecnych na rynku. Tradycyjnie juz przedstawimy aktu-
alne i planowane zmiany w przepisach, wymaganiach farmakopealnych, oraz nowosci w temacie Woda i problemy
Z nig zwigzane.

Szczegotowe informacje i program zostang zamieszczone w nastepnym komunikacie.

Organizatorzy konferencji Mikrobiologia Farmaceutyczna 2017 — Transpharmacia:
Tel. + 48 601382182; + 48 509710103; e-mail: transpharmacia@transpharmacia.pl
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POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia i Srodowiska - MIKROBIOT 2017
L6dz, 19-21 wrzesnia 2017 r.

Komunikat I

W imieniu Organizatoréw, Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Uniwersytetu Lodzkiego
oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw mamy przyjemno$c¢ serdecznie Panistwa zaprosi¢ do wzigcia udziatu
w IV edycji konferencji naukowej ,,Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia i Srodowiska” - MIKROBIOT 2017,
ktéra odbedzie sie w L.odzi w dniach 19-21 wrzesnia 2017 r.

Gléwnym celem Konferencji jest wymiana informacji naukowej w zakresie mikrobiologii, immunologii i bio-
technologii, w tym badan czynnikéw chorobotworczoséci drobnoustrojow, reakcji organizmu czlowieka na zaka-
zenia, epidemiologii zakazen, struktury i fizjologii mikroorganizméw srodowiskowych, mozliwosci ich wyko-
rzystania w procesach biotechnologicznych oraz w eliminacji skazen srodowiska, a takze dotyczacych interakeji
drobnoustrojéow z innymi organizmami w réznych mikroniszach srodowiskowych.

Wzorem poprzednich edycji konferencji MIKROBIOT, ktore cieszyly si¢ bardzo duzym zainteresowaniem
srodowisk naukowych z calej Polski i spotkaly si¢ z uznaniem gosci z zagranicy, réwniez podczas zblizajacej si¢
IV edycji MIKROBIOT 2017 wyktady plenarne wyglosza wybitni naukowcy, miedzy innymi z Niemiec, Portugalii,
Francji czy Wloch. Oficjalnym jezykiem konferencji bedzie jezyk angielski. W ramach konferencji MIKRO-
BIOT 2017 odbeda si¢ cztery sesje tematyczne:

. Mikrobiologia kliniczna i immunologia
. Biotechnologia mikrobiologiczna

. Mikrobiologia ogdlna i srodowiskowa

. Genetyka i genomika drobnoustrojow

N
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KONFERENCJA BIOMILLENIUM 2017
»Irendy i rozwiazania w biotechnologii i mikrobiologii”
Gdansk, 6-8 wrzesnia 2017 r.

=

Komunikat I

Szanowni Panstwo,

W imieniu Komitetu Organizacyjnego mamy zaszczyt zaprosi¢ Panstwa do udzialu w Konferencji BioMille-
nium 2017 - ,,Trendy i rozwiazania w biotechnologii i mikrobiologii”, ktora odbedzie si¢ w dniach 6-8 wrzes-
nia 2017 na terenie Politechniki Gdanskiej w Gdansku.

Gléwnym organizatorem Konferencji jest Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politech-
niki Gdanskiej oraz Gdanski Oddziat Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Wspdlorganizatorami sa réwniez
Katedra Mikrobiologii i Katedra Immunologii Wydzialu Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego oraz Gdanski
Oddziat Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw i Choréb Zakaznych.

Prezentowane zagadnienia beda podzielone na pie¢ tematycznych sesji: Biotechnologia: w medycynie, w prze-
mysle, w ochronie srodowiska, Mikrobiologia: kliniczna oraz molekularna

Konferencja rozpocznie si¢ wykladem przedstawiajacym sylwetke, zainteresowania i osiagniecia naukowe
zmarlego w tym roku Pana Prof. dr hab. Jézefa Kura, zalozyciela Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikro-
biologii Politechniki Gdanskiej oraz naukowca, ktéry swoimi pracami nie tylko wniést wiele do mikrobiologii
i biotechnologii, ale byt ich wielkim popularyzatorem.

Przewidujemy wyklady plenarne, prezentacje ustne, sesj¢ plakatowa oraz warsztaty praktyczne prowadzone
przez firmy. Mamy nadzieje, ze prezentacje wynikoéw Panstwa badan naukowych pokaza, Ze biotechnologia nie
jest wciaz dziedzing ,,nauki przyszlosci’, ale juz dzi$ przyniosta rozwigzania stosowane w wielu galeziach przemy-
stu i w medycynie oraz ze mikrobiologia nie jest ,,skostnialg dziedzing’, ale obszarem nauki, w ktérym zaréwno
tworzy sig, jak i wykorzystuje nowoczesne technologie.

Wierzymy, ze Konferencja bedzie okazja do nawigzania kontaktow umozliwiajacych efektywng wspdtprace.

Wszystkim, ktorzy wezma udzial w Konferencji, zyczymy milego pobytu w Gdansku. Szczegétowy program
i informacje zostana przestane w nastepnym komunikacie.

Organizatorzy Konferencji BioMillenium 2017
Kontakt: 583472417 - sekretariat
oraz 583472383; 583476412; 583472406; 583472302

Konferencja pod patronatem PTM

%=

. 4 .
II Konferencja Ogélnopolska naukowo-szkoleniowa SR

pt: , Stare i nowe patogeny - aktualne problemy”
Lublin, 17-19 luty 2017 r.

www.patogenykonferencjalublin.pl.

Serdecznie zapraszamy do udzialu w kolejnej konferencji poswigconej aktualnym problemom zwigzanym
z zakazeniami wywolanymi przez patogeny o duzym znaczeniu epidemiologicznym. Sg to zaréwno te stare,
znane drobnoustroje, ktére moze uspily troche nasza czujnos¢ i mimo szczepien ochronnych moga stwarzaé
problemy, jak réwniez malo znane, nabierajace coraz wiekszego znaczenia epidemiologicznego oraz zagrozenia
zwigzane z wystepowaniem w Polsce szczepdw z nowym mechanizmami opornosci na antybiotyki. Zwrdcimy
réwniez uwage na problemy zakazen u dzieci i kobiet w cigzy, co szczegélnie zainteresuje pediatréow i potoznikéw.
Prezentacja aktualnych problemoéw zakazen na tle sytuacji epidemiologicznej w kraju i na $wiecie bedzie po raz
kolejny podstawg do wspdlnej debaty nad stosowaniem wilasciwej diagnostyki, terapii i profilaktyki zakazen. Jako
wykladowcy zostali zaproszeni wybitni specjalisci polscy, ktorzy przedstawia aktualne problemy zakazen, nowe
mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne. Spotkanie, do ktérego zapraszamy lekarzy i mikrobiologéw bedzie
okazja do dyskusji nad wspolnymi problemami wypracowania zasad diagnostyki i leczenia oraz mozliwoscig
przedstawienia wlasnych do$wiadczen i przedyskutowania problemdw.
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Wiodjce tematy:
- Nowe mozliwosci antybiotykoterapii
- Wystepowanie w Polsce wieloopornych paleczek Gram-ujemnych
- Aktualna sytuacja epidemiologiczna — mozliwe zagrozenia
- Problemy trudnych diagnostycznie zakazen i ich konsekwencje
- Nowe spojrzenie na sepse
- Stare patogeny — wciaz grozne, czy zawsze szczepienia moga je ograniczac?
- Malo znane patogeny - czy nam zagrazaja?
- Zakazenia u kobiet w cigzy i matych dzieci
- WZWC - nowe mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne
- Wspdlne problemy diagnostyki zakazen — spojrzenie lekarza i mikrobiologa

Podczas konferencji zapraszamy rowniez na spotkanie w magicznej atmosferze Starego Miasta, gdzie w ramach
konferencyjnej integracji bedg mogli Panstwo podda¢ urokowi dawnego Lublina.

Organizatorem Konferencji jest
Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.

%=

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

Konferencja pod patronatem PTM

IV edycja konferencji
»Wektory i patogeny — w przeszlosci i przysztosci”
Wroclaw, 24 listopada 2017

Szanowni Panstwo,

Instytut Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroclawskiego oraz Wroclawski Oddziat Polskiego Towarzy-
stwa Mikrobiologéw i Wroctawski Oddzial Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego zapraszajg na IV edycje
konferencji pt. ,Wektory i patogeny - w przesztosci i przysztosci”.

Konferencja ma na celu prezentacje badan z zakresu mikrobiologii i parazytologii jakie sa prowadzone aktu-
alnie w krajowych jak i zagranicznych jednostkach naukowych. Pragniemy réwniez udokumentowac historyczny
dorobek polskich naukowcdéw w tych dziedzinach. W tym roku szczegdlng uwaga objety bedzie problem uwa-
runkowanych srodowiskowo choréb infekcyjnych i inwazyjnych, ktérych czynnikami etiologicznym sg patogeny
transmitowane przez stawonogi (wektory), gtéwnie hematofagiczne kleszcze i komary, a takze ukazanie skutecz-
nych sposobow zapobiegania i monitorowania tych zagrozen.

Podczas konferencji planowana jest prezentacja praktycznych osiagnie¢ 20-letniej wspolpracy Instytutu Gene-
tyki i Mikrobiologii UWr z Wydzialem Srodowiska i Rolnictwa Urzedu Miasta Wroctawia w zakresie biologicznego
(mikrobiologicznego) zwalczania komaréw na terenie Aglomeracji Wroclawskiej. Waznym celem konferencji jest
takze integracja srodowiska naukowego oraz ukazanie osiggnie¢ naukowych miodych adeptéw nauki.

Szczegdtowe informacje zamieszczone s3 na stronie:
http://www.mikrobiologia.uni.wroc.pl

Organizator:
Uniwersytet Wroctawski Instytut Genetyki i Mikrobiologii

Miejsce:
Uniwersytet Wroclawski Instytut Genetyki i Mikrobiologii
ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroctaw
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POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

Konferencja pod patronatem PTM

7 Miedzynarodowa Konferencja Weiglowska
Lwow, 26-29 wrzesnia 2017 r.

http://cellbiol.lviv.ua/2017/

Rudolf Weigl byt wybitnym polskim mikrobiologiem austriackiego pochodzenia. Pracowat w czasach miedzy-
wojennych we Lwowie (dzisiejsza Ukraina) w dziedzinach mikrobiologii lekarskiej, parazytologii, immunologii
oraz biotechnologii, opracowujac przy tym pierwsza skuteczng szczepionke przeciwko durowi plamistemu.

Mikrobiolodzy polscy i ukrainscy od 2003 r. organizuja naprzemiennie w Polsce i Ukrainie dwustronne (pdzniej
miedzynarodowe) konferencje Weiglowskie w dziedzinie mikrobiologii i dyscyplinach pokrewnych. Poprzednie
konferencje Weigowskie odbywaly si¢ we Lwowie (2003), Warszawie (2007), Odessie (2009), Wroclawiu (2011),
Czerniowcach (2013) oraz w Gdansku (2015). Kolejna, 7 Konferencje Weiglowska zaplanowano zorganizowa¢
we Lwowie, miescie, gdzie R. Weigl pracowat.

Gléwne tematy konferencji to mikrobiologia ogdlna, mikrobiologia lekarska, mikrobiologia srodowiskowa,
immunologia oraz biotechnologia. Konferencja odbedzie si¢ w przepieknym Lwowskim Budynku Uczonych.
Gléwnymi uczestnikami konferencji beda mikrobiolodzy ukrainscy i polscy, jednak przewiduje sie takze udziat
naukowcoéw z innych krajéw (Austria, Francja, Niemcy, Szwecja, Wlochy, USA, Japonia). W konferencji wezmie
udzial okoto 250 uczestnikéw. Oprocz programu naukowego, przewidziane s3: wycieczka po Lwowie, koncert,
recepcja oraz na zyczenie — bankiet, spektakl w Operze Lwowskiej, a takze wycieczka do pobliskich zamkdw.
Konferencja przyczyni sie do nawigzania blizszych kontaktéw z naukowcami z Ukrainy oraz wzmocnieniu przy-
jacielskich stosunkéw migdzy naszymi narodami.

Planuje si¢, ze oplata konferencyjna wyniesie 140 Euro oraz 110 Euro dla mtodych naukowcdow. Koszty obejma
3 obiady, recepcje, 5 poczestunkow podczas przerw na kawe, wycieczka po miescie oraz materialy konferencyjne.
Dodatkowo platne beda bankiet (okoto 40 Euro) oraz spektakl w operze Lwowskiej (10 Euro). Po konferencji
mozna bedzie odwiedzi¢ zamek Oleski (1 dzien), Poczajow i Krzemieniec (1 dzien) lub Kamieniec Podolski (2 dni),
wycieczki te sg platne dodatkowo.

http://www.cellbiol.lviv.ua/2017
Ukrainian Society of Cell Biology

7th International Weigl Conference
September 26-29, 2017
Lviv, Ukraine

For the attention of specialists in the field of microbiology, biotechnology, immunology.

Institute of Cell Biology National Academy of Sciences of Ukraine, All-Ukrainian Public Organization “Ukra-
inian Society of Cell Biology” inform you about:

7' International Weigl Conference that will be held on September 26-29, 2017 in Lviv, Ukraine, in the main
building of Ivan Franko Lviv National University.
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List of planned sessions:

Microbial cell biology.
Microbial biotechnology.
Environmental microbiology.
Metabolism and regulation.
Medical microbiology.
Immunology.

Microbe-host cell interaction.
Microbial genetics.

NN LD

Participation of leading foreign and ukrainian scientists is expected in the Conference.
Working language — English.

Conditions of participation:
Deadline for Abstract submission - May 31, 2017.

Registration form and abstracts should be filled and sent to the conference
e-mail: weigl2017 @gmail.com

Early bird registration & payment (till May 31, 2017): 110 € / 90 €.

Materials received after the deadline will not be accepted. Each person may submit up to 3 abstracts.

Invitation letters to the participants of the conference will be sent by email before 1* September 2017.

CONTACT INFORMATION
OF ORGANIZING COMMITTEE REPRESENTATIVES

Address:
Institute of Cell Biology, NAS of Ukraine, Drahomanov Street, 14/16, Lviv, 79005 Ukraine

Dmytruk K.V,, Head of Secretariat
PhD, Senior Scientist
Phone: 00 380 32 261 21 63;
FAX: 00 380 32 261 2108,
e-mail: dmytruk@cellbiol.lviv.ua // dmytruk77@gmail.com

Barska M.L., Executive Secretary of Ukrainian Society of Cell Biology, PhD
Phone: 00 380 32 261 2142;
FAX: 00 380 32 261 2108,
e-mail: barska@cellbiol.lviv.ua
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Polskie Towarzystwo Mikrobiologéw Warszawa, 16.01.2017 r.
Zarzad Gléwny

ul. Banacha 1 b, 02-097 Warszawa
MNIP 521=11-21-A58 3

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

Szanowni Mikrobiolodzy i wszyscy Panstwo
zainteresowani badaniami mikrobiologicznymi w Polsce

We wrzesniu ub. roku ukonstytuowalo si¢ nowe Prezydium Zarzadu Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw
(PTM). Gléwnym celem naszego Stowarzyszenia jest propagowanie rozwoju nauk mikrobiologicznych i popula-
ryzowanie osiggnie¢ mikrobiologii wéréd czlonkéw PTM oraz szerokich kregdw spoteczenstwa.

Zarzad PTM stara si¢ zaprosi¢ do wspolpracy i zjednoczy¢ w ramach Towarzystwa wszystkie osoby wnoszace
istotny wklad w rozwdj rozmaitych galezi mikrobiologii: klinicznej, weterynaryjnej, sSrodowiskowej, przemystowej,
farmaceutycznej, mikrobiologii zywnosci, wody, osoby prowadzace badania podstawowe, rozwojowe, przegladowe,
kontrolne, genetyczne i inne.

Wiele jest zagadnien wymagajacych wnikliwych badan i oceny przez mikrobiologéw, np.: problem narastajg-
cej lekoopornosci drobnoustrojow zwlaszcza chorobotwdrczych, mikrobiologiczne zanieczyszczenie srodowiska,
GMO, poprawa systemu jakosci i metod kontroli zywnosci, kosmetykow, lekdw, wyrobéw medycznych i produktow
biobdjczych. Do realizacji tych planéw konieczna jest szeroka wspotpraca nie tylko mikrobiologéw: naukowcow,
nauczycieli akademickich, lekarzy, specjalistow pracujacych w przemysle, rolnictwie, wykonujacych mikrobiolo-
giczne badania kontroli w rozmaitych obszarach, ale takze firm diagnostycznych, farmaceutycznych, kosmetycz-
nych, produkujacych zywnos¢, srodki przeciwdrobnoustrojowe, odczynniki oraz aparature kontrolng i badawcza.

W 2017 r. z okazji 90-lecia dzialalno$ci Towarzystwa planujemy zorganizowa¢ Konferencje, ktora odbe-
dzie si¢ 22-23 wrze$nia w Krakowie i jak zakladamy zgromadzi kilkaset 0sob zwiazanych z mikrobiologia.

W zwiazku z tak szeroka dziatalnoscia, zwracamy si¢ do Paristwa z prosba o wsparcie naszego Towarzystwa poprzez:

- darowizny na cele statutowe

- udzial w Konferencji z okazji 90-lecia Towarzystwa. Planujemy w trakcie jej trwania udost¢pnienie

powierzchni na organizacje stoisk firm, pragnacych reklamowac swoje produkty.

- przystapienia do Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw jako czlonek wspierajacy PTM. Prezydium PTM

podjeto decyzje o minimalnej wysokosci sktadki rocznej czlonka wspierajacego:
Czlonek Zwyczajny - 3.000 zt; Czlonek Srebrny - 5.000 zl; Cztonek Zioty — 10.000 zi
Czlonkowie wspierajacy (informacje o nich: nazwa firmy, logo i adres) uzyskuja nastepujace przywileje:
e wszyscy wymienieni s3 na stronie PTM, na facebooku oraz w kazdym numerze 3 czasopism — kwartalnikow
PTM: Medycyna Do$wiadczalna i Mikrobiologia, Postepy Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology,
w danym roku;.

e wszyscy wymienieni s3 w materialach konferencji organizowanych i wspoélorganizowanych przez PTM.
Mozliwe jest dofaczenie materialéw informacyjnych firm do materiatéw konferencyjnych;

e wszyscy otrzymuja w danym roku wszystkie numery 3 czasopism (facznie 12 numerdéw - zeszytow);

e otrzymuja znizki 15% (Czlonek Srebrny) 25% (Czlonek Ztoty) na stoisko, jezeli takie beda na konferencjach

organizowanych przez PTM;

e mozliwe jest nieodplatne umieszczanie reklam czarno-biatych i kolorowych z 50% znizka, w kwartalnikach:

Postepy Mikrobiologii oraz Polish Journal of Microbiology (oba czasopisma z IF):

Czlonek Srebrny - 1 reklama calostronicowa lub 2 reklamy po pot strony raz w roku, w jednym numerze
jednego z ww. wymienionych czasopism

Czlonek Zloty - 2 reklamy calostronicowe lub 3 reklamy po pol strony raz w roku, w jednym numerze, obu
ww. wymienionych czasopism.

Niniejszy list jest informacja i jednoczesnie prosba o wspotprace z Towarzystwem.

W przypadku Panstwa zainteresowania, mozliwosci udzialu Panstwa firmy w dziatalnosci PTM

bedziemy omawia¢ bezposrednio (ptm.zmf@wum.edu.pl) S
Polskiego/fowarzystwa JartTiologtw

~—
Sféfiﬁ“?'})«‘sk i

proff. drhab.
L
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INFORMACJA O SKLADKACH CZLONKOWSKICH PTM
W 2017 ROKU

Zarzad Gloéwny Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw uprzejmie informuje, iz wysoko$¢ sktadki
czlonka zwyczajnego PTM w roku 2017 wynosi 100 zl/rok. Wysoko$¢ skladki dla emerytowanych
czlonkéw zwyczajnych PTM wynosi 50 zl/rok. W przypadku zmiany danych wczesniej przekazanych
do ZG PTM (np. zmiana miejsca pracy, adresu, e-maila, przejscie na emeryture itp.), prosimy o aktuali-
zacje i wypelnienie ,,Formularza aktualizacji danych osobowych” (dostepny na stronie PTM). Z oplaca-
nia sktadki cztonkowskiej zwolnieni sg cztonkowie honorowi Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw.

SKLADKI PROSIMY OPLACAC
DO KONCA I KWARTALU KAZDEGO ROKU KALENDARZOWEGO.

Statut PTM § 14 ust 3. ,,Czlonek zwyczajny jest zobowigzany do regularnego oplacania sktadki
cztonkowskiej w wysokosci ustalonej przez Walne Zgromadzenie Delegatéw Towarzystwa”

Statut PTM § 15 ust 3. ,, Czlonkostwo zwyczajne ustaje na skutek skreslenia z listy czlonkow Towa-
rzystwa z powodu niezaptacenia skfadki cztonkowskiej przez dwa kolejne lata...”

W zwigzku z porzadkowaniem listy cztonkéw zwyczajnych PTM, osoby, ktére nie zaplacity sktadki
za lata 2015, 2016 uprzejmie s3 proszone o uregulowanie tych skladek.

Osoby, ktore nie oplacity skladek za lata 2014, 2013 i wcze$niejsze, proszone sa o uregulowanie
tych skladek (mozna to uczyni¢ w miesigcznych ratach w ciagu I poéirocza 2017 r.), a w przypadku
nie uregulowania sktadek do 30.06.2017 r. osoby te zostana skreslone z listy cztonkéw zwyczajnych
PTM. W przypadku, gdy dysponujemy aktualnym adresem, osoby te zostang wcze$niej powiadomione
listem wystanym z Oddzialu Terenowego PTM, o mozliwosci skredlenia ich z listy cztonkéw PTM
w sytuacji nie uregulowania zaleglych sktadek PTM do dnia 30.06.2017 r.

Jednocze$nie informujemy, ze tylko czltonkowie z optacong sktadkg za dany rok otrzymajg nie-
odplatnie kwartalnik Postepy Mikrobiologii lub Polish Journal of Microbiology (prosimy o podanie
wybranego czasopisma przy oplacaniu sktadki cztonkowskiej). W przypadku braku deklaracji prze-
sylany bedzie kwartalnik Postepy Mikrobiologii. Istnieje mozliwos$¢ rocznej prenumeraty drugiego
kwartalnika koszt — 40 z}/rok (dla cztonkéw PTM).

Réwniez tylko czlonkowie z oplacong skladky za dany rok moga stara¢ si¢ o stypendia FEMS,
nizsze oplaty wpisowe na konferencje wspolorganizowane przez PTM oraz wystepowac jako osoby
rekomendujace: kandydatéw na nowych czlonkéw PTM oraz kandydatéw na stypendia FEMS.

NUMER KONTA
Sktadki czlonkowskie nalezy wplacaé na konto:

Polskie Towarzystwo Mikrobiologow
ul. Banacha 1 b, 02-097 Warszawa

Bank: BGZ BNP Paribas, nr konta:
57 2030 0045 1110 0000 0261 2550

Na przekazie prosimy umiesci¢ informacje:
imie, nazwisko, oddzial PTM, rok za ktory dokonywana jest oplata skladki.

Otrzymalismy kilkanascie wplat sktadek, bez okreslenia, kto i za jaki rok wnosi oplate.

143



INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Mikrobiologii zamieszczaja artykuly przegladowe ze
wszystkich dziedzin mikrobiologii, ktore nie zostaly wczeéniej
opublikowane w innych czasopismach. Drukujemy réwniez prace
przegladowe metodyczne oraz w dziale Nowosci Wydawnicze
recenzje nowych ksiazek z zakresu mikrobiologii i nauk pokrew-
nych, ktdre ukazuja sie w Polsce. Artykuly i ilustracje drukowane
w Postepach Mikrobiologii nie moga by¢ bez zgody Redakji
publikowane w innych periodykach.

1. Sposdb przygotowania manuskryptu. 1.1. Tekst. 1.2. Ilu-
stracje i tabele. 1.3. Piémiennictwo. 1.4. Cytowanie danych z sieci
internetowej. 2. Prawa autorskie. 3. Zalecenia szczegolowe.
3.1. Nazewnictwo drobnoustrojéw. 3.2. Nomenklatura genetyczna.
3.3. Skréty nazw chemicznych. 3.4. Pisownia danych numerycz-
nych. 3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami. 4. Proces
recenzowania. 5. Sposdb przygotowania i nadestania manuskryptu.
6. Uwagi dodatkowe

1. Sposob przygotowania manuskryptu

1.1. Tekst

Prace nalezy przysyta¢ do Redakeji w postaci elektronicz-
nego zapisu tekstu w edytorze Microsoft Word dowolnej edycji
w wersji PL jako zalacznik poczty elektronicznej. Objeto$¢ pracy
nie powinna przekracza¢ wraz z piémiennictwem i ilustracjami
30 stron (wielko$¢ czcionki 12, odstep pomiedzy wierszami 1,5).
Po tytulach wydzielonych nie nalezy stawia¢ kropek. Na oddziel-
nej stronie (strona tytulowa) nalezy poda¢ tytul pracy, pod nim
w pelnym brzmieniu imiona i nazwiska autoréw, adresy autoréw
i afiliacje, telefony oraz e-mail z zaznaczeniem autora kores-
pondencyjnego, spis tresci (tytuly poszczegolnych rozdziatow)
oraz nie wiecej niz 5 stéw kluczowych (key words), podanych
w porzadku alfabetycznym. Tytul pracy, spis treéci i stowa klu-
czowe nalezy powtérzy¢ w jezyku angielskim. W oddzielnym
pliku ze strona tytulowa nalezy dolaczy¢ krotkie streszczenie pracy
w jezyku angielskim (maksymalnie 250 stéw). Praca powinna kon-
czy¢ si¢ krotkim podsumowaniem, zawierajagcym najistotniejsze
elementy treéci. Tekst pracy powinien by¢ zgodny z zaleceniami
szczegdlowymi Redakgji.

W przypadku prac kierowanych do dziatu ,,Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przygotowane wedtug wyzej wymienio-
nych wytycznych oraz szczegétowych wytycznych przedstawionych
w drugiej czesci instrukeji nalezy przesta¢ na adres Redaktora
Dziatu. Przestane do Redakeji prace winny by¢ napisane poprawna
polszczyzna. Redakgja rekomenduje P.T. Autorom Stownik Popraw-
nej Polszczyzny (Wydawnictwo Naukowe PWN Warszawa) jako
pomoc w redagowaniu tekstu. Jakkolwiek Postepy Mikrobiologii sa
polskojezyczne, nie wyklucza si¢ druku prac napisanych w jezyku
angielskim. Ze wzgledu na powszechnos$¢ jezyka angielskiego,
Redakgja zrezygnowata z oznaczania skrétéw (ang.) z tego jezyka.

1.2. Tlustracje i tabele

Tabele i rysunki powinny by¢ dostarczone jako osobne pliki.
Maksymalne rozmiary rysunkow i tabel planowanych w artykule
w jednej szpalcie nie powinny przekraczac szerokosci 82 mm,
a zaplanowanych w obszarze dwoch szpalt - 169 mm. Dozwolona
wysokos¢ grafik wynosi 246,6 mm.

W manuskrypcie nie nalezy pozostawia¢ wolnych miejsc na
tabele, rysunki, wykresy i zdjecia, a tylko w tekscie zaznaczy¢ miej-
sce, w ktérym powinny by¢ umieszczone, np.

- tab. T

- rys. 1

Liczbe rysunkéw i tabel nalezy ograniczy¢ do minimum.
Tabele i rysunki powinny by¢ umieszczone wraz z opisem w osob-
nym pliku. Tabele oznaczamy kolejnymi numerami rzymskimi,
a rysunki (zdjecia, wykresy, diagramy) cyframi arabskimi. Kazda
tabela powinna mie¢ nagléwek opisujacy jej tres¢ (tytut), a ewentu-
alne objasnienia nalezy zamie$ci¢ ponizej. Obja$nienia do umiesz-
czenia pod wykresami, rysunkami, zdjeciami nalezy przestaé
w osobnym pliku. Pliki cyfrowe zawierajace ilustracje akceptowane
do druku nalezy przygotowa¢ zgodnie z zaleceniami Redakcji.
Ilustracje we wstepnej wersji artykulu przeznaczonej dla recen-
zentéw moga by¢ dostarczone jako dowolne pliki graficzne lub
tekstowe, ale w wersji ostatecznej do druku powinny by¢ dostar-
czone w wymaganej rozdzielczo$ci jako pliki TIFF albo EPS. Gra-
fiki nalezy przesyla¢ w ich naturalnym planowanym formacie,
aby nie istniala konieczno$¢ ich powigkszania lub zmniejszania
w Wydawnictwie. Minimalna rozdzielczo$¢ stosowana w ilustra-
cjach powinna wynosi¢ 300 dpi dla zdje¢ szarych i kolorowych,
600 dpi dla liter i 1200 dpi dla linii w wykresach. Kolorowe ilustra-
cje musza pozostawac takze w systemie CMYK jako obrazy CMYK
TIFF o rozdzielczoéci 300 dpi. Wydawca pobiera oplate za wydruk
kolorowych ilustracji zgodnie z zalaczong na koncu instrukcji
informacja o oplatach. Pliki pochodzace z programu Microsoft
Office (Power Point, Word) akceptowane sa jedynie w wersji ilu-
stracji czarno bialej. Wiszystkie rysunki (oprécz czarno biatych z MS
Office) wyeksportowane do formatu bitmapy musza by¢ zachowane
w skali szaro$ci albo w systemie CMYK (Cyan, Magenta, Yellow,
blacK). Nie nalezy stosowa¢ zapisu w systemie RGB (Red, Green,
Blue). Obrazy stonowane (zréznicowanie gestosci lub cienie) musza
by¢ sporzadzone w skali szarosci (nie uzywaé bitmapy). Redak-
cja nie akceptuje kolorowych ilustracji wykonanych w Microsoft
Office, poniewaz sg one zapisane w systemie RGB.

Wszystkie ostateczne napisy, oznaczenia czy tez klucze ozna-
czen muszg by¢ wprowadzone do rysunkéw. Kazdy rysunek musi
by¢ dolaczony jako osobny plik, a rysunki wielopanelowe musza
by¢ podane w jednym pliku. Aby unikna¢ problemu z réznymi fon-
tami Redakeja zaleca stosowanie nastepujacych czcionek: Times
New Roman, Times New Roman Pl, Arial, Arial Pl oraz Symbol.
W celu szczegélowej informacji prosze wysyta¢ zapytanie przez
e-mail na adres Redakcji.

1.3. Pismiennictwo

Cytowane pi$miennictwo nalezy wpisa¢ oddzielnie jako
ostatnie strony manuskryptu, wymieniajac pozycje w kolejnoéci
alfabetycznej. W wykazie powinny by¢ podane kolejno: liczba
porzadkowa, nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska
wspdlautoréw pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejnosci poda-
nej w cytowanej pracy), pelny tytut cytowanej pracy, skrocony tytut
czasopisma, tom, numery stron i rok wydania (w nawiasie). Lista
stosowanych nazw i skrotow czasopism znajduje si¢ w bazie Jour-
nal Title Abbreviations Web of Science. Jezeli jest przyjete poda-
wac pelng nazwe periodyku, stawiamy za nazwa przecinek [1],
natomiast za kazdym skroconym czlonem nazwy kropke [2], np.:
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1. Adams G.M., Blumenthal R.M.: Gene pvulIW: a possible
modulator of Pvull endonuclease subunit association. Gene,
157, 193-199 (1999)

2. Beld J., Woycechowsky K.J., Hilvert D.: Diselenides as uni-
versal oxidative folding catalysts of diverse proteins. J. Bio-
technol. 150, 481-489 (2010)

W przypadku, gdy liczba wspdtautoréw pracy przekracza 10
(przytoczona ponizej praca jest dzielem 42 autordéw), nalezy
podac¢ nazwiska i inicjaly pierwszego oraz ostatniego wspolautora,
a nastepnie doda¢ uwage i wsp., np.:

1. Tomb J.E, Venter J.C. i wsp.: The complete genome sequence

of the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nature, 338,
539-543 (1997)

Cytacje prac z czasopism ukazujacych sie tylko w sieci inter-
netowej powinny zawiera¢ nastepujace dane: liczba porzadkowa,
nazwisko autora, pierwsze litery imion, nazwiska wspotautoréw
pracy i pierwsze litery ich imion (w kolejnoéci podanej w cytowa-
nej pracy), pelny tytul cytowanej pracy, skrécony tytut czasopisma,
tom, strona (lub jej odpowiednik [1]), i rok wydania (w nawiasie).
W przypadku, gdy wydawnictwo nie stosuje numeracji stron [2],
nalezy poda¢ numer DOIL, np.:

1. Esberg A., Muller L.A., McCusker J.H.: Genomic structure
of and genome-wide recombination in the Saccharomyces
cerevisiae S288C progenitor isolate EM93. PloS One, 6,
25211 (2011)

2. Stachowiak R., Lyzniak M., Budziszewska B.K., Roeske K.,
Bielecki J., Hoser G., Kawiak J.: Cytotoxicity of bacterial
metabolic products, including Listeriolysin O, on leukocyte
targets. J. Biomed. Biotechnol. DOI:10.1155/2012/954375
(2012)

Dla cytowanych wydawnictw nieperiodycznych nalezy poda¢
kolejno: nazwisko i pierwsze litery imion autora oraz wspdtauto-
réw, tytut dziela, wydawnictwo, miejsce i rok wydania. W przy-
padku odwolywania si¢ do artykutu w pracy zbiorowej, np. roz-
dzialu w ksiazce [2], nalezy dodatkowo podac tytul tej pracy oraz
nazwisko jej redaktora, wydawnictwo, miejsce wydania, rok, tom
oraz na koncu numery stron, np.:

1. Boulton R.B,, Singleton V.L, Bisson L.F, Kunkee R.E.: Prin-

ciples and practices of winemaking. Chapman Hall, New
York, 1996

2. Portnoy D.A., Sun A.N,, Bielecki J.E.: Escape from the pha-
gosome and cell-to-cell spread of Listeria monocytogenes
(w) Microbial Adhesion and Invasion, red. M. Hook, L. Swi-
talski, Springer, New York, 1992, s. 85-94

Powolywanie si¢ w tekscie na pozycje cytowanego pismien-
nictwa nastgpuje przez wymienienie liczby porzadkowej w nawia-
sach, np. [10], [10-12], [10, 25]. Ze wzgledu na mozliwo$¢ zmian
w pi$miennictwie podczas procesu recenzowania artykutow
Redakcja dopuszcza stosowanie tymczasowych odno$nikow.
Wewnatrz nawiaséw kwadratowych mozna wzia¢ w okragly nawias
odnosnik w dowolnym formacie, np. [(Adams i wsp.)]. Po uzyska-
niu akceptacji artykutu nalezy zamieni¢ formatowanie odnosnikéw
na docelowe. Redakcja zaleca stosowanie programéw do zarzadza-
nia pi$miennictwem. Liczba cytowan w pi$miennictwie nie moze
przekracza¢ 100 pozycji.

1.4. Cytowanie danych z sieci internetowej

Preferowane jest cytowanie informacji pochodzacych z prac
oryginalnych wydawanych przez uznane w srodowisku naukowym
oraz recenzowane czasopisma. Warunkiem koniecznym przy uzy-
ciu informacji ze strony internetowej jest sprawdzenie i aktualiza-
cja zapisu informacyjnego na stronie WEB w dniu wysylania pliku.
W przypadku niewtasciwego adresu i niemozliwoéci odtworzenia
informacji z sieci komputerowej, prace beda zwracane autorom.
Cytowanie informacji publikowanej na stronach sieci internetowej
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powinno wyglada¢ nastepujaco: autorzy (jeéli sa znani [1]) lub
nazwa organizacji [2] (wydawca strony), tytul artykutu, nazwa
strony (jesli nie zostala juz wczesniej podana), data publikacji
(jesli zostata podana [3]), adres www, data ostatniego sprawdze-
nia adresu, np.:

1. Harmon K.: Ancient ,Fossil” virus shows infection to be
millions of years old. Scientific American, http://www.
scientificamerican.com/article/fossil-virus-bird-genome
(31.12.2015)

2. World Health Organization: Poliomyelitis, http://www.who.
int/mediacentre/factsheets/fs114/en (06.03.2014)

3. World Health Organization: What we know about trans-
mission of the Ebola virus among humans. Ebola situation
assessment, 06.10.2014, http://www.who.int/mediacentre/
news/ebola/06-october-2014 (31.12.2015)

2. Prawo autorskie

W polskim prawodawstwie autorskie prawo osobiste intere-
sujace szczegdlnie autoréw Postgpdw Mikrobiologii oraz autorskie
prawo majatkowe reguluje Ustawa z dn. 4. lutego 1994 r. (Dz.U.
Nr 90, poz. 631 ze zm.).

Autorskie prawo osobiste, zwane dalej w Informacji dla Auto-
row prawem autorskim dotyczy niemajatkowych intereséw tworcy
zwigzanych z danym utworem oraz okresla zasady ochrony wiezi
tworcy z utworem. Do praw tych miedzy innymi nalezy:

« prawo do autorstwa utworu wyrazajace m.in. zakaz ,,przy-
wlaszczania” utworu przez inne niz tworca osoby (zakaz
dokonywania plagiatow).

o prawo do oznaczenia utworu swoim nazwiskiem albo udo-
stepnienia utworu anonimowo.

o prawo do nienaruszalnosci treéci i formy utworu oraz jego
rzetelnego wykorzystania.

Konieczno$¢ ochrony autorskich praw osobistych innych
autorow przez Redakcje Postgpéw Mikrobiologii obliguje nas do
przyjecia nastepujacej procedury:

(a) Reprodukcja utworéw wytworzonych przez innych Auto-
réw w pracy wlasnej, przestane do opublikowania w Postgpach
Mikrobiologii tj. cudzych rysunkéw lub tabel - pochodzacych
z oryginalnej, pierwotnej pracy innego Autora - badz cytowanie
fragmentéw cudzego tekstu, wymaga od Autoréw wczeéniej-
szego uzyskania przez nich pisemnej zgody od Wydawnictwa lub
Autoréw pierwotnej pracy (z ktorej materialy te pochodza) na
ich reprodukeje. Zgode te w formie oryginalnego zaswiadczenia
nalezy przysta¢ wraz z materiatami reprodukowanymi do Redakgji
Postepow Mikrobiologii.

« Pod cytowanym rysunkiem nalezy w opisie poda¢ nazwi-

sko pierwotnego Autora, pelng bibliografie pracy, z ktdrej
pochodzi rysunek oraz informacje o zgodzie Wydawnictwa
lub Autora na jego reprodukeje.
Cytowany tekst powinien by¢ wyraznie oznaczony w odpo-
wiednim miejscu manuskryptu, zas u dotu strony powinna
by¢ zamieszczona informacja dotyczaca pochodzenia cytatu
oraz uzyskanej zgody na przedruk.

(b) Dozwolone jest wprowadzanie zmian w cytowanych
rysunkach innych Autoréw/twércéw pod warunkiem kazdorazo-
wego uzyskania ich zgody (lub 0s6b upowaznionych przez nich) na
dokonanie takich zmian. Zmiany w oryginalnych rysunkach moga
wynika¢ z checi Autoréw do dokonania nowego opracowania lub
nowego przedstawienia omawianego przez siebie zagadnienia.
W tych przypadkach wskazane jest, aby zgoda tworcy wskazywata
na zakres dokonywanych zmian, gdyz pozwoli to unikna¢ watpli-
wosci odnosnie zakresu wyrazonej tak zgody. Wreszcie koniecz-
no$¢ uzyskania zgody pierwotnego Autora/twércy na dokonanie
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zmian w reprodukowanym rysunku wynika z mozliwosci ingeren-
cji Autoréw w autorskie prawo osobiste w postaci nienaruszalnosci
formy i tresci utworu oraz jego rzetelnego wykorzystania.

(c) Warunkiem przyjecia przez Redakcje manuskryptu pracy
oraz poddania jej dalszej procedurze wydawniczej jest ztozenie
wraz z manuskryptem o§wiadczenia dotyczacego praw autorskich.

3. Zalecenia szczegétowe*

3.1. Nazewnictwo drobnoustrojow

Nalezy stosowa¢ dwuczionowe nazwy zawierajace nazwe
rodzajowg oraz gatunkowa (np. Escherichia coli). Nazwy rodza-
jowe moga by¢ uzyte bez nazwy gatunkowej, natomiast nie mozna
uzy¢ samych tylko nazw gatunkowych. Gdy w pracy podaje si¢
pierwszy raz nazwe gatunku, musi ona sklada¢ si¢ z pelnych wyra-
z6w, przy ponownym jej uzyciu, podaje sie tylko pierwszg litere
nazwy rodzajowej (zawsze duzg) oraz nazwe gatunkowg w pelnym
brzmieniu np. E. coli. Nazwy gatunku, rodziny, rzedu, klasy, dzialu
oraz krélestwa nalezy pisa¢ kursywa. Informacje szczegélowe
dotyczace pisowni oraz prawidlowego nazewnictwa (zgodnego
z wymogami wspolczesnej systematyki) — przyjete przez Redak-
cje Postepéw Mikrobiologii, za instrukcja ASM - mozna znalez¢
w Instructions to Authors, J. Bacteriol. Ponadto, Redakcja zwraca
uwage, by nie rozpoczyna¢ zdan od nazw lacinskich.

Zgodnie z propozycjami WHO - Collaborating Centre for
Reference and Research on Salmonella (“Antigenic Formulas of
the Salmonella Serovars” (M. Y. Popoffi L. Le Minor, WHO Colla-
borating Centre for Reference and Research on Salmonella, Institut
Pasteur, Paris, France, 1997) and “Identification and Serotyping
of Salmonella and an Update of the Kaufmann-White Scheme”
(A.C. McWhorter-Murlin and F. W. Hickman-Brenner, Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga.) do rodzaju Salmo-
nella naleza tylko dwa gatunki, tj. S. enterica i S. bongori, z ktérych
pierwszy podzielony zostal na 6 podgatunkéw. Stosowane dotych-
czas Zzwyczajowe nazwy, nie majace statusu taksonomicznego, takie
jak serotyp, typ serologiczny, zostaly zastagpione nazwa serowaru
(w oryginale serovar, sv.). Nazwe serowaru nalezy pisa¢ duzg litera
oraz prostym pismem (np. Typhi, Paratyphi B, Typhimurium, itp.).
Zgodnie z powyzszym, nazwe pierwszego podgatunku rodzaju Sal-
monella mozna zapisaé: S. enterica subsp. enterica ser. Typhimu-
rium lub Salmonella subsp. 1. ser. Typhimurium, badz, po prostu,
Salmonella Typhimurium.

3.2. Nomenklatura genetyczna

Wiasciwosci genetyczne szczepu opisywane s3 w terminach
fenotypu oraz genotypu. Fenotyp opisuje obserwowane wlasci-
wosci organizmu. Genotyp okresla genetyczna strukture orga-
nizmu, zwykle odnosi si¢ do szczepu dzikiego. Wyzej wymienione
okreslenia sg blizej objasnione w pracy Demerec i wsp.: Genetics,
54, 61-76 (1966).

(a) Fenotypowe okreslenie wlaciwosci organizmu stosuje sie,
gdy zmutowane loci nie zostaly zidentyfikowane oraz zmapowane.
Moze by¢ takze uzyte w przypadku, gdy identyfikuje sie produkt
genu, np. biatko OmpA. Zapis fenotypu zasadniczo sklada sie
z trzech liter, nie mozna ich pisa¢ kursywa, pierwsza litera powinna
by¢ zawsze duzg literg. Preferuje si¢ uzycie liczb rzymskich lub
arabskich dla oznaczania blizniaczych fenotypéw, np. Poll, Pol2,
Pol3, itd. Typ dziki mozna zapisa¢ dodatkowym oznaczeniem plus
(Pol*); w odréznieniu do tego oznaczenie minus okresla¢ bedzie

* fragmenty instrukeji dla autoréw czasopism wydawanych przez
American Society for Microbiology - wykorzystywanie w P. M. za zgoda
Journals Departments ASM
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fenotyp mutanta (Pol"). Charakterystyczne wlasciwosci organizmu
mozna zapisaé uzywajac liter, np. Str’. Fenotypy opornoéci deter-
minowane plazmidowo okresla si¢ kodem dwuliterowym, np. Ap?,
a chromosomowo - kodem trzyliterowym, np. Amp".

(b) Genotypowe oznaczenia sa podobne do fenotypowych
- w obu przypadkach stosuje si¢ zestaw trzech liter; genotyp pisze
sie zawsze matymi literami oraz kursywg, np. ara, his, rps. Pro-
motor, terminator oraz operator oznacza si¢ literami p, ¢ oraz o,
np. lacZp, lacZt, lacZo; Bachman B.]., Low K.B.; Microbiol. Rev.
44, 1-56 (1980).

(c) Typ dziki alleli mozna zaznaczy¢ wpisujac dodatkowe
oznaczenie plus nad oznaczeniem genu, np. ara®, his*, nie oznacza
sie natomiast zmutowanych alleli znakiem minus.

(d) Miejsca mutacji oznacza si¢ poprzez wstawiania liczby
kolejnych izolacji (liczby alleli) po symbolu zmutowanego locus
(np. araAl, araA2 itp.). W przypadku, gdy tylko jedno takie locus
istnieje, lub gdy nie wiadomo, w ktérym kolejnym locus mutacja
powstata — po oznaczeniu genu wstawia si¢ my$lnik w miejscu
duzej litery oznaczajacej locus, za$ dalej podaje si¢ liczbe izolacji
(np. ara-23).

(e) Zapis genotypu moze by¢ wzbogacony innymi oznacze-
niami, jak plus dla typu dzikiego - mozna wprowadzi¢ oznaczenia
okreslajace mutacje, np. mutacja Amber (Am), mutant termowraz-
liwy (Ts), mutant konstytutywny (Con), mutant wrazliwy na niskie
temperatury (Cs), biatko hybrydowe (Hyb) np. araA230(Am), his
D21(Ts). Wprowadzanie innych wzbogacen powinno by¢ poprze-
dzone w tekscie odpowiednim wyjasnieniem.

(f) Dodatkowe oznaczenia moga tez by¢ uzyte w przypadku
koniecznosci rozrdznienia tego samego genu znajdujacego si¢
w réznych organizmach lub szczepach tego samego gatunku, np.
his, . lub his . Dodatkowe oznaczenia stosuje si¢ rowniez dla
rozrdznienia pomiedzy genetycznymi elementami o tej samej
nazwie np. promotory operonu gln, glnA iglnA,.

(g) Delecje oznacza si¢ symbolem, A usytuowanym przed
nazwa usunietego genu lub regionu, np. A trpA432, A (aroP-
-aceE)419, lub A his(dhuA his] hisQ)1256. Fuzje gendw ara i lac
mozna przedstawi¢ w ten sam sposob - F (ara-lac)1256. Podobnie
F (araB’-lacZ*)(Hyb) oznacza, ze fuzja nastapita pomiedzy genami
araB a lacZ. Inwersja jest oznaczana nastepujaco IN (rrnD-rrnE)I.
Insercje¢ genu his E. coli do plazmidu pSC101 w pozycji 0 zasad
(Okb) zapisuje si¢ nastepujaco pSC101 W (0kb::K-12hisB)4. Ozna-
czenie obecnosci episomu polega na podaniu jego symboli w nawia-
sie po nazwie szczepu rodzicielskiego, np. W3110/F 8(gal").

3.3. Skroty nazw chemicznych

Nie wymagaja dodatkowych wyjasnien skroty:
nazw miar i wag regulowanych przez Systeme International
dc Unites (SI), ogdlnie akcetowane jednostki takie jak: bp,
kb, Da, masa czast., m. czast.,

- nazw chemicznych takich jak: DNA, cDNA, RNA, cRNA,
RNaza, DNaza, rRNA, mRNA, tRNA; AMP, ADP, ATP,
dATPAdATP, GTP itp.,

- ATPaza, dGTPaza itp. NAD*,NADH, NADPH, NADP*,
poly(A), poly(dT), itp.,

- nazw powszechnie stosowanych technik biologii moleku-
larnej, np. PCR, SDS-PAGE, nazw ogdlnie znanych linii
komoérkowych, np. HeLa, J774,

- nazw jednostek biologicznych, np.: PFU (jednostka for-
mowania tysinek), JTK (jednostka tworzaca kolonie), MIC
(minimalne stezenia hamujace wzrost), itp.,

Zasady ksztaltowania nomenklatury endonukleaz restrykcyj-
nych oraz metylotransferaz zostaly opublikowane w Nucleic Acids
Res. 31, 1805-1812 (2003). Przy pisaniu prac prosimy o korzysta-
nie z zawartych tam informacji.
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3.4. Pisownia danych numerycznych

Standardowe jednostki metryczne sa stosowane dla okresla-
nia dlugosci, wagi i objetosci. W przypadku przedstawiania tych
warto$ci oraz molarnosci nalezy stosowa¢ przedrostki m, y, n
oraz p dla wartosci 107, 1075, 10~ oraz 107*2. Temperature nalezy
przedstawiaé tylko w stopniach Celsjusza, np. 37°C, a zawarto§¢
substancji w danej jednostce (stezenie) w formie g/ml.

3.5. Pisownia substancji znakowanych izotopami

Jesli wyznakowana jest pojedyncza czasteczka w zwiazku
chemicznym, nazwe tego zwiazku nalezy zapisa¢ w nastepujacy
sposob: CO,, °H,0, H,*SO,. Taki sam sposéb zapisu stosuje sie,
gdy radioaktywna czasteczka nie wystepuje w naturalnej formie
wyznakowanego zwiazku, np. *S-ATP lub gdy symbol izotopu
zwiazany jest z niespecyficzna nazwa zwigzku, np. *C aminokwasy,
H-liganty, itp. W przypadku niektérych specyficznych zwigzkéw
chemicznych mozna stosowa¢ nawiasy kwadratowe obejmu-
jace symbole radioaktywnej czasteczki przed nazwa chemiczng
zwiazku, np. [*C] mocznik, L-[metylo-'*C] metionina, [g ~**P] ATP.

4. Proces recenzowania

Prace przysytane do Redakeji w celu ich opublikowania w Poste-
pach Mikrobiologii podlegaja podwéjnej ocenie, tj. ich wartosci
merytorycznej (recenzje) oraz poprawnosci pod wzgledem redak-
cyjnym (uklad pracy, jezyk, zalaczniki ilustrujace tekst, oswiad-
czenia autoréw).

o Kazda praca przestana do Redakcji jest oceniana przez
Zesp6l Redakeyjny i jednego ze stalych Recenzentow
z Rady Redakcyjnej Postgpow Mikrobiologii (sklad Rady
Redakcyjnej jest publikowany w kazdym zeszycie Postgpéw
Mikrobiologii oraz na stronie internetowej http:www.pm.
microbiology.pl). W przypadku braku w Radzie Redakcyj-
nej Recenzenta o odpowiedniej specjalno$ci lub jego braku
z innych waznych przyczyn, Redaktor Naczelny powotuje
Recenzenta spoza Rady Redakcyjnej (lista Recenzentow jest
publikowana w ostatnim zeszycie kazdego tomu).
Recenzje s3 anonimowe oraz dokonywane na specjalnie do
tego celu przygotowanych arkuszach.

« Recenzenci za wykonang prace nie otrzymujg honorarium.

» Nazwiska Recenzentéw spoza Rady Redakcyjnej sa wraz
z podziekowaniami publikowane ostatnim zeszycie Poste-
pow Mikrobiologii odpowiedniego roku.

o W przypadku negatywnej oceny pracy przez Recenzenta
oraz jego sugestii skierowanej do Redaktora Naczelnego
odrzucenia recenzowanej pracy, badz jej znacznego przere-
dagowania, Autor ma prawo odwolania si¢ od tej opinii do
Redaktora Naczelnego. W opisywanym przypadku decyzja
Redaktora powolywany jest dodatkowy Recenzent spoza
Rady Redakcyjnej Postepéw Mikrobiologii.
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5. Sposob przygotowania i nadestania manuskryptu

Prace wraz z kompletem o$wiadczen nalezy przesylaé na adres
poczty elektronicznej Redakcji:

e-mail: post.mikrobiol@biol.uw.edu.pl

W przypadku prac kierowanych do dziatu ,,Publikacje meto-
dyczne i standardy” prace przegladowe przygotowane zgodnie
z ogolng instrukcjg dla Autoréw oraz zasadami wymienionymi
w informacjach dotyczacych prac kierowanych do dziatu ,,Publi-
kacje metodyczne i standardy” nalezy przesta¢ w wersji elektro-
nicznej na adres Redaktora Dziatu:

Prof. dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba

e-mail: kalemba@mp.pl lub kalemba@pum.edu.pl

Przed wystaniem pracy do Redakcji prosimy o sprawdzenie
kompletnosci wysylanych plikéw zgodnie z ponizsz lista:

Strona tytulowa ze streszczeniem
Manuskrypt (zawierajacy tytut oraz wlasciwy tekst pracy)
Rysunki
Opis do rysunkéw
5. Tabele
Wymagane dokumenty:
1. Deklaracja oryginalnosci pracy
2. Oswiadczenie dotyczace praw autorskich
3. Oswiadczenie dotyczace konfliktu intereséw
4. Zobowiazanie do zaplaty w przypadku przyjecia pracy do
druku
(wzory oswiadczen znajduja si¢ w niniejszej instrukeji, mozna tez
je pobrac ze strony Postepow Mikrobiologii)

Ll

6. Uwagi dodatkowe

Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ dokonywania skrotow
i poprawek nie wplywajacych na tre$¢ pracy. W przypadku
koniecznosci wprowadzenia zmian w tresci odsyla si¢ Autorowi
manuskrypt pracy w celu dokonania poprawek. Adresy instytucji,
w ktérych pracuja autorzy (adres pocztowy oraz e-mail) nalezy
podawa¢ w pracy na dole strony tytulowej. Prace nie odpowia-
dajace wymaganiom Redakcji beda odsylane autorom bez roz-
patrzenia merytorycznego. Za date wplywu przyjmuje sie dzien
otrzymania pracy w formie zgodnej z instrukeja dla autoréw. Jako
date przyjecia do druku przyjmuje si¢ dzien, w ktérym Redakcja
powiadamia Autordw, ze praca zostata zakwalifikowana do druku.
Za prace opublikowane w Postgpach Mikrobiologii nie przewiduje
sie honorariéw autorskich. Zgodnie z decyzja Zarzadu Gtéwnego
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw pobierane sa oplaty za
prace przyjmowane do druku w Postgpach Mikrobiologii. Przesta-
nie kompletu podpisanych oswiadczen, w tym zobowigzania do
zaplaty za artykul zakwalifikowany do wydania, jest warunkiem
uruchomienia procedury wydawniczej.
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INFORMACJA DLA AUTOROW
o oplatach za prace publikowane w Postepach Mikrobiologii

Uprzejmie informujemy PT Autordw, ze zgodnie z decyzja Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw z dnia 6 lutego
2007 roku oraz z dnia 2 marca 2011 r. wprowadzono zasady platnosci za prace przyjmowane do druku w naszym czasopi$mie w wyso-
kosci 250 zt + VAT 23% - razem 307,50 z za kazdy artykul.

Informujemy réwniez, ze Zarzad Gtéwny PTM dnia 23 listopada 2016 r. uchwala nr 24 podjal decyzje o zréznicowaniu optat za
druk publikacji od dnia 1 stycznia 2018 r. Jezeli Autor nie bedzie cztonkiem PTM, lub jako cztonek PTM nie bedzie miat optaconych
sktadek w roku biezacym lub w ubieglych latach — obowigzywac bedzie optata w wysokosci 350 zt + VAT 23% (430,50 zt). Dla Autoréw
bedacymi aktywnymi cztonkami PTM (uregulowane optaty sktadek cztonkowskich w roku biezacym i ubieglych latach) obowiazywa¢
bedzie aktualna optata w wysokosci 250 zt + VAT 23% (307,50 zt).

Autorzy manuskryptow proszeni sa o wnoszenie oplat na konto Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow:

BGZ SA 57 2030 0045 1110 0000 0261 2550

Oplate mozna wnosi¢ indywidualnie. W imieniu Autoréw oplate moze wnosi¢ sponsorujaca instytucja, fundacja, itp. W takim
przypadku nalezy przesta¢ do Redakeji informacje potrzebne do wystawienia faktury. Oplate nalezy wnie$¢ po otrzymaniu faktury.
W przypadku, gdy faktura nie jest potrzebna do dokonania wplaty (oplata indywidualna) przelewu nalezy dokona¢ po uzyskaniu od
Redakgji informacji, Ze praca zostata przyjeta do druku. Dodatkowo, Wydawca pobiera oplaty za wydruk kolorowych ilustracji w wyso-
kosci 300 zt + VAT 23% (369 zt) za strone.

Otrzymanie przez Redakcje pracy wraz z zobowiazaniem zaplaty jest warunkiem uruchomienia procedury wydawniczej. Do
zobowigzania zaplaty nalezy dolacza¢ informacje zawierajace tytul pracy i nazwisko Autora korespondencyjnego.

INFORMACJE DOTYCZACE PRAC
DRUKOWANYCH W DZIALE PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY

W dziale zatytutlowanym PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY publikowane sg artykuly przegladowe o charakterze
metodycznym, reprezentujace dowolna dziedzing mikrobiologii. Redakeja Postgpéw Mikrobiologii, w porozumieniu z Zarzadem Glow-
nym PTM ustalila, iz drukowanych bedzie rocznie nie wigcej niz cztery artykuly tej kategorii.

Redaktorem odpowiedzialnym za warto$§¢ merytoryczna, redakcje tekstu oraz ostateczne przyjecie pracy do druku jest prof.
dr hab. Stefania Giedrys-Kalemba (adres: ul. Malinowa 11, 72-003 Wolczkowo, tel. 605031324, fax: (91) 3113186, e-mail: kalemba@
mp.pl lub kalemba@pum.edu.pl)

Prace metodyczne przeznaczone do druku podlegaja ocenie dokonywanej przez stalych Recenzentéw lub Ekspertéw powolywanych
kazdorazowo przez Redaktora Dziatu.

Lista stalych Recenzent6w, patrz Zalecenia dla Autordw, pkt. 5.

Strona tytulowa kazdego artykulu zaopatrzona bedzie w informacje, iz praca nalezy do PUBLIKACJI METODYCZNYCH I STAN-
DARDOW oraz kazdorazowo podana bedzie data otrzymania od Autoréw manuskryptu jak i data zaakceptowania go do druku.

Zalecenia dla Autorow:

1. Przesylanie publikacji:

o Manuskrypt (w dwu egzemplarzach w formie papierowej oraz jednym egzemplarzu na no$niku elektronicznym wraz z rysun-
kami, tabelami, itp.) prosze przesyla¢ bezposrednio do Redaktora PUBLIKACJI METODYCZNYCH I STANDARDOW.

« Podajac adres/y Autoréw publikacji nalezy zaznaczy¢ Autora korespondencyjnego — procz adresu pocztowego, numeru telefonu
i ewentualnie faxu. Nalezy obligatoryjnie poda¢ adres e-mail Autora korespondencyjnego.

2. Sposob przygotowania manuskryptu — prace nalezy opracowac zgodnie z ogélnymi zaleceniami zawartymi w INFORMAC]I

DLA AUTOROW aktualnie wydanego Tomu Postgpéw Mikrobiologii (Zeszyt 1) z uwzglednieniem nastepujacych zmian:

« Objetos¢ pracy wraz z piSmiennictwem i ilustracjami nie moze przekracza¢ 20 stron .

o Liczba cytowan w rozdziale Pi$miennictwo nie powinna przekracza¢ 50 pozycji.

« W wykazie cytowanego pismiennictwa nalezy umieszcza¢ wylacznie prace drukowane w czasopismach naukowych. Niedo-
puszczalne jest zamieszczanie danych bibliograficznych prospektow reklamowych lub promocyjnych firm farmaceutycznych.

3. Prawa autorskie — do kazdej przygotowanej do druku publikacji zataczy¢ o§wiadczenie dotyczace praw autorskich. Wzor

o$wiadczenia mozna pobra¢ ze strony internetowej Postepéw Mikrobiologii.

4. Zalecenia i uwagi dodatkowe:

W celu uniknigcia kryptoreklamy, prosze o zwrdcenie szczegolnej uwagi na sposob przedstawienia czytelnikom produktéw komer-
cyjnych lub metod opracowanych przez producentéw. Autorzy sa rdwniez zobowigzani do ujawnienia (jezeli takie istnieja) wszelkich
powiazan (honoraria, granty, platne ekspertyzy lub inne formy uzyskiwania korzysci osobistych) mi¢dzy Autorami a firma, ktdrej
produkt ma istotne znaczenie w nadestanej pracy. W tym celu kazdy z Autoréw proszony jest o ztozenie o$wiadczenia o oryginalnosci
pracy, oswiadczenia dotyczacego praw autorskich oraz o$wiadczenia dotyczacego ,,konfliktu interesow”. Konflikt interesow wystepuje,
kiedy Autor lub zaklad pracy Autora ma finansowe lub osobiste zwiazki z innymi osobami lub instytucjami, ktére moga wptywaé na
jego dzialania i decyzje. Wzér deklaracji mozna pobrac ze strony internetowej Postgpow Mikrobiologii.

« Redakcja zastrzega sobie prawo ostatecznej decyzji o akceptacji pracy przeznaczonej do druku w dziale PUBLIKACJE METO-
DYCZNE I STANDARDY.

« Wszelkie proponowane zmiany w INFORMACJI DLA AUTOROW zostang przedstawione PT Czytelnikom Postepéw Mikro-
biologii przed ich wprowadzeniem.

5. Stali recenzenci dzialu PUBLIKACJE METODYCZNE I STANDARDY:

Jerzy Dlugonski (Uniwersytet £.6dzki)

Waleria Hryniewicz (Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego)

Anna Przondo-Mordarska (Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu)
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Oswiadczenie o oryginalnosci pracy

Data zlozenia pracy w Redakeji Postepéw Mikrobiologii

149

Oswiadczam, Ze zlozona przeze mnie praca, zatytutowana jak wyzej, jest moim oryginalnym utworem i stanowi przedmiot prawa

autorskiego w mysl Ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dn. 4 lutego 1994 r.

Oswiadczam réwniez, ze praca ta ani w catoéci, ani we fragmentach nie zostata opublikowana wczeéniej w zadnym innym czasopismie
lub wydawnictwie naukowym. Dodatkowo stwierdzam, iz w/w pracy nie wystano rownolegle do opublikowania w innym czasopismie

naukowym lub wydawnictwie.

(nazwisko/a i imi¢/ona Autora/éw — prosze podkresli¢ Autora korespondencyjnego)

AATES AULOTOW: .ttt e e e e e e e

2. Os$wiadczenie (prosze wypelnic a lub b)

(a) Os$wiadczam, iZ w mojej/naszej pracy przeznaczone do opublikowania rysunki oraz tabele, s3 dzietem mojej/naszej oryginalnej
tworczosci (tzn. zostaly wymyslone i zaprojektowane przez Autoréw przedktadanego Redakeji manuskryptu), nie sg obcigzone
jakimikolwiek prawami 0séb trzecich, ani nie naruszaja jakichkolwiek przepiséw prawa i intereséw dobr osob trzecich. W pracy nie
ma cytatoéw z obcej publikacji/ ewentualnie w pracy zamieszono cytaty w ramach dozwolonego prawnie prawa cytatu, przy czym

wszystkie zamieszczone cytaty zostaly nalezycie oznaczone wraz z wymienieniem tworcy i zrédla cytatu.

(miejsce, data) (podpis Autora korespondencyjnego)

(b) Oswiadczam, iz uzyskatem/lismy wymagang prawem zgode uprawnionych autorsko podmiotéw na reprodukeje rysunkéow

(miejsce, data) (podpis Autora korespondencyjnego)
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Oswiadczenie dotyczace ,,konfliktu interesow”™

3. O$wiadczenie (prosze wypelnic a lub b, niepotrzebne skresli¢)

(a) Oswiadczam, ze ,konflikt intereséw” nie wystepuje

(miejsce, data) (podpis Autora korespondencyjnego)

! Konflikt intereséw wystepuje, kiedy Autor lub zaklad pracy Autora ma finansowe lub osobiste zwigzki z innymi osobami lub instytucjami, ktore
moga wplywac na jego dzialania i decyzje.

Afiliacja Autora korespondencyjnego
Autor korespondencyjny pracy pod tytulem: ,.. . .. ... .. oL

w przypadku przyjecia pracy do druku w Postgpach Mikrobiologii zobowiazuje si¢ w imieniu pozostatych wspotautorow
do wniesienia optaty* na konto Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw.

(miejsce, data) (podpis Autora korespondencyjnego)

* Do konica 2017 r. obowiazuje oplata w wysokosci 307,50 zt. Od 1 stycznia 2018 r. optata ulega zréznicowaniu. Dla Autoréw ktérzy
nie sg cztonkami PTM oplata bedzie wynosi¢ 430,50 zt. Dla aktywnych czlonkéw PTM obowigzywaé bedzie aktualna optata w wyso-
ko$ci 307,50 zt.
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INSTRUKCJA DLA AUTOROW PRAC PUBLIKOWANYCH
W SUPLEMENTACH DO KWARTALNIKA POSTEPY MIKROBIOLOGII

W celu ufatwienia publikowania w jednym miejscu artykuléw o podobnej problematyce, Postgpy Mikrobiologii wydawaé beda
w formie suplementdw, nastepujace prace naukowe:

1. Referaty z sesji plenarnych Zjazdéw naukowych, Konferencji naukowych oraz Sympozjéow organizowanych staraniem Zarzadu
Gloéwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Manuskrypt pojedynczego referatu nie powinien przekracza¢ 25 stron
i powinien by¢ przygotowany wg Informacji dla Autoréw Postgpow Mikrobiologii. Cato$¢ materialéw przygotowanych do
jednego suplementu nie moze przekracza¢ 150 stron.

2. Streszczenia przyjetych przez organizatorow referatow oraz doniesienl prezentowanych na zjazdach naukowych, konferencjach
oraz sympozjach. Streszczenie nie powinno przekraczaé jednej strony tekstu i konczy¢ si¢ nie wigcej jak trzema pozycjami
cytowanego pismiennictwa.

W suplemencie nie beda publikowane oryginalne prace do$wiadczalne prezentowane na zjazdach naukowych. Prace te po
odpowiednim przygotowaniu, zgodnie z instrukcja dla autoréw, mozna przesyta¢ do Redakcji Polish Journal of Microbiology lub innego
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