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1. Wstep. 2. Probiotyki, a ukfad odpornoéciowy przewodu pokarmowego. 3. Podsumowanie
Probiotics and mammalian gastrointestinal immune system

Abstract: Probiotics are microorganisms that provide health benefits when consumed. These are also food supplements or food products
containing specified probiotic microorganisms. Probiotic microorganisms colonize the gastrointestinal tract of the host environment,
reducing the risk of pathogenic bacteria growth and their potential impact on the regulation of host immune responses. They also have
the ability to eliminate pathogenic bacteria. The administration of probiotic microorganisms in addition to chemotherapeutic agents
and antibiotics improves therapy efficiency, since it results in restoration of the equilibrium between the local and general pro- and anti-

inflammatory response.

1. Introduction. 2. The probiotics and the gastrointestinal immune system. 3. Conclusions

Stowa kluczowe: komensale, odporno$é¢, probiotyki, przewdd pokarmowy
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1. Wstep

Podstawy naukowe dokumentujace korzystny
wplyw mikroorganizméw probiotycznych na zdro-
wie czlowieka i zwierzat podal w XX wieku rosyjski
uczony, laureat Nagrody Nobla, Ilja Miecznikow [43].
Obecnie probiotykami nazywamy drobnoustroje zywe
lub martwe wyizolowane z przewodu pokarmowego
zdrowego makroorganizmu lub samo DNA bakterii,
ktére podawane jest do organizmu droga pokarmowg
pod postacig leku, suplementu diety lub w formie
produktu spozywczego [41, 54]. Drobnoustroje stoso-
wane jako probiotyki powinny posiada¢ status GRAS
(generally recognized as safe), co oznacza, ze powinny
by¢ powszechnie przyjete jako bezpieczne [13]. Pozy-
tywna role probiotykow wykazano w wielu aspektach,
potwierdzajac ich korzystny wplyw na zdrowie, co
stalo si¢ podstawa do wprowadzenia probiotykote-
rapii, a wiec stosowania ich w terapii jak i profilaktyce
oraz przy przywracaniu naturalnej mikroflory jelitowej,
a takze do produkcji zywnosci funkcjonalnej czy kon-
serwacji produktéow spozywczych [31, 32, 46]. Wyka-
zano, ze bakterie probiotyczne poprzez kolonizacje
w jelitach gospodarza, m.in. zmniejszajg ryzyko przy-
rostu potencjalnych bakterii patogennych oraz oddzia-
tywuja na bariery anatomiczno-fizyczne i mikrobiolo-
giczne przewodu pokarmowego, a takze wplywaja na
odporno$¢ makroorganizmu, w tym odpornosci lokal-

nej uktadu pokarmowego [15, 18, 31, 52]. Stwierdzono,
ze rdzne szczepy bakterii, mimo iz naleza nawet do tego
samego gatunku, moga mie¢ zréznicowany wplyw na
organizm, dlatego przy doborze bakterii stosowanych
w probiotykach, nalezy wybrac te, ktére wykazujg dobre
dziatanie kliniczne [26, 31]. Probiotyki ze wzgledu na
pozytywne oddzialywanie na uklad odpornosciowy,
znalazly zastosowanie w przypadku wielu stanéw pato-
logicznych jak chociazby choroby infekcyjne przewodu
pokarmowego [31, 43, 45, 49, 57], biegunki, w tym
infekcyjne i po-antybiotykowe [19, 28, 50, 55, 60], scho-
rzenia alergiczne [24, 36, 40, 54], nowotwory [10, 27,
30, 48, 59] oraz schorzenia zakazne uktadu oddecho-
wego 1 moczowo-plciowego [3, 15, 44, 54].

2. Probiotyki, a uklad odpornosciowy przewodu
pokarmowego

Bakterie probiotyczne wykazujg szerokie spektrum
dziatania, w tym stymulujace na uktad odpornosciowy
blon §luzowych (MALT - mucosa associated lymphoid
tissue) — zwanego réwniez wspolnym uktadem odpor-
nosciowym bton §luzowych - CMIS (common mucosal
immune system) [9, 17, 47, 48]. Uktad MALT czy CMIS
tworzg m.in. elementy odpornosci przewodu pokarmo-
wego (GALT - gut associated lymphoid tissue), ukladu
oddechowego (BALT - bronchus associated lymphoid
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tissue) oraz moczowo plciowego (GUALT - genitouri-
nary associated lymphoid tissue), a takze skory (SALT
- skin associated lymphoid tissue, cho¢ innym okres-
leniem tego zbioru komdrek jest SIS - skin immune
system) [8, 9, 17]. OdpowiedZ immunologiczng uktadu
MALT, cechuje sie aktywizacja mechanizméw odpor-
nosci naturalnej i nabytej, poprzez wytwarzanie calego
szeregu cytokin, chemokin i czynnikdéw wzrostu, a takze
immunoglobulin klasy: G, M, A, w tym immunoglo-
buliny wydzielnicze S-IgA i S-IgM [9, 39, 47, 58]. Jako
ostatnie wymienione przeciwciala min. oplaszczajac
i aglutynujac mikroorganizmy, zapobiegaja ich adhezji
do nabtonka przewodu pokarmowego, cho¢ takze wy-
kazujag oddzialywanie regulujace, w tym poprzez prze-
ciwciala S-IgM, na elementy uktadu odpornosciowego
(UO). Zatem ukltad MALT wykazuje nie tylko dziatanie
bdjcze, czy niszczace wobec bakterii, wirusow, grzybow
i pasozytow ale takze powoduje neutralizacje toksyn
bakteryjnych i grzybowych [8, 17, 21, 25, 33].
Lokalna odporno$¢ zwigzana z blonami sluzowymi
przewodu pokarmowego — GALT, utworzona jest m.in.
przez tkanke limfatyczng skupiona i rozproszona,
zwigzang z blonami §luzowymi oraz komorki uktadu
odpornosciowego min. liczne granulocyty, monocyty
i makrofagi, komorki tuczne, limfocyty T i B, w tym
komorki plazmatyczne produkujgce przeciwciala, ale
takze srodblonkowe limfocyty (IEL - intraepithelial
lymphocyte) i naturalne komorki limfoidalne ILC
(innate lymphoid cells), ktore to wydzielajg wiele sub-
stancji min. o dzialaniu bojczym, modulujacym, regu-
lacyjnym i regeneracyjnym [1, 9, 23, 25, 48]. Tkanke
limfatyczng GALT tworzg min. wezly chtonne, kepki
Peyera tj. skupiska biatych cialek krwi w postaci sku-
pionej i nieotorbionej, zbudowane z grudek limfatycz-
nych wraz z komoérkami M, samotne grudki limfa-
tyczne, pojedyncze limfocyty, jak tez izolowane grudki
chtonne, przypominajace swoja budowg kepki Peyera
z komorkami plazmatycznymi produkujacymi IgA [9,
25]. Istotna role w jelitach ssakow spelniaja rowniez ele-
menty tkanki limfoidalnej, jakimi s3 komorki Panetha
znajdujace sie w kryptach jelitowych, ktore syntetyzuja
defensyny - biatka o dzialaniu m.in. przeciwbakteryj-
nym [8, 9, 17, 48]. GALT tworzg takze ukryte krypty
tzw. kryptokepki - luzno zorganizowane skupiska bia-
ek o charakterze receptoréw interleukiny 7 (IL-7R),
wykazujace bdjcze i niszczace dzialanie na mikro-
organizmy kolonizujace przewdd pokarmowy [9, 17,
32]. Wlasciwos¢ GALT wigze sie takze z faktem, ze
przypada na niego ponad 70% komorek limfatycznych
calego uktadu odpornosciowego, w tym okoto 50% lim-
focytow, a takze wytwarzanie w jego obrebie ok. 80%
wszystkich immunoglobulin, wsréd ktorych szczegolna
role odgrywaja wydzielnicze IgA (S-IgA) [4, 8, 9, 17].
Uklad GALT, ze wzgledu na intensywnos¢ wystepo-
wania w poszczegdlnych odcinkach przewodu pokar-
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mowego ,chroni” réznie te odcinki. W jamie ustnej
bariera odpornosciowa utworzona jest glownie przez
min. nablonek wielowarstwowy plaski oraz wydzie-
lane substancje bdjcze zawarte w §linie reprezentowane
m.in. przez lizozym (LZM), defensyny oraz IgA (S-IgA),
w zotadku gléwnym elementem obronnym jest niskie
pH soku zotadkowego [8, 17, 25, 47]. Najbardziej zrdz-
nicowanym pod tym wzgledem mikrosrodowiskiem sa
nizsze partie przewodu pokarmowego - jelita. W tych
miejscach bardzo skuteczng ochrong m.in. przed
patogennymi drobnoustrojami, sg nie tylko elementy
i komorki tworzace GALT ale takze bakterie komen-
salne oraz skladniki wydzielin gruczotéw i komoérek
nabtonka przewodu pokarmowego, m.in. enzymy
proteolityczne, fosfolipaza A, peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe oraz $luz [17, 25, 47]. Waznym elementem
w tym odcinku przewodu pokarmowego, gléwnie
w jelicie cienkim, jest nablonek cylindryczny z entero-
cytami i komoérkami kubkowymi wydzielajacymi sluz
[9, 17], a takze komorki ILC [1, 20, 23]. Te ostatnie, jako
naturalne komorki limfoidalne UO, stanowig bardzo
swoisty i silny element naturalnej odpornosci, odgry-
wajgcy takze zasadniczg role w regulacji integralnosci
nablonka jelitowego jako bariery odpornosciowej [1,
23]. Komorki ILC warunkujg min. homeostaze w jeli-
tach poprzez receptory MHC klasy II, ktére ograniczaja
reaktywnos¢ komodrek T CD4+ na dzialanie bakterii
komensalnych [1, 20, 23]. Wykazano, Ze homeostaza
w przewodzie pokarmowym jest warunkowana takze
prawidtowym funkcjonowaniem nabtonkowej bariery
jelitowej, ktora oddziela przestrzen uktadu pokarmo-
wego od tkanek makroorganizmu, umozliwiajgc jed-
noczeé$nie interakcje pomiedzy mikroorganizmami,
a UO makroorganizmu [12, 20, 47, 48, 57]. Waznymi
elementami odpornosci w przewodzie pokarmowym
sa wystepujace na strukturach tkanki GALT mie-
dzy innymi receptory TLR (Toll-like receptors), NLR
(NOD-Like Receptors), a takze znaczniki RLR (Rig-like
receptors), TIM (T-cell immunoglobulin domain and
mucin domain), TAM (T-cell immunoglobulin domain
and mucin domain), TRIM (tripartite motif-containing
proteins), ktérych rola jest niezmiernie wazna w kon-
tek$cie ich wplywu na poziom odpornosci [7, 21, 25,
42, 53]. Receptory te majg zdolnos¢ rozpoznawania nie
tylko wzorcéw molekularnych zarazkéw patogennych
- PAMP (patogen associated molecular patterns), ale
takze wzorcow molekularnych bakterii komensalnych
- CAMP (commensal associated molecular patterns)
oraz wzorcow molekularnych zwigzanych z niebezpie-
czenstwem/uszkodzeniem - DAMP (danger/damage
associated molecular patterns) - ktérymi sa min.
ATP, HSP, DNA, RNA, H,0, [16]. Inng wazng barierg
odpornosciowa GALT jest blaszka wtasciwa blony §lu-
zowej jelit, w ktorej wystepuja komorki UO, gtéwnie
makrofagi, granulocyty, komoérki dendrytyczne i tuczne
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oraz limfocyty B i T, ktdre syntetyzuja wiele substan-
¢ji odpornosciowych, w tym min. cytokiny, czynniki
wzrostu i immunoglobuliny [8, 9, 17, 25, 29]. Te ostat-
nie jako produkty limfocytéw B, powstajace w wyniku
oddzialywania min. probiotykdéw, sa gtéwnym sktad-
nikiem obrony przeciw bakteriom patogennym [17,
49, 57]. Natomiast rola limfocytow T i ich produktdw,
w wyniku oddziatywania cho¢by probiotykow, taczy sie
min. z regulacja odpowiedzi immunologicznej, poprzez
cytokiny, w tym interleukiny, a takze z ich cytotoksycz-
no$cig oraz trogocytoza — ktora to ceche wykazuja
takze limfocyty B [1, 17, 25, 57]. Szczeg6lnym miejs-
cem odpowiedzi immunologicznej w obrebie GALT sa
kepki Peyera, w ktorych aktywowane sg limfocyty Bi T,
ktoére wedrujac z krwig do blon Sluzowych i struktur
limfatycznych przewodu pokarmowego oraz gruczo-
tow zwigzanych z tkankg MALT i stajg si¢ takze bardzo
aktywne immunologicznie [8, 9, 17, 25]. Réwnie wazng
role na powierzchni blony sluzowej jelita, spelniaja
komorki M wystepujace w nablonku pecherzykowatym
kepek Peyera oraz nablonek towarzyszacy grudkom
limfatycznym (FAE - follicle-associated epithelium),
ktére to elementy (komorki M) wykazuja zdolnosé
transcytozy mikroorganizmoéw i makroczasteczek ze
$wiatla jelita do wnetrza organizmu, celem przetwo-
rzenia i prezentacji ich przez komoérki APC (antigen
presenting cells) [4, 20, 33]. Bardzo wazna rol¢ warun-
kujacg homeostaze w przewodzie pokarmowym oraz
w funkcjonowaniu i rozwoju GALT ssakéw stanowi
komensalna mikroflora jelitowa, ktorg takze reprezen-
tuja niektore skladniki probiotykéw [20, 31, 34, 38, 52].
Rola tej mikroflory wynika i tgczy sie takze z faktem,
ze tkanke MALT tworzy bardzo duza czes¢ leukocytow
obecnych w calym organizmie ssakow, co gwarantuje
ze w wyniku oddzialywania na nie mikroorganizmoéw,
powstaje silna reakcja immunologiczna, w tym lokalna.

Dowiedziono, Ze po dostaniu si¢ antygendw, w tym
mikroorganizméw probiotycznych do jelit, s3 one ,,roz-
poznawane” w pierwszym rzedzie m.in. przez komorki
nabtonkowe jelit, kepki Peyera, w tym komorki M,
a nastepnie dochodzi do ich prezentacji komérkom,
w tym immunologicznie kompetentnym - to jest lim-
focytom T, cho¢ takze i B [8, 17, 20, 29]. Bakterie te
oddzialywuja stymulujaco takze na takie elementy
odpornosci naturalnej jak aktywno$¢ fagocytarna
i cytotoksyczna granulocytéw i makrofagéw oraz boj-
czo$¢ komorek NK, ktore to komorki do tego dziatania
nie wymagaja antygenow zgodnosci tkankowej [3, 17,
20, 34, 38]. Wykazano, ze produkty szczepdéw probio-
tycznych jakimi sg biatka bakteryjne Bifidobacterium
(B.) longum, zwigkszaja m.in. poziom fosfodiesterazy
alkalicznej w makrofagach, powodujac zwiekszanie ich
aktywnosci bojczej w tym cytotoksycznej [49]. Bak-
terie te wraz z Lactobacillus (L.) acidophilus, aktywuja
takze proces fagocytozy komoérek PMN (granulocytow
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obojetnochonnych) i MN (monocytéw i makrofagow)
np. wobec patogennych bakterii Salmonella enterica ser.
Typhimurium [17]. Natomiast takie produkty jak fos-
fopolisacharydy pochodzace ze szczepu L. delbrueckii
sp. bulgaricus oraz L. casei w probiotykach, zwigkszaja
liczbe komoérek MN oraz zwiekszaja ich aktywnos¢
cytotoksyczng i fagocytarng. Mechanizm wzmagania
aktywnosci komorek PMN oraz MN po stosowaniu
probiotykdw, faczy sie takze ze stymulujacym oddzia-
faniem IL-1, IL-6, TNF-a oraz IFN-a, ktore sg pro-
duktami tych komorek, jak tez zwigkszaniem aktyw-
nosci enterocytow, komoérek dendrytycznych, a takze
komoérek NK (natural killer) i ich subpopulacji [17, 35,
39]. Waznym faktem jest i to, ze aktywnos¢ i efektyw-
nos¢ fagocytarna czy cytotoksyczna komoérek PMN
i MN, laczy sie z poziomem opsonizacji drobnoustro-
jow przez produkty limfocytéw B — immunoglobuliny
- gléwnie IgA i IgG [8, 17, 25, 58]. Wykazano, ze aktyw-
no$¢ GALT poprzez probiotyki, warunkowana jest
stymulacjg komoérek NK, ale takze limfocytow T [25,
31, 33, 35, 49]. Aktywacja ludzkich komérek NK zwia-
zana jest z ekspresjg ich blonowych markerow, a takze
synteza przez nie m.in. IFN-y i IL-12 [8, 17, 39, 47,
48]. Wykazano, ze po podaniu B. lactis i L. rhamnosus
- elementow probiotykow - rejestruje si¢ zwigkszong
cytotoksycznos$¢ komorek NK krwi obwodowej, nawet
wobec linii komérek nowotworowych (K-562) [49].
Natomiast probiotyki zawierajace palteczki Lactoba-
cillus sp. po kontakcie z jednojadrzastymi komdrkami
(komorki MN, limfocyty T, w tym NK) ssaczej krwi
obwodowej, aktywuja je do syntezy m.in. prozapalnych
cytokin, oprécz IL-10, typu Th-1 jak: TNF-a, IL-6,
IL-12, IL-18 oraz IL-10 i INF-y, ktdre sa elementem
determinujgcym min. dzialanie antybakteryjne i anty-
wirusowe [5, 35, 37, 38, 57]. Wykazano, ze wigkszos¢
szczepOw Lactobacillus sp. nie wywoluje silnej aktywacji
limfocytow T, ale powoduja silng indukcje monocytow
i makrofagow [38, 49, 57]. Stwierdzono, ze bakterie pro-
biotyczne wplywajac na reaktywno$¢ komorek APC
(antigen presenting cell - komorki prezentujace anty-
gen), doprowadzajac do efektu adjuwantowego [11, 49,
57]. Zarejestrowano takze, ze probiotyki wptywaja na
ogolng tolerancje immunologiczng wobec antygenow
pokarmowych, poprzez oddziatywanie na komorki
epitelialne i komoérki dendrytyczne [49, 57]. Udowod-
niono, ze zaréwno bakterie probiotyczne, jak i bakte-
rie komensalne, nie wywoluja odpowiedzi prozapalnej
skierowanej przeciw sobie, ale indukujg nieswoiste
mechanizmy odpornosciowe — odpornos¢ naturalng,
wplywajac na utrzymanie homeostazy immunologicz-
nej, przez co chronig makroorganizm przed dziataniem
drobnoustrojow chorobotwérczych [6, 27, 44, 45, 57].
Interakcja zachodzaca miedzy bakteriami probiotycz-
nymi, a elementami i skladnikami tworzacymi GALT,
to takze dzialanie zwigzane z konkurencja o receptory
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komorkowe z patogenami, co uniemozliwia tym ostat-
nim adherencje i kolonizacje przewodu pokarmowego
[47, 49, 57]. Probiotyki oddzialywujac na rozne ele-
menty GALT, nie tylko powoduja wydzielanie wspom-
nianych wielu substancji czynnych, np.: cytokin, immu-
noglobulin, czasteczek wzrostu, w tym takich substancji
bdjczych jak np.: lizozym, defensyny, ale takze wplywaja
i wzmagajg odnowe komorek przewodu pokarmowego
[31, 49, 57]. Nadto bakterie probiotyczne aktywuja
dzialanie przeciwzapalne i regulacyjne uktadu odpor-
no$ciowego, powstate na skutek infekeji jelitowych
[47, 57]. Sktadniki probiotykéw takie jak np. L. para-
casei CNCMI-4034 zmniejszajg stan zapalny w jelitach,
powstaly w wyniku infekcji Salmonella typhi, poprzez
zwigkszenie ekspresji TLR2 na komoérkach dendrytycz-
nych, jak tez wspomagajg dzialanie TGF-f2 i zmniej-
szajg wytwarzanie IL-6, IL-8, IL-12p70 i TNF-a przez
komorki dendrytyczne [4]. Przyjmuje sie, ze wynik
koncowy reakeji komdrek gospodarza z bakteriami
probiotycznymi, zalezy od kombinacji réznych mole-
kularnych wzorcéw zwigzanych z mikroorganizmami
(MAMP - microbe-associated molecular patterns),
ktére mogg wchodzi¢ w interakcje z réznymi recepto-
rami PRR (pattern recognition receptors — receptory
rozpoznajace wzorce) [34].

Pozytywny efekt dzialania probiotykow zarejestro-
wano réwniez w okresie starzenia sie makroorganizmu,
jako ze stwierdzono iz bakterie probiotyczne ,,uwraz-
liwiajg” gléwnie wspomniane komorki dendrytyczne,
gdyz w czasie tego procesu w makroorganizmie ssa-
kéw, zmienia si¢ mikro$rodowisko jelit, co skutkuje
stopniowym spadkiem funkcji odpornosciowych
makroorganizmu, w tym komoérek DC, a co okresla
sie jako immunostarzenie [11, 22, 38, 61]. Wprawdzie
obserwacji tych w pelni nie potwierdzono w bada-
niach z wykorzystaniem bakterii probiotycznych takich
jak B.longum bv. infantis CCUG 52486, B.longum
SP 07/3, L. rhamnosus GG (L.GG) i L. casei Shirota (LcS),
w ktorych zarejestrowano tylko wzrost ekspresji swo-
istych dla komérek dendrytycznych receptoréw, ale
brak bylo wyraznych i znaczacych réznic klinicznych
miedzy osobami mtodymi, a starszymi [61]. Znaczacy
jest jednak fakt, Ze komoérki dendrytyczne osob star-
szych, w odpowiedzi na wspomniane bakterie probio-
tyczne, wykazaly wzmozona produkcje bardzo waznych
cytokin, jakimi s3 TGF-p i TNF-a, w poréwnaniu do
tej reakcji u 0s6b mlodszych [61]. Dobry efekt dzia-
tania bakterii probiotycznych opisano takze w pato-
genezie niealkoholowego stluszczeniowego zapalenia
watroby (NAFLD - non-alcoholic fatty liver disease),
gdyz stwierdzono, ze komoérki NKT (natural killer
T-cells) watroby, odgrywaja istotna role w przebiegu
tego schorzenia [35, 56]. Wykazano, ze modyfikacja
flory jelitowej u myszy, poprzez podanie probiotykéw,
prowadzila do zmian w aktywnosci komoérek NKT

watroby i poprawy stanu tego narzadu [35]. W tych
badaniach wykazano takze, ze myszy karmione wysoko
tluszczowa dieta, w celu indukeji NAFLD, wykazywaty
silng reaktywno$¢ na rézne dawki probiotykéw, bedace
mieszankami szczepow VSL3; bakterii probiotycznych
Bifidobacterium (B) infantis oraz antybiotykéw. Badania
te dowiodly, ze dzialanie takie, nie tylko pozytywnie
wplywaja w na liczbe komoérek NKT w watrobie i na
tolerancje glukozy, ale takze wykazano wyplyw lipi-
dowych ekstraktéw z probiotykdw na aktywnos¢ tych
komorek [35]. W przypadku lipidéow ekstrahowanych
z VSL3, stwierdzono, ze stymuluja one komorki NKT,
zardwno in vivo jak i in vitro, natomiast w przypadku
lipidéw z B. infantis, zarejestrowano ze in vitro, obni-
zaja one aktywno$¢ komorek NKT. Wyniki te suge-
ruja, ze zmiana we florze jelitowej ma duzy wplyw na
komorki NKT watroby, cho¢ zmiany te sg specyficzne
dla szczepu, ktéry moze zawierac bakteryjne antygeny
glikolipidowe, ktore bezposrednio modulujg funkcje
efektorowe watrobowych komorek NKT [35].

3. Podsumowanie

Probiotyki wykazuja istotny wplyw na elementy
ukladu odpornosciowego w przewodzie pokarmo-
wym (GALT), co skutkuje podwyzszong odpornoscia
lokalng, ale takze ogélna, a co w konsekwencji prowadzi
do zmniejszenia oddzialywania infekcji, w tym bakte-
ryjnych, wirusowych i innych na makroorganizm. Efekt
ten laczy si¢ i zalezy od odpowiedniego szczepu bak-
terii stosowanego w probiotyku i jest to, jak sie wydaje,
kluczowe dla uzyskania dobrego efektu w zastosowaniu
probiotykdow, chociaz na efekt ich dziatania ma takze
wplyw jego dawka i czas podawania, ale i status immu-
nologiczny makroorganizmu.
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Microflora and parasitofauna of alien and invasive turtle species

Abstract: Invasiveness of alien turtles results from their impact on the functioning of the local ecosystem. It is due to predation on or
competing with resident species, but also transfer of new and unknown pathogenic bacteria, viruses, parasites, or fungi. Salmonella
is the most often reported microorganism, both in free-living and captive turtles. Zoonotic aspect of Salmonella spp. carriage has led
to the definition of RAS (Reptile Associated Salmonellosis) acquired from domestic pet reptiles. Mycobacterium spp., Leptospira spp.
and aquatic bacteria are also found in turtles. Additionally, nematode transmissions from invasive turtles to the autochthonic ones
have been described. Alien turtles were less affected by parasitic invasion than animals living in a native location, but the infestation of
alien parasites in native turtle species was usually more severe. Reports on viral or fungal infections in turtles are scarce. The identified
knowledge gaps justify the need for research which will provide basic and systematic data on microbial threats related to alien and
invasive turtles present in the natural environment of Poland. It will also give more insight in the scope and the impact of the problem on
epidemiology and public health.
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1. Wstep

Jedna z cech ekosystemu jest tendencja do utrzyma-
nia i odtwarzania charakterystycznej struktury i funk-
¢ji. Jednoczesnie stopniowe zmiany w ekosystemach
s skutkiem migracji i kolonizacji przez organizmy
zywe nowych obszaréw. Ten naturalnie powolny proces
ulegt gwaltownemu przyspieszeniu w wyniku globali-
zacji handlu i przemieszczania si¢ ludnosci. Nowe
gatunki zwierzat i roslin pojawiajace si¢ w ekosystemie
sg okreslane mianem gatunkow obcych. Ich utrzymy-
wanie si¢ ma zwykle charakter neutralny, jednak nie-
ktére moga mie¢ niekorzystny wplyw na réwnowage
ekosystemu 1 jako gatunki inwazyjne stanowié¢ zagro-
zenie dla bioréznorodnosci. Mozliwe oddzialywania
polegaja na zmienianiu siedlisk i zerowisk, konkurowa-
niu i zastepowaniu gatunkéw rodzimych lub tworzeniu

z nimi hybryd genetycznych [61].

2. Inwazyjne gatunki zolwi

Szacuje sie, ze w krajach Unii Europejskiej (UE)
wystepuje okoto 12 000 obcych gatunkéw roélin, grzy-
bow, zwierzat i drobnoustrojéow. Gady stanowia nie-
liczng grupe gatunkéw obcych. Zgodnie z obowigzu-
jacymi przepisami [60] w Polsce za inwazyjne uznaje si¢
cztery gatunki zotwi: ozdobnego, malowanego, ostro-
grzbietego i jaszczurowatego. Wystepowanie dwoch
pierwszych — Trachemys (T.) scripta i Chrysemys (Ch.)
picta - ze wzgledu na istotne szkody jakie powoduja
w $rodowisku, wymaga podjecia dziatan zapobiegaw-
czych zmierzajacych do ograniczenia ich rozprzestrze-
niania na terenie Europy [61], a ich wprowadzanie jest
zakazane [62]. Wymienione gatunki zétwi naturalnie
zamieszkujg centralng i wschodnig cze$¢ Ameryki
Pélnocnej. Ze wzgledu na niewielkie rozmiary, atrak-

cyjny wyglad i niewymagajace warunki hodowlane,

* Autor korespondencyjny: Zaklad Mikrobiologii, Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy Instytut Badawczy, Al. Partyzan-
tow 57, 24-100 Putawy; tel. 81 889 33 70; e-mail: wasyl@piwet.pulawy.pl
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w drugiej pofowie XX w. staly sie popularnymi zwie-
rzetami hobbystycznymi. Szczegdlng popularnoscia
cieszyly sie rozne podgatunki T.scripta. Ich celowe
lub przypadkowe przedostanie si¢ do srodowiska
naturalnego uwaza sie za najwieksze znane wprowa-
dzenie obcego gatunku inwazyjnego na $wiecie. Bada-
nia przeprowadzone we Wtloszech wykazaly wigkszy
zasieg terytorialny i znaczng przewage liczebng obcego
T scripta nad rodzimym zéiwiem blotnym Emys orbi-
cularis [70], ktory w Polsce i wielu krajach europejskich
jest objety $cista ochrong i kazdy gatunek obcy moze
przyczyni¢ si¢ do jego wyginiecia [69].

Oproécz wezesniej wspomnianych sposobdéw oddzia-
tywania gatunkéw inwazyjnych na srodowisko i bytu-
jace w nim gatunki autochtoniczne, nalezy réwniez
wzigé pod uwage organizmy zasiedlajgce wprowadzany
gatunek. Towarzyszace im bakterie, grzyby, pasozyty
czy wirusy mogg rowniez wplywa¢ na réwnowage
ekosystemu. Celem niniejszego artykutu jest przeglad
dostepnych danych literaturowych dotyczacych bak-
terii, pasozytow, wiruséw, drozdzakéw i plesni stwier-
dzanych u zétwi gatunkdw inwazyjnych. Szczegdlng
uwage zwrdcono na zwierzeta obecne w $rodowisku,
tak w obszarze ich naturalnego wystepowania, jak
i introdukowane, oraz notowane u nich czynniki choro-
botwdrcze o potencjalnym wplywie na zdrowie i zycie
czlowieka oraz zwierzat.

3. Bakterie
3.1. Salmonella spp.

Bakteriami najcze$ciej kojarzonymi z gadami, w tym
z z6twiami, s paleczki z rodzaju Salmonella spp. Przyj-
muje sig, ze stanowig one fizjologiczna skltadowsa flory
jelitowej gadow. Pomimo to, wyniki badan naukowych
nie s3 kompletne i jednoznaczne. Czgsto rozbiezne
wnioski z takich analiz moga wynika¢ ze stosowania
réznych metod diagnostycznych, takich jak badania
bakteriologiczne i serologiczne [11, 13, 23, 29, 43] lub
wykrywanie materialu genetycznego zarazka metoda
PCR [22, 27, 57, 69], czy tez wykorzystywania réznych
rodzajow probek (kal, wymazy z kloaki lub karapaksu,
blona sluzowa jelit, osad z terrarium) [22, 30, 45, 57,
64]. Nie bez znaczenia na réznorodno$¢ otrzymywa-
nych wynikéw badan laboratoryjnych ma tez miejsce
pochodzenia zwierzat: hodowle, ogrody zoologiczne
lub srodowisko - tak ich naturalnego zasiegu geo-
graficznego, jak i obszaréw, na ktdrych s one gatun-
kami obcymi. Dla przykladu, czgsto$¢ wystepowania
Salmonella spp. u z6twi Ch. picta i Ch. serpentina ser-
pentina (z0lw jaszczurowaty) w Ameryce Poinocnej
siegata 100% [11], chociaz z6twie tych gatunkow oraz
T scripta scripta (20tw zoltobrzuchy) i T. scripta elegans
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(z6tw czerwonolicy) bywaly tez wolne od Salmonella
spp. [47, 58, 64]. Jedne badania wskazuja, ze wyste-
powanie patogenu u T. scripta elegans nie ma zwigzku
z wielkoscig zotwia, jego kondycja i $rodowiskiem
zbiornika wodnego, z ktorego zostal odlowiony [22,
57]. Z kolei w Chinach czgsciej izolowano te bakterie
od inwazyjnych T. scripta elegans o karapaksie mniej-
szym niz 10 cm w poréwnaniu do zwierzat o wiekszych
wymiarach [68]. W badaniach przeprowadzonych
w Hiszpanii nie wykryto Salmonella spp. u przedsta-
wicieli inwazyjnych gatunkéw Graptemys (G.) pseudo-
geographica (z6tw ostrogrzbiety) i T. scripta scripta,
au T scripta elegans zarazek stwierdzano u 5,68% odlo-
wionych osobnikéw [30]. Wszystkie Ch. picta w ogro-
dzie zoologicznym w Nowym Jorku byly nosicielami
Salmonella spp., podczas gdy bakterie te odnotowano
tylko u 12,5% T. scripta elegans [53]. Patogen nie wyste-
powal w hodowlach z6twi ozdobnych, ostrogrzbietych
i malowanych w Hiszpanii [30], Niemczech i Austrii
[23] i w Japonii, w przypadku Ch. serpentina [50].

Informacje dotyczace wystepowania Salmonella
spp. u zotwi zaliczanych do gatunkéw inwazyjnych,
zwlaszcza hodowanego w domach T. scripta, w Polsce
maja charakter incydentalny. Przeprowadzone w ostat-
nich latach badania wlasne objety zaledwie szes¢ zotwi
gatunkow inwazyjnych, z ktérych jedynie u jednego
osobnika Ch. serpentina stwierdzono wystepowanie
Salmonella spp. [75].

Jeszcze rzadsze sg informacje na temat objawdw
klinicznych na tle zakazen Salmonella spp., ktorych
wystgpienie ma zwigzek zwykle z obnizeniem odpor-
nosci gada [54, 65, 69]. Sg to gléwnie stany zapalne
w obrebie ukladu pokarmowego i oddechowego, a przy
infekcji szczepem silnie wirulentnym moze pojawic sie
sepsa prowadzgca do upadkow zwierzat [35, 42, 69].
O wiele czeéciej zakazenie przebiega bezobjawowo,
z okresowym siewstwem zarazka w kale, ktéremu
sprzyja stres spowodowany schwytaniem, transportem,
duzym zageszczeniem osobnikéw w terrarium, prze-
wleklg chorobg lub ztymi warunkami hodowli [54, 65].

3.1.1. ,Reptile Associated Salmonellosis (RAS)”

Fakt siewstwa w polaczeniu z szacowanym przez
amerykanskie Centrum Zwalczania i Zapobiegania
Chorobom (Centers for Disease Control and Preven-
tion, CDC) na ponad 90% nosicielstwem Salmonella
spp. u gadow [64] stanowi istotne zagrozenie zdro-
wia czlowieka. Zatrucia pokarmowe wywolane przez
odzwierzece szczepy Salmonella spp. maja najczesciej
tagodny przebieg. Niekiedy jednak mogg mie¢ charak-
ter uogdlniony, z zejsciem $miertelnym wiacznie [4, 11,
13]. Nie tylko zanieczyszczona zywno$¢, ale rowniez
kontakt z gadami moze by¢ przyczyna salmonellozy
czlowieka. CDC szacuje, ze RAS moze odpowiada¢
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za ok. 6% z 1,4 miliona zachorowan na salmonelloze
u ludzi w USA [4, 58, 68]. W Europie epidemiologia sal-
monellozy, ktérej zrodtem zakazenia sg gady, jest ciagle
niewystarczajaco poznana [8]. Dostrzezenie problemu
RAS u dzieci w USA doprowadzito w 1975r. do zakazu
sprzedazy z6lwi o karapaksie mniejszym niz 10 cm.
Zakaz wynikal z faktu, ze dzieci w trakcie zabawy
wkladaly male z6twie do ust, co skutkowalo transmi-
sja zarazka [4, 57]. Do ograniczenia liczby zachorowan
przyczynila si¢ réwniez akcja informacyjna i wydanie
przez CDC wskazéwek dla hodowcéw gadow (http://
www.cdc.gov/features/salmonellafrogturtle/).

Rozpoznanie RAS moze ulatwi¢ identyfikacja
serowaru odpowiedzialnego za zakazenie, jak mialo to
miejsce w przypadku szescioletniej Japonki, u ktdrej
zachorowanie przebiegalo z objawami m.in. goraczki,
wymiotdw, bolu brzucha i wodnistej biegunki oraz
tagodnej niewydolnosci watroby. Dalsze badania po-
twierdzity tozsamo$¢ wyizolowanego serowaru S. Para-
typhi B z izolatem pochodzacym od T scripta elegans,
ktorym dziewczynka sie opiekowala [49]. Wbrew
powszechnej opinii, ze zwierzeta zmiennocieplne sg
zrodiem serowardw reprezentujgcych inne podgatunki
niz S. enterica subsp. enterica, od z6twi izolowano liczne
serowary nalezace do tego podgatunku: S. Anatum,
S. Galiena, S.Typhimurium, S.Thompson, S.Litch-
field, S. Chailey, S. Seftenberg, S. Stanley, S. Newport,
S. Give, S. Hull, S. Potsdam, S. Bredeney. Stwierdzano
takze przedstawicieli podgatunku salamae 4,12,27:b:
le,n,x], arizonae, houtenae 44:z FARES diarizonae 38:Lviz,
[11, 30, 43, 68, 70]. W badaniach wilasnych uzyskano
46 izolatow nalezacych do 29 serowaréw reprezentuja-
cych 3 podgatunki S. enterica: enterica (78,26%), sala-
mae (19,57%) i diarizonae (2,17%). Najczgsciej noto-
wano S. enterica subsp. enterica 4,5:b:-, S. Oranienburg,
S.Fluntern oraz S. Tennessee, przy czym ten pierwszy
wraz z S. Minnesota zostal wyizolowany réwniez od
osobnika zaliczanego do gatunku inwazyjnego [75].
W wigkszosci opublikowanych badan diagnostyka
zakazen zOtwi ograniczala sie jednak do samego wykry-
cia zarazka, bez jego pelnej identyfikacji serologicznej
[22, 45, 57]. Fakt ten, w polaczeniu z przekraczajaca
2500 liczba serowarow Salmonella [36] $wiadczy o nie-
wystarczajacym poziomie wiedzy dotyczacej epidemio-
logii Salmonella spp. wystepujacych u gadow.

3.2. Pratki

Innymi bakteriami o potencjale zoonotycznym sa
Mycobacterium spp. Notowano je u gadéw wykazu-
jacych niespecyficzne objawy kliniczne, jak obrzek
konczyn i spadek masy ciata przy niezmienionym ape-
tycie, oraz u osobnikéw zdrowych klinicznie [19, 42].
W preparatach histologicznych obserwowano zmiany
martwicze z naciekiem histiocytarnym (ziarniniaki)
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wynikajace z zakazenia M. marinum, M. fortuitum,
M. thamnopheos, M. ulcerans, M. avium [71]. W prze-
ciwienstwie do ziarniniakéw gruzliczych stwierdza-
nych u ssakow, zmiany te nie przejawialy cech zwap-
nienia [35, 71]. Mechanizm transmisji zarazka nie
jest poznany, jednak podejrzewa sig, ze wrotami zaka-
zenia jest uklad pokarmowy lub uszkodzona skéra.
Ziarniniaki spowodowane przez pratki obserwo-
wano u z6twi w plucach, watrobie, $ledzionie, skorze
i tkance podskornej, jamie gebowej, gonadach, kos-
ciach i o§rodkowym ukladzie nerwowym [42]. U nie-
ktérych osobnikéw obecno$¢ pratkéw wykrywano
metoda PCR, wyniki te nie znajdowaly jednak potwier-
dzenia w badaniach histologicznych. Pratki nalezaly
do grupy MOTT (Mycobacterium Other Than Tuber-
culosis) oraz M. haemophilum i M. nonchromogeni-
cum, ktére moga by¢ patogenami oportunistycznymi
dla cztowieka [71]. W badaniach klinicznie zdrowych
gadéw pochodzacych z hodowli M. fortuitum-like
wykryto u Ch. picta [19].

3.3. Inne bakterie

Doniesienia na temat wystepowania u zétwi innych
bakterii chorobotwdrczych sa niezmiernie rzadkie.
W badaniach poptuczyny z jamy nosowej stwierdzano
Mycoplasma spp., a odsetek wynikow dodatnich u zwie-
rzat odtowionych w roznych miejscach tego samego
zbiornika wodnego wahat si¢ od 0% do 14,3% [69].
Bakterie te wystepowaly w wymazach z worka spo-
jowkowego zaréwno wsrdd zwierzat utrzymywanych
w niewoli, jak i odlowionych ze srodowiska natural-
nego. Z tych samych probek wyizolowano tez Staphylo-
coccus lentus i Proteus spp. [14]. W badaniach przepro-
wadzonych w Stowenii stwierdzono, ze gady moga by¢
rezerwuarem Leptospira spp., ale stwierdzone u 13,8%
26twi czerwonolicych miana przeciwcial byly nizsze niz
w przypadku z6twia blotnego i byly skierowane wytacz-
nie przeciwko serowarowi Tarassovi [40]. Z kolei, swo-
iste przeciwciala przeciwko licznym serowarom Lepto-
spira spp. stwierdzono az u 89,1% zétwi czerwonolicych
odlowionych w USA [3].

W nielicznych przypadkach prowadzono ocene
jakosciowsg skladu flory jelitowej zotwi. Izolowano
Edwardsiella tarda, Escherichia coli, Enterococcus spp.,
Hafnia alvei, Serratia liquefaciens, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., Providencia spp., Proteus spp., Aero-
monas spp., Citrobacter freundii (26, 47, 53, 70].
Stwierdzono miedzy innymi, ze koncentracja bakterii
wydalanych z katem przez zétwie moze by¢ wyzsza
niz w przypadku ssakow, ale jest to zjawisko sezo-
nowe, zwigzane z zalezng od temperatury otoczenia
aktywnoscig zyciowa zwierzat zmiennocieplnych [26].
Dodatkowa zmienng moze by¢ okresowe siewstwo bak-
terii potencjalnie chorobotworczych [47].
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4. Parazytofauna zolwi

Wystepowaniu pasozytéw u inwazyjnych gatunkéw
z0twi sprzyja fakt, ze w wigkszos$ci przypadkow jest to
pierwsze lub drugie pokolenie zwierzat odtowionych
z natury. Zawleczeniu pasozyta wraz z zywicielem do
nowego regionu geograficznego (co-introduced para-
site) towarzyszy zjawisko wikariatu parazytologicznego
(co-invasive parasite), tj. zarazenia natywnych gatun-
kow zywicieli przez pasozyta obcego w danym $rodo-
wisku [41]. W odrdznieniu od zakazen bakteryjnych,
infekcje pasozytnicze nie majg charakteru zoonotycz-
nego. Transmisja pasozytéw ma miejsce zwykle pomie-
dzy gatunkami z6twi inwazyjnych i zotwiem blotnym,
czemu sprzyja podobienstwo organizmoéw i warunkow
ich bytowania. Skutkiem takiej transmisji, obok eks-
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pansji terytorialnej, jest rowniez ekspansja zywicielska
(host switching) [34, 41].

4.1. Z6lwie inwazyjne Zrédlem zarazenia
helmintami z6lwia blotnego

Najwigcej doniesien na temat wystepowania paso-
zytow u z6Otwi w ich §rodowisku naturalnym dotyczy
z6lwia czerwonolicego, u ktorego stwierdzano wiele
gatunkow helmintéw. Ta grupa pasozytow pojawia
sie najczesciej w nowym srodowisku wraz z obcym
gatunkiem zywiciela [41]. Zawleczone pasozyty przy-
czyniajg si¢ do wysokiej zachorowalnosci oraz $miertel-
nosci gatunkow natywnych, takich jak Emys orbicularis
[56, 67]. W tabeli I przedstawiono gatunki pasozytow
wystepujacych u z6twi w Ameryce Pélnocnej i w Euro-

Tabela I
Helminty wystepujace u ztwi w Ameryce Péinocnej i Europie

Ameryka Pin. Europa
Typ Rodzina Gatunek . .
Z6tw ozdobny Z6tw blotny
Przywry Heronimidae Heronimus mollis [59]
Plagiorchis mutations [38]
Polystomatidae Neopolystoma orbicularis [20, 59, 73] [73] [73]
Polystomoides coronatum [20]
Polystomoides ocellatum [38, 46, 72]
Polystomoides oris [73] [73] [73]
Spirorchiidae Spirhapalum polesianum [34, 46]
Spirorchis elegans [34] [34]
Spirorchis artericola [20, 51]
Telorchiidae Telorchis assula [38]
Telorchis parvus [38]
Telorchis stossichi [38]
Kolcogtowy | Neoechinorhynchidae | Neoechinorhynchus emyditoides [7,20,59]
Neoechinorhynchus pseudemydis [7,59]
Neoechinorhynchus chrysemydis [7,59]
Neoechinorhynchus stunkardi [7,59]
Neoechinorhynchus schmidti [7]
Neoechinorhynchus constrictus (7]
Nicienie Ascarididae Angusticaecum holopterum [74, 76] [74]
Camallanidae Camallanus spp. [56] [56]
Serpinema microcephalus [31-32] [31, 38, 74]
Serpinema trispinosum [20, 48, 59]
Cosmocercridae Aplectana spp. [31]
Gnathosomatidae Spiroxys contortus [20, 48, 59, 74] [38, 46]
Kathlaniidae Falcaustra affinis [20, 48, 59]
Falcaustra armenica [38, 46, 74]
Falcaustra donanensis [31]
Falcaustra wardi [51]
Oxyuridae Tachygonetria spp. [56] [56]
Physalopteridae Physaloptera spp. [31]
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pie, z ktorych czgs¢ byta dotad opisywana u amery-
kanskich zotwi stodkowodnych, a ich stwierdzenie
zaréwno u egzotycznych jak i autochtonicznych zétwi
europejskich moze $wiadczy¢ o ekspansji zywicielskie;j.
Nalezy tu wymieni¢ nicienie Angusticaecum holopte-
rum [74, 76], Camallanus spp. i Tachygonetria spp.
[56], Serpinema microcephalus [31, 38] oraz przywry
Neopolystoma orbiculare i Polystomoidesoris [73]. Dwa
ostatnie gatunki opisane u E. orbicularis we Francji [73],
dotarty do Europy jako gatunki zawleczone, podobnie
jak stwierdzony w Hiszpanii Spirorchis elegans [34]
oraz Spiroxys contortus obserwowany w Rumunii
i Bulgarii [38, 46], ktory dotad opisywany byt jedynie
na kontynencie amerykanskim (Tabela I). Przyktady
te dowodza introdukcji pasozyta do nowego regionu
geograficznego i jego transmisji z z6lwi egzotycznych
na autochtoniczne gatunki [34]. Nie wyjasniona pozo-
staje inwazja nicieniem Angusticaecum holopterum
u T scripta elegans w ogrodzie zoologicznym. Mozna
jednak przypuszczad, ze doszto do transmisji pasozyta
od innego zo6twia egzotycznego [76]. Dotychczas nicien
ten opisywany byl w Europie jako pasozyt E. orbicularis
[74, 76]. Zaznaczy¢ nalezy, ze Angusticaecum holopte-
rum, Tachygonetria lobata i Tachygonetria robusta
figuruja w wykazie gatunkéw obcych, wprowadzonych
i zawleczonych do Polski [24].

Istnieja takze doniesienia o wystepowaniu u zotwi
blotnych nicieni typowych dla ptazéw lub jaszczu-
rek, takich jak Physaloptera abbreviata lub Aplectana
spp., ktore dla z6twi byly prawdopodobnie pasozytami
przypadkowymi [31]. Ekspansja zywicielska zachodzi
takze w odwrotnym kierunku tj. z z6lwi rodzimych na
gatunki inwazyjne. Opisany w Hiszpanii przypadek
dotyczyl przeniesienia inwazji Serpinema microce-
phalus 1 Falcaustra donanaensis z z6twia blotnego na
T. scripta elegans [32]. Serpinema microcephalus wyste-
puje powszechnie u zotwi w regionie palearktycznym
[31, 38], podczas gdy zotwie czerwonolice w natywnym
srodowisku ulegaja zarazeniu innym gatunkiem tego
nicienia — Serpinema trispinosum. Stad tez nalezy przy-
puszczaé, ze oba gatunki nicieni zajmujg podobna nisze
ekologiczng na réznych kontynentach.

4.2. Wystepowanie i patogenno$¢ obcych pasozytow
u natywnych i obcych gatunkow zotwi

Analizujagc doniesienia dotyczgce helmintofauny
mozna zauwazy¢, ze z6lwie introdukowane do Europy
zwykle wykazuja mniejszg intensywnos¢ inwazji paso-
zytami niz osobniki wystepujace w naturalnym siedli-
sku. Moze to wynikac¢ z braku mozliwosci zakonczenia
cyklu rozwojowego obcych pasozytow w nowym $ro-
dowisku [77]. Z kolei intensywno$¢ inwazji egzotycz-
nych gatunkéw helmintéw, przeniesionych przez z6t-
wie egzotyczne na gatunki autochtoniczne jest zwykle

wieksza. Na przyczyne tego zjawiska moze skladac sie
wiele elementow, wsrdd ktérych wymienia si¢ poziom
wirulencji pasozyta, wigkszg wrazliwos¢ zotwi auto-
chtonicznych na zarazenie, czy tez brak koewolucyj-
nej historii pasozyta i zywiciela [10, 41]. Zjawisko to
potwierdzaja badania hiszpanskie [31], w ktérych
typowego dla Europy nicienia Serpinema microcephalus
obserwowano czgsciej u z6twi czerwonolicych (93,8%)
niz blotnych (66,7%). Jednoczesnie czesto$¢ zakazen
amerykanskim odpowiednikiem nicienia (Serpinema
trispinosum) u autochtonicznych zétwi czerwonolicych
ksztaltowala si¢ na nieco nizszym poziomie (85,7%)
[20]. W tym samym regionie u z6twi czerwonolicych
pasozytuje Spiroxys contortus [20], ktdry jako gatunek
obcy byl notowany w Rumunii u wszystkich badanych
26twi blotnych [46].

5. Infekcje wirusowe

Wirusy wystepujace u z0twi oraz choroby przez nie
wywolywane sg jeszcze stabo poznane. Na ogot infekcje
wirusowe wskazuje si¢ jako przyczyne upadkow zotwi
w hodowlach lub osobnikéw wolnozyjacych [12, 21,
28]. Najczesciej stwierdzana jest obecnos¢ rana-, her-
pes-, adeno-, papilloma- i poxwiruséw [5]. W zalezno-
$ci od gatunku i zjadliwo$ci szczepu wirusa, obecnosci
niekorzystnych warunkéw srodowiska bytowania zwie-
rzat lub oddzialywania czynnikow stresogennych zwig-
zanych z niewolg i zaggszczeniem, infekcje wirusowe
moga przebiega¢ ze stabo wyrazonymi objawami nie-
specyficznymi. Natomiast u padtych osobnikéw stwier-
dza si¢ zmiany anatomopatologiczne charakterystyczne
dla zakazen wirusowych o uogélnionym przebiegu [33].

U chorych zoétwi nie zawsze obserwuje si¢ objawy
kliniczne, a w przypadku zakazen wywolywanych
przez niektdre szczepy herpes- i adenowiruséw moga
one przebiega¢ bezobjawowo. Zwierzeta s3 wowczas
nosicielami i siewcami wiruséw stanowiac zagroze-
nie dla innych osobnikdéw. Jest to szczegdlnie istotne
w przypadku gdy inwazyjne gatunki zotwi zostana
wprowadzone do lokalnego ekosystemu, a wraz z nimi
przenoszona jest mikroflora saprofityczna i patogenna,
w tym réwniez wirusy. Nieznana jest rola, jakg moga
odgrywac zotwie obce w transmisji zakazen wiruso-
wych na gatunki rodzime. O mozliwosci zawleczenia
do Europy nowych szczepdw wirusa §wiadczy fakt iden-
tyfikacji adenowirusa u terapeny ozdobnej (Terrapene
ornata ornata) na Wegrzech, szczepu odmiennego od
tych dotychczas izolowanych od gadow, ktore sklasyfi-
kowano w obrebie rodziny Adenoviridae [21]. Obecnie
brak jest dowodow wskazujacych na mozliwo$¢ adap-
tacji wiruséw zawleczonych przez egzotyczne gatunki
z6twi do nowych zywicieli obecnych na kontynen-
cie europejskim. Jednak transmisja wiruséw pomiedzy
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roznymi gatunkami z6twi jest mozliwa, chociaz zakaze-
nie nie zawsze prowadzito do rozwoju objawéw choro-
bowych [37]. Niemniej jednak, obserwowano infekcje
pikornawirusami przebiegajace z duzg $miertelnoscig
20twi $rdédziemnomorskich (Testudo graeca) i indyj-
skich gwiazdzistych (Geochelone elegans) utrzymywa-
nych w tej samej hodowli [28].

Niewiele jest informacji dotyczacych infekcji wiru-
sowych u zétwi ozdobnych. W przypadku zwierzat
odlowionych ze srodowiska naturalnego stwierdzano
obecno$¢ adenowirusow z prewalencja siegajaca 27,3%
[17]. Nie wykazano natomiast zakazen powodowanych
przez rana- i herpeswirusy [69] pomimo, ze infekcje
ranawirusami sg cz¢sto notowane u ptazéw przebywajg-
cych w tym samym $rodowisku, a zélwie czerwonolice
sg wrazliwe na zakazenie [2]. Inwazyjne gatunki z6twi
moga by¢ nosicielami wiruséw patogennych dla ryb,
np. wirusa posocznicy krwotocznej (VHS). Tym samym
przyczyniaja sie do zachorowan ryb przenoszac czynnik
etiologiczny do miejsc, w ktorych choroba dotychczas
nie wystepowala [25].

6. Infekcje grzybicze

Grzyby nalezy zaliczy¢ do statych elementéw mikro-
flory srodowiska. Czg$¢ z nich, mimo bezsprzecznie
pozytecznych funkcji, stanowi¢ moze zagrozenie dla
zdrowia ludzi i zwierzat. Grzyby izolowane z hydrosfery
moga wiec w pewnym zakresie pelni¢ role wskaznikow
zanieczyszczenia Srodowiska wodnego [18, 63]. Skiad
naturalnej mykobioty zdrowych z6twi i ich $rodowi-
ska naturalnego zostaly dotychczas stosunkowo stabo
poznane [39], a jeszcze trudniej jest odnalez¢ prace
opisujgce mikoflore zo6twi inwazyjnych odlawianych
ze $rodowiska naturalnego kraju, do ktérego trafity.
W zwigzku z tym ustalenie pierwotnego zroédta pocho-
dzenia grzybow izolowanych od tych zwierzat czesto
jest niemozliwe.

W etiopatologii infekcji grzybiczych u ludzi i zwie-
rzat nalezy uwzgledni¢ wiele czynnikéw. Szczegdlng
role odgrywaja tu immunosupresja oraz predyspozycje
osobnicze. Z publikacji z zakresu mikrobiologii gadéw
wynika, ze ponad 30% schorzen diagnozowanych u tej
grupy zwierzat to grzybice [1, 55]. Informacje dotyczace
mikoflory izolowanej od z6twi ograniczajg si¢ glownie
do opisu przypadkow, ktorym towarzyszyly zmiany
chorobowe. Wsrod réznych form grzybow obser-
wowanych u zolwi nalezy wymieni¢ przedstawicieli
rodzajow: Aspergillus, Panicillium, Fusarium, Candida,
Trichophyton, Cladosporium, Curvularia, Exophiala,
Geotrichum, Scedosporium i gromady Zygomycota,
ktére, podobnie jak w grzybicach u ludzi, sa odpowie-
dzialne za zmiany narzadowe i uktadowe [1, 6, 52]. Od
20twi izolowano réwniez grzyby, ktérych wystepowa-
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nie zwiazane jest z warunkami klimatycznymi. Lacze-
nie infekeji grzybiczych u ludzi i zwierzat ze $rodo-
wiskiem wydaje si¢ procesem naturalnym [15, 16],
jednak rola z6twi jako potencjalnego wektora choréb
grzybiczych wymaga dalszych badan. Izolacje grzybow
takich jak Exophiala, Veronaea, Pleosporales, Ochroco-
niales czy Chaetothyriales moga sugerowac postepujaca
kolonizacje nowych srodowisk i mozliwos¢ wystapienia
infekeji u ludzi i zwierzat [9, 44, 66]. Okreslenie skfadu
mikoflory z6twi gatunkéw obcych jest zatem gleboko
uzasadnione zaréwno z powoddw poznawczych, jak
i epidemiologii choréb zakaznych.

7. Podsumowanie

Dostepna literatura naukowa wykazuje istotne braki
dotyczace wiedzy na temat bakterii, pasozytéw, wiru-
sOw i grzybdw wystepujacych u inwazyjnych i obcych
gatunkow zotwi. Fragmentaryczne dane dotyczg zwy-
kle okreslonego czynnika zakaznego, w tym najczesciej
paleczek Salmonella i ich roli w wywotywaniu zakazen
cztowieka. Informacje z zakresu parazytologii dotycza
gléwnie ekspansji geograficznej i zywicielskiej pasozy-
tow, a infekcje wirusowe lub mikologiczne pojawiaja
sie w opisach przypadkow klinicznych. Istnieje zatem
uzasadniona potrzeba kompleksowych i systematycz-
nych badan na rolg obcych gatunkoéw zotwi jako zrodta
drobnoustrojow i pasozytow istotnych w epidemiologii
choréb zakaznych i inwazyjnych zwierzat i ludzi.
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Bacterial metallothioneins

Abstract: Heavy metals are found in all living organisms where, as indispensable microelements (e.g. zinc, iron, copper), are involved in
endless metabolic processes. However, living organisms are also at a risk of exposure to highly toxic metals, including cadmium or lead,
which do not play any physiological role. Among multiple mechanisms associated with the maintenance of micronutrient homeostasis and
detoxification of unwanted metals, there is a family of low-molecular-weight, cysteine-rich proteins, able to chelate multiple metal ions i.e.
the metallothioneins (MTs). They are widely distributed among Eucaryota, however, they have also been found in some limited Procaryota,
including cyanobacteria, pseudomonads and mycobacteria. These bacterial MTs differ in terms of primary structure, the number and
type of metal ions they bind, as well as with regard to their physiological functions. The expression of bacterial MTs is regulated by metals
via metalosensors. MTs from cyanobacteria seem to be involved in zinc homeostasis, while in Pseudomonas they are linked to cadmium
detoxification. In Mycobacterium, MTs bind copper ions and may play a pivotal role in the virulence of these bacteria. The presence of
MTs in other groups of bacteria remains questionable. Problems with identification of new bacterial MTs are mainly associated with low
level of homology between MT amino acid sequences of different bacterial groups. Further research is needed to evaluate the physiological
functions of metallothioneins in Procaryota.

1. Introduction. 2. The history of discoveries of bacterial metallothioneins. 3. Structure and metal-binding properties of bacterial MTs.
4. Functions of bacterial metallothioneins. 5. Regulation of metallothionein gene expression. 6. Presence of metallothioneins in bacteria.

7. Summary

Slowa kluczowe: cyjanobakterie, metale cigzkie, metalotioneiny, mykobakterie, Pseudomonas
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1. Wstep

Metale cigzkie, pierwiastki o gestosci wigkszej niz
5 g/cm’, powszechnie wystepuja w komoérkach wszyst-
kich zywych organizméw i byly jednym z istotnych
czynnikéw determinujacych rozwoj zycia na Ziemi
[9]. Wérdd nich cynk, miedz, zelazo, nikiel czy kobalt
sa mikroelementami niezbednymi do prawidlowego
przebiegu wszystkich proceséw zyciowych. Metale te
s3 niezbednymi skfadnikami licznych metaloprotein
i tym samym pelnig istotne funkcje strukturalne, kata-
lityczne oraz zwigzane z wytwarzaniem energii w pro-
cesach transportu elektronéw. Biorg bezposredni udziat
w najwazniejszych procesach biochemicznych jak foto-
synteza, oddychanie wewnatrzkomoérkowe, replikacja
DNA czy ekspresja gendw [24, 45]. Inne metale, takie
jak: kadm, rte¢ czy otéw wedlug wspodlczesnej wiedzy
nie pelnig zadnych fizjologicznych funkcji, sa silnie
toksyczne nawet w mikromolowych stezeniach [21].
W tym kontekscie niezwykle interesujacy jest fakt, iz
u okrzemki morskiej Thalassiosira weissflogii kofakto-
rem anhydrazy weglanowej, enzymu biorgcego udziat

w procesie fotosyntezy, jest nie cynk, a kadm [32]. Jak
dotad jest to jedyny przypadek, w ktérym wykazano
udzial tego rodzaju metalu w metabolizmie komérko-
wym. Wszystkie organizmy zywe wyksztalcily szereg
mechanizméw umozliwiajgcych utrzymanie odpowied-
niego poziomu mikroelementéw (pierwiastkow $lado-
wych), gdyz w zbyt wysokich stezeniach staja si¢ one
toksyczne, a granica pomiedzy ich niedoborem a nad-
miarem jest waska. Ponadto konieczne s3 mechanizmy
umozliwiajgce obrong przed metalami niepelnigcymi
tizjologicznych funkcji oraz mechanizmy stuzace do
rozrézniania jonéw metali ciezkich [12, 60].

U mikroorganizmdéw mozna wyr6znic sze$¢ podsta-
wowych rodzajéow mechanizméw odpowiedzialnych za
utrzymanie homeostazy metali ciezkich w komérkach:
(i) zmniejszenie przepuszczalnosci $ciany lub blony
komoérkowej dla metali, (ii) aktywne wypompowywa-
nie jonéw z komorki, (iii) wewnatrzkomorkowa sekwe-
stracja poprzez biatka wigzace metale, (iv) wydzielanie
przez komorki substancji obnizajacych biodostepnosé
metali, (v) enzymatyczne przeksztalcenie metalu do
formy mniej toksycznej oraz (vi) adaptacje komorek do

* Autor korespondencyjny: Zaklad Genetyki, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,
ul. Lwowska 1, 87-100 Torun; tel. 56 611 45 76; e-mail: browsk@umbk.pl
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obecnosci toksycznych metali zwykle poprzez zmniej-
szenie wrazliwo$ci komponentéw komorki na metale
[2]. NiezwyKkle istotne jest, ze posiadane przez bakterie
systemy utrzymania homeostazy mikroelementow czy
mechanizmy obronne przed toksycznym dzialaniem
jonéw metali cigzkich wyrdzniajg si¢ niemal catkowitg
specyficznoscig w stosunku do metalu [53].

W komorkach eukariotycznych waznym elementem
metabolizmu metali sg niewielkie (>10kDa), bogate
w reszty cysteinowe bialka — metalotioneiny (metallo-
thioneins — MT). Reszty cysteinowe, ktdre mogg sta-
nowi¢ nawet 30% wszystkich aminokwasow, poprzez
swoje grupy tiolowe (-SH), wiaza rézne metale cigzkie
(zaréwno mikroelementy, jak i metale niefizjologiczne).
Biatka te wystepuja u roélin i zwierzat, a takze nizszych
Eucaryota, jak grzyby i glony [10, 13, 20, 29]. Metalotio-
neiny pierwotnie podzielono na trzy klasy. Do klasy I
nalezaly gléwnie zwierzece MT charakteryzujace sig
wystepowaniem 20 reszt cysteinowych rownomiernie
rozmieszczonych w calym fancuchu aminokwasowym
oraz brakiem aminokwaséw aromatycznych. Klase II
stanowily gtéwnie MT roélinne, o mniejszej liczbie
cystein zgrupowanych w domenach N- i C-koncowej
oraz posiadajace aminokwasy aromatyczne. Natomiast
do Kklasy III nalezaly syntetyzowane enzymatycznie
fitochelatyny u roélin i kladystyny u grzybow [34,
48]. Wzrastajaca w kolejnych latach liczba odkrytych
MT spowodowala, ze podziat ten byl niewystarcza-
jacy. Nadrodzina metalotionein na podstawie ukladu
i ilosci reszt cysteinowych zostala podzielona na 15 ro-
dzin, a jedna z nich stanowi rodzina MT bakteryjnych
[1]. Liczne badania potwierdzaja, ze fizjologiczne
funkcje MT u Eucaryota nie s3 ograniczone do metali
ciezkich. Metalotioneiny u czlowieka pelnig istotna
role w regulacji homeostazy cynku, reguluja jego dys-
trybucje poprzez magazynowanie, uwalnianie oraz
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przekazywanie go do transporteréw. MT wigza cynk
znacznie wydajniej niz inne metaloproteiny. Dla przy-
ktadu w ludzkich hepatocytach metalotioneiny wigza
nawet 5-10% calkowitego cynku [38]. Jednakze bio-
synteza ludzkich MT jest indukowana takze przez
hormony np. glukokortykoidy, wzmozony wysitek
fizyczny, mutageny, promieniowanie X i jonizujace,
cytokiny oraz zwigzki o wlasciwoséciach utleniajacych
[54, 59]. Metalotioneiny u Eucaryota s3 zaangazowane
w obrone komorek przed stresem oksydacyjnym, regu-
lacje niektdrych procesow rozwojowych, takze w pro-
cesy nowotworzenia i apoptozy oraz s3 niezbedne dla
prawidtowego funkcjonowania o$rodkowego ukfadu
nerwowego [46, 47]. Mimo, ze pierwsza MT zwierzeca
zostala wyizolowana niemal 60 lat temu [39], a roslinna
niemal 30 lat temu [31] ich fizjologiczne funkcje pozo-
staja nie w pelni wyjasnione.

2. Historia odkry¢ metalotionein u bakterii

Metalotioneiny bakteryjne pozostaja najslabiej po-
znang grupa metalotionein. Schemat podsumowujacy
historie odkry¢ bakteryjnych metalotionein przedsta-
wiono na rysunku 1. Pierwsza wyizolowang MT bakte-
ryjng bylo bialko z morskiej bakterii Synechococcus sp.
RRIMP N1 [42]. Pozyskane biatko charakteryzowata
sie znaczng zawarto$cig cystein, a jego ekspresja byla
indukowana przez kadm. Ze wzgledu na zbyt malg ilos¢
uzyskanego bialka poznanie sekwencji tej MT nie byto
jednak mozliwe. Kilka lat pozniej z bakterii glebowej
Pseudomonas putida, pozyskanej z osaddéw $ciekowych,
wyizolowano trzy niewielkie bialka, ktére podobnie jak
poprzednio charakteryzowaly sie znaczng liczbg cystein
ijonow metali. Bialka te nazwano ,,pseudo-tioneinami’,
ale ponownie nie udalo si¢ poznac ich sekwencji 25,

Synechococcus RRIMP N1

Synechococcus TX-20
(PCC 7942)

Pseudomonas putida

1980

2000

1970 1990

Synechococcus vulcanus

| | S
2010

Mycobacterium tuberculosis

Synechococcus PCC 6301

Pseudomonas aeruginosa
Anabaena PCC 7120
Pseudomonas putida

Rys. 1. Historia odkry¢ bakteryjnych metalotionein przedstawiona na osi czasu

Powyzej osi przedstawiono te gatunki bakterii, u ktérych metalotioneiny zidentyfikowano poprzez izolacje biatka z komorki
(ramka oznacza, ze poznana zostala sekwencja aminokwasowa wyizolowanej MT). Ponizej osi gatunki baterii,
u ktérych metalotioneiny odkryto na podstawie analizy sekwencji genomu.
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26]. W roku 1988 wyizolowano kolejne bialko zaliczone
do rodziny metalotionein ze stodkowodnej cyjanobak-
terii Synechococcus TX-20 (Synechococcus PCC 7924).
W tym przypadku oznaczono niemal pelng sekwencje
tego biatka i wykazano, ze pomig¢dzy nim a MT euka-
riotycznymi istnieje bardzo niskie podobienstwo ogra-
niczajace si¢ do duzej zawartosci reszt cysteinowych
i motywow, w ktorych sg one zgrupowane — Cys-X-Cys,
Cys-X-X-Cys oraz Cys-Cys gdzie X oznacza dowolny
aminokwas [44]. Wraz z rozwojem biologii molekular-
nej udalo si¢ zidentyfikowa¢ kolejne MT bakteryjne na
podstawie analizy sekwencji genomowego DNA: Syne-
chococcus PCC 6301 [23], Theromosynechococcus vulca-
nus [52], jednakze biatka kodowane przez odnalezione
geny nie zostaly scharakteryzowane. Blindauer i wsp. [4]
zidentyfikowali w genomach Pseudomonas aeruginosa,
P, putida i Anabaena PCC 7120 ortologi metalotioneiny
z Synechococcus PCC 7924. Na podstawie zidentyfiko-
wanych sekwencji poprzez heterologiczng ekspresje
w komorkach Escherichia coli pozyskano biatka i pod-
dano je analizie biochemicznej. Ostatnia opisang jak
dotad MT bakteryjna jest zidentyfikowana w Mycobac-
terium tuberculosis (pratek gruzlicy) metalotioneina
nazwana MymT (mycobacterial metallothionein) [22].
Pierwsze metalotioneiny bakteryjne zostaly wyizo-
lowane z cyjanobakterii Synechococcus, dlatego zostaty
nazwane SmtA. Odkrycie homologicznych biatek
u Pseudomonas spowodowalo zmiang¢ nazwy na BmtA
(bacterial metallothionein) dla calej rodziny prokario-
tycznych MT, a SmtA i PmtA odpowiednio dla MT
Synechococcus i Pseudomonas [5]. MymT z Mycobacte-
rium charakteryzowala si¢ jednak znacznie odmienng
sekwencja od poznanych wczesniej bakteryjnych meta-
lotionein, dlatego zaproponowano oddzielenie dla nich
kolejnej grupy w rodzinie tych bakteryjnych biafek.
Analiza sekwencji calych genomoéw bakteryjnych ujaw-
nila istnienie bialek zawierajacych nowy typ domeny

A Syn.PCC7942
P. putida

* % % * X k%

Syn. PCC7942
P putida

SAVDNALDETEFPASDPISP

B M. tuberculosis
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palca cynkowego — GatA. Bialka te, mimo homologii
czesci sekwencji do BmtA oraz podobnego sposobu
wigzania jonéw metali cigzkich nie s3 metalotioneinami
i zostaty wydzielone jako osobna rodzina prokariotycz-
nych bialek [4, 7].

3. Budowa i sposob wigzania jondéw metali ciezkich
przez bakteryjne MT

Metalotioneiny wiazg jednowartosciowe jony z gru-
py 11 i dwuwarto$ciowe jony z grupy 12 uktadu okre-
sowego pierwiastkow. Struktura przestrzenna MT jest
zdeterminowana przez jony metali i tylko w obecno-
$ci wlasciwego metalu biatka te przyjmujg prawidtowa
konformacje przestrzenna. Jony dwuwartosciowe sa
wigzane w konformacji tetraedrycznej, co oznacza, ze
jeden jon jest wigzany przez cztery reszty cysteinowe.
Natomiast jony jednowartosciowe sg wigzane przez
dwie lub trzy cysteiny. Cysteiny wigzace metale moga
wigza¢ rownoczesnie dwa jony (tzw. cysteiny faczace)
lub tylko jeden jon metalu — cysteiny terminalne. Naj-
lepiej poznano strukture przestrzenng MT ssaczych,
w ktdrych stwierdzono wystepowanie dwoch oddziel-
nych domen wigzacych metale: domeny [ wiazace
3 jony dwuwarto$ciowe przez 9 reszt cysteinowych oraz
domeny a, ktéra poprzez 11 cystein wigze 4 jony [55].

Sekwencje aminokwasowe metalotionein bakteryj-
nych wykazujg najwigksze zréznicowanie sposréd po-
znanych dotad rodzin metalotionein. Sposéb wigza-
nia jonéw metali cigzkich zalezy od ilosci i uktadu
reszt cysteinowych, a zatem poszczegélne bakteryjne
MT moga znacznie rdzni¢ si¢ od siebie iloscig i ro-
dzajem wigzanych jonéw. Najlepiej poznang BmtA
jest SmtA z Synechococcus PCC 7942, ktéra zawiera
56 aminokwasow, w tym 9 reszt cysteinowych. Ponadto
w sekwencji aminokwasowej tej MT stwierdzono obec-
nos¢ 3 reszt histydynowych (Rys. 2A), z ktérych dwie sa
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Rys. 2. Sekwencje aminokwasowe bakteryjnych metalotionein

Poréwnano sekwencje metalotionein reprezentujacych dwie grupy: (A) BmtA (SmtA Synecococcus PCC 7942 oraz PmtA Pseudomonas putida), (B) MymT
Mycobacterium tuberculosis oraz (C) poréwnanie sekwencji aminokwasowych metalotionein bakteryjnych SmtA, PmtA i MymT. Gwiazdkami oznaczono
identyczne aminokwasy, kolorem jasnoszarym oznaczono reszty cysteinowe, natomiast kolorem ciemnoszarym - reszty histydynowe.
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bezposrednio zaangazowane w wigzanie metali poprzez
swoj pierscien imidazolowy [3]. Cecha charaktery-
styczng, jak sadzono poczatkowo, wszystkich metalo-
tionein jest brak aminokwasdw aromatycznych, w tym
histydyn. Jednakze odkrycie MT u roslin, a nastepnie
u bakterii pokazato, ze brak aminokwaséw aroma-
tycznych jest cechg charakterystyczng tylko metalo-
tionein kregowcéw. Ponadto w przypadku roslinnych
MT wykazano, ze histydyny odgrywaja znaczaca role
nie tylko w wigzaniu metali, ale takze w rozrdznianiu
pomiedzy kadmem i cynkiem [33]. PmtA zbudowane
s3 z ponad 70 aminokwasow, posiadaja 10 reszt cyste-
inowych i zmienna liczbe reszt histydynowych - od jed-
nej do maksymalnie trzech (Rys.2A). Nalezy jednak
zauwazy, ze ilos¢ i uklad reszt aminokwasowych wia-
zacych jony metali, zwlaszcza histydyn, jest znacznie
mniej konserwowany ewolucyjnie u réznych gatunkow
Pseudomonas niz w przypadku SmtA u réznych gatun-
koéw cyjanobakterii [7]. Poréwnanie sekwencji SmtA
i PmtA (Rys. 2A) pokazuje, ze mimo znacznych réznic
w sktadzie aminokwasowym poréwnywanych metalo-
tionein uklad i ilo$¢ reszt wiazacych metale, zwlaszcza
cystein, jest wysoce konserwowany.

Analiza biochemiczna tych metalotionein z wyko-
rzystaniem spektroskopii mas, analizy elementarnej
oraz magnetycznego rezonansu jagdrowego wykazala,
ze MT Synechococcus PCC 7942 wigze 4 jony cynku
(lub kadmu) w klastrze - Zn Cys His, [3, 4, 14].

Na rysunku 3 przedstawiono schemat wigzania
4 jonéw Zn** przez SmtA. Ponadto wykazano, ze SmtA
charakteryzuje si¢ niespotykang wsréd MT z innych
organizméw cechg - jeden ze zwigzanych atomdw
cynku nie podlega wymianie na dostarczany z zewnatrz

Rys. 3. Schemat wigzania jonéw cynku (Zn) przez SmtA
z Synecococcus PCC 7942
Aminokwasy wigzgce jony metalu oznaczono: C - cysteina, H - histy-
dyna, a stojaca przy literze cyfra/liczba oznacza kolejnos¢ tego aminokwasu
w lanicuchu aminokwasowym, za [4, 7] (zmodyfikowane).
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kadm, podczas gdy typowo wigzania MT-jony metali sa
labilne i wymiana z jonéw zwigzanych z metalotioneing
na te dostarczane z zewngtrz zachodzi w czasie kilku
sekund. Ta kinetyczna bierno$¢ jednego z jonow zwia-
zanego z SmtA jest prawdopodobnie spowodowana
przez zaslonigcie go przez aminokwasy lub pozostate
jony metali [7]. SmtA jest takze zdolne do wigzania
innych jonow metali w tym miedzi czy rteci [51].

MT z Pseudomonas wydaja si¢ by¢ mniej stabilne,
bardziej podatne na utlenianie i agregacje niz te z Syne-
chococcus. Co wigcej substytucja His49 SmtA przez
Asp44 w PmtA (Rys. 2A) powoduje, ze wiagza one tylko
trzy jony cynku lub kadmu i wszystkie zwigzane jony
fatwo podlegaja wymianie na inne jony metali dostar-
czane z zewnatrz [4, 5]. W literaturze nie ma natomiast
doniesien opisujacych strukture przestrzenna jakiejkol-
wiek metalotioneiny z Pseudomonas.

MymT jest najmniejsza jak dotad poznang prokario-
tyczng metalotioneing, posiada 53 aminokwasy, w tym
7 reszt cysteinowych i dwie histydynowe (Rys.2B).
W przeciwienstwie do wyzej opisanych metalotionein,
MymT wykazuje wigksze powinowactwo do miedzi
niz do cynku czy kadmu. Wykazano, ze biatko to moze
wigza¢ od 4 do 6-7 jonéw Cu?*, natomiast najbardziej
stabilng konformacje wydaje si¢ mie¢ forma z 5 jonami
miedzi [22]. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych
SmtA, PmtA i MymT (Rys.2C) pokazuje, ze mimo
bardzo niskiego stopnia homologii pomiedzy MymT
a BmtA obserwuje si¢ podobienstwo motywow zawie-
rajacych reszty cysteinowe.

4. Funkcje metalotionein bakteryjnych

Wizystkie wyizolowane w latach 80. ubieglego wieku
MT bakteryjne, a wigc z Synechococcus RRIMP N1,
TX-20 czy P, putida pochodzity z bakterii zaadaptowa-
nych do zycia w srodowisku zawierajagcym znaczne ste-
zenia kadmu [25, 42, 44]. SmtA pojawialo si¢ w komor-
kach bakteryjnych tylko w odpowiedzi na obecnosci
kadmu i cynku, ale nie na obecno$ci miedzi [43]. Jed-
nakze poziom transkryptéw genu smtA Synecococcus
PCC 7924 wzrastal w obecnosci wielu jonéw metali:
Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb czy Zn. Ponadto gen repor-
terowy lacZ umieszczony pod kontrola promotora genu
smtA ulegal ekspresji indukowanej przez rézne metale,
jednakze najsilniejszym induktorem byl cynk. Mutanty
Synechococcus pozbawione genu smtA sa wyraznie nad-
wrazliwe na cynk, podczas gdy na kadm tylko w nie-
wielkim stopniu [58]. Nadekspresja smtA w komorkach
E. coli prowadzi natomiast do zwigkszonej akumulacji
cynku i miedzi, ale nie kadmu [51]. Co ciekawe, zwiek-
szong liczbe kopii genu smtA obserwowano w szcze-
pach Synechococcus PCC 6301 charakteryzujacych sie
zwiekszong tolerancjg na kadm [23]. Przedstawione
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wyniki sugeruja, Ze SmtA u cyjanobakterii jest zaan-
gazowane w utrzymanie homeostazy cynku, jednakze
nie mozna wykluczy¢ ich roli réwniez w detoksyfikacji
kadmu [7]. Znacznie mniej wiadomo na temat fizjolo-
gicznych funkcji MT u Pseudomonas. Poziom PmtA
u P putida i P. aeruginosa wzrastal w obecnosci kadmu
i miedzi [16], a u P, aeruginosa takze w odpowiedzi na
olow [41] co moze sugerowal udzial metalotionein
Pseudomonas w obronie komorek przed toksycznym
dziataniem metali ciezkich.

Odmienna budowa MymT i specyficzno$¢ w sto-
sunku do wigzanych metali odzwierciedla zupelnie
inne fizjologiczne funkcje MT u mykobakterii. Biatko
to zostalo odkryte w czasie poszukiwania, ktdre geny
M. tuberculosis nadaja jej oporno$¢ na jeden z testowa-
nych lekow przeciwgruzliczych. Ekspresja genu mymT
jest indukowana przez rozne metale cigzkie, ale jej
najsilniejszym induktorem jest miedz. Ponadto wzrost
poziomu mRNA obserwowano w odpowiedzi na stres
oksydacyjny, reaktywne formy azotu czy uszkodze-
nie $ciany komdrkowej bakterii. Mutanty pozbawione
genu mymT sa bardziej wrazliwe na miedz, ale nie na
inne metale ciezkie [22].

Pratki gruzlicy wieksza czes¢ cyklu zyciowego bytuja
w fagosomach makrofagdw, w ktorych w odpowiedzi
na zakazenie bakteryjne dochodzi do nagromadzenia
sie jondw miedzi. Sposéb toksycznego dziatania tych
jonéw na M. tuberculosis pozostaje niejasny, mozliwe
jest dziatanie bezposrednie lub posrednie na przyktad
poprzez generowanie toksycznych ilosci reaktywnych
form tlenu. Wirulencja M. tuberculosis jest zwigzana
z opornoscig na miedz i posiada ona przynajmniej trzy
niezalezne szlaki umozliwiajace obrong przed toksycz-
nym dzialaniem tego pierwiastka: (i) aktywne wypom-
powywanie jonéw miedzi poza komorke, (ii) oksydazy
multimiedziowe oraz (iii) biatka chelatujace miedz
w cytoplazmie, w tym metalotioneiny. Wspoldzialanie
tych mechanizméw wydaje sie by¢ niezbedne w osigg-
nieciu pelnej zjadliwosci przez pratki gruzlicy [15,
50]. Operon mymT wchodzi w sktad regulonu zwigza-
nego z opornoscig komoérek na miedz kontrolowanego
przez represor RicR, ktéry ponadto reguluje ekspresje
wielu innych genéw obecnych tylko w patogennych
szczepach Mycobacterium. Sugeruje to, ze metalotio-
neina MymT moze mie¢ bezposredni zwiazek z wiru-
lencja tej bakterii [18]. Potwierdza to réwniez analiza
dostepnych sekwencji genomdéw mykobakterii, ktora
wykazata brak genéw kodujacych MymT u szczepow
mniej lub calkowicie niewirulentnych [7]. Jednakze,
mutanty M. tuberculosis pozbawione mymT nie s3
mniej zjadliwe dla myszy niz szczepy dzikie [22]. Jest
wysoce prawdopodobne, ze calkowita utrata wirulencji
jest mozliwa tylko kiedy bakteria zostanie pozbawiona
wszystkich mechanizméw zaangazowanych w deto-
ksyfikacje miedzi [18].
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BmtA i MymT rdznig si¢ znacznie nie tylko sekwen-
Cja, ale takze wydaja sie petni¢ bardzo odmienne fizjo-
logiczne funkcje zwigzane bezposrednio z adaptacja
komorek bakteryjnych do specyficznych nisz $rodo-
wiskowych jakie zajmuja. Metalotioneiny bakteryjne
sa stabo konserwowane ewolucyjnie, a tym samym jest
bardzo prawdopodobne, ze ich fizjologiczne funkcje sg
bardzo rézne w poszczegdlnych grupach bakterii [6].

5. Regulacja ekspresji bakteryjnych metalotionein

Szacuje sie, Ze okoto 1/3 wszystkich bialek wymaga
do swojej aktywnosci jondw metali. W toku ewolucji
pojawila si¢ specyficzno$¢ biatko-metal, oznaczajaca,
ze tylko w obecnosci konkretnego metalu dane biatko
moze prawidtowo funkcjonowaé. Aktualne pozostaje
pytanie w jaki sposob poszczegolne biatka rozrézniajg
jony metali i s3 zdolne do preferencyjnego wychwy-
tywania wlasciwego jonu. Jest to niezwykle istotne
zagadnienie zwlaszcza, ze poszczegolne metale zaku-
mulowane sa w komorkach bakteryjnych w bardzo rdz-
nych ilosciach, a ponadto niektére metale fatwiej niz
inne wiaza sie z biatkami zgodnie z tzw. serig Irvinga-
-Williamsa. Zgodnie z nig najmniejsza stabilnoscig
charakteryzuja si¢ kompleksy biatek z jonami Mn** czy
Fe?**, wigksza z Cu** i Zn*, natomiast najsilniej biatka
wiaza jony Cu', Fe** oraz toksycznych metali jak kadm
czy rte¢ [60]. Jednym z mechanizméw zapewniajagcym
wigzanie odpowiednich metali przez odpowiednie
bialka jest ograniczanie ilosci wolnych jonéw metali
w komorce. Badania potwierdzaja, ze to nie metale
cigzkie rywalizuja ze sobg o wigzanie z biatkiem, ale
to biatka miedzy sobg rywalizujg o konkretny metal.
Ponadto, komorki posiadajg liczne czynniki transkryp-
cyjne zalezne od jondéw metali, ktore reguluja ekspre-
sje bialek zaangazowanych w metabolizm komérkowy
metali ciezkich. Czynniki te nazywane metalosenso-
rami (metaloregulatorami) kontrolujg ekspresje genow
kodujacych biatka odpowiedzialne za pobieranie, maga-
zynowanie lub wypompowywanie jonéw [19]. Zwigza-
nie metalu przez metalosensor powoduje zmiany w jego
konformacji, ktore umozliwiajg interakcje z DNA i tym
samym aktywacje ekspresji genu przez niego regulo-
wanego (aktywatory transkrypcji) lub przeciwnie, po
zwigzaniu metalu metalosensor staje si¢ nieaktywny
i transkrypcja genu przez niego kontrolowanego zostaje
zahamowana (represor transkrypcji). W komorkach
bakteryjnych zidentyfikowano siedem gléwnych rodzin
metaloregulatorow, ktorych nazwy pochodza od pierw-
szych zidentyfikowanych przedstawicieli: ArsR/SmtB,
MerR, CsoR/RenF, CopY, Fur, DtxR, NikR [37]. Do
rodziny ArsR/SmtB zalicza sie represory transkrypcji
regulowane przez rozne jedno- i dwuwartosciowe jony
metali cigzkich, ktore pochodza od wspdlnego przodka,
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Rys. 4. Operony, ktore podlegaja kontroli transkrypcyjnej biatek represorowych z rodziny ArsR/SmtB

Na schemacie podano réwniez od jakiego metalu zalezy dany represor oraz ekspresja jakich bialek jest przez niego regulowana [8],
zmodyfikowane.

G

smtB smtA

smtB smtA

Rys. 5. Schemat przedstawiajacy mechanizm regulacji operonu smt przez bialko SmtB w zaleznosci od st¢zenia jondw Zn**
w komorce bakteryjnej

ale w wyniku ewolucji uzyskaly odmienng specytficz-
nos¢ w stosunku do metali (Rys. 4). ArsR jest zaleznym
od arsenu/antymonu represorem operonu ars wyste-
pujacego np. u E. coli. SmtB jest natomiast zaleznym
od cynku represorem transkrypcji genu metalotionein
smtA u Synechococcus [8, 11].

Gen kodujacy SmtA u Synechococcus jest oddzielony
od genu smtB przez region pelnigcy funkcje promotora-
-operatora diugosci okoto 100 pz. Mutanty pozbawione
genu smtB cechuja sie wysoka ekspresja smtA nawet
przy braku cynku co potwierdza, ze SmtB jest zaleznym
od cynku represorem transkrypcji genu smtA [28, 40].

W obrebie sekwencji oddzielajacej geny operonu smt
wystepuja cztery miejsca, w ktorych moze dochodzi¢
do interakcji SmtB z DNA. Przy niskim st¢zeniu SmtB
wigze sie jako monomer do jednego z dwoch miejsc
(S1iS2) polozonych bezposrednio po 5 stronie genu
smtA. Kiedy stezenie tego biatka w komdrce wzrasta
powstaja dimery, ktore wiaza si¢ rownoczesnie do obu
tych miejsc [17] i dopiero wéwczas dochodzi do zaha-
mowania transkrypcji smtA [57] (Rys.5). Wigzanie
SmtB do dwdch pozostatych miejsc (S3 i S4) w DNA
zachodzi tylko przy bardzo wysokich stezeniach tego
biatka. Cynk hamuje dimeryzacj¢ tego biatka [17] lub
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zmienia jego konformacje przestrzenng, a tym samym
uniemozliwia jego interakcje z DNA i aktywuje ekspre-
sje smtA [49]. Zwiazanie wolnych jonéw cynku przez
SmtA umozliwia ponowne interakcje monomerow
SmtB i wyciszenie ekspresji smtA. SmtB jest takze regu-
latorem wtasnej transkrypcji prawdopodobnie poprzez
wigzanie si¢ z miejscami S3 i S4. Ponadto jest mozliwe,
ze istnieje dodatkowy mechanizm kontroli transkryp-
cji smtA, gdyz nawet przy braku SmtB obserwowano
wzrost ekspresji metalotioneiny smtA w odpowiedzi
na metale ciezkie [6].

U Synechocystis PCC 6803, w genomie ktorej nie
znaleziono sekwencji kodujacej biatko homologiczne
do SmtA, wystepuje operon zia (Rys. 4). W skiad ope-
ronu wchodza, podobnie jak w przypadku operonu
smt, gen kodujacy biatko represorowe ZiaR bedacy
ortologiem SmtB oraz gen kodujacy pompe ZiaA
odpowiedzialng za aktywne usuwanie jonéw cynku
z cytoplazmy do przestrzeni periplazmatycznej [56].
U innej stodkowodnej cyjanobakterii Oscillatoria bre-
vis stwierdzono obecnos¢ zaréwno metalotioneiny, jak
i pompy homologicznej do ZiaA - Bxal. Ekspresja obu
genow jest indukowana przez jony metali ciezkich, a ich
nadekspresja w E. coli daje zwiekszong opornos¢ trans-
genicznych bakterii na cynk i kadm. Wydaje sig, ze Bxal
odpowiada za szybka odpowiedz komorki na metale,
podczas gdy SmtA raczej za utrzymanie dtugotrwalej
homeostazy [36]. Ekspresja obu tych genow jest regu-
lowana przez metalosensor nalezacy do rodziny ArsA/
SmtB - BxmR [35]. Potwierdza to, ze nawet u blisko
spokrewnionych mikroorganizméw mogg istniec¢ bar-
dzo zréznicowane mechanizmy utrzymywania home-
ostazy metali [6]. Bialka homologiczne do SmtB ziden-
tyfikowano réwniez u gatunkéw bardziej odlegtych
ewolucyjnie np. Staphylococcus aureus. Bialko CzrA
odpowiada za regulacje operonu czrAB odpowiedzial-
nego za transport cynku przez btone komérkowa [30].

Za kontrole ekspresji mymT u M. tuberculosis od-
powiada represor RicR nalezacy, do innej niz SmtB,
rodziny metalosensoréw CsoR/RcnF. Represor ten kon-
troluje regulon skladajacy sie z 5 operondw zwigzanych
z homeostazg miedzi. U M. tuberculosis wystepuje tez
inny czynnik transkrypcyjny zalezny od miedzi — CsoR,
a powody wystepowania dwdch represordéw transkryp-
cji z tej samej rodziny pozostaja niejasne [27]. Przy
wysokim stezeniu miedzi RicR nie wigze si¢ z DNA
i tym samym nastepuje indukcja ekspresji mymT [18].

6. Obecnos$¢ metalotionein u bakterii

Analiza dotychczasowych doniesien dotyczacych
metalotionein bakteryjnych mogtaby sktoni¢ do stwier-
dzenia, ze biatka te nie sa szeroko rozpowszechnione
u bakterii. Jednakze odkrycie MymT sugeruje raczej,
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ze sekwencje bakteryjnych metalotionein nie sg ewo-
lucyjnie konserwowane, a brak homologii pomiedzy
metalotioneinami réznych grup bakterii moze powodo-
wac problemy z odnajdowaniem gendéw je kodujacych
w nowo sekwencjonowanych genomach. Poza niskim
stopniem podobienstwa takze niewielkie rozmiary
i niska zlozonos¢ MT moga by¢ przyczyna pomijania
ich sekwencji kodujacych w czasie automatycznych
analiz rozrastajacych sie¢ baz danych bakteryjnych
sekwencji DNA. Wiele gatunkoéw bakterii zawiera wie-
cej niz jedng kopie genu metalotioneiny w genomie,
a u niektorych wystepuja dodatkowe kopie tego genu
zlokalizowane takze w plazmidzie [7].

W wyniku przeszukana bazy sekwencji aminokwa-
sowych zdeponowanych w bazie NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov/protein) za pomoca hasta: ,metallothio-
nein bacteria” otrzymuje si¢ w sumie 4848 wyniki
(maj 2016). Interesujacy jest fakt, ze metalotioneiny
s3 w ten sposob znajdowane takze u innych bakterii
niz dotychczas w tym u Proteobacteria czy Actinobac-
teria. Jednakze analiza otrzymanych trafien ujawnia,
ze wiele z nich jest falszywych. Skrot SmtA jest mylony
z tym oznaczajacym metylotransferaze (MT) zalezng od
S-adenozylo-L-metioniny (SAM), a tym samym zna-
komita cze$¢ otrzymanych trafien mimo, ze opisanych
jako metalotioneina SmtA zawiera sekwencje metylo-
transferazy a nie metalotioneiny. Ponadto, w wielu
przypadkach otrzymana sekwencja nie spetnia w pelni
wymagan stawianych metalotioneinom np. wystepuja
tylko 4 reszty cysteinowe. Podobnie jest w przypadku
innych dostepnych baz danych np. bazy UniProt (www.
uniprot.org) zawierajacych sekwencje aminokwasowe.
Tego rodzaju analiza baz danych nie daje odpowiedzi
na pytanie o powszechno$¢ metalotionein u bakterii.
Jednakze przeszukanie baz danych z wykorzystaniem
znanych sekwencji nukleotydowych lub aminokwaso-
wych metalotionein bakteryjnych réwniez nie da nam
pelnego obrazu dystrybucji tych bialek u bakterii ze
wzgledu na mozliwy brak homologii pomiedzy zna-
nymi MT a tymi, ktére moga pozostawa¢ nieodkryte.

Zasadne tez jest pytanie, dlaczego u bakterii poja-
wily si¢ metalotioneiny skoro u tych organizméw za
utrzymanie odpowiedniego poziomu jonéw metali
ciezkich w komorce odpowiadajg przede wszystkim
transportery aktywnie usuwajace te jony poza komorke.
By¢ moze funkcje metalotionein u bakterii to co$ wie-
cej niz utrzymanie homeostazy mikroelementow czy
detoksyfikacja toksycznych metali. W przypadku Syne-
chococcus metalotioneiny mogg pelnic role rezerwuaru
cynku na wypadek jego braku w $rodowisku. Nato-
miast u M. tuberculosis istnienie wielu $ciezek obrony
przed toksycznym stezeniem miedzi wystepujacym
w makrofagach moze sugerowa¢ bardziej ztozone fizjo-
logiczne funkcje MymT, niz tylko chelatacja toksycz-
nych jonéw miedzi [7].
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7. Podsumowanie

Utrzymanie odpowiedniego stezenia metali ciezkich
u wszystkich zywych organizméw obejmuje szereg pro-
cesOw pozwalajacych na $ciste kontrolowanie stezenia
mikroelementéw i obrone przed toksycznymi metalami.
Metalotioneiny to bialka bogate w reszty cysteinowe,
powszechne u Eucaryota, ale wystepujace takze u nie-
ktorych Procaryota. Sg chelatorami jondw metali cigz-
kich i petnig bardzo wazng role zaréwno w homeostazie
mikroelementow jak i detoksyfikacji metali niepetnig-
cych fizjologicznych funkcji. U bakterii jak dotad meta-
lotioneiny zostaly zidentyfikowane tylko u cyjnaobakte-
rii, bakterii z rodzaju Pseudomanas oraz mykobakterii.
Zidentyfikowane MT bakteryjne rdéznig si¢ budowa,
rodzajem wigzanych jondéw metali cigzkich i prawdo-
podobnie pelnig odmienne fizjologiczne funkcje.

Metalotioneiny bakteryjne stanowia bardzo intere-
sujacg rodzing bakteryjnych bialek, pozostaja jednak
stabo scharakteryzowane. Ze wzgledu na niski stopien
homologii sekwencji aminokwasowej pomiedzy MT
bakterii identyfikacja nowych cztonkéw tej rodziny bia-
tek jest utrudniona. Konieczne sg dalsze badania, ktdre
pozwola stwierdzi¢ czy MT sg powszechnymi biatkami
u bakterii oraz umozliwia pelne poznanie ich budowy,
sposobu wigzania jondw, a przede wszystkim fizjolo-
gicznych funkcji. Wraz z rozwojem badan i z zasto-
sowaniem nowoczesnych technik, istnieje nadzieja,
ze mozliwe bedzie jeszcze dokladniejsze poznanie ich
mechanizmu dzialania i ustaleniu petnionych przez
nie funkgji oraz wyizolowanie kolejnych metalotionein
z mikroorganizmow.

W przysztosci wiedza ta moze miec¢ znaczacy wplyw
m.in. na poznanie mechanizmoéw wigzania i regulacji
jonéw pierwiastkow $ladowych przez bakterie pato-
genne, a tym samym mozliwo$¢ pozyskiwania nowych
terapeutykow oraz rozwdj technik bioremediacji wod,
gleby czy osaddéw z metali cigzkich. Dzigki poznaniu
petnionych przez te bialka funkcji, mozliwe bedzie
wykorzystanie ich w przemysle biotechnologicznym,
a wraz z postepem nauk biologicznych i kolejnym
odkryciom, mozliwe bedzie zastosowanie MT na szer-
szg skale w medycynie.
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Pathogenicity of Lactobacillus sp. - risk factors, identification, antibiotic resistance

Abstract: Lactobacilli are found in the mucous membrane of the mouth, in the gastrointestinal tract (GIT) and in the genitourinary
tract. It is known that lactobacilli have a beneficial effect on our health and are used in the production of fermented milk, yoghurts,
cheese, and probiotics. However, in this article I show that lactic acid bacteria also cause many diseases. Lactobacilli produce lactic acid
which acidifies the environment. There are some factors increasing the risk of infection caused by lactobacilli, such as neutropenia in
immunocompromised patients and certain underlying diseases, especially diabetes. Also, lactobacilli have a natural resistance to some
antibiotics, especially vancomycin. The identification of lactobacilli can be very difficult due to the number of species, subspecies and
genotypic or phenotypic traits. The most advanced procedures are molecular DNA-based techniques. Conventional biochemical tests
can be also used to determine some differences. Lactobacilli infection can affect both a single organ and the whole organism, causing for

example lactobacillemia. The main disease caused by lactobacilli is endocarditis.

1. Introduction. 2. Risk factors. 3. Identification. 4. Pathogenicity. 5. Conclusions
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1. Wstep

Rodzaj Lactobacillus, wchodzacy w sklad grupy bak-
terii kwasu mlekowego (LAB), jest niejednorodna pod
wzgledem molekularnym [19] grupa mikrobiologiczna.
Dany rodzaj prezentuje takze wiele roznic z punktu
widzenia wtasciwosci fenotypowych, konfiguracji
kwasu mlekowego czy fermentacji réznych weglowo-
danoéw i alkoholi (m.in. ksylozy czy mannitolu) [19].
LAB zawiera okoto 135 gatunkdéw i 27 podgatunkow [4]
izolowanych z ludzkich i zwierzecych bton $§luzowych,
zwlaszcza w jamie ustnej i jelicie. Pateczki Lactobacillus
sp. naleza do grupy bakterii Gram-dodatnich, wzgled-
nie lub $cisle beztlenowych, nieprzetrwalnikujacych
oraz czesto sprawiajacych trudnosé w identyfikacji [7].
Kolonizujg btong §luzowg jamy ustnej, przewdd pokar-
mowy i uklad moczowo-plciowy, ale nie sg sktadnikami
flory skory ludzkiej [3, 4]. Fermentuja glukoze oraz
naleza do bakterii katalazo-ujemnych [1]. Charaktery-
zuje je brak ruchliwosci i morfologiczne podobienstwo
do innych laseczek Gram-dodatnich typu Corynebacte-
rium czy Clostridium. Najcze$ciej opisywanym gatun-
kiem, wywotujacym zakazenia oportunistyczne u ludzi,
byt gatunek L. casei [4].

Paleczki Lactobacillus sp. wytwarzaja m.in. kwas mle-
kowy, co skutkuje obnizeniem pH srodowiska, w ktérym
sie znajduja. W przemysle do produkeji m.in. mleka fer-

mentowanego, jogurtow i produktow farmaceutycznych
uzywa sie wyselekcjonowanych szczepéw Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L. rhamnosus [2]. Przemyst sero-
warski korzysta z gatunkdw mezofilnych typu L. casei,
L. paracasei czy L. plantarum [4]. Rola bakterii kwasu
mlekowego zwigzana jest z ich umiejetnoscig rozkladu
bialek i ttuszczow chociaz samo dziatanie tychze pate-
czek w ludzkim przewodzie pokarmowym nie jest jesz-
cze szczegdtowo poznane. Prawdopodobnie w ludzkim
ukladzie pokarmowym LAB realizujg 4 rézne wazne dla
gospodarza funkcje: produkcja substancji przeciwbak-
teryjnych (kwas mlekowy, nadtlenek wodoru), zdolnos¢
do przylegania i wspdtzawodnictwo o receptory adhe-
zyjne z patogenami, rywalizacja z ewentualnymi pato-
genami o skladniki odzywcze oraz stymulacja ukladu
odpornosciowego [14]. Spozycie wyroboéw zawieraja-
cych tzw. probiotyki poprawia, zaréwno ilosciowo jak
i jakosciowo, mikrobiote ludzkiego przewodu pokar-
mowego. Juz na przetomie XVIII i XIX wieku rosyjski
uczony Miecznikow uwazal, ze picie fermentowanego
mleka pomaga w zatruciach pokarmowych i wptywa na
diugowiecznos¢ [14, 19, 32]. Jak pisze Fuller stosowanie
probiotykdow jest czgsto skuteczng metoda zapobiegania
wzrostowi chorobotwdrczych drobnoustrojow [14].

W toku badan nad bakteriami kwasu mlekowego
postugiwano sie rozmaitymi definicjami dotyczacymi
probiotykéw. Dawniej probiotykami nazywano bak-
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terie, zwlaszcza nalezace do grupy LAB oraz pobu-
dzajace wzrost innych drobnoustrojow [18]. Obecnie
probiotyki charakteryzuje sie jako jedng lub mieszana
kulture Zywych mikroorganizmoéw, ktére wspieraja
mikrobiologiczng réwnowage przewodu pokarmowego
oraz mogg mie¢ korzystny wpltyw na zdrowie cztowieka
[18]. Ishibashi okresla je jako zywnos¢ lub suplementy
diety zawierajace zywe kultury bakterii [19], ktdre
znajduja zastosowanie w terapii choréb jelitowych,
ale posiadaja takze potencjal patogenny i moga przy-
czyni¢ sie do powstawania zakazen oportunistycznych
[25]. WHO definiuje probiotyki jako zywe mikroorga-
nizmy, ktérych odpowiednia liczba przynosi zdrowotne
korzysci gospodarzowi [37].

De Vos przypisuje bakterie kwasu mlekowego do
typu Firmicutes, czyli Gram-dodatnich drobnoustrojow,
majacych niskg zawartos¢ guaniny i cytozyny oraz uzy-
wanych jako startery w przemystowej produkeji zyw-
nosci fermentowanej, zwlaszcza produktéw mlecznych
[11]. Badania molekularne wykazaly, ze plazmidowe
transpozony rodzaju Lactobacillus koduja wiele zwiaz-
kow przydatnych przemystowo m.in. laktoze i cytry-
nian - wlasciwos¢ ta moze by¢ wykorzystana w gene-
tycznym modyfikowaniu szczepow [11].

Mikroorganizm, bedacy probiotykiem, musi takze
tolerowa¢ trudne wewnetrzne warunki panujgce
w ukladzie pokarmowym czlowieka [30]. W celu okres-
lenia bezpieczenstwa probiotyku nalezy zbada¢ jego
potencjalng chorobotwdrczo$¢ obejmujacg wytwarzane
toksyny oraz szkodliwe substancje wydzielane na dro-
dze przemian metabolicznych [19]. Zatem warunkiem
jaki muszg spelni¢ szczepy probiotyczne jest brak sekre-
cji szkodliwych substancji (amoniak czy drugorzedowe
kwasy z6lciowe) w swoim szlaku aktywnosci metabo-
licznej gdyz dzialajg one kancerogennie na komorki
przewodu pokarmowego. Niektore gatunki posiadaja
takze zdolno$¢ wiazania, fibronektyny, fibrynogenu
oraz kolagenu, czym przyczyniaja sie m.in. do agregacji
plytek krwi [18, 22].

Jednak bakterie kwasu mlekowego zostaly uznane
ogodlnie za bezpieczne przez Amerykanska Agencje
Zywnosci i Lekéw (FDA), gdyz wcze$niejsze raporty
dokumentowaly, ze ryzyko zakazen spowodowanych
Lactobacillus sp. jest bardzo niskie oraz rzadko fatalne
w skutkach [9]. Wspoélczesne badania wykazaly, ze
nadmierne spozycie probiotykéw i produktow fermen-
towanych moze sta¢ sie przyczyng chorob i zakazen
Lactobacillus sp.

2. Czynniki zwiekszajace ryzyko zakazen
Lactobacillus sp.

Szczegolnie podatne na zakazenia bakteriami kwa-
su mlekowego sa osoby z obnizong odpornoscia, pa-
cjenci z trwalg, utrzymujaca si¢ neutropenia [1, 18, 20,

24] oraz przewlekle chorzy, zwlaszcza cukrzycy [1, 13,
16, 20, 24, 28, 30]. Ishibashi do czynnikow zwiekszajg-
cych ryzyko zakazen oportunistycznych, spowodowa-
nych zakazeniem Lactobacillus sp., zalicza: uszkodzenia
skory, przewlekle choroby, nowotwory oraz nieprawi-
dfowe stosowanie lekéw [20]. Carretto opisuje czyn-
niki wplywajace na rozwoj lactobacillemii - przeszczep
organu, immunosupresja i wczesniejsze stosowanie
wankomycyny [7].

Cannon opisuje przypadek pacjenta z ropniem
watroby, ktory na kilka miesiecy przed zakazeniem Lac-
tobacillus sp., stosowal diete bogata w napoje mleczne
zawierajace L.rhamnosus GG [5]. Gouriet okresla
ryzyko zakazenia Lactobacillus sp. jako zdecydowanie
niskie i szacuje, ze tylko 0,05-0,4% z wszystkich przed-
stawionych przypadkoéw infekcyjnego zapalenia wsier-
dzia i bakteremii, to przypadki zalezne od Lactobacillus
sp. [15]. Jednakze DuPrey szacuje jednoroczng prze-
zywalno$¢ po stwierdzeniu lactobacillemii na 48% do
69% [13]. W wiekszosci przypadkéw przyczyng zgonu
byta choroba podstawowa, niemniej jednak zakazenie
przyczynilo sie do niej w znacznym stopniu. Carretto
zwraca uwage na inng ceche bakterii kwasu mlekowego,
tj. ich zdolnos¢ do adhezji do powierzchni abiotycznych,
w tym przypadku cewnika zastosowanego u pacjenta [7].

Do czynnikéw wplywajacych na podatnos$¢ na zaka-
zenie nalezg réwniez: stosowanie antybiotykow o szero-
kim spektrum dziatania, w szczegdlno$ci wankomycyny
[1, 5,17, 18, 24, 28], stan po transplantacji [1, 5, 7, 15,
24, 28], nowotwory, wady serca, zwlaszcza zastawek [7],
nadmierne spozywanie mleka, produktéw mlecznych
[2, 5, 28] i probiotykdéw [15, 17, 30], hamowanie ukladu
immunologicznego pacjenta w trakcie transplantacji lub
leczenia [2, 13, 15, 17, 18, 24, 28], ingerencje chirur-
giczne oraz procedury inwazyjne, szczegdlnie w ukltad
oddechowy i pokarmowy [1, 7, 15], dlugi czas cewni-
kowania zylnego [15, 24]. Stad w przypadku pacjentéw
bardzo obcigzonych wskazanymi czynnikami, zwlaszcza
kardiologicznie, nalezy z duza rozwaga podchodzi¢ do
stosowania probiotykéw w postaci suplementow diety.

Wedtug Cannona prawdopodobng przyczyna 47%
przypadkow bakteryjnego zapalenia wsierdzia, spowo-
dowanego Lactobacillus sp., moglo by¢ leczenie stoma-
tologiczne lub stan uzebienia pacjenta [5]. Natomiast
w trzech przypadkach, jako przyczyne wskazano nad-
mierne spozycie produktow mlecznych [5]. W ponad
60% przypadkow bakteryjne zapalenie wsierdzia powo-
dowaly szczepy Lactobacillus casei, nastepnie Lactoba-
cillus plantarum i Lactobacillus acidophilus [18].

3. Identyfikacja Lactobacillus sp.
Bardzo trudno jest przeprowadzi¢ peing diagno-

styke mikrobiologiczng Lactobacillus sp. ze wzgledu
m.in. na trudnosci w jego hodowli oraz podobienstwo
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do innych bakterii stad koniecznos$¢ zastosowania
nowoczesnych metod molekularnych. Czesto pateczki
Lactobacillus sa mylone z Bifidobacterium lub trakto-
wane jako zanieczyszczenie hodowli, co znacznie prze-
dluza diagnostyke chorego i jego leczenie. Na podsta-
wie liczby przypadkéw oraz ciezkosci ich przebiegu

MARTA KLOS

Tabela I

Gatunki Lactobacillus wyizolowane z okreslonych miejsc zakazonych oraz zastosowana antybiotykoterapia

(materialy badane: krew, ropnie, plyn otrzewnowy
i mdézgowo-rdzeniowy, wsierdzie) za najbardziej cho-
robotwdrczy uznaje si¢ gatunek L.rhamnosus [2-4, 7,
15, 16, 18] (tab.I). Gatunek ten, razem z L. paracasei
i L. casei, posiada wazne znaczenie kliniczne wedlug
danych przedstawionych przez Russo [28].

Stosowana antybiotykoterapia

Pi$mien-

Gatunek Lokalizacja zakazenia .
skuteczna nieskuteczna nictwo
Lactobacillus sp. wsierdzie zastawki penicylina, aminoglikozydy wankomycyna, cefalosporyna, | [1]
beta-laktamy
krew penicylina, beta-laktamy, aminoglikozydy, |wankomycyna, cefoksytyna,
ampicylina, cefalotyna, streptomycyna, cefalotyna, metronidazol,
gentamycyna, cefalosporyna, cefalorydyna, |norfloksacyna,
cefazolin, cefamandol, klindamycyna, cyprofloksacyna,
tobramycyna, chloramfenikol trimetoprim-sulfametoksazol
Lactobacillus sp. krew piperacylina, tazobactam, metronidazol - [14]
L. rhamnosus krew po operacji wsta- | penicylina G + gentamycyna, penicylina V - [2]
wienia zastawki aortalnej | + probenecid
L. rhamnosus krew po drenazu ropni | penicylina G, gentamycyna, metronidazol, |imipenem, flukonazol [2]
flukonazol, erytromycyna, ciprofloksacyna
L. rhamnosus krew po wykryciu ampicylina, netylmycyna, penicylina, - [2]
ropnia kulszowo- gentamycyna
-odbytniczego
L. rhamnosus plyn otrzewnowy wankomycyna, gentamycyna, - (7]
erytromycyna
L. rhamnosus krew - tazocin, gentamycyna, [7]
wankomycyna, ryfampicyna
L. rhamnosus krew penicylina, gentamycyna, linezolid wankomycyna [15]
L. rhamnosus krew, ptyn ampicylina, ryfampicyna, erytromycyna, | benzylopenicylina, cefotaksym,| [16]
mozgowo-rdzeniowy linkomycyna, pristinamycyna aminoglikozydy, trimetoprim-
-sulfametoksazol, fluorochi-
nolony, kwas fusydowy,
tetracyklina, wankomycyna
L. rhamnosus krew ampicylina, cefotaksym, imipenem wankomycyna, amikacyna [18]
tykarcylina + kwas klawulanowy
L. rhamnosus, L. casei |krew erytromycyna, klindamycyna wankomycyna [3]
L. rhamnosus, wsierdzie ciprofloksacyna, erytromycyna gentamycyna, wankomycyna [3]
L. plantarum, L. casei ampicylina, penicylina, aminoglikozydy
L. casei infekcje zlokalizowane | ciprofloksacyna, erytromycyna penicylina, ampicylina, [3]
(np. ptuc, ropnie) cefazolin, wankomycyna
L. casei, L. paracasei |krew tigecyklina, daptomycyna, ampicylina, - [17]
amoksycylina
L. paracasei krew erytromycyna, ceftriakson, gentamycyna, - [2]
ciprofloksacyna
L. delbrueckii nerki krew ampicylina ciprofloksacyna, [6]
wankomycyna, cefepim
L. delbrueckii subsp. |krew ampicylina, gentamycyna - [2]
lactis
L. fermentum pecherzyk zétciowy linezolid wankomycyna [5]
L. curvatus krew ampicylina - [2]
L. acidophilus krew - wankomycyna [3]

Brak danych (-)
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Wedtug finskich danych z lat 1990-2000 rodzaj
Lactobacillus stanowit 0,1-0,2% wszystkich izolatow
pochodzacych z hodowli krwi pacjentéw z sepsa [30].
Badania pokazuja, ze u pacjentéw z bakteremia naj-
lepszym materialem do izolacji gatunku L. rhamno-
sus jest krew — potwierdzilo to 16 z 25 przypadkéw,
w pozostatych L.rhamnosus izolowano takze z pluc,
ropni i gardla [15]. Zazwyczaj aby okresli¢ przyna-
lezno$¢ taksonomiczng bakterii, stosuje si¢ barwienie
metodg Grama oraz okresla si¢ charakterystyczne cechy
wzrostu kolonii i wzory biochemiczne. Wspolczesne
metody taksonomii wykorzystuja techniki fenotypowe
oraz analizy genetyczne. Do metod fenotypowych zali-
cza si¢ badanie sktadu $ciany komorkowej, ,,biatkowy
odcisk palca’, czyli analiz¢ rozpuszczalnych cytoplaz-
matycznych bialek oraz elektroforetyczng ruchliwos¢
wybranych enzymdw [23]. Identyfikujac biochemicznie
prawdopodobnie dosy¢ fatwym do zidentyfikowania
tymi metodami, moze by¢ L. rhamnosus posiadajacy
ramnoze jako komponent $ciany komorkowej i mogacy
ja fermentowac. Do testow biochemicznych zaliczajg sie
jeszcze: test redukcji azotandw, utleniania glukonianu,
hydrolizy skrobi [35]. Natomiast analiza fermentacji
L-arabinozy, redukgji azotanu i wzrostu w 20°C pozwala
odnotowa¢ pewne roznice miedzy gatunkami L. reu-
teriiL. fermentum [19,23]. Finskie badania pokazaly, ze
stosujac konwencjonalne metody mozliwe jest zidenty-
fikowanie tylko 30-50% izolatow [31], doktadna iden-
tyfikacja wymaga analizy molekularnej [36].

Najpewniejsza, najdokladniejsza oraz szybka
i tanig metoda identyfikacji izolatow Lactobacillus sp.
okazalo sie uzycie metody MALDI-TOF MS (Matrix-
-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight
Mass Spectrometry), czyli jonizacje probki potaczona
z pomiarem jej masy w spektrometrze masowym [12,
34]. W przypadku badan materiatéw klinicznych, za
pomocg MALDI-TOF MS, czas ma szczegdlne zna-
czenie, gdyz wykazano bezposrednig zaleznos¢ mie-
dzy wykorzystaniem szybkich metod diagnostycznych,
a $miertelnoscig pacjentéw [12]; metoda ta znacznie
redukuje czas oczekiwania na oznaczenie gatunku. Do
zalet MALDI-TOF MS, oprdcz wczeéniej wspomnia-
nych, nalezy wiarygodno$¢ i powtarzalnos¢ wynikow
oraz zdolnos¢ do identyfikacji szerokiej gamy mikro-
organizméw [12]. MALDI-TOF MS uzywa si¢ takze do
szybkiego wykrycia wrazliwosci na antybiotyk — mikro-
organizm oporny i wrazliwy na dany antybiotyk rézni
sie w zakresie mas i posiada dwa profile widma [34].
Ograniczeniem tej metody moze by¢ wymag czystej
i dobrze wyizolowanej kultury oraz brak rozrdznie-
nia blisko spokrewnionych mikroorganizméw. Do-
datkowo w przypadku organizméw anaerobowych
bazy danych s3 jeszcze stosunkowo skgpe i wymagajg
dalszego rozszerzenia i rozwoju, a metody ekstrakcji
standaryzacji [12].
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Druga coraz czgsciej stosowang metoda jest zse-
kwencjonowanie genu 16S rRNA. Reakeja fanicuchowa
polimerazy (PCR) jest procedurg standardowa w iden-
tytikowaniu gatunkow mikroorganizméw [15]. Sekwen-
cjonowanie chromosomu plazmidowego pozwala na
dokladna klasyfikacje, odkrywanie nowych szczepdow,
wprowadzanie zmian i przeklasyfikowywanie starych
gatunkow oraz rozwdj taksonomii rodzaju Lactoba-
cillus [4]. Salminen opisuje przypadek, kiedy izolaty
potencjalnie nie nalezace do rodzaju Lactobacillus i nie
rosngce na podlozu agarowym MRS (de Man, Rogosa,
Sharpe) moga by¢ identyfikowane metoda sekwencjo-
nowania 16S rDNA [30].

Do wykrycia L. rhamnosus w probkach fermento-
wanej zywnosci lub preparatach probiotycznych sto-
suje sie¢ metode FAFLP (Fluorescent Amplified Frag-
ment Length Polymorphism) bazujacg na selektywnej
amplifikacji materialu genetycznego podczas reak-
cji PCR z trawienia genomowego DNA [4]. Reakcje
PCR prowadzi si¢ z uzyciem znakowanych fluores-
cencyjnie starterow.

Oproécz metody FAFLP skutecznymi molekularnymi
technikami sg:

1. analiza enzymow restrykcyjnych (REA-Restriction
Enzyme Analysis) - DNA jest trawione przez endo-
nukleazy restrykcyjne, nastepnie fragmenty rozdziela
sie w zelu agarozowym, a zlozony wzor jest anali-
zowany komputerowo; trudno$¢ metody polega na
doborze wlasciwych enzymoéw, dzigki ktérym pro-
gram komputerowy rozr6zni dane szczepy [19];

2. losowa amplifikacja polimorficznego DNA (RAPD-
-Randomly Amplified Polymorphic DNA) - opiera
sie na reakcji PCR, polega na przylaczaniu starteréw
w niskiej temperaturze i amplifikacji interesujacych
nas fragmentéw [19];

3. rybotypowanie — wzory restrykcyjne rRNA s3 two-
rzone przez hybrydyzacje z 23S i 16S rRNA, trawie-
nie chromosomalnego DNA i elektroforeza nastepuje
w trakcie Southern Blotting, nastepnie DNA przeno-
szone jest na membrang; rybotypowanie jest fatwiej-
sze i stabilniejsze od REA [19];

4. amplifikacja dtugosci fragmentéw polimorficznych
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
- polega na trawieniu DNA dwoma enzymami
restrykcyjnymi oraz amplifikacji fragmentéw i ich
rozdziale w Zelu poliakrylamidowym [28].

4. Chorobotworczos¢ Lactobacillus sp.

Lactobacillus sp. najczesciej powiazany jest z: zapa-
leniem wsierdzia [1, 3, 4, 7, 10], opon mézgowych [1,
3, 10, 17], sepsa [1, 10], zakazeniem drég moczowych
(1,7, 17], ukladu rodnego u kobiet [13, 17], prochnica
zebow [10, 17, 35]. Odnotowano takze pojedyncze
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przypadki zapalenia opon modzgowych spowodowa-
nego L. rhamnosus w nastepstwie bakteremii i alloge-
nicznego przeszczepu komorek krwiotwoérczych [26],
niedokrwienne zapalenie okreznicy [24], zapalenie
bton plodowych [5], wrzodziejace zapalenie okreznicy
[25], rozwarstwienie aorty i zapalenie sluzéwki macicy
[28], zakazenie u 6-dniowego noworodka prawdopo-
dobnie zwigzane z ograniczeniem wzrostu wewnatrz-
macicznego [29].

W latach 1995-2000, w Finlandii, opisano 90 przy-
padkow bakteremii spowodowanej zakazeniem Lac-
tobacillus sp., w tym 28 przypadkéw zdiagnozowano
w Centralnym Szpitalu Uniwersyteckim w Helsinkach
[30]. Arpi opisuje sze$¢ przypadkow bakteremii, w tym
pie¢ ze stanem obnizonej odpornosci jako prawdopo-
dobnym czynnikiem zwiekszajacym ryzyko zakazenia
Lactobacillus sp. [2]. Gléwne objawy zakazenia krwi
[1,3,4,17, 19] o etiologii Lactobacillus sp., to goraczka
[1,4, 6, 14], leukocytoza [1, 4], dreszcze [1, 4] i niedocis-
nienie [4, 6]. Srednia wieku pacjentéw z bakteremia
powodowang Lactobacillus sp. miescita si¢ w grani-
cach 55 a 60 roku zycia i cecha ta pojawiala si¢ bez
wzgledu na plec i towarzyszace choroby [1]. Odnotowy-
wano takze wspdlistniejace odmiedniczkowe zapalenie
nerek [1], infekcje przeszczepu aorty [1] oraz ropnie
wewnatrzbrzuszne (3, 4, 7].

Bakteremia i odmiedniczkowe zapalenie nerek
o etiologii Lactobacillus sp. to rzadki przypadek [13].
Na sepse odnerkowy skfada sie wiele przyczyn m.in.
kamica nerkowa, niekontrolowana cukrzyca, obnizona
odpornos¢. Istnieja takze niepotwierdzone przypadki
zakazen Lactobacillus sp., s3 to m.in. ropien watroby
u pacjentki z cukrzyca, ktéra przyjmowata L. rham-
nosus; zakazenie L.rhamnosus po ekstrakcji zeba
u pacjenta przyjmujacego tabletki probiotyczne do
zucia; sepsa u szesciotygodniowego niemowlecia po
doustnym podaniu Lactobacillus sp. [16].

Rodzaj Lactobacillus bytujacy w ludzkim organiz-
mie moze takze produkowa¢ glikozydazy i proteazy
umozliwiajagce rozktad ludzkich glikoprotein [28].
Wspomniane enzymy moga by¢ rowniez czynnikami
dziatajagcymi patogennie w rozwijajacym si¢ zapale-
niu wsierdzia ze wzgledu na mozliwos¢ kolonizacji
powierzchni naczyn krwionosénych [28]. Badania Harty
wykazaly, ze wiekszos¢ znajdujacych si¢ w jamie ustnej
gatunkow Lactobacillus sp. posiada zdolno$¢ do wywo-
tywania agregacji plytek krwi, w tym najwazniejsze to
gatunki L. rhamnosus, L. paracasei, L. fermentum, L. aci-
dophilus [17]. Potwierdza to zwiazek jaki przedstawit
Cannon w swoich badaniach dotyczacy wplywu inge-
rencji stomatologicznych na zapalenie wsierdzia [5].
Dodatkowo w badaniu czynnikéw patogenezy zapale-
nia wsierdzia stwierdzono, ze szczepy wywolujace te
chorobe produkuja dwa enzymy N-acetylo-beta-D-
-glukozaminidaze i alfa-D-galaktozydaze aktywujace
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bialko C podobne, oraz zaktywowany czynnik X i czyn-
nik Hagemana, ktore zaburzajg proces krzepniecia krwi
powodujac wytracanie skrzepéw fibrynowych [28].
Ponadto pateczki Lactobacillus sp. dobrze wiagzg si¢
z kolagenem typu I (wigze fibronektyne) i V (w miejscu
uszkodzonego srodbtonka), co moze miec¢ znaczenie we
wezesnych stadiach kolonizacji uszkodzonej zastawki
serca [18]. Jak donosi Harty calkowitg inhibicje agrega-
cji uzyskano dodajac do hodowli EDTA, RGDS - inhi-
bitora fibronektyny i fibrynogenu oraz rozne stezenia
dipirydamolu [18]. Podobny efekt zahamowania agre-
gacji osiagnieto redukujac dostepno$¢ jondw wapnia
i enzymow uczestniczacych w reakeji [18]. Istotne zna-
czenie ma rowniez pH $rodowiska — przy niskim pH
ros$nie ilo$¢ zwigzanego przez LAB fibrynogenu i fibro-
nektyny i nawet po powrocie do neutralnego pH bakte-
rie zatrzymujg pewien procent zwigzanych biatek [18].

Badania Bernardeau wykazaly, ze Lactobacillus sp.
moze produkowac¢ takze inne szkodliwe dla ludzkiego
organizmu substancje, np. D-mleczan i aminy bio-
genne kumulujace sie¢ w fermentowanych produktach
[4]. Wtérne zakazenia krwi o zrdodle w zakazeniach
uktadu pokarmowego wiazg sie ze zdolnoscia translo-
kacji Lactobacillus sp. przez sluzéwke jelit do krwio-
obiegu - prawdopodobng pierwotng przyczyna bylo
niedokrwienne zapalenie jelita grubego [24]. Przykla-
dem moze by¢ pacjent z wrzodziejacym zapaleniem
okreznicy, ktéry zachorowal na seps¢ w trakcie lecze-
nia probiotykami i obnizajgcymi odpornos¢ kortyko-
steroidami. Inne, potencjalnie szkodliwe, wlasciwosci
rodzaju Lactobacillus odnotowane w ludzkim przewo-
dzie pokarmowym to m.in. dekarboksylacja tyrozyny,
aktywnos¢ dekoniugacyjna kwaséw zotciowych, aktyw-
no$¢ enzymatyczna (produkcja azoreduktazy, nitrore-
duktazy, f-glukuronidazy, glikozydazy) oraz degradacja
kwasu hialuronowego [4].

Naukowcy staja przed problemem uzycia genetycz-
nie zmodyfikowanych bakterii kwasu mlekowego jako
wektoréw do przenoszenia rekombinowanych protein
w chorobach autoimmunologicznych, wrzodziejacym
zapaleniu jelita, chorobie Crohna czy nowotworach
[6]. Dowiedziono, ze zmodyfikowane mikroorganizmy
zmniejszajg stan zapalny i skutki uboczne stosowania
konwencjonalnych lekéw oraz moglyby zmniejszy¢
koszty leczenia. Oprdcz zalet metoda ta posiada wiele
wad. Gléwna jest mozliwos¢ przeniesienia antybio-
tykoopornosci ze zmodyfikowanego mikroorganizmu
na mikroflore jelitowa, a u oséb podatnych na zaka-
zenia LAB, odnotowywano zakazenia oportunistyczne
oraz dziatanie prozapalne.

Badano in vitro wplyw bakterii kwasu mlekowego
na system odporno$ciowy cztowieka [33]. Stwierdzono,
ze z czterech szczepow L. acidophilus (Lal, La3, Lalo,
Lal8), najwiekszg zdolno$¢ przylegania do monowar-
stwy komorek Caco-2, niezaleznie od stezenia jonéw
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wapnia, posiada L. acidophilus Lal i zdolnos¢ ta obniza
sie w $wiezym buforze. Wzrost spozycia Lactobacillus
sp. z pokarmem znacznie podnosi aktywno$¢ fago-
cytarng monocytdw i ogolnie zwicksza aktywnos¢
fagocytarna granulocytow, jednak efekt ogélny nie
ma wielkiego znaczenia gdyz odsetek monocytéw we
krwi jest maly [31].

5. Podsumowanie

Chociaz rodzaj Lactobacillus nie jest uwazany za
znaczaco chorobotworczy, to u pacjentéw z ostabiona
odpornoscig, moze stac si¢ przyczyng zakazen i powaz-
nych niekiedy $miertelnych choréb. Warto wzig¢ pod
uwage, ze z pozoru bezpieczny Lactobacillus sp. jest
dosy¢ trudny w hodowli i identyfikacji, czesto wybra-
nie nawet kilku metod klasycznych jest niemiarodajne.
Ze wzgledu na produkeje przez bakterie kwasu mle-
kowego wielu czynnikéw zjadliwosci, fibrynogenu czy
enzymow zaburzajacych proces krzepnigcia wydaje sig
oczywisty zwiazek tych mikrobow z chorobami serca
- zapaleniem wsierdzia czy chorobami zastawek.

Zdrowy, stabilny mikrobiom jest w pelni efektywny
w regulacji mechanizméw ochronnych czlowieka,
zatem i zdrowy organizm nie potrzebuje dodatkowych,
dostarczanych w pozywieniu badz w suplementach
diety mikroorganizméw probiotycznych.
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Francisella tularensis — a deceitful pathogen

Abstract: Francisella tularensis is an intracellular bacterial pathogen which causes a potentially lethal disease named tularemia. Some
studies have been conducted to describe and identify the virulence factors of E. tularensis. This pathogen is able to infect a variety of cells of
various hosts, including wild animals, especially rabbits, hares and rodents, and humans. This may suggest that genes of E tularensis must
adapt to many different intraorganismal environments. Still, little is known about the virulence of F tularensis. This review focuses on the
main virulence factors of E tularensis which are involved in intramacrophage replication and its survival mechanisms during infection.
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Key words: E tularensis, tularemia, virulence factors

1. Wstep

Do rodzaju Francisella przez wiele lat zaliczane
byly zaledwie trzy gatunki: E tularensis, E philomira-
gia i F novicida. Jednakze w ostatnich latach opisano
kolejne gatunki nalezace do tego rodzaju: E guang-
zhouensis, F. halioticida, F. hispaniensis, E. noatunensis
oraz E piscicida [9, 43, 49, 68, 73]. Ponadto, Wolba-
chia persica zostala przeklasyfikowana jako E persica
[49], a E novicida jako tularensis obejmuje obecnie
cztery podgatunki: E tularensis spp. tularensis — okres-
lany réwniez jako TypA, E tularensis spp. holarctica
- okreslany tez jako Typ B, E tularensis spp. mediasia-
tica oraz E tularensis spp. novicida, ktérych wystepo-
wanie jest $cisle zwigzane z obszarem geograficznym
[45]. Uwzgledniajac obszar wystepowania oraz struk-
ture genomu Typ A F tularensis podzielono dalej na
podtypy A.I'i A.II [24, 45]. Typ A wystepuje gtéwnie
w Ameryce Pélnocnej, przy czym podtyp A.I dominuje
w czgéci centralnej i wschodniej kontynentu, a pod-
typ A.Il w zachodniej czgsci Standw Zjednoczonych.
Typ B wystepuje na calym $wiecie, a w szczegdlnosci
w Europie i Azji. E tularensis spp. mediasiatica wykry-
wana byla w rejonach centralnej i srodkowej Azji, nato-
miast E tularensis spp. novicida jest rzadko izolowana,
gléwnie w Ameryce PéInocnej, Tajlandii [51] a w ostat-
nim czasie takze w Australii [35, 63, 67, 95].

Bakteria F tularensis jest wysoce zjadliwg, tle-
nowa, Gram-ujemng paleczka, o wielkosci 0,2-0,5 pm
do 0,7-1,0 pm. Jest to wewnatrzkomodrkowy patogen
- po wniknieciu do organizmu gospodarza bakteria
ta zostaje wchionieta przez makrofagi i namnaza si¢
w nich. W warunkach laboratoryjnych F tularensis
do wzrostu wymaga obecnosci cystyny badz cysteiny
w podlozu. Stwierdzono jednak wystepowanie szcze-
pow atypowych, ktore zdolne sg do wzrostu bez obec-
no$ci wymienionych zwigzkéw [8, 46, 50]. Paleczki
Francisella nie tworzg przetrwalnikdw, sg nieruchliwe
- stabo katalazododatnie, oksydazoujemne o charak-
terystycznym komoérkowym profilu kwaséw ttuszczo-
wych. Zdolne sg one do wzrostu na wigkszo$ci komer-
cyjnych podlozy z dodatkiem krwi, nie rosng lub rosng
stabo na podlozach z agarem [50, 56]. Wiekszo$¢ szcze-
pow zdolna jest do tworzenia biofilmu, co ma wpltyw
na patogeneze [61].

Ze wzgledu na bardzo niskg dawke infekcyjna,
tatwos¢ rozprzestrzeniania si¢ droga powietrzng [24]
i wysoka chorobotworczo$¢, F. tularensis wymaga spe-
cjalnego nadzoru sektora zdrowia publicznego i zali-
czana jest do niebezpiecznych czynnikéw biologicznych
kategorii A wg CDC [16].

W naturalnych warunkach bakterie te mozna izo-
lowac¢ ze skazonej wody, siana oraz gleby, gdzie moga
bytowa¢ przez wiele tygodni w warunkach obniZonej
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temperatury [59]. Rezerwuarem tego zarazka sg m.in.
myszy, szczury, nornice, wiewiorki, kroliki i zajace.

2. Chorobotworczos¢, zrédla i drogi zakazenia

Bakterie E tularensis wywolujg tularemie — ostra
chorobe zakazng ludzi i zwierzat zwang inaczej dzuma
gryzoni, dawniej goraczka krolikow (rabbit fever),
goraczka jelenich much (deer-fly fever), chorobg stra-
ganiarzy (market men’s disease) w USA, chorobg zajecy
(yato-bayo) i choroba Ohary w Japonii oraz chorobg
fowcow szczuréw wodnych w Rosji [27, 36, 37]. Tula-
remia wystepuje bardzo szeroko wsrdd wielu gatunkow,
nie tylko dzikich zwierzat: opisano przypadki wéréd
zajeczakow, gryzoni, zwierzat miesozernych, ryb, bez-
kregowcow oraz stawonogéw. Choroba moze wyste-
powa¢ réwniez u zwierzat domowych: w 2011 roku
opisano pierwszy w Europie przypadek psa chorego na
tularemie, ktory miat kontakt z dzikim zajacem [15, 66].

Wektorami tularemii moga by¢ owady ssace, takie
jak komary, pluskwy oraz kleszcze. Czlowiek moze
zakazi¢ sie E tularensis poprzez bezpo$redni kontakt
z chorym zwierzgciem, jego tkankami (przez uszko-
dzona skore, zadrapania, zranienia), droga aerogenna
(poprzez wdychanie pytu roslinnego zanieczyszczonego
odchodami gryzoni), droga pokarmowa (poprzez spo-
zywanie skazonej zywnosci lub wody), przez spojowki
w wyniku zatarcia oczu brudnymi palcami oraz uka-
szenia zakazonych stawonogéw [28]. W ostatnim czasie
coraz czedciej odnotowywane sg przypadki odkleszczo-
wego zakazenia tularemig [25, 39,75].

Paleczki F tularensis w kleszczach namnazaja si¢
bardzo intensywnie. Zakazenie kleszcza moze nastapi¢
we wszystkich jego fazach rozwojowych (larwa, nimfa),
co oznacza mozliwo$¢ przebywania bakterii w organi-
zmie kleszcza w ciggu calego jego zycia, tj. nawet kilka
lat. Zakazony kleszcz moze przenosi¢ zarazek posrod
ludzi i zwierzat przez wszystkie swoje fazy rozwoju
(transtadialnie), oraz poprzez skladanie jaj (trans-
owarialnie). Dzigki takim rezerwuarom w naturalnym
ognisku infekcja moze istnie¢ nieograniczenie dtugo,
poprzez cyrkulacje zarazka: gryzon jako dawca - sta-
wondg jako przenosiciel — gryzon jako biorca. Dzieki
temu zarazek przechowuje si¢ w okresach miedzyepi-
demicznych i przy sprzyjajacych warunkach powoduje
nowe epizootie i epidemie [48].

Tularemia u cztowieka przyjmuje nastepujace posta-
cie kliniczne: wrzodziejaca, wezlows, alginows, Zotad-
kowo-jelitows, plucng, ocznowezlowy oraz durows.
[1]. E tularensis moze wywolywaé réwniez zapalenie
wsierdzia. [22] Na uwage zastuguja nietypowe formy
lub objawy tej rzadkiej choroby, ktdre czesto mylone sg
z innymi chorobami chociazby takimi jak: mononukle-
oza zakazna, atypowe zapalenie pluc, choroba kociego
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pazura czy gruzlica weztéw chlonnych [7]. Wyste-
powanie objawow niespecyficznych i nieprawidtowa
diagnoza przyczynia si¢ do pominiecia choroby i nie-
prawidlowego leczenia. Taka sytuacja wplywa czesto
na niedoszacowanie danych epidemiologicznych oraz
utrudnia monitorowanie rozprzestrzeniania si¢ cho-
roby. Utrudnione zostaje wowczas oszacowanie ryzyka
zagrozenia zdrowia w spoleczenstwie i tym samym
adekwatna reakcja na ewentualne ryzyko epidemii.
Ma to szczegolne znaczenie w przypadku zagrozenia
bioterrorystycznego. [83].

Podgatunki F tularensis drastycznie roznig si¢ cho-
robotworczoscig dla cztowieka. E tularensis spp. tula-
rensis charakteryzuje bardzo niska dawka zakazna od
10 do 50 komorek bakteryjnych oraz $miertelno$¢ na
poziomie 5-30%. Zakazenia F tularensis spp. holarctica
majg tagodniejszy przebieg, a przypadki $miertelne zda-
rzaja si¢ rzadko [90]. Zakazenia E tularensis spp. novicida
odnotowywane sa sporadycznie w niektérych rejonach
Ameryki Poludniowej i Australii. Natomiast F. tularensis
spp. madiaasiatica nie wywoluje zakazen u ludzi [106].
Pomimo znaczacych réznic w zjadliwosci tych czterech
podgatunkow E tularensis sa one w 95-98% identyczne
na poziomie genetycznym [17, 92, 93].

3. Wystepowanie choroby

Tularemia wystepuje endemicznie w wiekszosci
krajow europejskich. Liczba przypadkéw zachorowan
zwykle nie przekracza 1000 w ciggu roku w krajach Unii
Europejskiej. Na obszarach, takich jak Finlandia i Szwe-
cja, ogniska zawierajace powyzej setki przypadkow reje-
strowane s3 co najmniej raz na dziesie¢ lat. W innych
rejonach ogniska wystepuja sporadycznie. W Hiszpanii
w latach 1997-2007 zarejestrowano 916 przypadkow
tej choroby u ludzi. W latach 2006-2011 najwieksze
epidemie mialy miejsce w Finlandii w liczbie 1565
przypadkow (z ktérych powyzej 400 zanotowano
w roku 2006, 2007 oraz 2009), oraz w Szwecji w liczbie
1875 przypadkéw [71, 87]. W Niemczech od 2005 roku
zaobserwowano wzrost liczby zachorowan na tulare-
mie. W ciagu kolejnych 6 lat, liczba potwierdzonych
przypadkow wyniosta 109 [87], podczas gdy w ciagu 49
poprzednich lat catkowita liczba przypadkéw wynosita
184 [41, 84]. W pozostalych krajach Unii Europejskiej
liczba zarejestrowanych w tym okresie przypadkéw
wynosita od 50 do 100. W Polsce ogniska epidemiczne
wystepowaly gltéwnie na poélnocy kraju. W latach
2000-2010 zostato w sumie zarejestrowanych 25 przy-
padkow tej choroby na terenie calego kraju. Wediug
danych NIZP-PZH, zanotowano 58 przypadkoéw tulare-
mii u ludzi wlatach 1996-2014, przy czym w roku 2011
oraz 2012 odnotowano po 6 przypadkéw tej choroby.
W 2013 liczba zachorowan wzrosta do 8 zdiagnozowa-
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nych przypadkoéw, a w 2014 potwierdzono ich siedem
[57]. W czasie ostatnich 50 lat wiekszo$¢ odnotowanych
przypadkoéw tularemii w Polsce zwigzana byta z praca
przy krolikach i dotyczyta septycznej i durowej postaci
tej choroby. Ostatnio coraz czgsciej odnotowywana jest
posta¢ wrzodziejaco-wezlowa, rozwijajaca si¢ po uka-
szeniu kleszcza lub innego stawonoga [62].

4. Wewnatrzkomorkowy cykl zyciowy F. tularensis

Po dostaniu si¢ do organizmu ssakéw E tularensis
wnika do makrofagéw. Jednakze badania wykazaly,
ze posiada zdolno$¢ wnikania i przezywania w roz-
nych typach komoérek, m.in. komérkach dendrytycz-
nych, neutrofilach, hepatocytach, nablonkowych ko-
morkach ptucnych.

FE tularensis wnika do komoérek na drodze nietypo-
wego mechanizmu fagocytozy zapetlajacej (looping
phagocytosis), ktory wykorzystuje przebudowe aktyny
przez szlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
ijest silnie zalezny od obecnosci czynnika C3 komple-
mentu i receptora CR3 [19]. Bakterie te mogg réwniez
wnika¢ do komdrek poprzez receptory mannozowe,
receptory zmiatacze klasy A typuIill, a takze receptory
Fcy [69, 70, 81]. Po wniknieciu do komdrki makrofaga
FE tularensis zmienia normalny proces bakteriobdjczy:
przeciwdziala indukcji wybuchu tlenowego ograni-
czajac w ten sposob narazenie komorek bakteryjnych
pobranych przez makrofaga, na dziatanie aktywnych
form tlenu. E tularensis modyfikuje proces dojrzewania
fagosomu w taki sposob, aby komorki bakteryjne mialy
kontakt z procesami endocytarnymi tylko przejsciowo.
Bakterie E tularensis na poczatku przebywaja w prze-
strzeni utworzonej przez bfon¢ komoérkowg makrofaga,
ktéra pobiera ograniczong ilo§¢ markeréw wczes-
nego endosomu i poéznego endolizosomu, takich jak
EEA1, CD63, LAPM1 i LAMP2. Wakuola zawierajaca
F tularensis nie pobiera kwasnej hydrolazy katepsyny D
i nie laczy si¢ z lizosomem. Nastepnie FE tularensis
ucieka z fagosomu do cytozolu komorki, gdzie zaczyna
sie intensywnie namnaza¢. Intensywnie namnazajaca
sie w cytozolu F tularensis doprowadza ostatecznie
do $mierci komorki, opuszcza jag i infekuje nastepne
komorki [20, 69].

5. Czynniki zjadliwosci F. tularensis

Geny wirulencji bakterii sa czesto zlokalizowane
w obrebie ruchomych elementéw genetycznych, takich
jak plazmidy, transpozony, bakteriofagi, wyspy pato-
gennosci, ktore mogg by¢ wymieniane pomiedzy bak-
teriami na drodze horyzontalnego transferu gendéw.
Jednakze badania wskazujg, ze w przypadku czterech
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podgatunkéw E tularensis geny zwigzane ze zjadli-
woscig nabyte zostaly droga wertykalnego transferu
genéw. Analiza genomu F tularensis pozwolila ziden-
tyfikowaé 30 genow, ktore mogly zosta¢ nabyte na
drodze horyzontalnego transferu. Jednak zaden z nich
nie koduje potencjalnych czynnikéw zjadliwosci [35,
88-89]. Zidentyfikowano tylko jedng wyspe patogen-
nosci zwang FPI (Francisella Pathogenicity Island),
ktora jest zwigzana z patogennymi wlasciwosciami tego
drobnoustroju [33, 64]. Poréwnanie catych genomoéw
patogennych i niepatogennych podgatunkéw E tularen-
sis pokazalo, ze patogenne podgatunki wyewoluowaty
z niepatogennych na drodze rearanzacji genomu, muta-
¢ji punktowych oraz niewielkich delecji i insercji [77].
Ponizej przedstawiamy krotka charakterystyke czynni-
kow, ktore zostaly zidentyfikowane jako kluczowe w zja-
dliwosci E tularensis. Jednakze nalezy zwrdci¢ uwage,
ze ze wzgledow bezpieczenstwa, badania prowadzone sa
zazwyczaj na szczepach o obnizonej zjadliwosci, takich
jak E tularensis spp. holarctica LVS (atenuowany szczep
szczepionkowy) czy E tularensis spp. novicida, rzadziej
na wirulentnym szczepie laboratoryjnym FE tularensis
spp. tularensis Schu $4, co moze dostarcza¢ informa-
cji nie obejmujacych wszystkich cech wystepujacych
u szczepow klinicznych.

5.1. Otoczka

Otoczka chroni bakterie przed lizg powodowang
przez sktadniki komplementu, fagocytoza oraz roz-
poznaniem przez uklad immunologiczny. Wydaje
sie, ze wytwarzanie antyfagocytarnej otoczki przez
drobnoustrdj wewnatrzkomorkowy, jakim jest E tula-
rensis, moze utrudnia¢ proces wnikania do komorek
gospodarza. Jednak patogen ten potrafi manipulowaé
mechanizmami komoérkowymi gospodarza w celu ogra-
niczenia stanu zapalnego i zwigkszenia wewnatrzko-
morkowej przezywalnosci [35].

Otoczka F tularensis tworzy strukture o grubosci
okoto 0,02-0,04 um. Zbudowana jest z polisacharydu
identycznego jak antygen O stanowiacy skladnik lipo-
polisacharydu (LPS). Jej wielkos¢ molekularna osza-
cowana zostala na 100-250 kDa. W cze$ci rdzeniowej
zawiera powtdrzenia tetrasacharydowe 2-acetamido-
-2,6-dideoxy-o-glukozy (0-QuiNAc), 4,6-dideoksy-4-
-formamido-D-glukozy (0-Qui4NFm) i 2-acetamido-
-2-deoksy-o-galaktrunoamidu (o-GalNAcAN), przy
czym liczba jednostek o-GalNACAN jest dwukrotnie
wieksza niz pozostalych dwdch cukrow [2, 34, 47].

Genami odpowiedzialnymi za wytwarzanie otoczki
sqg wbtAl, wbtA2, wbtC, wbtl, wbtM oraz FTL0708.
Pojedyncza delecja wbtA I, wbtA2, wbtC, wbtl lub wbtM
skutkuje utratg zaréwno otoczki, jak tez antygenu O
LPSu, co wskazuje na wspolng $ciezke biosyntezy anty-
genu O otoczki i LPSu. Natomiast delecja genu FTL0708
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powoduje, ze otoczka nie jest wytwarzana, ale LPS
powstaje normalnie, co wskazuje na istnienie genéw
specyficznych tylko dla otoczki [2]. Z kolei badania
Lindemann i wsp. wykazaly, ze geny waaY i waal sa
konieczne do wytwarzania otoczki przez szczep Schu
§4 [52]. Co ciekawe, locus capBCA, homologiczny do
genow cap Bacillus anthracis odpowiedzialnych za
wytwarzanie otoczki zbudowanej z kwasu poli-D-glu-
taminowego u tego drobnoustroju, nie wptywa na zdol-
no$¢ wytwarzania otoczki E tularensis. Ma on jednak
istotne znaczenie dla wirulencji poniewaz mutanty
E tularensis w capBCA lub capB s3 atenuowane zar6wno
in vitro jak i in vivo [2, 78, 86].

5.2. Lipopolisacharyd

Lipopolisacharyd (LPS), zwany endotoksyna bakte-
ryjna, jest jednym z bardziej istotnych komponentéw
wiekszosci bakterii Gram-ujemnych, wywierajacym
duzy wplyw na przebieg infekcji. Jest to integralny
skladnik blony komoérkowej, niezbedny do prawidlo-
wego funkcjonowania drobnoustroju, stanowigcy ok.
70% jego powierzchni. Oprécz podstawowych funk-
cji zyciowych komorki bakteryjnej LPS jest waznym
czynnikiem chorobotwoérczym, ktéry stymuluje uklad
odpornosciowy gospodarza. LPS w swej strukturze
posiada lipid A, rdzen oligosacharydowi oraz O-anty-
gen [34, 94]. Budowa LPS E tularensis posiada wiele
unikalnych struktur, wskazujgcych na jego niskg tok-
syczno$¢: lipid A, ktdry jest asymetryczny, posiada dtuz-
szy tancuch kwasow ttuszczowych (16-18 weglowych)
oraz cztery podstawniki acylowe. Jest niefosforylowany
lub monofosforylowany w pozycji 1. U wigkszosci
bakterii gram ujemnych lipid A jest sze$cioacylowany,
a jego tancuchy sg 12-14 weglowymi taiicuchami oraz
posiada dwie grupy fosforylowe w pozycji 1’ i 4. Uni-
kalny charakter lipidu A objawia si¢ mozliwoscig jego
wystepowania jako wolny lipid (bez komponentéw
rdzenia oraz antygenu O [94]. Réznice w budowie
lipidu A E tularensis moga mie¢ wplyw na zmniejszong
aktywacje bialek wychwytujacych LPS oraz aktywno$¢
receptora TLR4/MD-2 , wywolujac tym samym stabsza
odpowiedz immunologiczng gospodarza [46]. Badania
wykazaly, iz LPS drobnoustrojéw z gatunku E tularen-
sis spp. novicida wywoluje silniejsza odpowiedz immu-
nologiczng niz szczepu LVS stymulujac makrofagi do
produkcji IL-12 oraz TNFalfa [80].

Antygen O gatunku E tularensis spp. tularensis oraz
E tularensis spp. holarctica zawiera 15 gendéw kodujg-
cych otoczonych transpozaza natomiast E tularensis
spp. novicida posiada tych genéw tylko 12 z czego
osiem jest homologicznych z podgatunkiem F tularen-
sis spp. tularensis. Trzy geny wystepujace tylko u F tula-
rensis spp. holarctica to wzy, wzx i wbt. Natomiast
delecja trzech silnie konserwowanych genéw wbtDEF
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w szczepach E tularensis spp. novicida i F tularensis
spp. tularensis Schu S4 powoduje utrate zdolnosci do
wytwarzania antygenu O i obnizenie patogennosci tych
szczepdw dla myszy. Ale co ciekawe tylko mutanty Schu
$4 pozbawione wbtDEF utracily zdolnos¢ do wzrostu
w mysich makrofagach. Mutanty F tularensis spp.
holarctica LVS pozbawione wbtDEF réwniez nie wytwa-
rzaly antygenu O, ale wcigz byly w stanie namnazac si¢
w ludzkich makrofagach [78].

Niska aktywnos$¢ LPS E tularensis w organizmie
gospodarza powoduje stabszg odpowiedz immunolo-
giczng i tym samym wplywa na ograniczone rozpo-
znanie wnikniecia tego drobnoustroju do organizmu
czlowieka. Dzieki temu E tularensis moze przez odpo-
wiedni czas, umozliwiajacy jej przejscie do kolejnych
etapow zakazenia, pozosta¢ niezauwazona przez orga-
nizm gospodarza.

5.3. Pili typuIV

Pili typu IV (Tfp) s3 waznym czynnikiem wirulencji
wielu gram-ujemnych patogendéw, w tym takze E tula-
rensis. Biorg one udzial w adhezji, agregacji komorek
bakteryjnych, poruszaniu si¢, tworzeniu biofilmu,
kolonizacji organizmu gospodarza, a takze pobieraniu
obcego DNA [55, 78, 85]. Obecnos¢ pili u E tularensis
zaobserwowano po raz pierwszy stosunkowo niedawno,
bo w 2004 r. [30].

Klaster genow Tfp u podgatunkéw E tularensis spp.
tularensis, E tularensis spp. holarctica oraz E tularen-
sis spp. novicida zawiera 14 gendw kodujacych biatka
blony zewnetrznej, biatka blony wewnetrznej, ATPazy
i podjednostki piliny, czyli bialka strukturalne pili.
Wykazuja one homologi¢ do gendéw pili typu IV Neisse-
ria i Pseudomonas [30, 78]. Wiokienko pili E tularensis
zbudowane jest z 5-6 podjednostek piliny PilE1-PilE6.
Wszystkie 6 genéw kodujacych podjednostki piliny
jest obecnych w szczepach E tularensis spp. tularensis
i E tularensis spp. novicida. Szczepy F. tularensis spp.
holarctica zawieraja rézne mutacje (delecje, skroce-
nia) w obrebie genoéw pilE1, pilE2 lub pilE3. PilE4 jest
niezbedne do skfadania pili u wszystkich trzech pod-
gatunkow E tularensis. Natomiast rola PilE5 i PilE6
w skladaniu pili i w wirulencji nie jest poznana [78-79].
Pozostale geny zwigzane z wytwarzaniem pili typu IV
u E tularensis wydaja si¢ mie¢ istotna role w wirulen-
¢ji tych bakterii. Przykladowo, delecja genu biatka
blony wewnetrznej pilC albo delecja genu pilQ kodu-
jacego bialko blony zewnetrznej powoduje atenua-
cje szczepu Schu $4 dla myszy [26]. ATPazy PilF i PilT
sa wymagane dla wirulencji szczepu LVS u myszy,
chociaz PilT nie jest niezbedna dla wirulencji szczepu
Schu $4 [26, 76].

Istnieje doniesienie, ze Tfp ma udzial w sekrecji bia-
tek u E tularensis spp. novicida. Jednak nie zauwazono
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tego zjawiska w warunkach in vitro u E tularensis spp.
tulatensis i E tularensis spp. holarctica [38].

Obecna wiedza w zakresie roli pili typu IV w wiru-
lencji E tularensis jest bardzo niepelna, a jej glebsze
zrozumienie dodatkowo komplikuje fakt rozbieznosci
w nomenklaturze stosowanej przez réznych autordw.
Dla przykladu gen pilE1 okreslany jest tez jako pilA,
PpilE2 jako pilE, pilE3 jako pilV, a pilO jako pglA.

5.4. Regulator MglA

MglA jest kodowany przez gen mglA (macrophage
growth locus A) i reguluje transkrypcje genow E tula-
rensis niezbednych do wewngtrzkomoérkowego wzrostu.
Gen mglA zlokalizowany jest na operonie wraz z genem
mglB, ktory réwniez jest niezbedny do wzrostu E tula-
rensis wewnatrz makrofagow [6]. Ekspresja MglA jest
indukowana w ciagu 1,5 godziny od wnikniecia bakterii
do makrofagéw. Po wniknieciu do makrofagow E tula-
rensis ucieka z fagosomu i namnaza si¢ w cytoplazmie
makrofaga, a MglA jest niezbedne wiasnie do ucieczki
z fagosomu [4, 32].

MglA jest pozytywnym regulatorem transkrypcji
genow zlokalizowanych na FPI (Francisella Pathogeni-
city Island), jak réwniez pozytywnym lub negatywnym
regulatorem prawie 100 genéw zlokalizowanych poza
FPI [12].

5.5. Francisella Pathogenicity Island (FPI)

Wyspa patogennosci Francisella (FPI) ma wielkos¢
30 kb. Wykazano, ze jej obecnos¢ jest wymagana do
wzrostu E tularensis w makrofagach, a takze warunkuje
chorobotworczos¢ tych bakterii dla myszy. FPI zawiera
geny iglABCD, tworzgce operon, oraz geny pdpABCD
(pathogenicity determinant protein). Sekwencja ami-
nokwasowa IglA i IgIB wykazuje 30% homologii do
hipotetycznych bialek kilku innych gatunkéw bakterii,
z ktorych wigkszos¢ to patogeny zwierzat lub roslin.
Ekspresja genu iglC jest silnie indukowana po wniknie-
ciu E tularensis do makrofagdw, a powstajacy produkt
jest niezbedny do namnazania si¢ tych drobnoustrojow
w makrofagach. Sekwencje aminokwasowe IglC i IgID,
jak réowniez produktéw genéw pdpABCD, nie wyka-
zujg podobienstwa do zadnych znanych bialek [31, 33,
63]. Co ciekawe, gen pdpD nie wystepuje w szczepach
E tularensis spp. holarctica. Natomiast bialko PdpD
E tularensis spp. novicida jest wigksze o 50 amino-
kwasow od biatka PdpD E tularensis spp. tularensis.
Ponadto, wirulentne szczepy F tularensis spp. tularen-
sis i E tularensis spp. holarctica posiadaja w genomie
dwie identyczne kopie FPI [4, 63]. Dotychczas jednym
czynnikiem patogennosci wystepujacym w wysoce
zjadliwych szczepach F tularensis spp. tularensis a nie
wystepujacym w szczepach E tularensis spp. tularen-

sis, ktore majg znaczaco mniej patogenne dla ludzi, jest
gen pdpD. Ale co zaskakujgce, mutant pdpD E tularensis
spp. novicida wykazywatl mniejsza wirulencje dla myszy
niz szczep LVS, ktory réwniez pozbawiony jest tego
genu. Moze to by¢ efektem duplikacji FPI w szczepie
LVS i tym samym wigkszej ilosci produktow gendw FPI,
co moze kompensowac brak pdpD [63]. Geny znajdu-
jace sie w obrebie FPI odgrywaja role w sekrecji biatek,
co zostalo przedstawione w dalszej czesci pracy.

5.6. Bialka blony zewnetrznej

Bialka blony zewngtrznej (OMP) sg istotnym ele-
mentem strategii inwazyjnej bakterii po wniknieciu do
komorek gospodarza, ulatwiaja wewnatrzkomoérkowy
rozwdj i maja wplyw na wirulencj¢. Dotychczas tylko
dla czesci OMP E tularensis wykazano role w wiru-
lencji. Do najwczesniej opisanych nalezy biatko Tul4
o wielkosci 17 kDa. Stymuluje ono proliferacje limfo-
cytow T, gtéwnie receptoréw CD4, produkeje IL-2 oraz
IFN-y. Brak genu Tul4 hamuje wewnatrzkomérkowy
wzrost szczepu LVS F tularensis [42, 63, 82]. Z kolei
lipoproteina Flpp3 stymuluje TLR2 i jest wymagana
do przezycia szczepu LVS w plucach myszy [78].

Bialko DipA warunkuje wirulencje szczepu Schu S4
in vivo i in vitro. Razem z FopA tworzy kompleks w blo-
nie zewnetrznej [18]. OmpA wymagane jest do repli-
kacji w makrofagach. Jego delecja powoduje wzrost
produkgji cytokin (m.in. TNF-a i IL-6) przez makro-
fagi. Co wigcej, biatko to wplywa na morfologie
komorki bakteryjnej oraz zwigkszenie przezywalnosci
bakterii [4, 76]. FupA (YapH-N, FopC) to 58 kDa biatko
niezbedne do wirulencji in vivo i in vitro. Mutanty
w tym genie sa bardziej wrazliwe na zabijanie przez
makrofagi indukowane IFN-y. Odgrywa réwniez
istotng role w sideroforozaleznych i sideroforonieza-
leznych mechanizmach pozyskiwania zelaza [78]. FslE
(SrfA) jest drugim biatkiem OMBP, ktére odgrywa role
w pobieraniu zelaza. Wykazano, ze jego obecnos¢ jest
kluczowa dla wzrostu szczepu Schu S4 w warunkach
niedoboru Zelaza, ale nie do wzrostu szczepu LVS.
Ekspresja tego bialka wzrasta przy ograniczonym
dostepie zelaza w $rodowisku. Rola FslE w wirulencji
polega na synergistycznym dziataniu z biatkiem FupA
[74]. Kolejne bialko - DsbA (FipB), zlokalizowane
u innych bakterii periplazmatycznie, u E tularensis
umiejscowione jest nietypowo w blonie zewnetrzne;j.
Jest niezbedne do wewnatrzkomoérkowego przezywa-
nia bakterii, ucieczki z fagosomu i wirulencji dla myszy
[72]. Z kolei OMP FsaP pelni istotng role w przylega-
niu szczepu LVS do komdrek nabltonkowych. Wyka-
zuje 98% homologie z podobnym biatkiem w szcze-
pie Schu S4. Natomiast u E tularensis spp. novicida
w czedci sygnalnej tego biatka wystepuje substytucja
aminokwasowa co wplywa na umiejscowienie i funkcje
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tego bialka, ktére w tym przypadku nie jest zlokalizo-
wane w blonie zewnetrznej [58].

Wirdd innych biatek bfony zewnetrznej, ktére moga
mie¢ znaczenie w wirulencji E tularensis wymienia sie¢
FopA, IglE i TolC [44, 78]. OMP sg obecnie intensywnie
badane nie tylko ze wzgledu na ich role w patogenezie,
ale takze ze wzgledu na ich potencjalnag przydatnos¢
jako skladnik antygenowy szczepionki przeciw tula-
remii, nad stworzeniem ktdrej trwaja prace od wielu lat.

5.7. Bialka wydzielnicze i systemy sekrecji

System sekrecji w komorkach bakteryjnych stuzy
przede wszystkim wydzielaniu czgstek molekularnych
oraz bialek poza komorke bakteryjng co stanowi nie-
zbedny mechanizm adaptacji oraz przezycia w $ro-
dowisku zewnetrznym a przede wszystkim w komor-
kach gospodarza. Niewiele wiadomo o molekularnych
mechanizmach systemu sekrecji F tularensis. Jest on
powigzany z wirulencja oraz zdolnoscig do replikacji
wewnatrz makrofagéw komorek gospodarza. [5] Co
ciekawe, badania wykazaly brak u E tularensis systemu
sekrecji typu III oraz IV, ktorych kluczowg funkcja
u innych patogenéw bakteryjnych jest wprowadzanie
bialek efektorowych do komoérek gospodarza umozli-
wiajgcych zakazenie i rozwdj choroby [40].

Sekrecja biatek zwiazanych z wirulencja E tularensis
zwigzana jest ze wspomniang wcze$niej wyspa patogen-
nosci FPI, ktorej czes¢ gendw (m.in. iglA, iglB, pdpB,
dotU, i vgrG) wykazuje homologie z VI typem systemu
sekrecji T6SSs [10-11, 14] . System sekrecji typu VI
E tularensis zbudowany jest z zewnetrznego futeratu
utworzonego z heterodimeréw IglA/IgIB ulozonych
w postaci helikalnego cylindra. Wewnatrz znajduje si¢
rurka utworzona przez IglC, ktéra prawdopodobnie
przemieszczana jest do blony komdrki docelowej na
skutek kurczenia sie futeratu IglA/IgIB. VgrG jest zlo-
kalizowane na koncu T6SS tworzac strukture przebi-
jajaca komorke gospodarza. Struktura rurki i futeralu
jest umocowana w blonie zewnetrznej za pomocg lipo-
proteiny IglE, ktora oddziatuje takze z biatkami PdpB
i DotU zlokalizowanymi w blonie wewnetrznej tworzac
kanal periplazmatyczny [21, 78]. Wykazano, ze muta-
cja w genach IglA oraz IgIB uniemozliwia E tularensis
ucieczke z fagosomu i wewnatrzkomdrkowy wzrost [13].
Pomimo licznych badan rola systemu sekrecji typu VI
w wirulencji E tularensis pozostaje kontrowersyjna.

Wiele bialek E tularensis jest wydzielanych na zew-
natrz komorki bakteryjnej, ale mechanizm ich sekrecji
pozostaje nieznany. Wérdéd wydzielanych czynnikéw
wirulencji wymieni¢ nalezy kwasng fosfataze AcpA,
katalazo-peroksydaze KatG, sysmutaze nadtlenku SodB.
AcpA jest zwigzane z btong zewnetrzng lub wydzielane
do supernatantu hodowli szczepow LVS i E tularensis
spp. novicida. Byto rowniez izolowane z cytozolu zain-
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fekowanych makrofagéw, co sugeruje role tego biatka
w wirulencji. Oprocz aktywnosci kwasnej fosfatazy
bialko AcpA F tularensis posiada aktywno$¢ fosfo-
lipazy i lipazy, hamuje wybuch tlenowy neutrofili,
odgrywa role w wewnatrzkomdrkowym wzroscie,
ucieczce z fagosomu i zjadliwosci dla zwierzat [23, 60].
KatG odgrywa role w neutralizacji aktywnego tlenu
i azotu w szczepach LVS i Schu S4. Jednakze nie jest
niezbedny do wewnatrzkomdrkowego przezywania
w makrofagach obydwu tych szczepow. Wykazano
jego role w wirulencji LVS dla myszy [53]. Niewiele
jest badan dotyczacych roli SodB w wirulencji E tula-
rensis. Te nieliczne wskazujg na udzial tego biatka
w opornoéci bakterii na nadtlenki oraz w zjadliwosci
szczepu LVS dla myszy [3].

6. Podsumowanie

E tularensis jest patogenem znanym od ponad 100 lat
jednak wciaz niewiele wiadomo o czynnikach wiru-
lencji tego drobnoustroju oraz o patogenezie tularemii.
Pomimo niewielkich réznic na poziomie genomu pod-
gatunki E tularensis znaczaco roznig si¢ patogennoscia
dla ludzi i zwierzat. Badania pokazuja, ze identyfiko-
wane u jednego podgatunku funkcje pewnych genéw
i bialek — potencjalnych czynnikéw zjadliwos$ci, moga
pelni¢ zupelnie odmienne funkcje u innego podga-
tunku. Sytuacje dodatkowo komplikuje fakt, ze wiek-
szo$¢ badan prowadzona jest na szczepach o obnizonej
zjadliwosci. Przedstawione w niniejszej pracy czynniki
zjadliwosci F tularensis z cala pewnoscig nie wyczer-
puja tematu. Co wiecej, potrzeba jeszcze wielu badan,
aby w pelni ustali¢ ich funkcje u kazdego z podgatun-
kéw E tularensis.
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Factors determing the adhesive capacity of Lactobacillus bacteria

Abstract: The ability of Lactobacillus to adhere to the intestinal epithelium is one of the most important criterion in the selection of
probiotic strains. Adherence allows microorganisms to survive and temporarily colonize the digestive system, which is necessary to induce
beneficial effects on the host. Adhesion is a very complex, multistep process and, although there are many proposed theories, the exact
mechanism is still not fully understood. A crucial role in the formation of the adhesive interactions plays the bacterial cell wall and its
components, such as exopolisaccharydes, lipoteichoic acids and various proteins e.g. S-layer proteins.
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factors. 3.3. Environmental factors. 3.4. Aggregation and hydrophobic interactions. 4. Summary
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1. Wstep

Zjawisko adhezji stanowi istotny proces dla przezy-
cia i namnazania si¢ bakterii probiotycznych w prze-
wodzie pokarmowym. Uwaza sig, ze sam pasaz przez
przewod pokarmowy nie jest wystarczajacy do wywo-
tania efektu zdrowotnego [24]. Z uwagi na to, ze adhe-
zja bakterii do nabtonka jelitowego wplywa na czas ich
przebywania w ukladzie pokarmowym, zdolnos¢ ta jest
uwazana za wazne kryterium podczas selekcji szczepow
probiotycznych [29]. Proces ten stanowi pierwszy krok
w wyksztalcaniu interakcji pomigdzy drobnoustrojami,
a komodrkami gospodarza [60]. Podczas przebywania
probiotykéw w jelitach, mikroorganizmy te moga wply-
wa¢é na miejscowy sktad mikrobioty oraz stymulowaé
uktad odpornosciowy.

Adhezja to proces umozliwiajacy mikroorganizmom
przyleganie do innych komoérek lub powierzchni. Struk-
tury umiejscowione na powierzchni komorek mikro-
organizmdéw maja bezposredni wplyw na ten proces.
Egzopolisacharydy (EPS) i biatkowe wypustki uczestni-
cza w tworzeniu wigzan miedzy komoérka a powierzch-
nig. EPS odgrywajg istotng role podczas formowania
struktur biofilmu, natomiast biatka powierzchniowe
dzialajg jak adhezyjny i sg niezbedne do wytworzenia
poczatkowych oddziatywan [21]. Adhezja jest procesem
wieloetapowym. W pierwszym etapie, gdy odleglos¢
komorki od powierzchni jest duza, sita napedowa tego

procesu s3 oddziatywania hydrofobowe. W kolejnym
etapie (gdy odleglos¢ miedzy bakteria, a powierzchnia
jest mniejsza niz 1,5nm) dzigki obecnosci glikopoli-
merdw na powierzchni komdrek (np. kwas tejchojowy)
dochodzi do rozpoznania odpowiednich receptoréow
i zwigzania z bakteryjnymi lektynami. Wraz z uptywem
czasu, wigzania te ulegaja modyfikacji, aby zwiekszy¢
site adhezji [3, 53]. Struktura powierzchni komoérek
bakterii z rodzaju Lactobacillus umozliwia im adhe-
zj¢ i tworzenie biofiméw na réznych powierzchniach.
Ostony komorkowe bakterii Gram-dodatnich stano-
wig platforme, na ktorej znajduja sie polisacharydy
otoczkowe, kwasy tejchojowe i lipotejchojowe, biatka
powierzchniowe i lipoproteiny [52]. Niektére gatunki
pateczek kwasu mlekowego posiadaja na powierzchni
dodatkowo warstwe bialek zwang warstwg S (S-layer
proteins) [51]. Udowodniono, ze te elementy prezen-
towane na oslonach komdrkowych bakterii wptywaja
na hydrofobowos¢ oraz zdolnos¢ autoagregacji szcze-
pow Lactobacillus [57].

Warstwa mureiny w $cianie komorkowej bakterii
z rodzaju Lactobacillus jest zbudowana z tancuchow
polisacharydéw sktadajacych sie z podjednostek kwasu
muraminowego i N-acetyloglukozaminy, ktére s pola-
czone wigzaniem [-1,4-glikozydowym. Calos¢ stabili-
zuja i utrzymuja krétkie peptydy [6]. Kwasy tejchojowe
moga stanowi¢ do 50% suchej masy $ciany komor-
kowej. Sg one zaangazowane w wiele funkgcji $ciany
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komorkowej. Wraz z warstwg peptydoglikanu tworza
polianionowg matryce i przyczyniajg sie do porowatosci
i elastycznosci blony komdrkowej. Biorg takze udzial
w regulacji poziomu kationdw [26].

Egzopolisacharydy (EPS) polaczone ze $ciang ko-
morkowa moga wykazywa¢ charakter kwasny lub neu-
tralny. Niektore z nich mogg by¢ takze wydzielane do
srodowiska. Z uwagi na ich duzg ilo§¢ na powierzchni
komorki w znacznym stopniu decyduja one o jej wlas-
ciwosciach [6]. Egzopolisacharydy sa otoczone przez
zewnetrzng warstwe biatek warstwy S. Sg one przymo-
cowane do $ciany komorkowej wiazaniami kowalencyj-
nymi (biatka LPXTG) lub niekowalencyjnymi (poprzez
domeny LysM, SH3, WXL), a takze poprzez N- lub
C-koncowe helisy transmembranowe [51].

Czynniki wigzace, zwane adhezynami, u bakterii
Lactobacillus mogg by¢ klasyfikowane wedlug [61]:
ich docelowych miejsc w blonie sluzowej jelit, z ktory-
mi sie facza na przyklad komponenty warstwy $luzo-
wej lub zewnatrzkomoérkowe matryce; lokalizacji na
powierzchni komorki np. biatka warstwy S, a takze
sposobu przymocowania do powierzchni komorki np.
biatka zalezne od sortazy.

Adhezyny maja charakter bialkowy i znajduja sie
w najwiekszej ilosci na powierzchni fimbrii oraz na
zewnetrznej warstwie $ciany komorkowej [10]. Struk-
tura $ciany komorkowej bakterii odpowiada za nie-
specyficzne oddzialywania pomig¢dzy drobnoustrojami,
a otaczajacym je Srodowiskiem [11].

2. Etapy adhezji bakterii Lactobacillus do nablonka
jelitowego

Proces adhezji mikroorganizméw jest procesem
wielostopniowym. Do opisu tego zjawiska zostata wy-
korzystana teoria DLVO, wedlug ktérej, catkowite
oddzialywanie miedzy powierzchnig a komorky jest
suma oddziatywan przyciagajacych van der Waalsa oraz
odpychajacych oddziatywan elektrostatycznych, ktdre
sg zwigzane z powstawaniem podwojnej warstwy elek-
tronowej wokol komorki. Sily te decyduja o zblizeniu
sie bakterii do powierzchni. Przyciaganie komorki do
powierzchni zachodzi w obszarze dwoch minimum
energetycznych. Najsilniejsze wystepuje w tzw. pierw-
szym minimum (znajdujacym sie w odlegtosci ok. 1 nm
od powierzchni). Jest ono oddzielone od drugiego
minimum obszarem dodatniej energii wywolujacej
odpychanie [10,21]. Wazna role w tworzeniu biofilmu
przez drobnoustroje odgrywajg wytwarzane przez nie
polimery zewnatrzkomdrkowe, biatka §ciany komoérko-
wej oraz struktury zewnatrzkomodrkowe (rzeski i fim-
brie). W pierwszym etapie adhezji bakterii, gdzie odle-
glo$¢ miedzy komoérkami, a zajmowang powierzchnia
jest dos¢ duza, najistotniejsza role odgrywaja oddzia-
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tywania fizyczne zwigzane z silami grawitacyjnymi,
hydrofobowymi, van der Waalsa i termodynamicznymi.
Umozliwiaja one zblizenie si¢ komoérki do zasiedlanego
miejsca [27]. Na tym etapie wazng rol¢ odgrywaja
takze fimbrie lub rzeski. Dzieki fimbriom komorki
tatwiej moga pokonac sily odpychania miedzy sciang
komorkowsq bakterii, a zasiedlang powierzchnig. Nato-
miast dzieki rzeskom bakterie moga tatwiej dotrzeé
do powierzchni oraz innych mikroorganizméw w celu
wytworzenia nowej mikrokoloni [56]. Kolejny etap
adhezji zachodzi w momencie gdy odleglos¢ miedzy
komorka a powierzchnig jest mniejsza niz 1,5 nm [41].
Dochodzi wtedy do wytworzenia specyficznych pofa-
czen miedzy zasiedlang powierzchnig, a adhezynami na
powierzchni bakterii (np. pile, polimery polisachary-
dowe) [17]. Mechanizmy rozpoznawania i wytworzenia
tych polaczen sg bardzo rézne. Jest to spowodowane
duzg réznorodnoscia powierzchniowych elementow
komorki u réznych szczepdw Lactobacillus, a takze
roéznym sposobem ich polaczen ze $ciang komdrkowa
[51]. Biatka uczestniczace w procesie adhezji moga by¢
takze kodowane w plazmidach bakteryjnych. Posiada-
nie takiego plazmidu przez dowolng bakterie znacznie
ulatwia kolonizacje jelit oraz zapewnia przewage kon-
kurencyjng w stosunku do innych mikroorganizmow,
w tym chorobotwdrczych. Wykazano, ze usunigcie plaz-
midu pLOCK 0919 ze szczepu Lb. casei LOCK 0919
skutkowalo zanikiem hydrofobowosci, znacznym obni-
zeniem zdolno$ci adhezyjnych szczepu [1].

W procesie adhezji drobnoustrojéow do nablonka
jelitowego wazng role odgrywa warstwa sluzu. Jest to
mieszanina glikoprotein (tzw. mucyn) i glikolipidow,
ktdra tworzac zel, otacza i ochrania komorki nabtonka.
Mucyny sg zwykle produkowane przez wyspecjalizo-
wane komorki §luzowe w tkankach gruczotowych oraz
przez komorki kubkowe ukladu pokarmowego [13].
Warstwa $luzu tworzy miejsce przyczepu oraz zrodlo
sktadnikow odzywczych dla bakterii kwasu mlekowego
[35]. Jeden z proponowanych mechanizméw inter-
akcji pomiedzy mikrobiota, a organizmem gospodarza
jest zwigzany z wystepowaniem dwoch miejsc: pierw-
szym odpowiedzialnym za zwigzanie oligosacharydowej
cze$ci mucyn obecnych w warstwie §luzu z powierzch-
nig komorki bakteryjnej oraz drugim, zwigzanym
z przyleganiem szczepéw do warstwy Sluzu [53].
Zjawisko przylaczenia bakterii do warstwy mucyn
nazywane jest adhezja z glikoniugatami jelitowymi
[60]. Warstwa $luzu, dzigki swej lepkosci, umozliwia
przyczepienie si¢ komdrek bakterii. Wlasciwosci te
sa wynikiem obecnosci rozleglych regiondéw w rdze-
niu mucyn zawierajacych reszty siarczanowe wiazace
regiony bogate w cysteine. Oligosacharydy wystepujace
w mucynach tworzg konce stanowigce miejsce wigzania
z komodrkami bakterii [33]. Zaobserwowano, ze pewne
szczepy Lactobacillus wykazuja zdolnos¢ do adhezji do
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antygenow grupy krwi ABO, ktdre zawierajg termi-
nalne nieredukujace fancuchy polisacharydowe mucyn.
Ponadto, réwniez tancuchy polisacharydowe zawiera-
jace reszty kwasu sjalowego i grupy siarczanowe zwigk-
szajg adhezje Lactobacillus sp. do mucyn [38].

3. Czynniki uczestniczace w adhezji

Czynniki wplywajace na proces adhezji bakterii Lac-
tobacillus sp. mozna podzieli¢ na biatkowe, niebiatkowe,
srodowiskowe, zdolno$¢ agregacji oraz hydrofobowos¢.

3.1. Czynniki bialkowe

Bialka wytwarzane przez bakterie moga przyczynia¢
sie do utrzymania homeostazy w ukladzie pokarmo-
wym gospodarza za pomocg kilku mechanizmoéw. Nie-
ktore biatka sa odpowiedzialne za adhezje bakterii do
nablonka jelita, inne stymulujg uktad immunologiczny
oraz moga wplywaé na ekspresje genéw kodujacych
biatka biorgce udzial w komunikacji miedzy komor-
kami gospodarza, a drobnoustrojami [47].

Bialka zwigzane ze $cian¢ komorkowa bakterii naleza
do najlepiej poznanych i scharakteryzowanych [39]. Czyn-
niki te, zwane adhezynami, zaklasyfikowano wedtug ich
struktury i funkeji do kilku grup (Tabela I): biatka war-
stwy S (SLPs), biatka wigzace mucyny (MUBs), biatka
zalezne od sortazy (SDPs), biatka mannozo-specyficzne
(MSAs) oraz biatka posredniczace w adhezji do sklad-
nikéw macierzy migedzykomorkowej enterocytéw oraz

wiele innych stabiej poznanych [51]. Roos i Jonsson [45]
badajac homologie bialek MUBs i MSAs sugeruja, Ze ist-
nieje kilka podobienstw w strukturze tych bialek. Jedna
z nich jest obecnos¢ N-koncowego peptydu sygnato-
wego, za pomocg ktorego biatko jest kierowane do szlaku
sekrecyjnego [6]. Drugim podobienstwem jest obecnos¢
motywu LPXTG na C-koncu, ktory jest rozpoznawany
przez peptydazy powierzchniowe z rodziny sortaz, ktore
katalizuja rozerwanie wigzania migdzy treoning a gli-
cyng, a nastepnie w sposob kowalencyjny wiagza biatko
z warstwa peptydoglikanu [47]. Dodatkowo w sktad
macierzy zewnatrzkomorkowej otaczajacej enterocyty,
wchodzi wiele skladnikow, ktore okazaly sie docelowymi
dla bakterii zawierajacych motyw LPXTG (np. laminina,
fibronektyna, kolagen) [51].

Obecnos¢ tych bialek na powierzchni komorki
odgrywa bardzo wazng role w przetrwaniu bakterii pro-
biotycznych w jelitach gospodarza. Takie stwierdzenie
zasugerowali Van Pijkeren i wsp. [59], ktorzy zbadali, ze
w przypadku mutantéw szczepu Lb. salivarius UCCL118,
ktory nie wytwarzal sortazy, a jego biatka zalezne od
sortazy nie zawieraly motywu LPXTG, wykazywal
znacznie mniejsze zdolno$ci adhezyjne do komoérek
nabtonka jelitowego Caco-2 oraz HT29. Lebeer i wsp.
[30] zauwazyli, iz wiele czynnikéw wplywa na adhe-
zj¢ bakterii do komorek Caco-2. Stwierdzili, ze geny
kodujace FbpA, Mub i SIpA takze uczestnicza w adhezji
Lb. acidophilus NCFM. Mutacja w tych genach powo-
dowata 65% obnizenie adherencji szczepu.

Bialka warstwy S (S-layer proteins, SLPs) s3 uznane
za najbardziej zewnetrzng strukture $ciany komor-

Tabela I
Mechanizmy odpowiedzialne za zdolnoéci adhezyjne niektorych gatunkéw bakterii Lactobacillus (w oparciu o [50])

Gatunek Efekty

Czynniki w $cianie komorkowej

Komorki docelowe
w organizmie gospodarza

Lb. acidophilus | Agregacja i adherencja, hamowanie
patogendw, wzmocnienie bariery
nablfonka, immunostymulacja

MUB, biatka warstwy S, biatka wiazace | Komorki nablonka jelitowego, sluz,
fibronektyne, LTA, EPS

macierz zewngtrzkomoérkowa (ECM),
fibronektyna, komoérki Caco-2

Lb. plantarum | Adherencja, wzmocnienie bariery

nablonka, immunostymulacja

MSA, biatko GAPDH

Komérki nablonka jelitowego, $luz,
komorki Caco-2

Lb. brevis
stresowymi, wzmocnienie bariery
nablonka

Adherencja, ochrona przed czynnikami | Bialka warstwy S

Komorki nabfonka jelitowego

Lb. rhamnosus | Adherencja, hamowanie patogenow,

Fimbrie, czynniki wigzace mucyny

Glikoproteiny $luzéwki, komorki

hamowanie apoptozy komorek (MCF) nabtonka jelitowego
nablonka jelitowego

Lb. casei Wzmocnienie bariery nabtonka, EPS, biatka zalezne od sortazy Komorki Caco-2, makrofagi
zwigkszenie produkgji $luzu,
immunostymulacja

Lb. reuteri Adherencja, ochrona przed czynni- MUB, biatka wigzace kolagen (CnBP) |Komoérki nablonka jelitowego, sluz,
kami stresowymi, wzmocnienie kolagen
bariery nabtonka

Lb. johnsonii | Adherencja LTA, czynnik elongacji Tu, biatka Komorki nabtonka jelitowego, $luz

szoku cieplnego, pile
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kowej. Tworza one jednoczasteczkowy, krystaliczna
warstwe o grubosci 5-15 nm, zbudowang z biatek i/lub
glikoprotein o masie czasteczkowej 40-200 kDa. Biatka
warstwy S mozna znalez¢é na powierzchni komdrek
niektoérych bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych
oraz Archeonéw [2]. Moga tworzy¢ regularng i bar-
dzo porowatg strukture dwuwarstwowg o roznej sieci
krystalicznej: skosnej, kwadratowej lub szesciokgtnej
[22]. Do funkgji tych biatek mozna zaliczy¢ ochrone
komorki przed niskim pH, fagocytoza, enzymami
i bakteriofagami [60]. Biatka powierzchniowej warstwy
stanowig 10-15% calej zawartosci bialek w komorce.
Cecha charakterystyczng biatek warstwy S bakterii
Lactobacillus jest ich wysoki punkt izoelektryczny
(9,35-10,40), ktory nadaje im silnie zasadowy cha-
rakter [6]. Niektore szczepy Lactobacillus posiadaja
nieglikozylowane SLPs, podczas gdy inne posiadaja
SLPs z przytaczong grupa cukrowa [51]. Sktad i whasci-
wosci warstwy powierzchniowej jest zmienny u roz-
nych gatunkéw i szczepdw. Jeden szczep Lactobacil-
lus moze posiada¢ wiele genow kodujacych SLPs, lecz
ich ekspresja nie nastepuje jednoczesnie. Poza wie-
loma kopiami gendéw szczepy moga takze posiadac
wiele promotoréw tych genéw. Przykladem moze by¢
Lb. brevis posiadajacy dwa promotory przed sekwen-
cjami SLPs. Zapewnia to wysoka wydajno$¢ ekspresji
tych gendw, co skutkuje wzrostem adherencji tych bak-
terii do komorek gospodarza [54]. Geny bialek SLPs
wykryto u bakterii z rodzaju Lactobacillus: Lb. acido-
philus, Lb. brevis, Lb. helveticus, Lb. crispatus i poznano
ich sekwencje. Poza tym geny te odnaleziono takze
u Lb. amylovorus, Lb. buchneri, Lb. gallinarum i Lb. kefir,
lecz nie zostaty zsekwencjonowane [44]. Istnieje wiele
sposobow w jaki SLPs moga by¢ przytwierdzone do
s$ciany komorkowej bakterii. Zazwyczaj podjednostki
tych bialek s3 polaczone ze sobg oraz ze sktadnikami
$ciany komodrkowej za pomocg wigzan niekowalencyj-
nych [30]. Jednym z nich sa elektrostatyczne oddzia-
lywania miedzy C-koncami biatek (bialka warstwy S
wigzace kolagen - CbsA u Lb. crispatus JCM 5810)
i N-koncami biatek (SIpA u Lb. brevis ATCC 8287) [54].
Biatka warstwy S zyskaly duze zainteresowanie bada-
czy z uwagi na fakt, zZe s3 odpowiedzialne za adhezyjne
zdolno$ci bakterii z rodzaju Lactobacillus [60]. Poczat-
kowo udziat SLPs w adhezji tych bakterii do komérek
Caco-2 wykazali Buck i wsp. [5]. Poréwnywali oni
zdolnoéci adhezyjne dzikiego szczepu Lb. acidophi-
Ius NCFM oraz jego mutanta posiadajacego mutacje
w genie kodujagcym SLPs. Wyniki ich badan pokazaly,
ze w przypadku mutanta zaobserwowano 84% obni-
zenie adhezji do komérek Caco-2 w stosunku do dzi-
kiego szczepu. Golowczyc i wsp. [19] zaobserwowali,
ze po strawieniu bialek SLPs u koagregujacego szczepu
Lb. kefir nastgpilo znaczne obnizenie ochrony komérek
Caco-2 przed inwazjg bakterii z rodzaju Salmonella.
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Efekt ten nie nastgpit w przypadku inkubacji bakterii
Salmonella ze szczepem nie agregujagcym. Swiadczy to
o tym, iz bialka SLPs biorg takze udzial w procesach
agregacji komorek. Jednakze w przypadku innych
badan stwierdzono, ze inaktywacja SLPs u szczepu
Lb. crispatus nie wptynela na zdolnosci adhezyjne czy
agregacyjne komorek, co moze $wiadczy¢ o tym, ze
w procesach tych uczestnicza rowniez inne biatka [51].
Dodatkowo poza specyficznymi wigzaniami tych bia-
fek moga one zwieksza¢ niespecyficzne wigzanie sie
bakterii kwasu mlekowego do powierzchni hydrofo-
bowych na przyktad w przewodzie pokarmowym lub
moczowym. Efekt ten jest w duzej mierze zalezny od
sily jonowej srodowiska [22].

Bialka zalezne od sortazy (sortase-dependent pro-
teins, SDPs). Sortaza wystepuje bardzo czgsto u bakterii
Gram-dodatnich, takze u bakterii kwasu mlekowego.
Rola jaka odgrywa ten enzym w przytwierdzaniu biatek
do $ciany komdrkowej sprawia, ze jest ono przedmio-
tem wielu badan dotyczacych poszukiwania struktur
uczestniczacych w interakcjach miedzy drobnoustro-
jami, a komoérkami gospodarza [7]. Geny kodujace
sortaze (srtA) odnaleziono np. w genomie Lb. acido-
philus [5], Lb. rhamnosus GG [25], Lb. casei BL23 [36].
Ponadto geny kodujgce sortaze pilinowa z grupy C
(srtC) odnaleziono w klasterze z ich genami docelo-
wymi (geny spa) u Lb. rhamnosus GG oraz Lb. casei
BL23 [36] a takze u Lb. casei LOCK 0919 [1]. Bialka
zalezne od sortazy majg charakterystyczng budowe.
Zawieraja C-koncowy motyw LPXTG, rozpoznawany
przez sortaze, ktory umozliwia zakotwiczenie biatka
w $cianie komodrkowej, C-koncowy region hydrofo-
bowy i dodatnio natadowany ogon, ktére takze ula-
twiaja to wigzanie. Na N-koncu biatek SDPs wystepuje
peptyd sygnatowy umozliwiajgcy sekrecje biatka i sor-
tazy w szlaku Sec. Zakotwiczenie C-koncowego ogona
w blonie komoérkowej przenosi SDP w poblize sortazy,
ktéra znajduje sie¢ w blonie komodrkowej, tak aby mogta
zaj$¢ reakcja przeniesienia biatka, umozliwiajaca jego
zwigzanie ze $ciang komoérkowa [7] (rys 1).

Mechanizm wbudowywania SDPs w $ciang komor-
kowa bakterii przedstawiono na rysunku 2. W pierw-
szym etapie transpeptydaza Sec rozpoznaje peptyd
sygnalowy w biatku SDPs i przenosi je na zewnatrz
komorki. Zostaje ono umieszczone, dzieki hydrofo-
bowemu regionowi w ogonie, w blonie komoérkowe;.
Gdy sortaza i bialko znajdg si¢ blisko siebie, docho-
dzi do rozerwania wigzania miedzy glicyng a treoning
w motywie LPXTG. W kolejnym etapie dochodzi do
nukleofilowego ataku czasteczek lipidu II, co prowadzi
do rozpadu kompleksu SDP-sortaza oraz do wytwo-
rzenia intermediatu poprzez wytworzenie mostku
z C-koncowg treoning (T) biatka. Po tym polgczeniu
dochodzi do wbudowania tego intermediatu w struk-
ture $ciany komodrkowej [20].
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Rys. 1. Budowa bialek zaleznych od sortazy (w oparciu o [6])

Transpeptydaza
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Rys. 2. Mechanizm kotwiczenia SDPs w $cianie komérkowej (w oparciu o [6])

Bialka wigzace $luz (mmucous binding proteins,
MUB). Sluz wydzielany przez komérki nablonka
jelitowego stanowi pierwszg bariere obronng miedzy
drobnoustrojami a $wiatlem jelita. Stuzy takze jako
powierzchnia do inicjacji oddzialywan gospodarz-
-bakterie [13]. W 2002 roku Ross i Jonsson odkryli
u szczepu Lb. reuteri 1063 biatko o masie 358 kDa,
zwigzane ze $ciang komorkowa bakterii, ktore jest
odpowiedzialne za adhezje do glikoprotein mucyn.
Bialka te posiadajg typowy N-koncowy peptyd sygna-
fowy odpowiedzialny za sekrecje bialka oraz motyw
LPXTG umozliwiajacy ich zakotwiczenie w $cianie
komorkowej [4]. Najlepiej zbadanym przykladem tych
bialek jest MUB z Lb. reuteri. Posiada ono dwa rodzaje
powtdrzen aminokwasowych: szes¢ kopii MUBI oraz
osiem kopii MUB2 [23]. Bialka te mogg posiadac¢ wiele
domen, jednak ich budowa strukturalna nie jest dobrze
poznana [15]. Wiele szczepdw Lactobacillus posiada
kilka kopii roznych gendw, co skutkuje powstawaniem
biatek o wysokim podobienstwie. W przypadku szczepu
Lb. acidophilus przypuszczalnie istnieje 13 biatek zawie-
rajagcych domeny MUB (kodowane przez gen Lbal392).
W doswiadczeniu, ktére polegalo na inaktywacji tego
genu, zaobserwowano obnizenie zdolnosci do adhe-
zji badanych szczepéw do enterocytéw [5]. Biatka te
znaleziono na powierzchni szczepéw Lactobacillus
zasiedlajacych uklad pokarmowy. Genéw kodujacych
te bialka nie znaleziono natomiast u gatunkéw pocho-
dzenia roélinnego (np. Lb. bulgaricus, Lb. fermentum).
Swiadczy to o tym, ze biatka MUB biorg udzial w two-

rzeniu interakcji pomiedzy bakteriami a komdrkami
gospodarza w jelitach [39]. Istnieja takze biatka bardzo
podobne do MUB - biatko sprzyjajace adhezji do §luzu
(mucous adhesion-promoting protein, MapA). Zostalo
ono zidentyfikowane u Lb. reuteri oraz Lb. fermentum.

Bialka wigzace mannoze (mannose binding pro-
teins). Mannoza wystepujaca na powierzchni komoérek
gospodarza moze stanowi¢ miejsce wigzania patogenow
posiadajacych receptory wigzace mannoze. Receptory
te odkryto takze na powierzchni niektdérych szczepdw
Lb. plantarum. Cecha ta moze by¢ wykorzystywana do
ochrony przed kolonizacja patogenéw adherujacych do
powierzchni zawierajacych mannoze. Biaka te posiadajg
budowe charakterystyczna dla wielu powierzchniowych
biatek bakterii Lactobacillus. Na ich N-koncu wystepuje
peptyd sygnalowy, natomiast na C-koncu motyw wig-
zacy do $ciany komorkowe;j. Bialka te s3 podobne do bia-
tek MUB, poniewaz posiadaja dwie domeny MUB [43].

Rzeski i pile, czyli zewnatrzkomdrkowe wyrostki
odgrywaja znaczaca role w adhezji drobnoustrojow do
$luzu jelitowego. Rzeski sg zbudowane z tysiecy pod-
jednostek flageliny. Wykazano, ze sg one zdolne do
adhezji do licznych receptoréw, w tym mucyn i §luzu
[23]. Dodatkowo moga dziala¢ jako ligandy i uczestni-
czy¢ w szlakach sygnatowych [55]. Pile stuzg do adhezji
zaréwno bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujem-
nych [23]. S zbudowane z bialek zawierajacych wiele
podjednostek. Zostaly one wykryte u Lb. rhamnosus
GG [51]. W genomie tego szczepu wykryto dwa sku-
piska genow pili (spaCBA oraz spaFED), ktore zawie-
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raly geny trzech podjednostek pilin oraz gen sortazy
[25]. Innym przyktadem jest operon spaCBA zlokali-
zowany na plazmidzie w szczepie Lb. casei LOCK 0919
[1]. Wigzanie si¢ pili do $luzu w jelitach jest prawdo-
podobnie mozliwe przez odpowiednie wldkna pili
zwnane SpaCBA. Dodatkowo pojawia si¢ coraz wiecej
informacji, ze w procesie tym moga bra¢ takze inne
biatka, takie jak biatko MabA. Dodatkowo wykazano,
ze otwarta ramka odczytu u Lb. rhamnosus GG zawiera
podstawowe elementy konstrukcyjne dla N-konicowego
peptydu sygnalowego, 4 Pfam-MucBP (biatka wigzg-
cego mucyny) oraz motywu LPXTG na C-koncu roz-
poznawanego przez sortaze [62].

3.2. Czynniki niebialkowe

Poza bialkami, na adhezje¢ bakterii kwasu mleko-
wego wplywaja takze inne komponenty $ciany komor-
kowej takie jak kwasy lipotejchojowe (LTA) oraz egzo-
polisacharydy (EPS). Wiele szczepéw Lactobacillus
wytwarza dlugotancuchowe polisacharydy (EPS) skia-
dajace si¢ z rozgalezionych czasteczek cukrow i ich
pochodnych. Moga by¢ one przytwierdzone do $ciany
komorkowej lub wydzielane do srodowiska [61]. Wielu
autorow sugeruje, ze EPS moga wplywac¢ na adhezje
bakterii oraz na zdolno$ci do formowania biofilmu,
w tym biofilmu w jamie ustnej [46]. Poza tym EPS
chronig takze komorki przed odwodnieniem w trud-
nych warunkach (np. obecno$¢ soli zolci), co ulatwia
im przetrwanie. Sugeruje si¢, ze egzopolisachardy
wplywaja na zdolnos$¢ do tworzenia ageragtow, ktora
réwniez jest istotna w procesie kolonizacji jelit przez
szczepy probiotyczne. EPS moga takze wplywaé na
wiasciwosci fizyko-chemiczne powierzchni komorki,
takie jak hydrofobowo$¢ oraz potencjal Zeta [12]. Lorca
i wsp. [34] wykazali, ze adhezja Lb. acidophilus CRL639
do sktadnikéw ECM byla zwigzana z wytwarzaniem
réznego typu egzopolisacharyddw.

W $cianie komoérkowej bakterii z rodzaju Lacto-
bacillus wystepuja takze kwasy lipotejchojowe, ktore
moga posrednio wplywaé na adhezje do komorek
nablonka. Zwiazki te tworzg rézne struktury, w sklad
ktorych wchodzg fosforany polioli (rybitolu lub glice-
rolu) oraz taiicuch lipidowy umozliwiajgcy zakotwicze-
nie w blonie komdrkowej [6]. Obecnos¢ silnie kwaso-
wych reszt fosforanowych sprawia, ze LTA wykazuja
silny polielektrolityczny charakter [49]. Wlasciwos$¢
ta zwigzana jest z oddzialtywaniami hydrofobowymi
miedzy komoérkami [42].

3.3. Czynniki $rodowiskowe
Czynniki takie jak sole zdlci, niskie pH, enzymy tra-

wienne czy stres oksydacyjny i osmotyczny wplywaja
na wlasciwosci §ciany komorkowej bakterii mlekowych,
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a tym samym na ich zdolnosci adhezyjne. Prowadza
one do zmian w biosyntezie peptydoglikanu, wytwarza-
niu réznych EPS oraz sekrecji LTA i WTA [51]. Wplyw
enzymow trawiennych na adhezje¢ bakterii z rodzaju
Lactobacillus zaobserwowali Tuomola i wsp. [58],
ktorzy wykazali, ze zastosowanie enzymoéw trawiennych
(trypsyny i pepsyny) spowodowalo obnizenie adhezji
Lb. acidophilus LA1. Swiadczy to o tym, ze zewngtrzna
biatkowa warstwa $ciany komoérkowej odgrywa wazna
role w procesie adhezji komoérek. Podobne wyniki uzy-
skali Lim i Ahn [32], ktorzy badali wplyw enzymow
proteolitycznych na zdolnosci adhezyjne 7 szczepow
Lactobacillus. Wykazali, ze szczepy Lb. plantarum GK81,
Lb. acidophilus GK20, Lb. paracasei GK74, po inkubacji
Z pepsyna, proteaza oraz trypsyna, wykazywaly znacz-
nie mniejsza adhezj¢ do komérek Caco-2.

Sole zékci to zwiazki powierzchniowo-czynne wy-
dzielane do jelit w stezeniach 0,1-2,0% [30]. Wyka-
zuja silne dzialanie przeciwbakteryjne, ktére polega na
zmianie konformacji bialek i lipidéw btony komérko-
wej, co skutkuje zmiang jej integralnosci i przepusz-
czalno$ci. Dodatkowo sole zdkci indukujg wytwarzanie
wolnych rodnikéw, ktére powodujg uszkodzenia DNA
[31]. Jednakze, wiele szczepéw Lactobacillus posiada
dobrze rozwiniete mechanizmy opornosci na z6t¢ [30].
Ponadto szczepy probiotyczne moga by¢ ochraniane
przed negatywnym wpltywem sokéw trawiennych przez
sktadniki Zywnosci. Dla bakterii z rodzaju Lactobacillus
taka role odgrywa mleko [16]. Jednak obecne w mleku
jony wapnia moga obniza¢ ich adhezje [32].

Na adhezje drobnoustrojéw moze mie¢ takze
wplyw sposob hodowli, a doktadniej sktad pozywki,
liczba bakterii i czas inkubacji [40]. Lebeer i wsp. [30]
zaobserwowali, ze ograniczenie dostepnosci glukozy
w pozywce wplyneto na formowanie biofilmu przez
Lb. rhamnosus GG. Jednak efekt ten nie zostal osiag-
niety w przypadku innych szczepdéw Lactobacillus.
Ponadto na oddzialtywania miedzy biatkami i lipi-
dami na powierzchni komérki wptywaja takze enzymy
i jony wapnia [32]. Zaobserwowano takze, ze adhezja
szczepow probiotycznych jest zwigzana z fazg wzro-
stu drobnoustrojow. Sugeruje si¢, ze komorki w fazie
logarytmicznego wzrostu lepiej adheruja niz komorki
z fazy stacjonarnej. Jednak mechanizm utraty zdolnosci
adhezyjnych nie jest poznany [40].

3.4. Tworzenie agregatow oraz oddzialywania
hydrofobowe

Wiasciwosci $ciany komodrkowej bakterii z rodzaju
Lactobacillus odgrywaja wazna role w tworzeniu inter-
akcji migdzy tymi bakteriami, a komérkami nabtonka
jelitowego czy mikrobiotg jelitowa [26]. W przewo-
dzie pokarmowym drobnoustroje moga przylega¢ do
$cian jelit poprzez wytworzenie wigzan specyficznych
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lub niespecyficznych. Wigzania niespecyficzne majg
charakter odwracalny i sg tworzone poprzez oddzia-
tywania przestrzenne, elektrostatyczne i hydrofobowe
[60]. W pierwszym kontakcie pomiedzy bakteriami,
a komorkami nablonkowymi lub §luzowymi kluczowe
znaczenie odgrywa hydrofobowos¢. Konformacja
powierzchniowych polimeréw ma duzy wplyw na
ogodlne wiasciwosci fizyko-chemiczne bakterii [42].
Mikroorganizmy, ktére wykazuja wysokie powino-
wactwo w stosunku do weglowodandw sa uwazane za
hydrofobowe, natomiast szczepy stabo adherujgce za
hydrofilowe [14]. Jednakze zalezno$¢ migdzy organiza-
cja strukturalng skltadnikéw na powierzchni komérki,
a oddzialywaniem mikroorganizméw z otoczeniem jest
w dalszym ciggu otwartg kwestig [42]. Wysoka hydro-
fobowos¢ powierzchni drobnoustrojow moze utatwiac,
a nawet zwieksza¢ adhezje i kolonizacje organizmu
gospodarza [32]. Inne badania pokazuja, ze nie ma
powiazania miedzy hydrofobowoscig, a zdolnoscig bak-
terii do adhezji, poniewaz niektore szczepy Lactobacil-
Ius pomimo wysokiej hydrofobowos$ci wykazuja niska
zdolno$¢ do adhezji i odwrotnie, tzn. szczepy o niskiej
hydrofobowosci silnie adherujg do komorek nabtonka
[36]. Roznice te moga by¢ spowodowane wysokim
zréznicowaniem budowy i skladu powierzchni komo-
rek. Ponadto bakterie z rodzaju Lactobacillus wykazuja
zdolno$¢ do zmiany wlasciwosci powierzchniowych na
skutek zmian srodowiskowych [51]. W zwigzku z tym
mozna wnioskowa¢, ze hydrofobowos¢ powierzchni
komorek nie jest doktadnym miernikiem zdolnosci
poszczegolnych szczepow do adhezji [60].

Aby bakterie probiotyczne mogty korzystnie wply-
wac na organizm gospodarza, musza osiagna¢ odpo-
wiedniag mas¢. Dlatego zdolnos¢ do agregacji jest
pozadang cechg wsrdd szczepdw probiotycznych [8].
Tworzenie agregatow miedzy komdrkami tego samego
szczepu to autoagregacja lub samoagregacja, natomiast
miedzy réznymi szczepami, a nawet gatunkami to
koagregacja [37]. Wlasciwosci te maja duze znaczenie
w kolonizowaniu réznych srodowisk, zwlaszcza jelit,
jamy ustnej i uktadu moczowo-plciowego przez bakte-
rie probiotyczne. Zdolnos¢ szczepéw Lactobacillus do
koagregacji umozliwia stworzenie bariery zapobiegaja-
cej kolonizacji przez patogeny [8] lub poprzez tworze-
nie koagregatéw z nimi co ulatwia ich wydalenie [18].
Autoagregacja szczepow probiotycznych jest niezbedna
w procesie adhezji drobnoustrojéw do nabtonka jelit
[35]. Do innych zalet wynikajacych z agregacji bakte-
rii probiotycznych mozna zaliczy¢ mozliwo$¢ wymiany
genetycznej oraz immunostymulacje sluzowki jelit [48].

Fizykochemiczne cechy powierzchni komérek bak-
teryjnych, takie jak hydrofobowos$¢, moga mie¢ wpltyw
na procesy autoagregacji [28]. Wyniki badan wska-
zuja, ze powierzchnie samoagregujacych szczepow bak-
terii kwasu mlekowego wykazuja silng hydrofobowos¢.
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Natomiast szczepy nieagregujace posiadaja hydrofilowy
charakter powierzchni komorek. Wiele badan wyka-
zuje, ze obecnos¢ (gliko-) biatkowego materiatu na
powierzchni komoérek wplywa na wzrost hydrofobo-
wosci, natomiast obecnos¢ polisacharydéw wptywa na
hydrofilowos$¢ powierzchni [35]. W procesie agregacji
biorg udzial biatka wydzielane do medium oraz biatka
i lipoproteiny umiejscowione w blonie komodrkowe;j.
Zaobserwowano, ze supernatant oddzielony po hodowli
autoagregujacych szczepdéw Lactobacillus wplywal na
tworzenie agregatow takze przez inne szczepy bakterii
kwasu mlekowego oraz niektére szczepy Escherichia
coli. W przypadku Lb. gasseri oraz Lb. johnsonii scharak-
teryzowano gen kodujgcy zewnatrzkomoérkowy czynnik
wzbudzajacy agregacje (aggregation-promoting factor,
Apf) [50]. Kos i wsp. [28] zauwazyli, ze komorki Lb. aci-
dophilus M92 poddane trawieniu proteolitycznemu
wykazuja mniejsza hydrofobowosc¢ i stabsza zdolnos¢
do agregacji. Zatem mozna podejrzewad, Ze istnieja
biatkowe mediatory biorgce udzial w tych procesach.

4. Podsumowanie

Bakterie probiotyczne po dotarciu do jelit, aby prze-
ciwdziala¢ ruchom perystaltycznym, musiaty wyksztat-
ci¢ pewne mechanizmy. Jednym z nich jest zdolno$¢
przylegania do komoérek nablonka jelitowego. Zdol-
nosci adhezyjne szczepow probiotycznych odgrywaja
wazng role podczas kolonizacji uktadu pokarmowego
oraz maja duzy wplyw na mechanizmy dziatania pro-
biotycznego. Dzigki nim dochodzi do wytworzenia
pierwszych interakcji pomiedzy bakteriami a orga-
nizmem gospodarza. Proces adhezji jest zjawiskiem
skomplikowanym i wieloetapowym. Badania poka-
zuja, ze wigzanie si¢ bakterii z komoérkami nablonka
jelitowego nie jest regulowane przez jedne konkretne
molekuly, lecz przez szereg roznych czynnikéw. Naleza
do nich elementy $ciany komdrkowej, rozne bialka,
obecnos¢ §luzu jelitowego oraz warunki srodowiskowe.
Réznorodnos¢ ta powoduje, ze wcigz nie jest poznany
dokfadny mechanizm tego zjawiska.
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1. Historia. 2. Taksonomia i wystepowanie. 3. Struktura i namnazanie si¢ koronawiruséw. 4. Receptory komérkowe wykorzystywane przez
koronawirusy czlowieka. 5. Zakazenie cztowieka — transmisja, objawy, charakterystyka. 6. Diagnostyka. 7. Podsumowanie

Non-pandemic human coronaviruses — characteristics and diagnostics

Abstract: In this article, the characteristics of human coronaviruses (HCoV) are presented. Currently, six human coronaviruses are known:
HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-SARS and HCoV-MERS. The first human coronaviruses were described
in the sixties of the twentieth century, the last one, HCoV-MERS, in 2012 y. Coronaviruses can cause mild, asymptomatic infections as
well as severe respiratory diseases, like pneumonia and bronchiolitis. The symptoms of HCoV infection are mainly: fever, nasopharyngitis,
cough, bronchiolitis, pneumonia. Infections due to HCoV occur during the whole human life, but aremost frequent in children. They can
occur throughout the year, but are most common in the winter season. Treatment of HCoV infections is usually symptomatic. Diagnosis
of HCoV is mainly based on molecular technics such as quantitative PCR. Serological tests are only used for epidemiological purposes.

1. History. 2. Taxonomy and occurrence. 3. The structure and amplification of human coronaviruses. 4. Cell receptors used by human

coronaviruses. 5. Human infection - transmission, symptoms, characteristics. 6. Diagnostics. 7. Summary

Slowa kluczowe: koinfekcje wirusowe, koronawirusy cztowieka
Key words: viral co-infections, human coronaviruses

1. Historia

Koronawirusy (Coronavirus; HCoV) wywoluja za-
chorowania na catym $wiecie zaréwno u ludzi, jak tez
u zwierzat. Koronawirusy czlowieka (Human Corona-
virus; HCoV) znane sg przede wszystkim jako czynniki
etiologiczne zakazen dolnych i gérnych drég odde-
chowych, moga wywola¢ réwniez objawy ze strony
ukladu pokarmowego (zapalenie zotadka i jelit) oraz
nerwowego [50]. Obecnie znanych jest 6 koronawi-
rusow zakazajacych czltowieka: HCoV-229E, HCoV-
-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-SARS oraz
HCoV-MERS, w tym 4 ostatnie opisane w XXI wieku.
Wraz z rozwojem technik laboratoryjnych zmieniaty
sie metody wykrywania koronawiruséw. Koronawirusy
HCoV-229E oraz HCoV-OC43 zostaly po raz pierw-
szy opisane w polowie lat 60 XX wieku, odpowiednio
w 196671. i 1967 1., u 0s6b z objawami przeziebienia.
Gléwng metoda identyfikacji wiruséw bylo wowczas
namnazanie na liniach komérkowych oraz réznico-
wanie antygenowe i/lub w mikroskopie elektronowym
[49]. Uwazano wtedy, ze jedynie te dwa koronawirusy
sg chorobotworcze dla cztowieka. Dopiero po 40 latach,
w roku 2003, zidentyfikowano kolejnego koronawirusa
wywolujacego zachorowania u ludzi — SARS-CoV.
Wirus ten jest czynnikiem etiologicznym zespotu ostrej
niewydolnosci oddechowej (severe acute respiratory

syndrome) i w latach 2002-2003 wywotat zachorowania
u ponad 8 tys. osdb, gtéwnie w Azji. W czasie tej epi-
demii ponad 700 przypadkéw zachorowan zakonczylo
sie zgonem. W latach 2004 i 2005, dzigki zastosowaniu
nowoczesnych metod biologii molekularnej, zidentyfi-
kowano kolejne koronawirusy patogenne dla cztowieka,
odpowiednio, HCoV-NL63 i HCoV-HKUI. Pierwszy
przypadek zachorowania wywotanego przez HCoV-
-NL63 opisano w Holandii u dziecka z zapaleniem
oskrzelikéw ptucnych, natomiast HCoV-HKU1 wykryto
w Hong Kongu, u osoby dorostej z zapaleniem pluc.
Cztery lata temu, w 2012 r., zidentyfikowano kolejnego,
groznego dla ludzi, koronawirusa - HCoV-MERS (16,
26, 40], ktory jest czynnikiem epidemicznych zachoro-
wan na Bliskim Wschodzie. Sg to zachorowania o roz-
nym przebiegu, poczawszy od asymptomatycznych do
ARDS (acute respiratory distress syndrome). Epidemia
do chwili obecnej nie zostala wygaszona [43, 51].
Koronawirusy SARS i MERS zaliczane sa do wiru-
soéw o potencjale pandemicznym, ktorych identyfikacja
wymaga zgloszenia zachorowania do WHO. Natomiast
pozostale 4 koronawirusy wigzane s3 przede wszystkim
z zakazeniami drég oddechowych o lekkim lub niezbyt
cigzkim przebiegu. Niektdrzy autorzy szacuja, ze nawet
20-30% lagodnych zakazen gérnych drég oddecho-
wych, szczegolnie u dorostych oraz u starszych dzieci,
jest wywolywana przez te koronawirusy [13]. Natomiast

* Autor korespondencyjny: Zaktad Wirusologii, Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaklad Higieny, ul. Chocim-
ska 24, 00-791 Warszawa; tel/fax + 48 22 542 13 85; e-mail: eabramczuk@pzh.gov.pl
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jako czynnik etiologiczny zakazen drog oddechowych
wymagajacych hospitalizacji stwierdza sie je w ok.
3-15% przypadkow [9, 19, 32]. Dane epidemiologiczne,
analizy objawow oraz cz¢stosci wystepowania korona-
wirusow sg ograniczone, ale w zwigzku z pojawieniem
sie w 2012 r. nowego koronawirusa o potencjale pan-
demicznym liczba badan obejmujacych takze pozostate
HCoV stale wzrasta.

2. Taksonomia i wystepowanie

Koronawirusy naleza do rzedu Nidovirales, rodziny
Coronaviridae, podrodziny Coronavirinae. Wyrézniono
4 rodzaje: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammaco-
ronavirus oraz ostatnio wyroznione Deltacoronavirus
[13] (Rys.1). W obrebie poszczegolnych rodzajow (cza-
sem zwanych grupami) wyodrebnionych na podstawie
réznic genetycznych oraz zdolnosci wykorzystywania
receptorow komorkowych, wyrdzniono jeszcze pod-
grupy np. w obrebie betakoronawiruséw wyréznia sig
podgrupy (linie) A, B, CiD.

Koronawirusy stanowig liczng grupe wiruséw zdol-
nych do zakazania réznych gatunkéw zwierzat. Do tej

Rzad: Nidovirales
Rodzina: Coronaviridae
Podrodzina: Coronavirinae
Rodzaj: Alfacoronavirus
Gatunek: HCoV-NL63; HCoV-229E; HKU2;
HKUS8; TGEV; FIPV, PEDV;
Rodzaj: Betacoronavirus
Linia A
Gatunek: HCoV-0C43; HCoV-HKU1; MHV;
Linia B
Gatunek: HCoV-SARS;
Linia C
Gatunek: HCoV- MERS; HKU4; HKU5;
LiniaD
Gatunek: HKU9;
Rodzaj: Deltacoronavirus
Gatunek: HKU11, HKU12, HKU13;
Rodzaj: Gammacoronavirus
Gatunek: I1BV; TuCoV

Rys. 1. Systematyka koronawirusow

Wytluszczonym drukiem - patogeny czlowieka. Objasnienia skrotow:

PEDV - Porcine epidemic diarrhea virus; TGEV - Transmissible Gastro-

enteritis Coronavirus; FCoV - Feline coronavirus; MHV - Mouse hepatitis

virus; FIPV - Feline Infectious Peritonitis Virus (FCoV); HKUI - HongKong

coronavirus 1; IBV - Infectious Bronchitis Virus (kury); TuCoV - turkey

coronavirus.; MERS - Middle East Respiratory Syndrom conavirus;
SARS - Severe Acute Respiratory Syndrom coronavirus.

pory opisywano zachorowania wywolane przez korona-
wirusy u ptakow, kotow, psow, swin, myszy, koni, wie-
lorybow, wielbladéw oraz nietoperzy [54]. Najwiecej
gatunkow koronawiruséw wywotujacych zachorowa-
nia opisano dla czlowieka (6 wiruséw), swini (5) oraz
nietoperzy (rdzne gatunki). Koronawirusy nalezace do
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gamma- i deltakoronawiruséw wykrywane sa glow-
nie u ptakow [26]. Zachorowania u ludzi wywotane s
przez alfa- i betakoronawirusy. Sposréd alfakoronawi-
rusow sa to: HCoV-229E i HCoV-NL63. Na podstawie
wykazanej homologii sekwencji poszczegdlnych genéow
pomiedzy tymi wirusami stwierdzono, ze prawdopo-
dobnie HCoV-NL63 wywodzi si¢ od HCoV-229E [26,
45]. Natomiast sposrod koronawirusow nalezacych do
betakoronawiruséw zachorowania u ludzi powoduja:
HCoV-OC43, HCoV-HKU1I oraz HCoV-SARS i HCoV-
-MERS. Wirusy HCoV-HKUI i HCoV-OC43 Kklasy-
fikowane sg do linii A betakoronawiruséw, a HCoV-
-SARS do linii B. Koronawirus MERS jest pierwszym
opisanym patogenem czlowieka nalezacym do linii C
z rodzaju betakoronawiruséw, do ktdrej zalicza sig
takze, wykrywane u nietoperzy, HKU4 i HKUS5. Linia D
w rodzaju betacoronawirus nie obejmuje organizmdw
uznawanych za patogenne dla czltowieka (np. CoV-
-HKU9 wystepuje jedynie u nietoperzy) [50, 54].

Do niedawna sagdzono, ze poszczegdlne korona-
wirusy zakazaja jedynie jeden gatunek gospodarza
lub ewentualnie blisko spokrewnione gatunki. Nazwy
poszczegolnych gatunkéw koronawiruséw wskazy-
walyby na ich do$¢ wysoka swoistos¢ gatunkowa oraz
wywolywanych podstawowych objawéw lub atako-
wanych narzagdéw — np. PEDV oznacza koronawirusa
wywolujacego biegunki u $wini za§ FIPV - korona-
wirusa kotéw wywolujacego zapalenie otrzewnej itp.
Nalezy zauwazy¢, ze w warunkach eksperymentalnych,
koronawirusy wywolujace zachorowania u jednych
gatunkow moga namnaza¢ si¢ takze w organizmach
innych gospodarzy, np. koronawirus psa (CCoV) oraz
koronawirus kota (FCoV) moga namnazac si¢ w orga-
nizmie $wini i powodowa¢ zmiany kliniczne, takie jak
w przebiegu zakazenia TGEV czyli koronawirusa powo-
dujacego zapalenie zotadka i jelit $wini [6].

Problem transmisji koronawirusa z jednego na
drugiego gospodarza jest szczegolnie istotny w aspek-
cie pojawiania si¢ nowych wiruséw patogennych dla
czlowieka. Waznym rezerwuarem koronawiruséw sa
przede wszystkim nietoperze, ktore byty pierwotnym
rezerwuarem HCoV-SARS i HCoV-MERS wywoluja-
cych epidemie. Obecnie uwaza si¢, ze prawdopodobnie
pierwszym gospodarzem wszystkich koronawiruséw
byly nietoperze [25, 50, 54].

Wirus SARS jest chorobotworczy dla ludzi i zwie-
rzat, w tym malp, pséw, kotow, szczuréw. Rezerwuarem
HCoV-SARS byly poczatkowo nietoperze, od ktérych
ulegaly zakazeniu cywety palmowe (tuskuny palmowe,
palm civet), ktdre stanowig przysmak kuchni chinskiej.
W wyniku bliskiego kontaktu tych zwierzat z ludzmi,
HCoV-SARS zostal przeniesiony na populacje ludzka.
Po opanowaniu epidemii HCoV-SARS, poczawszy od
2005 r., wirusy te nie sg izolowane od chorych z wyjat-
kiem zakazen nabytych w laboratorium [26].
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Wirus MERS po raz pierwszy zostal opisany
w 2012r. jako czynnik ciezkich i zagrazajacych zyciu
chorego zakazen dolnych drég oddechowych. Zakazenia
te w ponad 85% obserwowane sa w u 0sob zamieszkujg-
cych lub odwiedzajacych kraje Potwyspu Arabskiego (gt.
Arabia Saudyjska) lub majace kontakt z osobami z tego
regionu. Smiertelno$¢ w zakazeniu MERS-CoV wynosi
$rednio 36%, ale znacznie czgéciej zachorowanie konczy
si¢ zgonem u 0s6b w wieku powyzej 60 r.z. W przypadku
koronawirusa MERS posrednim gospodarzem sg wiel-
blady. Badania sero-epidemiczne wykazaly, ze wirus
podobny do MERS od lat powoduje zakazenia i zacho-
rowania wielbladéw szczegdlnie na Pétwyspie Arabskim
i w Afryce. Obecnie, zachorowania koronawirusem
MERS u ludzi s3 nadal obserwowane, ale ich liczba jest
znacznie nizsza niz na poczatku epidemii [51].

3. Struktura i namnazanie si¢ koronawirusow

W mikroskopie elektronowym wirusy te, dzieki
obecnosci charakterystycznych struktur biatkowych
w postaci powierzchniowych wypustek wystajacych
z dwuwarstwowej ostonki lipidowej, przypominaja
ksztaltem korong. Stad ich nazwa - koronawirusy [26].
Ich $rednica waha si¢ od 60 do 220 nm. Nukleokapsyd
koronawiruséw pokryty jest dwuwarstwowa ostonka,
w sktad ktérej oprocz lipidow wchodzg rowniez biatka:
ostonkowe (E), membranowe zwane rowniez matri-
ksem (M), ktore jest transbtonowg glikoproteing oraz
glikoproteinowe wypustki. Genom koronawiruséw
(+ssRNA), o wielkosci ok. 25-32 kb, wraz z biatkiem
nukleoproteiny (N) tworzy rybonukleoproteing zwi-
nieta w ciasny heliks. Koronawirusy posiadajg jeden
z najwiekszych genomoéw sposrod wiruséw RNA, co
w polaczeniu z wysoka zmiennoscig charakterystyczng
dla wirusow RNA prowadzi do kumulacji zmian
sekwencji genomu, czego efektem moze by¢ powstawa-
nie réznych wariantéw wiruséw oraz zmiana tropizmu
komoérkowego [49].

Wszystkie koronawirusy charakteryzuje podobna
organizacja genomu (Rys.2). Na koncu 5 znajduje
sie czapeczka, natomiast na koncu 3’ - tancuch poliA.
W genomie zawarta jest informacja genetyczna dla
15-16 biatek niestrukturalnych (nsps) potrzebnych do
replikacji, 4-5 bialek strukturalnych oraz 1-8 biatek
tzw. ,,pomocniczych” [39, 47]. W genomie koronawi-
ruséw wystepuje 6 otwartych ramek odczytu (ORFs)
[5]. Pierwsza z nich, poczawszy od konca 5, ORFla/b
obejmuje ok. 2/3 genomu i koduje tzw. ,,geny repli-
kazy” czyli 15-16 biatek niestrukturalnych bioracych
udziat w replikacji wiruséw. Pozostala 1/3 genomu od
koncu 3’ stanowi obszar kodujacy tzw. biatka struktu-
ralne: (S) - glikoproteina powierzchniowa, (E) - mate
biatko ostonkowe, (M) - biatko membranowe oraz
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ok. 20 kb ok. 10 kb

ORF 1a/1b
(biatka niestrukturalne — nsps
— zwigzane z replikacjg i transkrypcja)

obszar kodujgcy biatka
strukturalne: S, E, M, N (HE)
+ specyficzne biatka
pomocnicze

Rys. 2. Schemat organizacji genomu koronawiruséw

ORF 1a/lb - otwarta ramka odczytu kodujaca niestrukturalne bialka

zwigzane z replikacjg i transkrypcja; biatka strukturalne: S (glikoproteina

powierzchniowa), E (ostonkowe), M (biatko membranowe), N (biatko

nukleokapsydu); HE — u niektérych betakoronawiruséw wystepuje biatko
HE czyli Hemaglutyninia-Esteraza [47].

biatko nukleokapsydu - (N). W przypadku niektérych
koronawiruséw (np. HCoV-SARS) pomiedzy ORF1b
a genem kodujacym glikoproteing powierzchniowa
znajduje sie fragment kodujacy biatko HE (hemaglu-
tynina-esteraza) [39].

Za wigzanie czastek wirusa do poszczegdlnych
receptorow na blonie komdrek gospodarza, fuzje
z blong pecherzykéw endocytarnych, jak tez wniknie-
cie wirusa do komoérek gospodarza odpowiada biatko S
i ew. HE [33]. Badania nad poznaniem mechanizmdw
wnikania réznych koronawiruséw do komorek trwaja,
ale uznaje sig, ze podstawowym jest endocytoza. Po
fuzji ostonki wirusa z blona endosomu wirus jest uwal-
niany do cytoplazmy. Mechanizm tego procesu moze
by¢ rézny, w zaleznosci od gatunku wirusa. Wykazano,
ze w przypadku HCoV-SARS i HCoV-229E fuzja jest
zalezna od niskiego pH, natomiast nie zaobserwowano
takiej zaleznosci dla HCoV-NL63 [40]. W procesie fuzji
prawdopodobnie bierze udziat biatko S i N. Biatko N
jest nukleoproteing, $cisle zwigzang z procesem uwal-
niania wirusowego RNA i tworzeniem nukleokapsydu.

Genom koronawiruséw w zwiazku z tym, Ze jest to
pojedyncza ni¢ RNA o dodatniej polarnosci i posiada-
jaca czapeczke, ma wlasciwosci zakazne. Ni¢ +ssRNA
pelni funkcje zaré6wno mRNA jak i genomowego RNA,
ktdre jest przepisywane na ni¢ komplementarng stano-
wigcg podstawe syntezy nowych czastek genomowych
oraz syntezy nowych mRNA. Po uwolnieniu +ssRNA
do cytoplazmy nastepuje synteza poliproteiny replikazy
na bazie ORF 1a/b oraz jej ciecie i powstaja biatka nie-
strukturalne biorace udziat w replikacji. Miejscem repli-
kacji koronawiruséw sg pecherzyki utworzone z bton
retikulum endoplazmatycznego (DMVs). W powsta-
waniu tych pecherzykéw biorg udzial niestrukturalne
biatka wirusowe (np. nsp3, nsp4, nsp6). W procesie
replikacji koronawiruséw powstaje dwuniciowe RNA
(dsRNA), ktére musi by¢ chronione przed komor-
kowymi mechanizmami obronnymi, zanim zostanie
przepisane na genomowe RNA (+ssRNA) lub mRNA.
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Nowosyntezowane RNA moze zosta¢ wykorzystane do
replikacji lub translacji. Nastepnie nastepuje synteza
biafek strukturalnych (S, E, M, N, HE) z subgenomo-
wego RNA [39, 40, 47], ktore dalej uczestnicza w skla-
daniu wiruséw potomnych, te za$ za posrednictwem
egzocytozy uwalniane sg z komorki [52].

4. Receptory komdrkowe wykorzystywane
przez koronawirusy czlowieka

Poszczegolne koronawirusy wykorzystuja rézne
receptory komorkowe, co zostalo wykorzystane przy
podziale na 3 grupy — w zaleznosci od tego, jaki receptor
jest przez nie rozpoznawany. Przyktadowo, HCoV-229E
(grupa 1) — wykorzystuje aminopeptydaze N (APN,
CD13), SARS-CoV oraz HCoV-NL63 (grupa 2) — ludzka
konwertaze angiotensyny2 (hACE2), natomiast HCo V-
-MERS (grupa 2c) — dipeptydylopeptydaze 4 (DPP4).
Wykazanie zdolno$ci do rozpoznawania poszczegdl-
nych receptoréw komdrkowych nie jest jednoznaczne
z okresleniem patogennych wlasciwosci badanego
wirusa. Stwierdzono, iz powinowactwo biatka S wirusa
NL63 do hACE2 jest mniejsze niz w przypadku biatka
S wirusa SARS, co mogtoby tlumaczy¢ réznice w prze-
biegu zachorowan w wyniku zakazen tymi wirusami
[15, 26, 39, 40, 45, 49, 53]. Roznice w powinowactwie
biatka S do hACE2 moga wynika¢ z réznic w struktu-
rze I oraz II rzedowej. Nie nalezy zapominad, ze recep-
tory hACE2 sg takze rozpoznawane przez inne wirusy
np. grypy ptakow H5N1. Wykazano zalezno$¢ miedzy
obecnoscig tych receptoréw a przebiegiem zachorowa-
nia ze strony uktadu oddechowego podczas zakazenia
wirusem grypy ptakow H5N1. Receptory hACE2 znaj-
duja sie na komorkach w wielu tkankach czlowieka, ale
najsilniej ekspresja tych receptoréw wystepuje w plu-
cach oraz nerkach [52]. Podobienstwo HCoV-MERS do
szczepdw CoV-HKU4 i CoV-HKUS, ktére dotychczas
byly izolowane jedynie od nietoperzy (odpowiednio od
Tyonycteris pachypus i Pipistrellus abramus), pozwolilo
na wyciagniecie hipotezy, Ze nietoperze stanowig rezer-
wuar réwniez tego blisko spokrewnionego wirusa [54].
Co wigcej, wedlug badan przeprowadzonych przez Yang
i wsp. (2015) tylko dwie mutacje w sekwencji biatka S
wystarczg, zeby CoV-HKU4, ktory obecnie jest uzna-
wany za niechorobotwdrczy dla ludzi, zyskat calkowitg
zdolno$¢ zakazania czlowieka.

5. Zakazenia czlowieka: transmisja, objawy,
charakterystyka

Koronawirusy wywolujace zakazenia ukladu odde-
chowego u ludzi rozprzestrzeniaja si¢ gtéwnie droga
kropelkows, ale réwniez przez kontakt bezposredni
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z wydalinami pochodzacymi od o0s6b chorych (mocz,
kal, wyciek z nosa) [13]. Stwierdzono zdolno$¢ wirusoéw
do zachowania zakaznosci na powierzchniach ceramicz-
nych, szklanych oraz wykonanych z PVC, teflonu itp.
nawet przez 4-5 dni, co sugeruje istotny udzial szerzenia
sie zakazen poprzez dotyk skazonych powierzchni [13].

Wirdd zakazen wywolywanych u ludzi przez koro-
nawirusy nalezy wyrézni¢c HCoV-SARS oraz HCoV-
-MERS, ktore wywoluja epidemie i przebieg choroby sta-
nowi istotne zagrozenie dla zdrowia i zycia chorych oraz
koronawirusy HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63
i HCoV-HKUI powodujace na 0gét grypopodobne zaka-
zenia, ktorych czesto$¢ szacowana jest na ok. 15-20%
i hospitalizacji wymaga od 2% do 10% chorych [26].
Jednak niekiedy stanowia przyczyne az 30% potwierdzo-
nych grypopodobnych zakazen wirusowych [1, 46].

Objawy wywolane zakazeniem koronawirusami nie
sa charakterystyczne. Podwyzszona temperatura ciala
(pow. 37,5°C) wystepuje u 50-80% chorych. U dzieci
obserwuje si¢ zapalenie btony §luzowej nosa i gardia
- u 10-20%, zapalenie ucha srodkowego — u 15-30%,
zapalenie spojowek — u 2-15%. W przypadku zakazen
dolnych drég oddechowych u dzieci przede wszystkim
obserwowane jest zapalenie oskrzeli, zapalenie pluc
oraz zaostrzenie przebiegu astmy. Natomiast u hospi-
talizowanych osob dorostych czesto wystepuja ciezkie
postacie zapalenia pluc oraz, podobnie jak u dzieci,
zaostrzenie objawéw POChP. U okoto 20-40% hospita-
lizowanych pacjentéw (zaréwno dzieci jak i dorostych),
u ktérych wykazano zakazenie koronawirusami, stwier-
dzono objawy ze strony ukladu pokarmowego. U okoto
30% tych pacjentéw stwierdzono takze wspolistnie-
jace zakazenie innym wirusem wywolujacym niezyt
zoladka i jelit np. rotawirusem lub adenonowirusem.
Jednak objawy wylacznie ze strony ukladu pokar-
mowego w przebiegu zakazeniami koronawirusami
nie sg czeste [30, 48].

Zauwazono, ze objawy choroby moga si¢ rozni¢
w zalezno$ci od gatunku wywolujacego je wirusa.
W przypadku zakazen HCoV-229E dominuja katar,
przekrwienie §luzéwek (congestion), niekiedy kaszel,
bol gardla oraz ogolne ostabienie, co nie wymaga lecze-
nia szpitalnego. Szacuje sie, ze ok. 30% zakazen HCo V-
-229E przebiega bezobjawowo. W zakazeniach HCo V-
-OC43 objawy sa podobne, cho¢ rzadziej wystepuje
katar, a pacjenci czgsciej skarza si¢ z powodu kaszlu
i $wiszczacego oddechu. Szacuje sie, ze ok. 20% zakazen
ma przebieg bezobjawowy. Chociaz nie stwierdzono
roznic w przebiegu zakazen wymagajacych hospitali-
zacji wywolanych przez HCoV-229E lub HCoV-OC43
(48], to Gaunt i wsp. zaobserwowali zwigzek miedzy
zachorowaniami wywolanymi przez HCoV-229E a sto-
sowang u chorego immunosupresjg [21]. Natomiast
zakazenia HCoV-NL63 sa dosy¢ czesto stwierdzane
u malych dzieci, hospitalizowanych z powodu zapale-
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nia oskrzeli lub krupu wirusowego. U dorostych wirus
ten moze by¢ takze przyczyna zakazen dolnych drég
oddechowych [20, 39, 48]. HCoV-HKUI wigzany jest
przede wszystkim z zakazeniami gérnych drog odde-
chowych i zaostrzeniem przebiegu astmy. Wykrywano
go w probkach kalu pobranych od chorych z proble-
mami ze strony uktadu pokarmowego, gléwnie jelit, ale
czesto w koinfekeji z innymi wirusami wywotujacymi
zakazenia pokarmowe [40, 48].

Najcigzszy przebieg choroby obserwowany jest
w zakazeniach wywolywanych przez HCoV-SARS.
W poczatkach choroby sa to objawy grypopodobne,
czgsto mylone z innym zakazeniem wirusowym, ale
w koncowej fazie choroby HCoV-SARS u ok. 20%
pacjentow powoduje zespol cigzkiej niewydolnosci
oddechowej, ang. Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS), ktory moze prowadzi¢ do $mierci chorego [49].
Smiertelno$¢ w przypadkach SARS wynosi ok. 10%.
Natomiast w przebiegu ostrego zakazenia uktadu odde-
chowego wywotanego przez HCoV-MERS nie stwierdza
sie typowego dla zakazen wirusowych 2-fazowego prze-
biegu choroby, jak rowniez objawoéw charakterystycz-
nych tylko dla tego wirusa. Ponadto zakazenia wiru-
sem HCoV-MERS moga czasem przebiega¢ tagodnie
lub bezobjawowo, co stwarza trudnosci w postawieniu
prawidlowej diagnozy wykluczajacej mozliwos¢ zakaze-
nia innymi wirusami (np. wirusem grypy). W takich
przypadkach nieoceniong pomoc niesie wywiad epi-
demiologiczny, poniewaz zakazenia HCoV-MERS wig-
zane s3 z podrézami na Bliski Wschdd lub kontaktem
z 0sobg powracajacg z tamtych terendw. Nalezy rowniez
pamietacd, ze zakazenia HCoV-MERS wystepuja czgsto
u 0s6b z obnizong odpornoscig i w zwiazku z tym
$miertelno$¢ zakazen u tych pacjentow jest duzo wyz-
sza i wynosi od 30-60% [51].

Nishiura i wsp. (2012) uwazaja, ze jednym z gtow-
nych czynnikéw ulatwiajacych ustalenie podejrzenia
o zakazenia koronawirusami jest okreslenie czasu inku-
bacji choroby. Wystapienie objawéw choroby w czasie
krotszym badz réwnym 2 dniom wskazuje na praw-
dopodobienstwo zakazenia wirusem grypy, z kolei
inkubacja od 3 do 5 dni moze by¢ zwiazana z zakaze-
niem ludzkimi koronawirusami [42]. Wyjatek stanowi
HCoV-SARS i HCoV-MERS, dla ktérych okres ten moze
wynosi¢ nawet do 14 dni [438].

Zakazenia koronawirusami wystepuja bez wzgledu
na ple¢, wiek czy potozenie geograficzne (Tab.I). Do
pierwszych zakazen czlowieka dochodzi gtéwnie we
wczesnym dziecinstwie, a reinfekcje moga wystepowaé
w ciggu calego zycia. Koronawirusy powodujg zacho-
rowania we wszystkich grupach wiekowych [20, 48].
Zaobserwowano jednak, iz HCoV-229E oraz HCoV-
-HKU1 wywotujg gléwnie zachorowania u dorostych,
natomiast HCoV-OC43 i HCoV-NL63 u dzieci, szcze-
golnie ponizej 2 roku zycia [1, 50].
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Na $wiecie zakazenia koronawirusami obserwowane
sg przez caly rok, ale najwiekszg czestos¢ tych zakazen
notuje si¢ w miesigcach jesienno-zimowych lub pod-
czas pory deszczowej. Jednak w Chinach koronawirusy
wykrywane sa najrzadziej podczas miesigcy jesiennych,
a w Hong Kongu szczyt zachorowan HCoV-NL63 przy-
pada na okres wiosenno-letni [30]. W wielu krajach
szczyt zachorowan wywotanych przez koronawirusy
pokrywa sie lub jest zblizony do szczytu zakazen wywo-
fanych przez RSV i wirusy grypy [1, 48]. Badania doty-
czace krazenia tych wirusow sg nieliczne, ale w poszcze-
gblnych okresach zaobserwowano rézna aktywnos$¢
nie-epidemicznych koronawiruséw. Badania te obejmo-
waly na ogo6t konkretne grupy pacjentéw i najczesciej
byli to pacjenci hospitalizowani. Z tego powodu istnieja
watpliwosci czy brak identyfikacji niektérych gatun-
kéw, HCoV-229E lub -HKU]1, jako czynnikéw etiolo-
gicznych ostrego zakazenia drég oddechowych (ARI,
acute respiratory infection) oznacza brak aktywnosci
tych wiruséw w danym regionie, czy tez z powodu
wywolywania gléwnie fagodnych zachorowan nie sa
one diagnozowane. Jednak nalezy wzig¢ pod uwage,
ze w okresie jesienno-zimowym, kiedy koronawirusy
oraz inne wirusy wywolujace zakazenia ukladu odde-
chowego, takie jak RSV, grypa, HMPYV itp. sg najczes-
ciej wykrywane, a ich réznorodno$¢ jest najwyzsza, to
nadal nie wszystkie s3 identyfikowane. Innym proble-
mem jest wystepowanie koronawiruséw w zakazeniach
mieszanych, co potwierdzaja badania wielu zespotdéw
i wskazujg, ze moga by¢ one jednym z najczgstszych
czynnikéw wywolujacych wspélzakazenia z innymi
wirusami. Szacuje sie, ze ok. 45-60% zakazen wywo-
tanych przez te wirusy dotyczy wtasnie ko-infekgji [26,
31]. W badaniach przeprowadzonych przez Hoe i wsp.
(2007) zostalo wykazane, ze w przypadku wspodtzaka-
zenia liczba czastek HCoV-NL-63 jest zwykle nizsza niz
w przebiegu zakazenia pojedynczym wirusem. Wspoi-
wystepujace zakazenia wirusowe stwierdzano przede
wszystkim u oséb hospitalizowanych [26], natomiast
niewiele wiadomo o ewentualnych wspdéizakazeniach
wirusowych nie wymagajacych hospitalizacji. Naj-
czedciej wykrywano mieszane zakazenia wywolane
przez koronawirusy w polaczeniu z zakazeniem RSV,
HMPYV, wirusami grypy lub enterowirusami czego
powodem moze by¢ wspotwystepowanie tych wirusow
w Srodowisku [Tab. I] [1].

6. Diagnostyka

Do 2002 r. diagnostyka zakazen drég oddechowych
obejmujgca koronawirusy prowadzona byla jedynie
przez nieliczne osrodki. W zwigzku z pojawieniem
sie nowego, epidemicznego gatunku HCoV-SARS zin-
tensyfikowano badania nad tg rodzing wiruséw. Po
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Tabela I
Wybrane badania dotyczace czestosci koronawirusow
Wiek | Liczba | Rozpo- Ogotem | Czestos¢ .
bi?it:ﬁ Kraj/region chorych | bada- | znanie zakazenie | HCoV Inne pa(z(s)zzilwane Ref.
(lata) nych | kliniczne |wirusowe (%) (%) patogeny
2001-02 | Chiny/Hong Kong 0-18 587 ARI 36,3 4,4 RSV, HMPV, HP1V, Flu, HAdV (8]
2003 Australia 0-18 1247 ARI 52,9 4,3 RSV, HRV, EV, HMPV, HPIV, [23]
Flu, HAdV, HBoV
2004 | Australia 0-60 888 | ARI 31,6 8,3 | RSV, HRV, HMPV, HPIV, Flu, (34]
HAdV
2004-05 | Francja 0-16 1002 ARI bd 9,8 Ujemne w badaniu rutynowym: | [48]
RSV, HRV/EV, HP1V, Flu, HAdV
2004-05 | Wlochy 18+ 510 LRTI 42,2 3,3 RSV, HRV, HMPV, HP1V, Flu, [37]
HAdV
2003-06 | Szwajcaria* 18+ 299 ARI 17,4 5,6 | RSV, HRV, HMPV, HPIV, Flu, [20]
HBoV
2005-07 | Chiny/Beijing 14+ 5808 ARI 34,6 1,1 RSV, HRV, EV, HMPYV, HPIV, [44]
Flu, HAdV
2007-08 | Korea 0-5 296 | ARI 50 55 | RSV, HRV, HMPV, HPIV, Flu, [10]
HAdV, HBoV
2007-08 | Stowenia 0-6 592 ARI 70,6 6 RSV, HPIV,Flu, HAdV [28]
2006-09 | Szkocja 0-80 7382 ARI 28,4 2,3 RSV, HPIV, Flu, HAdV [21]
2008-09 | Europa 65+ 556 ILI 57,6 10 RSV, HRV/ EV, HMPV, HPIV, [18]
(INFLUENCES®5 surv) Flu, HAdV, SARS
2010-11 Madagaskar 0-5 295 ARI 74,6 12,5 RSV, HRV, HMPV,HPIV [27]
2010-12 | Brazylia 19-80 134 URTI 32,1 0,75 | RSV, HRV/EV, HMPV, HP1V, [14]
Flu, HAdV, HBoV
2011-12 | Szwajcaria 0-18 645 URTI 78,6 5 RSV, HRV/EV, HMPV, HPIV, [3]
0-18 138 LRTI 40,6 0 Flu, HAdV
18-65 904 URTI 44,6 9
18-65 270 LRTI 20,4 16
65+ 920 URTI 46 13
65+ 119 LRTI 23,5 11
2011-12 | Polska (armia) 18+ 399 ILI 40 36 RSV, HRV/EV, HMPYV, HPIV, [29]
Flu, HAdV, HBoV
2011-13 | Hiszpania 0-14 204 LRTI 91,7 2,5 RSV, HRV, HMPYV, HPIV, [7]
HAdV, HBoV
2013-14 | Polska 0-16 370 ARI 51,4 25 RSV [1]
(badania wtasne)

* 80% badanych pacjentow byto w immunosupresji

** wsrdd probek dodatnich czgstos¢ wykrywania koronawirusow wynosita 32%

Objasnienia skrotow: RSV — Respiratory syncytial virus; HMPV - Human metapneumovirus, metapneumowirus czlowieka; HPIV — Human parain-
fluenza viruses, wirus paragrypy cztowieka; Flu — Influenza virus, wirus grypy ; HAdV - human adenowirus, adenowirus czlowieka, EV - enterovirus,
enterowirus; HRV - Human rhinoviruse, rinowirus cztowieka, HBoV - Human bocavirus, bokawirus cztowieka; Bd - brak danych, L/URTT - infekcje
dolnych/ gérnych drég oddechowych, ARI - ostre zakazenie drég oddechowych, ILI - choroba grypopodobna.

odkryciu HCoV-NL63 oraz HCoV-HKUI zdecydowa-
nie wzrosta liczba badan, ale dopiero pojawienie sie
w 2012 r. HCoV-MERS i zwigkszajaca sig¢ liczba przy-
padkéw $miertelnych w wyniku zakazenia tym wirusem
spowodowalo uwzglednienie zakazen koronawirusami
w rutynowej diagnostyce. W badaniach diagnostycz-
nych wykorzystywane sg materialy pobrane z uktadu
oddechowego (wymaz z gardla, wymaz z nosa, aspirat
przeztchawiczy, BAL), prébki moczu i katu oraz suro-
wice krwi [49]. W celu zwiekszenia czulosci procesu

identyfikacji, np. w przypadku HCoV-MERS, zalecane
jest pobieranie probek z réznych odcinkéw uktadu
oddechowego oraz w réznych okresach po wystapie-
niu objawow choroby. W diagnostyce zakazen korona-
wirusami stosowane sg metody oparte na technikach
biologii molekularnej, izolacji wirusa w hodowlach
komoérkowych oraz metody serologiczne [51].

Ze wzgledu na trudnoéci zwigzane z izolacja koro-
nawirusow w hodowlach komoérkowych, techniki
biologii molekularnej s3 metodami z wyboru. Naj-
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Tabela II
Wybrane przyklady zastosowania metod biologii molekularnej do diagnostyki zakazen koronawirusami
Metoda Fragment Genotyp Uwagi Ref.
Nested-PCR Brak danych Alfa- corona Wykrywa m.in. HCoV-229E i HCoV-NL-63 [41]
Brak danych Beta-corona Wykrywa m.in. OC43, HKUI, nie wykrywa MERS-CoV
ani SARS-CoV
Real-time PCR Gen (N) 0OC43-HCoV Startery specyficzne dla poszczegdlnych koronawirusow [24]
229E-HCoV
ORF la NL63-HCoV
Multiplex RT-PCR Brak danych 0OC43/ HKU1 Test komercyjny. Konieczno$¢ réznicowania miedzy OC43 (4]
NL63/229E a HKU1 oraz NL63 a 229E
One step-RT-PCR+ | Gen N, Gen S1, HKU1 Startery specyficzne dla HKU1 [48]
sekwencjonowanie ORFla
Real-time RT- PCR | Gen E MERS-CoV Test przesiewowy, wigksza czulo$¢, mniejsza specyficznosé [11]
ORF 1b MERS-CoV Test potwierdzenia, wigksza specyficznos¢, mniejsza czulosé [12]
ORF la MERS-CoV Test potwierdzenia, wigksza specyficznos¢, mniejsza czutoéé
Sekwencjonowanie | Gen RdRp Roéznicowanie sposrod betakoronawiruséw, (linia C) oraz
MERS-CoV spokrewnionych koronawiruséw zwierzecych
RT- PCR Gen N Wysoce specyficzny fragment MERS-HCoV.
RT-PCR ORF ab Koronawirusy Mozliwo$¢ wykrycia takze innych niz ludzkie genotypow, [22]
(pan-korona) ale nie wykrywa ok. 30% krazacych genotypow
RT-PCR Gen polimerazy Koronawirusy -
(pan-korona)
Gen N, ORFla, HCoV-NL63 Startery specyficzne dla HCoV-NL63 [36]
ORF1b, Gen S,
Sekwencjonowanie
Gen G HCoV-0C43 Startery specyficzne dla HCoV-OC43 i HCoV- 229E
HCoV-229E

czgsciej wykorzystywana jest technika PCR z etapem
odwrotnej transkrypcji zar6wno w wersji klasycznej
jak i PCR w czasie rzeczywistym (real-time RT-PCR).
W badaniach wykorzystywane s3 rézne rozwigzania
dotyczace stosowania starteréw swoistych dla poszcze-
gblnych gatunkow koronawiruséw (PCR dla jednego
gatunku wirusa lub multiplex PCR), poszukiwanie
starterow dla wspolnego fragmentu genomu korona-
wiruséw (ORF1a/b, biatko nukleokapsydu-N lub bialko
powierzchniowe-S) [45], poszukiwanie fragmentoéw
swoistych dla alfa- i betakoronawiruséw [42]. Nalezy
pamietaé, ze powszechnie stosowane startery tzw.
pankorona zaprojektowane do wykrywania mozliwie
wszystkich koronawiruséw wywolujacych zakazenia
u ludzi nie wykrywaja HCoV-SARS ani HCoV-MERS
[22]. Z tego wzgledu czesto stosowana jest kompilacja
réznych testow RT-PCR (Tab. II).

Uwaza sie, ze za wywolanie reakcji immunologicz-
nej w odpowiedzi na zakazenie odpowiadajg biatka S
i N. Biatko S odpowiada za pierwszy etap infekeji, wiec
jest pierwszym celem odpowiedzi humoralnej i komor-
kowej [49]. Z kolei bialko N najsilniej aktywuje swo-
ista odpowiedz odpornosciowa. Metody serologiczne
opieraja sie na wykryciu konkretnych antygenow, badz
przeciwcial skierowanych w kierunku tych antygenéw

w surowicy pacjenta. Problemem w przypadku badan
obecnosci przeciwcial jest wystepowanie reakcji krzy-
zowych i uzyskiwanie wynikow falszywie pozytywnych.
Reakcje krzyzowe najczesciej wynikajg z reagujacych
krzyzowo epitopéw antygenowych koronawiruséw.
Odzialywanie z bialkiem N HCoV-SARS stwierdzono
dla przeciwcial HCoV-229E oraz HCoV-OC43 [45]. Co
wigcej, wykrywanie przeciwcial u matych dzieci sta-
nowi réwniez istotny problem. Z badan Dijkman i wsp.
[15] wynika, ze u dzieci zaraz po urodzeniu stwier-
dza si¢ bardzo wysoki poziom przeciwcial nabytych
od matki przeciw biatku N HCoV-NL63. Wykazano,
ze ich poziom zmniejsza si¢ dopiero w 4-5 miesigcu
zycia. U dorostych natomiast spadek miana przeciw-
cial, przede wszystkim skierowanych przeciw biatkom
powierzchniowym, nastepuje po uptywie roku od zaka-
zenia HCoV, co tlumaczy kilkukrotne reinfekcje [16].
Obecnie badania serologiczne w diagnostyce zakazen
koronawirusami sg bardzo rzadko stosowane.
Koronawirusy mozna izolowa¢ w réznych liniach
komorkowych, ale kazdy z koronawiruséw wykazuje
powinowactwo do namnazania si¢ w okreslonych
komoérkach. HCoV-229E po raz pierwszy wyizolo-
wano w roku 1966 w hodowli wyprowadzonej z ludz-
kich embrionalnych komoérek nerki (np. MRCS5).
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Obecnie wirus ten ,,przystosowal si¢” do namnazania
w wielu rodzajach linii komérkowych, powszechnie
wykorzystywanych w laboratoriach wirusologicznych
[49]. HCoV-OC43 zostal wyizolowany w 1967 r. w linii
komorek tchawicy oraz w komoérkach wyprowadzo-
nych z raka ludzkiego jelita grubego (linia HRT18).
HCoV-NL63 zostal wyizolowany w 2004 r. w hodowli
komorek matpiej nerki LLC-MK?2, ale namnaza si¢ on
réwniez w komérkach watroby, np. w linii komérkowe;j
Huh-7. [15, 40, 49]. Natomiast HCoV-SARS replikuje
sie w hodowlach komoérek matpiej nerki (np. Vero E6,
LLC-MK?2) ale, nalezy pamigtaé, ze namnazenie tego
wirusa moze by¢ prowadzone wyltacznie w laborato-
rium o podwyzszonym poziomie bezpieczenistwa bio-
logicznego (BSL3 lub 4). Do roku 2010, mimo wielu
prob nie udawato si¢ namnozy¢ HCoV-HKUI w liniach
komoérkowch. Dopiero Pyr¢ i wsp. [41] z powo-
dzeniem namnozyli wirusa in vitro stosujac hodowle
nabtonka rzeskowego ukladu oddechowego (HAE).
Efektem namnazania koronawiruséw w hodowlach
komoérkowych sa widoczne pod mikroskopem zmiany
w postaci agregatow komorkowych, syncytii czy
obrzmienie komorek [35].

7. Podsumowanie

Koronawirusy, jako czynniki etiologiczne glow-
nie tagodnych, samoustepujacych zakazen uktadu
oddechowego, nie byly wczesniej wiodacym tematem
badan z punktu widzenia zdrowia publicznego. Dopiero
wybuch epidemii SARS-CoV, w 2003 roku, sklonit
badaczy do coraz glebszego pochylenia si¢ nad biolo-
gia tych wiruséw oraz mozliwo$ciami ewentualnego
leczenia zakazen przez nie wywolanych. Wzrost zain-
teresowania koronawirusami doprowadzil do odkry-
cia 4 nowych gatunkow wirusow, ktdre, jak sie okazalo,
od dawna krgzg w $rodowisku czlowieka powodujac
rokrocznie ok. 20-30% zakazen drég oddechowych,
a w 3-15% przypadkéw zakazen chorzy wymagaja
hospitalizacji. Mimo, iz zakazenia wywolane przez
koronawirusy maja gléwnie fagodny przebieg, wyste-
puja réwniez koronawirusy (np. HCoV-SARS) powo-
dujgce ciezkie infekcje, niekiedy koniczace sie Smiercig.
Koronawirusy sa chorobotwoércze zaréwno dla ludzi
jak i zwierzat. Wraz z rozwojem badan wykazano, ze
koronawirusy, ktére uwazano za patogeny zwierzat
moga wywolywa¢ choroby u ludzi. Bioragc pod uwage
mozliwos¢ przekraczania granicy zwierze-czltowiek
oraz szybka replikacje wirusow, konieczne sg dalsze
badania nad biologia, patogeneza oraz transmisjg koro-
nawiruséw. Co wigcej istnieje potrzeba wyjasnienia
zwigzku miedzy koronawirusami a chorobami uktadu
nerwowego (np. stwardnienie rozsiane) czy uktadu
pokarmowego.
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Dotychczas nie opracowano skutecznej metody
leczenia oraz zapobiegania zachorowaniom (szczepionki
przeciwko koronawirusom), ale badania sg intensywnie
prowadzone. Wydaje sig¢, zZe najlepsza ochrong przed
infekcjg koronawirusow jest wlasciwa higiena. Koro-
nawirusy sa wrazliwe na wiekszo$¢ powszechnie sto-
sowanych srodkéw dezynfekcyjnych [49].
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Plasmids - vectors for gene therapy

Abstract: The first confirmed transfer of genetic material in human was performed in 1990. Ever since, gene therapy was considered
to be one of the best promising treatments of genetic diseases. The sine qua non of successful gene therapy are efficient genetic vectors.
Recently, the most frequently used vectors in clinical trials for genetic therapies are virus-based and plasmid-based. A range of features
makes plasmids useful for gene therapy, however, they have also some characteristics which make it difficult to consider plasmids as ideal
vectors. The main goal of this article is to address and describe these unfavourable factors.

1. Introduction. 2. Natural modification of DNA as an obstacle to the use of plasmids for gene therapy. 3. Plasmid DNA usage safety.
4. Plasmid DNA entry into eucaryotic cells. 5. Post-entry fate of plasmid DNA in eucaryotic cells. 6. pPDNA-based gene therapies.
7. Alternative routes of development of pDNA-based gene therapies. 7.1. Baktofection. 7.2. Alternative Gene Therapy - AGT. 7.3. Hydrogels.

7.4. DNA minicircles. 7.5. DNA ministrings. 8. Summary
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1. Wstep

Jednym z celéw badan dotyczacych genetyki mikro-
organizmdw jest wykorzystanie bakteryjnych mobil-
nych elementéw genetycznych (MEG) w biotechno-
logii lub medycynie. W obydwu dziedzinach najczes-
ciej wykorzystywana w tych celach grupa bakteryj-
nych MEG sa plazmidy. Stanowig one teoretycznie
doskonaty material do konstruowania narzedzi terapii
genowych oraz szczepionek. Wystepuja powszechnie,
a ich naturalna zdolnos¢ do stabilnego utrzymywa-
nia si¢ w komoérkach bakteryjnych znacznie ulatwia
i przyspiesza ich genetyczne modyfikowanie. Stosun-
kowo fatwe i tanie jest uzyskiwanie duzych ilosci plaz-
midowego DNA (pDNA) [55]. Zastosowanie wekto-
réw bakteryjnych w biologii molekularnej i biomedy-
cynie zostalo wcze$niej opisane w pracy Staworzynskiej
i wsp. w2011 roku [81].

Pierwsze doniesienia o mozliwosci wykorzystania
plazmidowego DNA w terapiach genowych siegaja roku
1990, kiedy to Wolft i wsp. wykazali, ze domiesniowe
podanie plazmidowego DNA spowodowalo ekspresje
kodowanego genu (transgenu) [98]. Spowolnienie roz-
woju skutecznych terapii genowych zostalo spowodo-

wane przez rozne czynniki np. ostre reakcje zapalne na
wektory stosowane w terapiach genowych, karcenoge-
neze czy ograniczony efekt terapeutyczny [83]. Obecnie
istnieje szereg jednostek chorobowych, dla ktérych pro-
wadzi si¢ badania kliniczne z wykorzystaniem terapii
genowej opartej o plazmidowy DNA np.: nowotwory
(czerniak ztosliwy, rak trzustki, rak piersi), choroby
serca (choroba niedokrwienna konczyn, schorzenia
naczyn wiencowych), choroby zakazne (HIV, zapale-
nie watroby typu B), dziedziczne choroby jednogenowe
(plasawica Huntingtona, hemofilia) [32, 55].

Wektory wykorzystywane w terapiach genowych
mozna podzieli¢ bazujac na trzech kryteriach zapro-
ponowanych przez Ehrhardt i wsp. w 2008 roku. Po
pierwsze podzial wedlug formy podawanego DNA
na: ,nagi” DNA lub czasteczki wiruso-podobne (VLP
- virus like particles). Drugie kryterium podziatu to
zdolno$¢ do pozostawania (retencji) w jadrze komor-
kowym, wedtug ktérego wektory mozna pogrupowaé
na te bez zdolnosci do retencji, na wektory integrujace
do chromosoméw oraz na wektory pozostajace jako
pozachromosomowe elementy na terenie jadra. Trzeci
sposob podziatu to uwzglednienie sposobu utrzymywa-
nia si¢ wektoréw w komorce (zdolno$¢ do replikacji):

* Autor korespondencyjny: Instytut Biotechnologii i Antybiotykéw, ul. Staroécinska 5, 02-516 Warszawa; tel. 22 378 62 29; e-mail:

zaleskip@iba.waw.pl
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« integrujace — czyli wlgczajace sie w okreslone miej-
sce w chromosomowym DNA komérek gospodarza
i korzystajace z komoérkowych mechanizméw repli-
kacji; gléwnie wektory pochodzenia wirusowego
(retrowirusowego lub lentiwirusowego) [25, 85]

« episomalne - czyli pozostajace jako niezalezne
pozachromosomowe elementy na terenie jadra
komorkowego; gtownie wektory pochodzenia
adenowirusowego lub plazmidowego z repliko-
nem wirusowym [25]

o wektory bez zdolnosci do replikacji — wektory
bazujace na plazmidach bez replikonu wiruso-
wego, ktorych liczba kopii po podaniu stopniowo
spada w miare kolejnych podzialéw komorko-
wych; wektory te zapewniaja jedynie przejsciowa
ekspresje kodowanego transgenu [25]

Jednak to wlasnie ta ostatnia grupa wektorow jest
czesto wykorzystywana w praktyce klinicznej, mimo
ze pozbawiona zdolnosci do replikacji w komorkach
docelowych i retencji na terenie jadra komodrkowego
[25]. Konwencjonalny wektor terapeutyczny bazujacy
na pDNA skfada si¢ z dwoch gtéwnych modultéw:
bakteryjnego i ekspresyjnego. Modut bakteryjny to
fragment wektora zawierajacy wszystkie elementy nie-
zbe¢dne do utrzymywania si¢ wektora w komorce bak-
teryjnej. Sa to origin replikacji (preferowane sg origin
typu theta bez bialka replikacyjnego np. ColE1l) oraz
marker umozliwiajacy selekcje komorek niosacych
plazmid. Druga cze¢$¢ wektora to modul ekspresyjny.
Modut ten umozliwia ekspresje genu terapeutycznego
w docelowych komoérkach eukariotycznych. Podstawo-
wymi elementami tego modutu bedg sekwencja promo-
tora oraz gen terapeutyczny (GOI - gene of interest).
Modul ten jednak moze by¢ dodatkowo uzupelniany
o 5UTR (rejon 5 nie ulegajacy translacji), introny,
fragment poliadenylowy oraz fragment genu kodujacy
peptyd sygnalny. Peptyd sygnalny zapewnia wlasciwe
kierowanie zsyntetyzowanego biatka [68].

Oddzielnym zagadnieniem jest dostarczenie na
teren komorki narzedzi do edycji genomu. Przykla-
dem takiego ukladu moze by¢ coraz powszechniej
wykorzystywany system — CRISPR/Cas9 [70], ktérego
podstawowa zaleta to mozliwo$¢ wprowadzania celo-
wanych zmian w genomie. Sam system CRISPR/Cas9
i dynamiczny rozwdj jego wykorzystania to temat na
oddzielng prace. W kontekscie tego opracowania nalezy
jednak wspomnie¢ , ze komponenty ukladu CRISPR/
Cas9 wymagaja wektoréw do dostarczenia ich do
komorek docelowych. Do tego celu mozna wykorzy-
stywa¢ modyfikowane wektory pochodzenia wiruso-
wego lub jeden z szeregu nie-wirusowych systemow
dostarczania lekow (non-viral drug delivery systems).

Niniejsza praca poswiecona jest jednak problemom
zwigzanym z wykorzystaniem plazmidéw jako wekto-
réw do terapii genowych.
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2. Naturalna modyfikacja DNA jako przeszkoda
w stosowaniu plazmidow w terapii genowej

Metylacja jest najpowszechniejszym typem natu-
ralnej modyfikacji materialu genetycznego. Zostala
wykryta u przedstawicieli wszystkich grup organizméow
od Archebakterii poprzez wirusy az do kregowcow czy
roélin kwiatowych [14]. Metylacja DNA to reakcja
przeniesienia grupy metylowej z donora S-adenozylo-
-L-metioniny (AdoMet) na zasady DNA znajdujace si¢
w specyficznym kontekscie genetycznym [37]. Reakcja
ta jest katalizowana przez specyficzng grupe enzymow
- metylotransferazy DNA (metylazy DNA).

W przypadku organizméw prokariotycznych wy-
kryto trzy reakcje metylacji dotyczace zasad DNA
(metylacja: cytozyny do C5-metylocytozyny; cytozyny
do N4-metylocytozyny; adeniny do N6-metyloadeniny)
[1]. Natomiast w przypadku organizmoéw eukariotycz-
nych, u ktérych stwierdzono wystepowanie metylowa-
nych zasad w DNA, mamy do czynienia przede wszyst-
kim z modyfikacja cytozyny do C5-metylocytozyny [1]
oraz wykrywana u nizszych eukariontéw metylacja ade-
niny do N6-metyloadeniny [78]. Wynikajgca z rozbiez-
nosci prokariotycznych i eukariotycznych systemow
modyfikacji DNA réznica w metylacji okreslonych
zasad w DNA stanowi jedng z barier w wykorzystaniu
plazmidéw do celow terapeutycznych u ludzi. Zaréwno
u organizmow prokariotycznych jak i eukariotycznych
metylacja DNA dotyczy zawsze zasad znajdujacych
sie w charakterystycznym kontekscie genetycznym
(tzw. sekwencji rozpoznawanej przez dang metylaze).
W przypadku wyzszych kregowcow (np. ssakdw) wyste-
puje tylko metylacja cytozyny do C5-metylocytozyny
i to gléwnie w kontekscie dinukleotydu cytozyna-
-guanina (CpG). Ponadto, rozmieszczenie metylowa-
nych miejsc CpG jest nieréwnomierne w poszczegol-
nych genomach ssaczych. Okoto 60-80% miejsc CpG
pozostaje zmetylowanych [46], mozliwe jest jednak
odnalezienie regionéw bogatych w miejsca CpG pozba-
wione metylacji. Sa to wyspy CpG (CGIs) [21]. Obec-
no$¢ takich miejsc ma znaczenie w regulacji ekspresji
genow, szczegdlnie w kontekscie dlugookresowej repre-
sji transkrypcji (wyciszanie ekspresji) [41]. W organiz-
mach prokariotycznych metylacja DNA zwigzana jest
przede wszystkim z systemami restrykcji-modyfikacji,
a metylacja DNA odpowiedzialna za regulacje eks-
presji gendw opiera si¢ gtéwnie na metylacji adeniny
do N6-metyloadeniny (metylazy typu Dam i CCrM)
[15]. Duzo stabiej poznana jest rola metylacji cytozyny
(C5-metylocytozyny) w fizjologii bakterii [78]. Materiat
genetyczny pochodzenia bakteryjnego stanowi sygnal
alarmowy dla uktadu immunologicznego organizmoéw
wyzszych. Receptory komorek ukladu immunologicz-
nego rozpoznaja obce, zwigzane z patogenami wzory
molekularne np. lipopolisacharydy powierzchniowe
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Tabela I
Liczba sze$cionukleotydowych sekwencji potencjalnie immunogennych - tzw. miejsc CpG o odmiennym wzorze
metylacji w komorkach bakteryjnych i w komoérkach eukariotycznych (wiersze gérne); liczebnos$¢ miejsc CpG
o znanym efekcie immunostymulujagcym (dolne wiersze) w plazmidach znalezionych w szczepie K. pneumoniae
287-w i w popularnych wektorach plazmidowych (szczegoty w tekécie)

Sekwencje potencjalnie immunogenne (ISS) | pIGRK | pIGMS31 | pIGMS32 | pUCI19 pBR322
RRCGYY 0 2 43 14 27
GTCGYY 2 0 21 6 11
RRCGTT 0 2 17 9 15
Calkowita liczba potencjalnych sekwencji ISS 2 4 81 29 53
Immunostymulujace miejsca CpG (CpG-S)

AACGTT (CpG-S)! 0 0 1 2 4
GACGTT (CpG-S)! 1 5 1 1
Catkowita liczba CpGs 1 6 3 5

! — sekwencje, ktorych efekt immunostymulacyjny zostal oznaczony przez Krieg i wsp. [52]

lub kwasy nukleinowe (receptory TLR3, TLR7/8 i TLR9
zwigzane z organellami wewnatrzkomorkowymi: retiku-
lum endoplazmatycznym, endosomami i lizosomami)
[77]. TLRY to receptor rozpoznajacy DNA zawierajacy
niemetylowane miejsca CpG [5]. Historia wykrycia
motywow CpG, ich charakterystyka oraz okreslenie
roli w odrdznianiu swoich komoérek od komorek pato-
genow zostala wyczerpujaco opisana w pracy Arthura
M. Kriega z 2002 roku [51]. Podsumowujac, w DNA
bakteryjnym wystepujg niezmetylowane dinukleotydy
cytozyna-guanina (CpG). Motywy CpG pozostaja nato-
miast w znacznej wiekszosci zmetylowane w przypadku
DNA komorek eukariotycznych. Immunostymulacyjny
efekt bakteryjnego DNA na komorki eukariotyczne
zostal wykryty w roku 1984 przez Tokunage i wsp.
[86]. Przyczyng immunostymulacji komoérek odporno-
sciowych w zetknieciu z DNA bakteryjnym jest stopien
metylacji miejsc CpG oraz wystgpowanie niezmety-
lowanych dinukleotydéw CpG potozonych w charakte-
rystycznym kontekscie genetycznym. Pierwsze donie-
sienia dotyczace tego zjawiska sugerowaly, ze sekwen-
cjami immunostymulacyjnymi (immunostimulatory
sequences — ISS) sa motywy zlozone wedlug ponizszego
schematu: puryna-puryna-CG-pyrimidyna-pyrimidyna
[53]. Opierajac sie na tym schemacie udowodniono, ze
najbardziej immunostymulacyjnie dziata na komorki
ludzkie sekwencja 5-GTCGTT [39].

Identyfikacja ISS pozwolila na wykorzystanie inzy-
nierii genetycznej w celu zredukowania liczby motywow
CpG w obrebie danego plazmidu. Skutkowalo to znacz-
nym obnizeniem indukcji cytokin prozapalnych [102].
Dlatego tez, konstruowano wektory pDNA, w ktérych
duze fragmenty naturalnego plazmidu zostaly zamie-
nione na syntetyczne fragmenty pozbawione motywow
CpG [101]. Drugim kierunkiem jest poszukiwanie natu-
ralnych plazmidéw o niskim procencie par GC w DNA.
Plazmidy takie jak np. wyizolowane ze szczepu Kleb-
siella pneumoniae 287-w pIGMS31 (32,7% GC) i pIGRK

(33,4% GC) [79] beda bowiem z natury pozbawione
immunogennych miejsc CpG. W poréwnaniu do popu-
larnie stosowanych wektoréw plazmidowych czy nawet
innych plazmidéw izolowanych z tego samego szczepu
(pIGMS32) posiadaja one znacznie mniejsza liczbe
miejsc potencjalnie immunogennych (Tab. I).

Wykazano, ze nawet obecnos¢ jednego miejsca CpG
moze by¢ wystarczajagca do wywolania odpowiedzi
zapalnej. Mozliwe jest osiagniecie przedtuzonej eks-
presji transgenu bez wywolywania odpowiedzi zapalnej
na bazie wektoréw pozbawionych miejsc CpG (CpG-
-free vector) [44, 64]. Zostalo to potwierdzone poprzez
badania nad wektorami o obnizonej zawarto$ci miejsc
CpG, ktore byly w stanie zapewnia¢ przedluzong eks-
presje kodowanego transgenu [64, 60]. Z drugiej jed-
nak strony istnieja doniesienia wskazujace, ze calko-
wite usunigcie miejsc CpG moze wptywacé na obnizenie
poziomu transkrypcji genu, ktérego wyrazanie jest
celem terapeutycznym [6]. Ekspresja transgenu moze
by¢ wyciszana poprzez obecno$¢ elementéw pocho-
dzacych z bakteryjnych plazmidéw [13]. Wykazano
réwniez, ze istotne dla ekspresji transgenu jest nie tyle
usuwanie wszystkich miejsc CpG, co optymalizowanie
czgstosci wykorzystywanych kodonéw (codon usage
optimalization) [50].

Istnienie zwigzku metylacji DNA z aktywacja od-
pornosci wrodzonej stanowi znaczacg przeszkode przy
stosowaniu opartych na pDNA terapii genowych,
ktoérych celem ma by¢ podtrzymanie dlugotrwatego
poziomu ekspresji transgenu. Z drugiej strony moze
by¢ zaleta przy immunizacji opartej na pDNA [29].

3. Bezpieczenstwo uzycia plazmidowego DNA
Wektory adenowirusowe, wektory retrowirusowe

oraz plazmidy sg najpowszechniej wykorzystywa-
nymi wektorami dostarczajacymi geny (gene delivery
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vectors) w probach klinicznych nowych terapii geno-
wych [96]. Istnieje podzial na zwolennikéw stoso-
wania w terapiach genowych wektoréw pochodzenia
wirusowego (viral gene delivery systems) [27, 70] oraz
badaczy twierdzacych, ze stosowanie takich wektoréw
jest ryzykowne. Ci drudzy poszukuja innych sposo-
béw wydajnego dostarczania egzogennego materialu
genetycznego np. ,nagiego DNA” (naked DNA) cze-
sto w postaci odpowiednio przygotowanego plazmidu,
jako czesci niewirusowych narzedzi transferu gendw
(non-viral gene delivery systems). Definicja ta obejmuje
réwniez inne formy terapeutycznych kwaséw nukle-
inowych np.: krétki informujacy RNA (siRNA), anty-
sensowne oligonukleotydy czy mikroRNA (miRNA),
czyli czasteczki ingerujace w ekspresje genéw na po-
ziomie post-transkrypcyjnym lub translacyjnym [94].
Za stosowaniem plazmidowego DNA w terapii geno-
wej przemawia szereg argumentéw. Po pierwsze
wektory konstruowane na bazie retrowiruséw moga
powodowaé mutacje insercyjne w procesie integracji
do genomowego DNA [38]. Drugim zagrozeniem
przy stosowaniu wektoréw pochodzenia wirusowego
moze by¢ odtwarzanie sie czgsteczek wirusowych
ponownie zdolnych do replikacji [9]. Obawa przed
mutacjami insercyjnymi jest nadal jedng z gtéwnych
przeszkod przy stosowaniu wektorow integrujacych.
Zjawisko to obserwowano w przypadku ich dlugiego
stosowania [11, 12, 22] lub gdy mutacje insercyjne
aczyly sie z nabytymi mutacjami somatycznymi [43].
Wektory plazmidowe nie kodujg innych antygenow
niz sam produkt transgenu. To daje przewage nad
wektorami wirusowymi, przeciwko ktérym moze by¢
kierowana odpowiedz immunologiczna, szczegélnie
w przypadku koniecznosci kolejnych podan. Ponadto,
wektory wywodzace si¢ z powszechnych ludzkich pato-
gendw moga napotykac przeciwciata indukowane przez
uprzednie infekcje, co bedzie interferowato z samg tera-
pia (transferem genu) [72].

Istotnym zagadnieniem jest stopien czystoéci poda-
wanego pDNA. Podawanie domigsniowo u myszy nie-
ktérych preparatéw pDNA powodowalo martwice
miesni oraz ich pdzniejsza regeneracje. Z kolei inne
preparaty DNA nie powodowaly zZadnych zmian. Zja-
wisko to nie mialo zwigzku z sekwencjg plazmidu,
jego wielkoscia czy kodowanymi genami. Wykazano,
ze wynikalo to z réwnoczesnego podawania fragmen-
tow bakteryjnego DNA genomowego, ktérym zanie-
czyszczony byl pDNA. Dlatego tez kluczowe w terapii
genowej z wykorzystaniem pDNA jest dopracowanie
procedur izolacji i oczyszczania [55, 99].

Jeszcze inng kwestig jest konstrukcja wektoréw plaz-
midowych z zastosowaniem markeréw selekcyjnych
innych niz geny opornosci na antybiotyki. Zastosowa-
nie gendéw opornosci na antybiotyki nie jest akcepto-
wane w badaniach klinicznych ze wzgledu na ryzyko
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rozprzestrzeniania si¢ genéw opornosciowych w $ro-
dowisku na drodze horyzontalnego transferu genéw
[90]. Kwestie wykorzystania markeréow selekcyjnych
i wykorzystania antybiotykéw przy projektowaniu
i wykorzystywaniu DNA w terapii ludzi sg opisywane
i regulowane przez odpowiednie organy kontrolne:
WHO (Swiatowg Organizacje Zdrowia) [95], EMA
(Europejska Agencje Lekow) [28] czy FDA (amerykan-
ska Agencja Zywnosci i Lekéw) [89]. Organizacje te sa
zgodne, co do zakazu stosowania genéw kodujgcych
oporno$¢ na antybiotyki beta-laktamowe, za$ gene-
ralna wytyczna zaleca bardzo ostrozne i przemyslane
stosowanie markerow selekcyjnych wykorzystujacych
opornos¢ na antybiotyki. Stosowanie terapii opartych
na transferze materialu genetycznego jest réwniez opi-
sane w Europejskiej Farmakopei [26]. Same wytyczne
dotyczace dobrych markerow selekcyjnych uzywanych
do konstrukeji plazmidowych wektoréw do terapii
genowych zostaly zaproponowane przez Vandermeulen
i wsp., w 2011 roku [90] i s3 to:

« Plazmid nie powinien zapewnia¢ zadnej korzysci
gospodarzowi, a w przypadku horyzontalnego
transferu gendéw nie moze dotyczy¢ komorek
biorcy - ten warunek w zasadzie wyklucza wyko-
rzystanie gendw opornosci na antybiotyki
Marker selekcyjny nie powinien znacznie zwigk-
sza¢ wielko$ci catego plazmidu oraz nie powinien
indukowa¢ odpowiedzi immunologicznej
o Marker nie moze by¢ toksyczny dla komorek
eukariotycznych
Stabilne utrzymywanie plazmidu nie moze by¢
zwigzane z wystepowaniem szkodliwych dla ko-
morek eukariotycznych czynnikéw, lub bardzo
czule metody musza by¢ stosowane w celu po-
twierdzenia ich catkowitego usunie¢cia

o Ilo$¢ uzyskiwanego plazmidowego DNA musi by¢

wydajna bez wzgledu na wielko$¢ prowadzonej
hodowli bakteryjne;.

W $wietle takich zalozen optymalizacja wektoréw
zaréwno do terapii genowych jaki i do szczepionek
DNA to réwniez proces zastepowania markerow selek-
cyjnych opartych na genach kodujacych opornos¢ na
antybiotyki. Szereg strategii bazujacych na modyfiko-
waniu zaréwno plazmidow jak i szczepow bakteryj-
nych zostal opracowany na przestrzeni ostatnich lat.
Sa to np.: systemy pCor/pFAR (bazujace na plazmidach
z dzika wersje niezbednego dla komorki genu zmuto-
wanego w chromosomie bakterii); minikoliste DNA
(koliscie zamknigta kaseta ekspresyjna pozbawiona
szkieletu plazmidowego); technologia pORT (plazmid
niosacy miejsce operatorowe wigzace represor, przy
braku plazmidu represor blokuje ekspresje kluczo-
wego genu w chromosomie zmodyfikowanego szcze-
pu bakteryjnego); selekcje bazujace na oddzialywa-
niach RNA/RNA [68]. Wybdr ukladéw uzalezniajacych
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szczep bakteryjny od niesionego plazmidu, a nieba-
zujgcych na antybiotykoopornosci zostat szczegétowo
omoéwiony w pracy Wright'a i wsp. [100]. Pewne jest, ze
wszystkie te strategie bedg preferowane w celu dalszego
ograniczania rozprzestrzeniania si¢ gendéw antybio-
tykoopornosci [68].

Wektory nie-wirusowe, ktore majg wejs¢ do uzytku
komercyjnego i stosowania klinicznego musza by¢
dobrze scharakteryzowane pod katem skalowania pro-
cesu ich produkgji i dlugoterminowego przechowywa-
nia. Zaletg plazmidowych wektorow jest tatwos$¢ i niski
koszt ich produkeji na duza skale. Sytuacja ta moze ulec
zmianie wraz ze wzrostem skomplikowania tych wekto-
réw np. dolgczania elementow stabilizujacych czy spe-
cyficznych wzgledem celu ligandow kierujacych [92].

Zagadnieniem nadal stabo poznanym jest kwestia
pozostawania i akumulacji biomateriatéw w organiz-
mie. Postuluje sie, ze taka sytuacja moze indukowa¢
stany zapalne, a nawet by¢ toksyczna [92].

4. Wprowadzenie pDNA do komorek
eukariotycznych

Metody wprowadzania egzogennego materialu
genetycznego do tkanek, organdéw czy komorek w tera-
pii genowej mozna podzieli¢ na dwa gléwne rodzaje:
wirusowe metody transferu materialu genetycznego
(viral gene delivery methods) i nie-wirusowe metody
transferu materialu genetycznego (non-viral gene deli-
very methods). Kazda z metod wykorzystywanych do
transferu egzogennego materiatu genetycznego staje sie
przedmiotem rozlicznych opracowan. Ponizej przyto-
czono wybrane pozycje:

» metoda hydrodynamiczna [8]

« dzialo genowe [47]

« elektroporacja plazmidowym DNA [62]

« sonoporacja [87]

» metody chemiczne jak np. faczenie pDNA z lipi-

dami kationowymi [88]

Metodyka wprowadzania nie-wirusowego materiatu
genetycznego do komorek eukariotycznych jest przed-
miotem wyczerpujacego opracowania z 2013 roku [94].
Z tej pracy zaczerpnieto i rozwinieto Tabele IT podsu-
mowujaca nie-wirusowe metody transferu materiatu
genetycznego stosowane w terapiach genowych.

Sam dobér odpowiedniej metody wprowadzania
egzogennego materialu genetycznego (transfekeji) do
komorek eukariotycznych jest procesem zlozonym
i zaleznym od wielu czynnikéw. Dodatkowa kompli-
kacja jest rowniez wybodr konformacji transfekowanego
DNA. Generalnie koli$cie zamkniete czgsteczki DNA
wykazuja wyzsza efektywnos$¢ transfekeji, natomiast
liniowe fragmenty DNA (np. plazmidy poddane dzia-
taniu endonukleaz restrykcyjnych) wykazujg lepsza sta-
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bilnos¢ w eksperymentach in vivo i in vitro. Dodatkowo
eksperymentalnie wykazano, ze transfekcja komplek-
sami liniowy DNA-liposom zachodzi z nizsza wydajno-
$cig i wymaga dodatkowych zabiegdw, na przyktad neu-
tralizacji ujemnego tadunku obecnego na powierzchni
bion komoérkowych [93]. Liniowe fragmenty DNA sa
wykorzystywane do uzyskania stabilnych linii komar-
kowych po transfekeji, jesli nie powiodta si¢ transfek-
cja z wykorzystaniem koliScie zamknietej czasteczki
DNA. Takie podejscie moze zwigkszy¢ nawet o 3 rzedy
czestos¢ integracji chromosomowej egzogennego frag-
mentu DNA. Wykazano, ze liniowe fragmenty DNA
znacznie fatwiej integruja do chromosomu [82].

5. Los plazmidowego DNA po wprowadzeniu
do komorek eukariotycznych

Dla skutecznej terapii genowej niezwykle wazny jest
los wprowadzonego, egzogennego materiatu genetycz-
nego w obrebie transfekowanej komorki lub w tkan-
kach/organach bedacych celem terapii.

Wprowadzenie plazmidowego DNA domie$niowo
u $win powodowalo pojawienie si¢ pDNA w krwio-
biegu, ale na stosunkowo niskim poziomie, okolo 10%
catego podanego pDNA, przy czym najwyzsze steze-
nie osiagane bylo 15 minut po podaniu, a nastepnie
drastycznie spadato [36]. Wykazano réwniez, ze plaz-
midowy DNA znajdujacy si¢ w krwiobiegu jest dosy¢
szybko degradowany przez nukleazy znajdujace sie we
krwi: 20,9% po 10 minutach od domigéniowej iniekcji,
34% po godzinie, 86,6% po jednym dniu i prawie cal-
kowite usuniecie (97,8%) po jednym tygodniu [104].

Wykorzystanie egzogennego pDNA w terapii geno-
wej, lub jako czesci szczepionki wymaga ekspresji genu
sklonowanego na plazmidzie. Najkorzystniejsze jest
dostarczenie i skumulowanie DNA w jadrze komdrko-
wym. Nie jest to jednak fatwe do osiggniecia, z powodu
powolnego wnikania ,,nagiego DNA” czy kompleksow
lipidowo-DNA (lipoplekséw) do komorki. Ponadto,
wprowadzany materiat genetyczny moze by¢ przechwy-
tywany przez przedzialy endolizosomalne i degrado-
wany w lizosomach [57]. Plazmidowy DNA musi poko-
nac trzy gléwne bariery: blone komérkows, cytoplazme
oraz blone jadrowa [29]. Na drodze pasywnej dyfuzji
do jadra przenika¢ moga jedynie czasteczki o ciezarze
molekularnym do 45 kDa (co przekltada sie na wielkos¢
okolo 300 par zasad). Czasteczki wigksze (a tu zaliczy¢
trzeba wigkszos¢ wektoréw plazmidowych) wnikaé
moga jedynie w czasie podzialu mitotycznego, kiedy
to blona jadrowa przejsciowo traci swa integralnos¢.
Nalezy jednak pamietac, ze transfekcja in vivo dotyczy
gltéwnie komorek wolno dzielacych sie lub juz w pelni
zroznicowanych [92]. Ponadto, plazmidowy DNA jest
wrazliwy na dzialanie nukleaz cytoplazmatycznych,
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Podsumowanie nie-wirusowych metod transferu materiatu genetycznego w terapiach genowych, na podstawie [94]

Metoda wprowa-

dzania materialu Zasada aplikacji Gléwne zalety metody Ograniczenia
genetycznego
Metody fizyczne
Mikroiniekcja wykorzystanie mikropipety do bezpo- | Prosta, efektywna, powtarzalna, | Nie ma zastosowania do transfekeji
$redniego wprowadzenia materiatu umozliwia wprowadzenie DNA | duzej liczby komérek
genetycznego do pojedynczej komorki | wielkoczasteczkowych
Iniekcja iglowa proste nastrzykniecie DNA bezpo- Prosta i bezpieczna Niska wydajnosé¢

$rednio w obreb docelowej tkanki
(miesien, watroba, skora, mdzg)

Iniekgja ci$nieniowa

DNA wprowadzany jest w postaci
zawiesiny wstrzeliwanej
pod ci$nieniem

Bez-igtowa, tatwa do kontrolo-
wania, bezpieczna

Niska wydajnos¢, czasem zdarzaja
sie przypadki uszkodzenia tkanek

Strzelba genowa

Oplaszczone DNA czastki metali
cigzkich zostaja pod ci$nieniem
wstrzelone na kilka mm w glab tkanki

Bezpieczna i wydajna

Uszkadza tkanki

Elektroporacja Wykorzystanie impulsu pradu Bardzo wydajna, powtarzalna, Ograniczenia zasiegu podania
elektrycznego powodujacego ukierunkowany transfer genéw, | uniemozliwia stosowanie na duzej
powstanie przej$ciowych nano- daje mozliwo$¢ wprowadzania | powierzchni; wymaga ingerencji
poréw w blonie komérkowej DNA wielkoczasteczkowego chirurgicznej w przypadku stoso-
docelowych komoérek wania organéw wewnetrznych;

stabilnos¢ genomowego DNA
moze by¢ zaburzona na skutek
stosowania wysokiego napiecia

Sonoporacja Wykorzystuje ultradzwigki do wywo- | Bezpieczna, nieinwazyjna, Niska wydajnos¢
fania przejsciowego stanu przepusz- zdolna do wprowadzania DNA
czalnosci blon komérkowych do organéw wewnetrznych bez

ingerencji chirurgicznej;
mozliwa do stosowania przy
przekraczaniu bariery
krew-mozg
Hydrodynamiczny | Wykorzystuje wysokie cinienie Prosta, powtarzalna, bardzo Iniekcja wymaga duzej objetosci,

transfer genéw

hydrostatyczne jako sile wprowadza-
jaca material genetyczny do organéw
wewnetrznych

wydajna (szczegolnie w przy-
padku stosowania do komorek
watroby)

co ogranicza stosowanie kliniczne

‘Wmasowanie

Dozylne podanie DNA a nastepnie
mechaniczne masowanie organu
docelowego powodujace lekkie
uszkodzenie bfon umozliwiajace
transfer DNA

Prosta i bezpieczna

Niska wydajnos$¢; wykazane tylko
w przypadku komoérek watroby

Metody chemiczne

Lipidy kationowe Wykorzystanie kompleksow zwiazkéw | Latwe do przygotowania, tanie, | Toksyczna; niska wydajno$é
chemicznych i DNA do tworzenia wysoka wydajno$¢ in vitro in vivo
liposoméw, ktore moga by¢
wchloniete przez komorki

Polimery kationowe | Tworzenie komplekséw polimeru Latwe do przygotowania Toksyczna, niektére polimery

kationowego z DNA - (polipleksu)
wchlanianego przez komorke
i uwalnianego w jej wnetrzu

i modyfikowania, tania,
bardzo wydajna

nie sa biodegradowalne

co daje okres pottrwania pDNA w niektorych liniach
komoérkowych tylko do 1-2 godzin [57].

Stosowanie elektroporacji umozliwifo monitoro-
wanie rozprzestrzeniania si¢ znakowanego DNA w ko-
morce [35, 74]. Egzogenny pDNA wprowadzony na
teren komorki w zaleznosci od wielkosci moze zacho-

wac prawie niezmieniong mobilnos¢ (okoto 3 do 4 razy
mniejszg niz w wodzie), lecz dotyczy to tylko matych
czasteczek (w zakresie 500-750 Da). Mobilno$¢ w cyto-
plazmie gwaltownie spada wraz ze wzrostem wielkosci
czasteczki, w zwigzku z tym mobilno$¢ wolnych plaz-
midéw w cytoplazmie praktycznie nie istnieje [20].
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Dlatego tez, aby plazmidowy DNA mogt by¢ trans-
portowany przez cytoplazme musi wykorzystywac
szkielet mikrotubulowy oraz biatka z nim zwigzane
[91]. Niedawno wykazano oddzialywania pomiedzy
pDNA wprowadzonym do komorki na drodze elek-
troporacji a dyneinami (bialkami motorycznymi)
[4]. Jednak pDNA nie wigze si¢ bezposrednio z tymi
biatkami lecz posrednio poprzez dodatkowe biatka.
Plazmidowy DNA jest w komorce aktywnie transpor-
towany bazujac na mikrotubulach - szybki transport.
Natomiast powolny transport aktywny plazmidowego
DNA odbywa si¢ wzdluz filamentéw aktynowych [74].

Zagadnienie wydajnego wnikania materiatu gene-
tycznego do komorek eukariotycznych wymaga opraco-
wania nowych metod monitorowania tego procesu np.
metod bazujacych na cytometrii przeplywowej. Metody
te sg wykorzystywane przy projektowaniu i testowaniu
biomateriatéw (np. polimeru 447) dla nowej generacji
nie-wirusowych wektoréw do transferu genéw (next-
-generation non-viral gene delivery vectors) [7].

Oddzielna kwestig jest stabilnos¢ ekspresji trans-
genu, co stanowi samo w sobie cel terapii. Od ponad
dwudziestu lat znane sg raporty pokazujace, ze po
wprowadzeniu ,,nagiego DNA” do migé$ni, mézgu czy
watroby niektdre plazmidy moga pozostawa¢é w formie
episomalnej (nie wlaczajac sie do chromosomowego
DNA komorek gospodarza) dajac niski poziom eks-
presji nawet przez 6 miesigcy [45, 97, 103]. W zwiazku
z tym dokladne zrozumienie mechanizméw stojacych
za wyciszaniem ekspresji z episomalnych wektorow jest
niezb¢dne do tworzenia skutecznych terapii opartych
na wektorach nie-wirusowych. Stosowane sg rézne
sposoby majace na celu przedtuzenie czasu, w jakim
transgen jest eksprymowany. Przyktadem moze by¢
konstrukeja ukltadu ztozonego promotora/wzmacnia-
cza (enhancera) w otoczeniu minigenu dla ludzkiego
czynnika IX. W ten sposéb ekspresj¢ tego czynnika
utrzymano w mysich komdrkach watroby przez 18 mie-
siecy. Bylo to pierwsze doniesienie o utrzymujacej si¢
ekspresji na poziomie terapeutycznym [63].

6. Terapie genowe bazujace na pDNA

Wedlug informacji uzyskanych z bazy danych
dostepnej na stronie The Journal of Gene Medicine
Clinical Trial [32] prowadzonych w tej chwili jest ponad
2000 prob klinicznych dotyczacych terapii genowych
z czego okolo 18% (prawie 400) wykorzystuje wek-
tory oparte na pDNA. Tym samym pDNA jest trze-
cim najczedciej wykorzystywanym w terapiach geno-
wych typem wektora (po wektorach adenowirusowych
i wektorach retrowirusowych). Dynamike przyrostu
terapii genowych wchodzacych w fazg badan klinicz-
nych prezentuje Rys. 1.
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Rys. 1. Przyrost ilo$ci terapii genowych w fazie badan klinicznych

opartych na wektorach

Uwzgledniono wektory wirusowe (Adeno+Retro- wirusowe) oraz wektory
»nagi”/plazmidowy DNA na przestrzeni lat 2004-2015. Na podstawie prac
[23-24, 32-33].

Dynamika wzrostu terapii genowych opartych na ba-
zie ,nagiego DNA” i plazmidowego DNA (pDNA) szcze-
golnie widoczna byla w latach 2004-2012 [23-24, 32-33].

W ciggu ostatniej dekady opublikowano szereg
raportow dotyczacych poszczegdlnych etapdéw badan
klinicznych dla réznych jednostek chorobowych.
Badania na modelach zwierzecych prowadzone byly
przykltadowo dla: choroby niedokrwiennej konczyn
[49], choroby niedokrwiennej migsnia sercowego [76],
choroby Parkinsona w modelu wykorzystujacym matpy
naczelne [48]. Wazniejsze jest jednak, ze prowadzi sie
badania kliniczne nad terapiami genowymi opartymi
o zastosowanie plazmidowego DNA u ludzi. Dostepne
sg raporty z badan klinicznych dotyczacych cukrzycy
z polineuropatig [73]. W 2013 roku ukazato si¢ pierw-
sze opracowanie dotyczace leczenia czerniaka skory
poprzez bezposrednie wstrzykiwanie plazmidowego
DNA kodujacego gen dla antyangiogennego peptydu
metargidyny (AMEP) w miejsca zmian nowotworowych
[80]. Plazmidowy DNA byt wykorzystywany zwlaszcza
w probach leczenia choréb ukladu sercowo-naczynio-
wego ze wzgledu na mozliwos¢ wprowadzania pDNA do
migsnia sercowego i migsni szkieletowych [84]. Podawa-
nie domig$niowe zostato wykorzystane w leczeniu bole-
snych neuropatii obwodowych u chorych z cukrzyca.
Podawany byl pDNA (VM202) niosgcy gen HGF-X7 dla
dwoch izoform czynnika wzrostu hepatocytéw (HGF).
Badania te dotyczyly fazy 1/2 badan klinicznych [2].
Ten sam plazmid VM202 réwniez eksprymujacy HGF
zostal dwa lata wczesniej wykorzystany w fazie I badan
klinicznych dotyczacych bezpieczenstwa stosowania
PDNA do leczenia pacjentéw z choroba niedokrwienng
konczyn [40]. Ekspresja genu dla HGF umozliwita row-
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niez leczenie chordb tetnic obwodowych (peripheral
arterial disease — PAD). W tych prébach klinicznych
wykorzystano komercyjny plazmid pVAXI1 jako wektor
do klonowania genu dla HGF [61].

Podjeto rowniez szereg prob wykorzystania genu dla
czynnika wzrostu srodblonka naczyn (vascular endo-
thelial growth factor - VEGF) w terapiach genowych
skierowanych na leczenie schorzen niedokrwiennych.
Terapie polegaly gléwnie na iniekcjach pDNA kodu-
jacego gen dla VEGF bezposrednio do rejonu zawatu
mie$nia sercowego. Przeprowadzono ponad 20 préb
klinicznych, ktére wykazywaly poprawe ukrwienia
rejonéw zmienionych chorobowo, ale tylko na wczes-
nych etapach terapii [34]. Podobnie mozna podsumo-
wac wyniki przeprowadzanej w Polsce proby klinicznej
wykorzystania plazmidu pVIF kodujacego dwa geny:
dla VEGF i dla czynnika wzrostu fibroblastéw (fibro-
blast growth factor — FGF) do leczenia choroby niedo-
krwiennej serca. Pomimo odczuwalnej przez pacjen-
tow poprawy, nie wykazano istotnych zmian ukrwienia
mie$nia sercowego [54].

Wedlug aktualnych doniesien z bazy danych badan
Klinicznych, w Polsce prowadzone sg badania nad pig-
cioma terapiami genowymi bazujacymi na plazmido-
wym DNA. S3 to badania nad terapiami w leczeniu
guzow ukladu pokarmowego; guzéw modzgu, raka
sromu oraz dwa programy dotyczace leczenia choréb
kardiologicznych [32].

7. Inne kierunki rozwoju terapii genowych
opartych na plazmidowym DNA

Oprocz wspomnianych w tej pracy metod terapii
genowych opartych na pDNA podejmowane s3 tez
badania majace na celu znalezienie odmiennych spo-
sobéw podawania pDNA lub wytwarzania nowych
wydajniejszych form terapeutycznego DNA. Kazde
z prezentowanych ponizej podej$¢ moze by¢ przedmio-
tem oddzielnej pracy przegladowej i stad ograniczanie
tematu tylko do zasygnalizowania odmiennych $ciezek

badawczych.
7.1. Baktofekcja

Baktofekcja to wykorzystywanie zywych bakterii
do bezpos$redniego transferu materialu genetycznego
do docelowego organizmu, organu lub tkanki [30, 69].
Taka metoda wykorzystana byla do eksperymentalnej
terapii w modelu nowotworowym opartej na podawa-
niu szczepu Salmonella niosacego plazmidy eksprymu-
jace geny dla roéznych cytokin [3]. Wykazano jednak, ze
baktofekcja jest bardziej wydajna w przypadku podawa-
nia genetycznie modyfikowanego szczepu Escherichia
coli do bton $luzowych okreznicy lub ptuc [10, 56]
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7.2. Alternatywna terapia genowa
(Alternative Gene Therapy - AGT)

Innym sposobem wykorzystania szczepéw bakte-
ryjnych w terapiach genowych jest tzw. alternatywna
terapia genowa (AGT). Polega ona na wykorzystaniu
genetycznie modyfikowanych szczepow bakteryjnych
do ekspresji i wydzielania terapeutycznych bialek bez-
posrednio w organizmie gospodarza [30]. Niezwykle
istotne w tym kontekscie byly badania Loessnera i wsp.,
ktére wykazaly mozliwos¢ regulowania ekspresji genu
dla terapeutycznego bialka z plazmidu in vivo [58].

7.3. Hydrozele

Hydrozele to tréjwymiarowe, usieciowane uklady
polimerdéw, ktére moga by¢ wykonane z dowolnego
polimeru rozpuszczalnego w wodzie. Ta dowolnos¢
daje mozliwo$¢ wykorzystania ich szerokich wlasnosci
fizyko-chemicznych. Ponadto hydrozele mogg by¢ for-
mowane w rézne postacie: plytki, powloki, filmy, mikro
i nano czasteczki. Dlatego tez hydrozele znalazly sze-
rokie zastosowanie w praktyce klinicznej i biomedy-
cynie doswiadczalnej: do tworzenia implantéw biome-
dycznych, w inzynierii tkankowej, bionanotechnologii
oraz do opracowywania nowych sposobéw podawania
lekéw. Porowata struktura umozliwia, bowiem lokowa-
nie np. leku w matrycy zelowej, a nast¢gpnie planowe
jego uwalnianie ze znang dynamikg zalezng od wspét-
czynnika dyfuzji. Ponadto powolna elucja pozwala na
zachowanie lokalnie wysokiego stezenia uwalnianego
preparatu w otaczajacych tkankach nawet przez diuz-
szy czas [42]. Bazujac na tym zjawisku, wykorzysta-
nie hydrozeli do terapii genowych polega wlasnie na
kontrolowanym w czasie wydzielaniu terapeutycznego
materialu genetycznego do otaczajacego srodowiska.
Tym samym zapewnia si¢ przedtuzong ekspresje¢ trans-
genu, zmniejsza si¢ ilo§¢ koniecznych dawek i obniza
sie toksycznos¢ terapii dla innych organéw (niebeda-
cych bezposrednimi celami terapii) [16-17].

7.4. Minikoliste DNA

Inne proponowane podejscie to wykorzystanie
syntetycznych, malych, koliScie zamknietych czaste-
czek DNA czyli mcDNA (minicircle DNA vectors)
uzyskiwanych na bazie pDNA. Dotychczas oczyszcza-
nie wektorow mcDNA bylo procesem bardzo praco
i czasochlonnym oraz wieloetapowym, polegajacym
na wycinaniu i oczyszczaniu odpowiednio przy-
gotowanych fragmentéw plazmidéw. Jednak wyko-
rzystanie systemow rekombinacyjnych pochodze-
nia prokariotycznego (gléwnie fagowego) znacznie
usprawnito caly proces [67]. Darquet i wsp., w dwoch
pracach z lat 1997 i 1999 po raz pierwszy wykazali, ze
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zastosowanie mcDNA pozwalalo na uzyskanie znacz-
nie wyzszego poziomu ekspresji transgenu w poroéw-
naniu z macierzystym plazmidem, lub z innym wek-
torem niosgcym ten sam transgen [18-19]. Wedtug
badaczy mcDNA powinno zapewnia¢ ciggla i specy-
ficzng wzgledem celu (in-targed) ekspresje transgenu
[31]. Ponadto, mcDNA latwiej jest wprowadza¢ do
komorek eukariotycznych uznanych za trudno trans-
formowalne np. neuronalne komdrki macierzyste (neu-
ral stem cells - NCS), w poréwnaniu do pDNA [59].
Jako gtéwne zalety mcDNA uznaje si¢ fakt, ze nie posia-
daja fragmentéw pochodzenia bakteryjnego (origin
replikacji, marker selekcyjny), sa mniej immunogenne
oraz mniejsze [66].

7.5. Mininici DNA

Podobny kierunek rozwoju prezentuje poszukiwa-
nie bardziej wydajnych wektoréw do transferu genéw.
Konstruuje si¢ mini nici DNA (DNA ministrings), czyli
matle, liniowe, kowalentnie zamkniete fragmenty DNA
zawierajgce jedynie transgen, a pozbawione zupelnie
sekwencji pochodzenia bakteryjnego. Sa to w zasadzie
tylko kasety ekspresyjne. Postuluje sig, ze takie terapie
moga by¢ bezpieczniejsze od tych wykorzystujacych
plazmidy i inne koliste wektory DNA [65]. W przy-
padku komoérek wolno-dzielacych si¢ mininici DNA sg
lepiej pobierane (wieksza wydajno$¢ transfekcji) oraz
wykazuja wyzszy poziom ekspresji genu terapeutycz-
nego. Uwaza si¢, Ze mininici DNA sa bezpieczniejsze
w stosowaniu ze wzgledu na swojg nizszg immuno-
genno$¢ oraz znacznie mniejsza tendencje do integracji
do genomu gospodarza [65].

8. Podsumowanie

Poczawszy od pionierskich eksperymentéw z konca
lat 80. XX wieku, ktére umozliwily przeprowadzenie
pierwszego oficjalnie potwierdzonego transferu mate-
rialu genetycznego u ludzi [75] terapia genowa jest
uwazana za jeden z najlepiej rokujacych sposobow
leczenia choréb o podlozu genetycznym. Koniecznym
warunkiem dostarczania materialu genetycznego do
miejsc objetych terapia sa wydajne wektory. W tej chwili
najpowszechniej wykorzystywane sg wektory pocho-
dzenia wirusowego oraz plazmidowy DNA. Szereg
cech plazmidéw stanowi o ich przydatno$ci w terapii
genowej, niemniej istnieje kilka przeszkod uniemozli-
wiajacych traktowanie plazmidéw jako wektoréw ide-
alnych. Gléwne bariery zostaly oméwione w niniejszej
pracy, a najwazniejszy wniosek ptyngcy ze studiowania
zaprezentowanych zrédet to konieczno$¢ poszukiwania
kolejnych sposobow na modyfikowanie plazmidowego
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DNA oraz dalsze badania w kierunku znalezienia spo-
sobu na wydajne dostarczanie terapeutycznego mate-
riatu genetycznego do docelowych komoérek.
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Bacterial moonlighting proteins

Abstract: Existence of moonlighting proteins in microorganisms is a known phenomenon, yet still not well understood. Moonlighting
proteins have at least two independent biological functions, which must be performed by one polypeptide chain without separation into
protein domains. Most of these proteins, beside their role in the cytoplasm, play an important role outside of the cell i.e. they take part
in the process of pathogenesis by binding and activating host’s plasminogen. The existence of moonlighting proteins complicates the
understanding of pathogenicity and virulence of many common bacteria as well as their role in commensal bacteria. Many of moonlighting
proteins occurring in commensal bacteria appear to perform similar functions to proteins discovered in pathogenic bacteria, e.g. binding
extracellular matrix. Moonlighting proteins found in bacteria are mostly housekeeping enzymes, especially from the glycolytic pathway,
such as enolase, aldolase, dehydrogenase as well as heat-shock proteins and transcriptional factors.
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1. Wprowadzenie

Zjawisko wystepowania biatek wielofunkcyjnych
u mikroorganizméw jest zjawiskiem powszechnym,
jednak wcigz niedokladnie poznanym. Z roku na rok
pojawiajg sie liczne nowe doniesienia dostarczajace
niezwykle interesujacych informacji dotyczacych tych
biatek. Wyniki wykazujace, Ze jedno biatko moze petni¢
wiele funkeji biologicznych opublikowane zostaly po
raz pierwszy w 1989 roku, a zjawisko to poczatkowo
okreslano terminem ,,gene sharing” [40]. W 1999 roku
Constance Jeffery dokladnie zdefiniowala cechy takich
bialek i wprowadzita stosowany powszechnie do dzi$
termin bialek wielofunkcyjnych (moonlighting pro-
teins) [20]. Bialka wielofunkcyjne to biatka, ktore petnia
co najmniej dwie niezalezne od siebie funkcje biolo-
giczne. Funkcje te musza by¢ pelnione przez jeden tan-
cuch polipeptydowy bez podziatu na domeny biatkowe.
Wyklucza to jednoznacznie bialka homologiczne, biatka
powstajace na skutek fuzji gendw, alternatywnego spli-
cingu lub proteolizy. Jeftery opisata rowniez przyktady
mechanizmoéw, za pomoca ktorych bialka te moga pet-
ni¢ kilka funkcji, m.in. rézny poziom ekspresji genow
kodujacych te biatka, r6zna lokalizacja subkomérkowa,

oligomeryzacja lub w przypadku enzyméw zmiana ste-
zenia substratu, kofaktora lub produktu [20]. Obecnie
internetowa baza danych MoonProt [32] zawiera 291
(czerwiec 2016) opisanych i eksperymentalnie zwery-
fikowanych biatek wielofunkcyjnych, wystepujacych
m.in. u zwierzat, ro$lin, bakterii lub drozdzy. Pierw-
szym bialkiem wielofunkcyjnym, ktérego wystepowa-
nie wykazano u bakterii byla dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego (GAPDH) Streptococcus pyoge-
nes. Po wykazaniu, ze GAPDH bedaca enzymem szlaku
glikolizy, oddzialuje z fibronektyng oraz biatkami
cytoszkieletu aktyng i miozyna, stalo si¢ oczywiste, ze to
biatko wielofunkcyjne moze uczestniczy¢ w kolonizacji
gospodarza przez paciorkowce grupy A [37].

2. Udzial biatek wielofunkcyjnych w bakteryjnej
patogenezie

Narastajaca wérdd bakterii patogennych wieloleko-
oporno$¢ sktania badaczy do poszukiwania alterna-
tywnych sposobéw walki z tymi mikroorganizmami.
Niewatpliwie poglebianie wiedzy na temat bialek wie-
lofunkcyjnych obecnych na powierzchni komorek

* Autor korespondencyjny: Zaklad Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. I. Miecznikowa 1,
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bakteryjnych moze okaza¢ si¢ jednym ze sposobow
na stawienie czola temu problemowi. Biatka wielo-
funkcyjne uczestniczace w bakteryjnej patogenezie to
przede wszystkim enzymy szlakéw metabolicznych,
gltownie glikolizy, takie jak m.in. enolaza, aldolaza czy
wspomniana wczesniej GAPDH, jak réwniez biatka
opiekuncze [32]. Wiekszo$¢ sposrod tych biatek poza
funkcja w cytoplazmie, petni réwniez istotng role na
powierzchni komorki bakteryjnej uczestniczac w pato-
genezie poprzez wigzanie i aktywacje plazminogenu
gospodarza [33]. Plazminogen w wyniku aktywacji
poprzez bakteryjne streptokinazy i stafylokinazy prze-
ksztalcany jest w aktywna forme - plazmine, ktdrej
jedna z funkgji jest degradacja komponentéw macie-
rzy zewnatrzkomorkowej oraz bfony podstawnej, w tym
lamininy, fibryny i fibrynogenu [4, 42]. Dodatkowo
plazmina oraz plazminogen regulujg dwa istotne sys-
temy u kregowcow: kaskade krzepnigcia i uklad dopet-
niacza. Ulatwia to patogenom przetrwanie w orga-
nizmie gospodarza i skuteczng ucieczke przed jego
ukladem odpornosciowym [4].

3. Wplyw bialek wielofunkcyjnych na uklad
odpornosciowy

Szereg zewnatrzkomodrkowych bialek bakteryjnych,
okreslanych terminem VIP (Virulence-Associated
Immunomodulatory Proteins) oddzialuje z ukladem
odpornosciowym gospodarza. Réwniez bakteryjne
biatka wielofunkcyjne wykazuja taka zdolnos¢. Wyizo-
lowane z podtoza, w ktéorym hodowane byly bak-
terie Streptococcus agalactiae biatko wielofunkcyjne
- GAPDH aktywowalo limfocyty B do proliferacji
i roznicowania [31].

Warianty immunologiczne otoczkowych polisacha-
rydéw Staphyloccocus pneumoniae powszechnie stoso-
wane s3 do typowania klinicznych izolatéw tej bakterii.
Analiza immunogennych bialek $ciany komoérkowej
S. pneumoniae za pomocy techniki spektrometrii mas
MALDI-TOF wykazala w otoczkach obecnos¢ m.in.
enzymoéw szlaku glikolizy, bialek zaangazowanych
w synteze bialek, oraz jednego biatka opiekunczego
DnaK. Myszy BALB/c, immunizowano wybranymi
rekombinowanymi biatkami wielofunkcyjnymi, co
skutkowalo pojawieniem sie przeciwcial przeciwko
tym bialkom, jak réwniez przediuzalo zywotnos¢ zwie-
rzat immunizowanych przed infekcja S. pneumoniae
szczepu WUT [30].

Pateczka Aeromonas salmonicida jest czynnikiem
etiologicznym furunkulozy - choroby ryb powoduja-
cej olbrzymie straty ekonomiczne wsréd hodowcow,
co zwigzane jest z $miertelno$cig ryb oraz ze zwiek-
szonym zuzyciem antybiotykow [19]. Wigkszo$¢ badan
nad szczepionkami wykorzystuje osady bakteryjne
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inaktywowane formaling, przez co usuwana zostaje
bakteryjna frakcja zewnatrzkomorkowa. Analizy pro-
teomiczne A.salmonicida wykazaly natomiast, ze
liczna grupa wielofunkcyjnych bialek, ktore lokalizuja
sie na powierzchni $ciany komorkowej ma wlasciwo-
$ci immunogenne [48]. Przyklady przedstawione w tym
punkcie przedstawiajg perspektywe wykorzystania bia-
tek wielofunkcyjnych, jako potencjalnych celow dzia-
tania szczepionek.

4. Obecnos¢ bialek wielofunkcyjnych u bakterii
kwasu mlekowego

Poczatkowo badania dotyczace biatek wielofunk-
cyjnych ograniczaty si¢ do ich udzialu w bakteryjnej
patogenezie. Jednakze stopniowo pojawiajgce sie donie-
sienia na temat ich obecnosci u bakterii kwasu mle-
kowego dostarczaja zaskakujacych informacji. Wiele
z biatek wielofunkcyjnych wystepujacych u gatunkow
komensalnych okazuje si¢ pelni¢ zblizone funkcje do
tych odkrytych u bakterii patogennych, jak np. oddzia-
tywanie z biatkami macierzy zewngtrzkomorkowej,
czy plazminogenem [3, 10]. Podobnie jest réwniez
w przypadku udziatu tych bialek w adhezji do komérek
nablonkowych, czy komorek bton §luzowych gospoda-
rza. Czynnik elongacyjny Tu (EL-Tu) oraz biatko szoku
cieplnego GroEL laseczki kwasu mlekowego Lactobacil-
lus johnsonii Lal, uczestniczg w adhezji tej bakterii do
komoérek nabtonkowych oraz do komoérek btony $luzo-
wej jelita [5, 16]. GAPDH zlokalizowana na powierzchni
Lactobacillus plantarum réwniez wykazuje zdolnosé
wigzania do powierzchni blony §luzowej jelita grubego.
Usunigcie biatek powierzchniowych tych bakterii skut-
kuje spadkiem adhezji badanych laseczek do ludzkich
komorek nablonkowych okreznicy linii Caco-2 0 40%
[26]. Jako, ze GAPDH jest biatkiem wielofunkcyjnym
charakterystycznym rowniez dla patogenow, mozliwe
jest, ze dochodzi do konkurencji o miejsca wigzania
na powierzchni komoérek nabtonkowych z bakteriami
patogennymi. Potwierdzily to wyniki badan, w ktorych
wykazano, ze kolonizacja komoérek Caco-2 przez L. plan-
tarum, w znacznym stopniu zapobiega adhezji pato-
gendw takich jak Clostridium sporogenes i Enterococcus
faecalis [41]. Réwniez bialka wielofunkcyjne obecne na
powierzchni komensalnej bakterii Zeniskich drég rod-
nych Lactobacillus jensenii wykazujg zdolno$¢ hamo-
wania adhezji bakterii patogennych [45]. Kluczowym
etapem infekeji Neisseria gonorrhoeae jest adhezja do
komorek nabtonkowych [18]. Enolaza uwolniona przez
L. jensenii do supernatantu (RSC- released surface com-
ponents), hamuje adhezje¢ N. gonorrhoeae do ludzkich
komorek nabtonkowych endometrium linii Hec-1-B.
Procent komdrek patogenu ulegajacych adhezji jest
skorelowany ze stezeniem rekombinowanej enolazy



228

i moze zmniejsza¢ si¢ nawet czterokrotnie. Borgdorff
i wsp. wykazali obecno$¢ licznych biatek wielofunkcyj-
nych, a przede wszystkim GAPDH i GPI Lactobacil-
lus iners i Lactobacillus crispatus w materiale pobra-
nym z drég rodnych rwandyjskich kobiet narazonych
na infekcje wirusem HIV [7]. W przypadku L. iners
zaobserwowano znaczacy spadek ilosci tych bialek
w preparatach od kobiet z dysbiozg naturalnej mikro-
flory, podobna zaleznos¢ zaobserwowano réwniez dla
L. crispatus, lecz w mniejszym stopniu. Wedtug badaczy
wyniki moga $wiadczy¢ o strategii przetrwania bakterii
komensalnych, ktére utrzymuja wewnatrzkomoérkowo
w warunkach dysbiozy istotne enzymy metabolizmu
podstawowego. Jednakze prowadzi¢ to moze do catko-
witego wyparcia tych bakterii przez gatunki patogenne.
Prawdopodobna wydaje si¢ by¢ rowniez hipoteza, iz
duza obecnos$¢ bialek wielofunkcyjnych w $rodowi-
sku skutkuje przetrwaniem naturalnej mikroflory, tym
samym mniejsza ilo$¢ tych bialek prowadzi¢ moze
do dysbiozy. Z kolei Kainulainen i wsp. wykazali, iz
to warunki stresu komoérkowego jak np. zmiana pH
z kwasowego na zasadowe skutkuje uwolnieniem bakte-
ryjnych biatek wielofunkcyjnych z powierzchni L. cris-
patus do otoczenia [24].

Oddzialywania z plazminogenem s charakte-
rystyczng cechg patogennych bakterii takich jak np.
Escherichia coli [38], czy Listeria monocytogenes [43],
umozliwiajacg im skuteczna kolonizacje infekowanej
niszy. Rowniez enolaza Bacteroides fragilis bedacego
powszechng bakterig komensalng mikrobiomu uktadu
pokarmowego czlowieka, wywolujacego czeste zakaze-
nia oportunistyczne posiada zdolno$¢ oddzialywania
z plazminogenem [44]. Bialka wielofunkcyjne licznych
gatunkow z rodzaju Bifidobacterium, stanowigcych
prawie 3% caltkowitej mikroflory jelitowej cztowieka,
réwniez wykazuja zdolno$¢ wigzania plazminogenu
[9]. Poniewaz patogeny i bakterie symbiotyczne ludz-
kiego przewodu pokarmowego zasiedlajg te samg nisze
ekologiczng prawdopodobne jest, ze facza je podobne
mechanizmy kolonizacji zwigzane m.in. ze zdolnoscia
wigzania plazminogenu.

5. Transport bialek wielofunkcyjnych na
powierzchnie¢ komorek bakteryjnych

Bakteryjna blona cytoplazmatyczna mimo bar-
dzo dynamicznej struktury jest nieprzepuszczalna
dla czasteczek posiadajacych tadunek oraz wigkszych
niz 100 Da. Wigkszos¢ bialek transportowanych na
powierzchni¢ komorki bakteryjnej zawiera N-koncowa
sekwencje¢ sygnatowa [13]. Tym bardziej interesujacy
jest fakt, ze dla wiekszosci biatek wielofunkcyjnych
wykazano brak obecnosci znanej sekwencji sygnatowe;.
Potwierdzifa to analiza bioinformatyczna z wykorzy-
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staniem narzedzi takich jak SignallP, czy Psort prze-
prowadzona dla 98 biatek wielofunkcyjnych réznych
organizméw. W zadnym z rozpatrywanych przypadkow
nie dowiedziono obecnosci sekwencji sygnalowej [2].
Dysmutaza ponadtlenkowa Mycobacterium tuberculosis
oraz biatka wielofunkcyjne L. monocytogenes: GroEL
iizomeraza fosfomannozy sa jedynymi biatkami pozba-
wionymi znanej sekwencji sygnatowej, ktérych trans-
port przez blon¢ komoérkows zostal wyjasniony [8, 29].
Zaangazowany w ten proces jest system sekrecji Sec,
ktdry jest silnie konserwowany wsérdd bakterii. Biatka
transportowane przez ten system jak np. autolizyny
zawierajg klasyczng N-koncowa sekwencje sygnatowa
[12]. Wedlug autora badan dotyczacych L. monocytoge-
nes, transport biatek GroEL i izomerazy fosfomannozy
zwigzany moze by¢ wlasnie z aktywnoscig autolizyn.
Wykazano, ze autolizyny uczestniczag w eksporcie ele-
mentdw rzeski na powierzchni¢ komorki bakteryjnej
prawdopodobnie poprzez tworzenie porow w $cianie
komorkowej [34]. Niewykluczone jest, Ze transport bia-
tek wielofunkcyjnych L. monocytogenes zwiazany jest
z aktywnoscig autolizyn tworzacych miejsca w $cianie
komorkowej, przez ktdre biatka te moglyby przedosta¢
sie na powierzchnie komorki [29].

W 2010 roku Pasztor wraz z wspotpracownikami na
podstawie badan bialek wielofunkcyjnych Staphylococ-
cus aureus postawil hipoteze, iz to liza komoérek bak-
teryjnych moze prowadzi¢ do uwolnienia tych bialek
do supernatantu. Nastepnie biatka te mialyby ulec aso-
cjacji na powierzchni sgsiadujacych bakterii. Badacze
wykazali, Ze mutacja w genie kodujacym gléwna hydro-
laze peptydoglikanu S. aureus - Atl skutkuje spadkiem
obecnosci w sekretomie 22 bialek cytoplazmatycznych
[39]. Z kolei w 2012 roku opublikowane zostaty wyniki
badan demonstrujacych zdolnos¢ GAPDH Streptococ-
cus agalactiae do wigzania si¢ z powierzchnia licznych,
nawet filogenetycznie odlegtych bakterii [35]. Zaob-
serwowano réwniez zalezno$¢ pomiedzy spadkiem
lizy badanych komoérek bakteryjnych, a spadkiem ilosci
GAPDH w supernatancie, co bylo zgodne z doniesie-
niami Pasztora i wsp. [39].

Opierajac si¢ na doniesieniach, ze liza komorki jest
efektywnym mechanizmem dostarczania elementéw
cytoplazmatycznych do srodowiska, réwniez badania
dotyczace biofilméw bakteryjnych zaczely skupiac sie
na tym zjawisku. Analizy biofilméw P, aeruginosa wyka-
zaly, ze liza komorek bakteryjnych zachodzi na skutek
ekspresji genu kodujacego endolizyne (lys). Dodat-
kowo zaobserwowano, Ze liza komorki bakteryjnej jest
mechanizmem sprzyjajacym biogenezie pecherzykow
btonowych. Pecherzyki tworzace si¢ z fragmentéw blony
rozpadajacej sie komorki prawdopodobnie wylapuja
uwolnione komponenty cytoplazmatyczne. Mimo ze
biogeneza pecherzykéw w wyniku lizy komorki bakte-
ryjnej nie jest zjawiskiem precyzyjnie kontrolowanym,
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moze stanowic¢ kolejny poznany mechanizm transportu
biatek wielofunkcyjnych [47].

Jednakze doniesienia dotyczace transportu bialek
wielofunkcyjnych na powierzchnie komorki sg czesto
sprzeczne, co $wiadczy o tym, Ze w proces ten zaanga-
zowanych moze by¢ wiele mechanizméw. W 2015 roku
Ebner oraz wspotpracownicy wykazali, ze aldolaza oraz
enolaza S.aureus najprawdopodobniej nie wigza sie
z powierzchnig komorek bakteryjnych na skutek lizy.
W fazie ekspotencjalnej wzrostu, gdzie liczba lizujacych
komorek jest najmniejsza, zaobserwowano najwiekszg
liczbe tych bialek na powierzchni komérki w poréwna-
niu z innymi fazami wzrostu [13].

6. Ewolucja bialek wielofunkcyjnych

Wiele z poznanych bialek wielofunkcyjnych jest
enzymami silnie konserwowanymi ewolucyjnie. Przy-
puszcza sie, ze 7 z 10 bialek glikolizy oraz 7 z 8 Cyklu
Krebsa pelni dodatkowa funkcje [46]. Dodatkowe funk-
cje zdaja si¢ wystepowac czesciej w biatkach, w ktérych
kodujace je geny ulegajg konstytutywnej ekspresji.
Moze to by¢ jednak zwigzane z faktem, ze konserwo-
wane ewolucyjnie geny obecne s3 w wielu réznych orga-
nizmach, tym samym wyzsza jest szansa na identyfika-
cje nowej funkcji [14].

Istnienie biatek wielofunkcyjnych ttumaczy¢ moze
teoria mowigca, ze nie ma zadnego koncowego celu
w ewolucji, a nowe funkcje rozwijaja si¢ jedynie przez
adaptacje¢ juz istniejacych. Jezeli konkretna nowa funk-
cja biatka skutkuje korzyscig dla organizmu, to funk-
cja ta bedzie podlega¢ selekcji w trakcie ewolucji [15].
Zaskakujaco nawet niewielka mutacja moze skutko-
wa¢ zmiang funkcji. Enterobacter aerogenes produkuje
paralizujaca toksyne wykorzystywana przez drapiezne
larwy mréwkolwow z rodziny Myrmeleontidae. Okazato
sie, ze toksyna ta produkowana przez E. aerogenes jest
homologiem biatka opiekunczego GroEL E. coli, nie-
wykazujacego wlasciwosci toksycznych. Substytucja
jedynie 4 aminokwaséw w sekwencji aminokwasowej
toksycznego biatka E. aerogenes skutkowala znacznym
spadkiem jego toksycznosci [49].

Wzor ekspresji gendw niezbedny dla jednej funkcji
moze by¢ niezbyt idealny dla drugiej. W takiej sytuacji
dystrybuowanie oryginalnej oraz dodatkowej funk-
¢ji biatka wielofunkcyjnego na dwa geny w wyniku
duplikacji moze by¢ bardzo korzystne, co zostalo
szerzej omoOwione w doskonatej pracy przegladowej
autorstwa Huberts oraz van der Klei [17]. Analizujac
strukture biatka, druga funkcja moze by¢ rezultatem
nowego wykorzystania istniejacego miejsca wigzania
lub modyfikacji regiondéw nieuzywanych. Przykla-
dem moze by¢ izomeraza glukozo-6-fosforanu, ktdrej
sekwencja aminokwasowa miejsca aktywnego jest silnie
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konserwowana posrdd licznych gatunkow. Natomiast
w pozostalej czesci enzymu wystepuja liczne kieszonki,
petle oraz inne struktury, ktére przez miliardy lat
ewolucji mogly z latwoscia wytworzy¢ wlasne, dodat-
kowe miejsce aktywne zapewniajgc tym biatkom dodat-
kowa funkcje [23].

7. Wykrywanie bialek wielofunkcyjnych

Bialka wielofunkcyjne stanowig olbrzymie wyzwa-
nie dla badaczy. Utrudnieniem jest fakt, ze bialtka
homologiczne czgsto nie sg wielofunkcyjne. Ogromna
liczba poznanych sekwencji biatkowych oraz zwiek-
szajaca si¢ dostepnos¢ technik umozliwiajacych ana-
liz¢ wielu bialek jednoczes$nie zapoczatkowala rosnace
zainteresowanie proteomikg — réwniez w celu wykry-
wania biatek wielofunkcyjnych. Projekty proteomiczne
angazujace biochemiczne, genetyczne oraz bioinfor-
matyczne techniki mogg determinowa¢ cechy setek,
a nawet tysiecy bialek podczas jednej analizy, nie opie-
rajac sie na wczesniej oszacowanych danych. Modele
ewolucji bialek wielofunkcyjnych, mozna zastosowaé
dla wielu biatek. Sugeruje to, ze obecna liczba pozna-
nych i eksperymentalnie zweryfikowanych bialek wie-
lofunkcyjnych prawdopodobnie reprezentuje niewielki
odsetek tych, ktdre rzeczywiscie istnieja. Stad wyniki
dostarczajgce informacji na temat lokalizacji, inter-
akcji z innymi czgsteczkami, czy wynikajacych z muta-
cji w genach niespodziewanych fenotypow, moga by¢
czesto klasyfikowane jako wyniki falszywie pozytywne.

Pierwsza wysokoprzepustowg probg identyfikacji
dodatkowych funkcji znanych bialek byla przeprowa-
dzona w 2015 roku analiza w oparciu o sieci oddziaty-
wan pomiedzy biatkami (PPIs — protein-protein inter-
actions) w ludzkim interaktomie. Zidentyfikowano
430 konserwowanych ewolucyjnie biatek okreslonych
terminem EMFs (Extreme Multifunctional Proteins),
charakteryzujacych sie okreslonym zestawem cech,
w tym m.in. wzglednie stalg ekspresja genéw koduja-
cych te bialka lub duzg liczba interaktoréw. Autorzy
podkreslaja, ze biatka EMF nie spelniajg wszystkich
kryteriow bialek wielofunkcyjnych natomiast istnieje
duze prawdopodobienstwo, ze biatka wielofunkcyjne
stanowig podgrupe bialek EMF [11].

Analize poréwnawczg 11 narzedzi bioinformatycz-
nych do przewidywania funkgeji biatek wielofunkcyj-
nych przeprowadzil Gomez wraz ze wspoélpracow-
nikami, czego wynikiem bylo wskazanie platformy
PSI-BLAST, jako relatywnie dobrej [1]. W oszacowy-
waniu funkcji na podstawie odlegtych sekwencji wyko-
rzystywane jest rowniez narzedzie PFP [25]. Jeffery,
bedaca autorkg terminu ,,moonlighting proteins” oraz
wieloletnig badaczka tego zjawiska postanowita wyko-
rzystujac analizy bioinformatyczne oceni¢ czy biatka
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te wykazuja podobne cechy fizyczne. Analiza 98 bialek
wielofunkcyjnych réznych gatunkéw dotyczyla okresle-
nia punktu izoelektrycznego, skladu aminokwasowego,
indeksu alifatycznosci oraz GRAVY (Grand Average of
Hydrophaty) [28]. Wykorzystano w tym celu program
Protparam [6], dzieki czemu udalo sie okresli¢ liczne
wspolne cechy fizyczne tych bialek. W wiekszosci
biatka wielofunkcyjne wystepujace na powierzchni
komorek posiadajg istotne cechy typowych biatek
wewnatrzkomoérkowych. Autorzy postawili hipoteze,
ze wielofunkcyjno$¢ moze by¢ powszechng cechg bia-
tek, a przeprowadzona analiza umozliwi ich latwiejsza
identyfikacje [2].

Spektrometria mas oraz dwuwymiarowa elektrofo-
reza zelowa sg bardzo dobrymi technikami stuzacymi
do identytfikacji biatek obecnych w tkankach, czy w réz-
nych przedzialach subkomoérkowych. W zwigzku z tym
spektrometria mas moze stanowi¢ istotng technike
wykrywania biatek wielofunkcyjnych, gdyz obecnos¢
biatek w niespodziewanej lokalizacji komdrkowej, czy
kompleksie biatkowym sugeruje, ze biatko to prawdo-
podobnie posiada drugg funkcje [22]. Analiza elek-
troforetyczna 2D-DIGE biatka LuxS, bedacego auto-
induktorem w zjawisku quorum sensing Salmonella
Typhimurium wykazata, ze biatko to ulega modyfikacji
potranslacyjnej. Na podstawie tych wynikéw przepro-
wadzono dalsze analizy, ktore potwierdzaly przypusz-
czenia badaczy, ze bialko to lokalizuje si¢ réwniez po
zewnetrznej stronie bony cytoplazmatycznej. Fakt, ze
zewnatrzkomoérkowe LuxS pozbawione bylo typowej
sekwencji sygnalowej pozwala przypuszczac, ze zostalo
odkryte nowe biatko wielofunkcyjne o nieznanej funk-
cji. Przyklad ten pokazuje w jaki sposéb wysokoprze-
pustowe analizy elektroforetyczne moga postuzy¢ do
wykrywania nowych bialek wielofunkcyjnych [27].
Réwniez okreslone za pomocg promieniowania rent-
genowskiego struktury krystaliczne bialek wielofunk-
cyjnych pomogty w zrozumieniu w jaki sposob biatka te
moga posiada¢ dwie funkcje w zaleznosci od warunkow
srodowiskowych lub komoérkowych [21].

Interakcje biatek wielofunkcyjnych z innymi czg-
steczkami (bialkami, przeciwcialami, peptydami) in
vitro bada¢ mozna z wykorzystaniem mikromacierzy
biatkowych. Nowg strategiag poszukiwania dodatko-
wych funkeji enzymoéw jest poréwnywanie fenotypu
w szczepach, w ktorych enzym zostal inaktywowany
przez mutacje punktowg ze szczepami, w ktorych prze-
prowadzono delecje calego genu. W przypadku genow
kodujacych biatka wielofunkcyjne powinna wystepo-
wacé rozbieznos¢ w fenotypach [17]. Obecno$¢ biatek
wielofunkcyjnych wykazano réwniez u organizméw
eukariotycznych, w tym u drozdzy. Mutacja w genie
kodujacym dekarboksylaze pirogronianowa drozdzy
szczepu Hansenula polymorpha skutkuje akumulacijg
nieaktywnych monomeréw oksydazy alkoholowej
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w cytoplazmie. Takie odkrycie sugeruje, ze dekarbo-
ksylaza pirogronianowa jest biatkiem wielofunkcyjnym,
a druga funkcja zwigzana jest z gromadzeniem oksy-
dazy alkoholowej [36].

8. Podsumowanie

Obecnie trudno jest oszacowa¢ jak powszechne sg
biatka wielofunkcyjne. Zwiekszajaca sie liczba donie-
sien na temat ich kluczowej roli w bakteryjnej patoge-
nezie stanowi jednoczesnie olbrzymia mozliwos¢, jak
i wyzwanie dla wspolczesnej biologii molekularnej, bio-
technologii i medycyny. Profesor Dame Sally Davies
naczelny lekarz Wielkiej Brytanii w swoim raporcie
przedstawila skutki narastajacej opornosci na antybio-
tyki, tym samym nawolujac m. in. WHO do podjecia
walki z tym kryzysem. Podstawa dla potencjalnego
wykorzystania bialek wielofunkcyjnych jest dokladne
ich poznanie. Badacze muszg poszerzy¢ dotychczasowa
wiedze¢ na temat struktury, nowych funkcji, mechaniz-
mow transportu na powierzchni¢ komorki bakteryjnej,
ewolucji, czy roli bakterii komensalnych. Dodatkowo
ze wzgledu na réznorodno$¢ biatek wielofunkcyjnych
wérdd bakterii, istotne jest aby mozliwie jak najdokfad-
niej scharakteryzowa¢ udziat w patogenezie w roznych
warunkach, dla réznych gatunkéw. Istotne moze oka-
za¢ sie rowniez badanie interakcji pomiedzy biatkami
wielofunkcyjnymi obecnymi na powierzchni ludzkich
komorek, bakterii komensalnych, czy innych bak-
terii patogennych z tymi obecnymi u analizowanego
gatunku. Z pewnoscig rozwdj proteomiki oraz pozna-
nie wigkszej ilosci bialek wielofunkcyjnych pozwoli
na ich lepsza systematyke, jednoczesnie stanowigc pod-
stawe do stworzenia baz danych, ktére moglyby utatwi¢
dalsze badania.
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Coagulase-positive species of the genus Staphylococcus - taxonomy, pathogenicity

Abstract: Staphylococci constitute an important component of the human microbiome. Most of them are coagulase-negative species,
whose importance in the pathogenesis of human infections has been widely recognized and is being documented on a regular basis.
Until recently, the only well-known coagulase-positive staphylococcus species recognized as human pathogen was Staphylococcus
aureus. Previously, the ability to produce coagulase was used as its basic diagnostic feature, because other coagulase-positive species
were associated with animal hosts. Progress in the laboratory medicine, in which automatic or semi-automatic systems identify the
staphylococci species, revealed a phenomenon of spreading of the coagulase positive staphylococci to new niches and hosts, as they are
being isolated from human clinical materials with increasing frequency. As a result, many reaserchers and laboratories have turned their
attention to the phenomenon, which caused an inflow of new data on these species. An increasingly expansive pathogenic potential of
coagulase-positive staphylococci against humans has been documented. In the presented study, recent data on both S. aureus and species
previously considered to be animal, i.e. S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini, S. lutrae, S. schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus as
well as newly described species S. agnetis, were shown.

1. Introduction. 2. Staphylococcal coagulase. 3. Staphylococcus aureus. 4. Staphylococcus intermedius Group species. 4.1. Staphylococcus
intermedius. 4.2. Staphylococcus pseudintermedius. 4.3. Staphylococcus delphini. 5. Staphylococcus hyicus. 6. Staphylococcus schleiferi subsp.
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Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans
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1. Wstep pojawianie si¢ nowych gatunkéw oraz zmiany takso-

Bakterie z rodzaju Staphylococcus zostaly odkryte juz
w 1880 r. przez szkockiego lekarza Alexandra Ogstona,
ktéry nadat im nazwe wynikajacg z zaobserwowanego
obrazu mikroskopowego (gr. staphyle — winogrono,
gr. kokkos — ziarno) [30]. Podzial na gronkowce koagu-
lazododatnie (Coagulase Positive Staphylococci, CPS)
uwazane za bardziej zjadliwe i koagulazoujemne
(Coagulase Negative Staphylococci, CNS) w oparciu
o zdolnos¢ do wykrzepiania osocza w probie na koagu-
laze zostal zapoczatkowany w 1903 r. [59] i wciaz pozo-
staje dobrym kryterium réznicujgcym w obrebie tego
rodzaju. Z czasem znaczenie diagnostyczne tej proby
jako wyroznika S. aureus znaczaco stracito jednak na
wartosci takze dlatego, ze wykrywane sg szczepy tego
gatunku pozbawione tej cechy [93]. Ponadto w pato-
logii cztowieka pojawity sie nowe gatunki koagulazo-
dodatnie, pierwotnie uznawane za wylacznie zwierzece.
Zjawisko przetamywania barier miedzygatunkowych,

nomii juz odkrytych wymagaja nowego spojrzenia na
systematyke, diagnostyke i epidemiologie wywolywa-
nych przez nie zakazen.

2. Koagulaza gronkowcowa

Koagulaza to enzym unikalny wsérdéd bakterii.
Z wyjatkiem niektorych gatunkéow gronkowcow, sta-
nowi czynnik zjadliwo$ci produkowany przez nieliczne
inne bakterie zwigzane z czlowiekiem. Wytwarzaja ja
tez Yersinia pestis. Wykrywano takze pojedyncze szczepy
Streptococcus faecalis, S. pyogenes, S. gordonii, Escheri-
chia coli czy Serratia marcescens, ktore byly koagulazo-
dodatnie [6, 24, 63].

Koagulaza gronkowcowa wystepuje u bakterii tego
rodzaju w dwoch postaciach — wolnej, uwalnianej do
$rodowiska i zwigzanej z komdrka. Wytwarzanie obu
bialek regulowane jest przez loci sar i agr [65].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej i Diagnostyki Mikrobiologicznej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi,
ul. Pomorska 137, 90-235 L6dz; tel.: (42) 677 93 00, e-mail: wioletta.kmieciak@umed.lodz.pl
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Wyniki oznaczania koagulazy uwalnianej do $rodo-
wiska stanowig jedno z podstawowych narzedzi diag-
nostycznych stosowanych w réznicowaniu gatunko-
wym gronkowcow, gdyz staly sie podstawa do podziatu
gronkowcow na koagulazododatnie i — ujemne. Koagu-
laza wydzielana przez komorki konwertuje za pomoca
domeny C-koncowej zawarta w osoczu protombine lub
inne, podobne strukturalnie substancje do trombinopo-
dobnych produktéw wykrzepiajacych w postaci widocz-
nego skrzepu. Oznaczenie to wykonuje si¢ metoda pro-
béwkowaq z uzyciem rozcienczonego osocza kroliczego
[60]. Jak wykazano w najnowszych badaniach, koagu-
laza wolna wraz z frakcja koagulazy zwigzanej (CIfA)
odgrywa aktywna role w produkgji biofilmu CIfA-zalez-
nego. Wolna koagulaza posredniczy w konwersji fibry-
nogenu do nierozpuszczalnej fibryny, ktéra dziala jako
rusztowanie biofilmu, umozliwiajac S. aureus groma-
dzenie si¢ na powierzchniach powleczonych ludzkim
osoczem. Dzialanie terapeutyczne kombinacji lekow
przeciwbakteryjnych oraz inhibitoréw koagulazy lub
plazminy przewyzsza skuteczno$¢ leczenia z zastosowa-
niem samych antybiotykéw. Udowodniono je w przy-
padku infekeji uktadu krazenia oraz stawow, we wcze-
snych stadiach zakazen zwigzanych z wszczepianiem
urzadzen medycznych, a takze w procesie zwalczania
biofilmu tworzonego przez S. aureus [99].

Zwiazana posta¢ koagulazy gronkowcowej nazywana
jest czynnikiem CF (clumping factor), a takze czynni-
kiem skupiania i jest $cisle zwigzana ze $ciang komor-
kowgq [23]. Forma ta oddziatywuje wylacznie na podatny
fibrynogen, powodujac jego wytracanie w postaci pre-
cypitatéw na powierzchni komorek gronkowcdw, zle-
piajac je. Wlasciwos¢ ta wykorzystywana jest w meto-
dzie szkietkowej z zastosowaniem nierozcienczonego
osocza kroliczego stuzacej do wykrywania czynnika CF
w diagnostyce mikrobiologicznej. Czynnik ten wyste-
puje w dwoch postaciach (A i B), ktérych produkeja jest
zréznicowana w zaleznosci od szczepow [90].

Czynnik skupiania A (CIfA, clumping factor A) wy-
twarzany przez S. aureus, podobnie do biatka A wig-
z3cego fibrynogen FnBPA (fibrynogen-binding pro-
tein A), rdwniez wystepujacego u tego gatunku, bierze
posrednio udzial w aktywacji plytek krwi, co moze
mie¢ zwigzek z patomechanizmem zakazen uktadu
krazenia (infekcje zastawek serca, bakteryjne zapalenie
wsierdzia), a takze septycznego zapalenia stawow [42,
48]. Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja na moz-
liwos¢ zastosowania CIfA w szczepionkach dla pacjen-
tow z wysokim ryzykiem zachorowania na infekcyjne
zapalenie wsierdzia wywolywane przez S. aureus [58].

Czynnik skupiania B (CIfB, clumping factor B) jest
biatkiem o wielkosci 150 kDa, posredniczagcym w pro-
cesie zakotwiczenia MSCRAMM (microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules)
w $cianie komdrkowej bakterii poprzez region C-termi-
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nalny. N-koncowy region CIfB z kolei odgrywa posred-
nig role w wigzaniu fibrynogenu, prowadzac do przyle-
gania do niego bakterii, a w konsekwencji do tworzenia
zakrzepow czy sprzyjajac osiedlaniu na zastawkach
serca. W swoich pracach Wertheim i wsp. wykazali, ze
CIfB ma wyrazne powinowactwo do cytokeratyny 10
ludzkiego typu I (CK10), ktéra ulega ekspresji na tusko-
watych komorkach nablonkowych [96], co sprawia,
ze mozna uzna¢ zwiazek tego czynnika z kolonizacja
w obrebie nosogardzieli czlowieka.

U wiekszosci szczepdw S. aureus obie postacie koa-
gulazy (wolna i zwigzana) wystepuja w komorkach
jednoczesnie. U pozostalych gatunkéw koagulazodo-
datnich, z wyjatkiem nielicznych szczepow S. interme-
dius, nie wykrywa sie czynnika CF. Koagulaze zwigzang
(czynnik CF) wytwarzajg jednak zaliczane do gatunkow
koagulazoujemnych Staphylococcus lugdunensis i Sta-
phylococcus sciuri. Gatunki te s3 izolowane od zwierzat
i gtéwnie u nich wywotuja choroby. U ludzi S. lugdunen-
sis stanowi element mikroflory skory okolic pachwin
i klatki piersiowej, ale takze odpowiada za zapalenia
wsierdza, stawow, zakazenia po wszczepieniach narza-
doéw czy protez, zapalenia pluc, a nawet zespdt wstrzasu
toksycznego [1]. Szczepy S.sciuri u ludzi kolonizuja
gltéwnie obszar blony s$luzowej przedsionka nosa,
a takze pachy i pochwe. Zakazenia wywolywane przez
nie u czlowieka sa rzadkie, aczkolwiek moga si¢ roz-
przestrzenia¢ w zamknietych lub czasowo/czesciowo
izolowanych od spoteczenstwa grupach ludzi, jak np.
koszary [67]. Szczepy obu tych gatunkéw wykazuja
zdolno$¢ do wytwarzania wielu czynnikéw chorobo-
tworczosci typowych dla S. aureus takich jak lipazy,
hemolizyny (staba hemoliza na agarze z krwia bara-
nig po 2 dniach inkubacji w przypadku S. lugdunensis
[27]), enterotoksyny, toksyna eksfoliatywna C, a takze
omawiany tu czynnik CE. Mogly je zapewne naby¢ na
drodze horyzontalnego transferu genéw.

3. Staphylococcus aureus

Nazwa gatunku S. aureus nadana w 1884r. przez
Rosenbacha pozostaje niezmieniona mimo licznych
reklasyfikacji w obrebie rodzaju. Sto lat pdzniej, na
podstawie badan hiszpansko-niemieckiego zespotu ba-
dawczego wykazano, iz w obrebie tego gatunku nie-
ktdre szczepy rosng tylko w warunkach beztlenowych,
w zwigzku z czym wyodrebniono dwa podgatunki:
Staphylococcus aureus subsp. aureus i Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius [54].

Zaréwno w XIX wieku, jak i obecnie w identyfika-
cji fenotypowej S. aureus za najistotniejsze przyjmuje
sie nastepujace trzy cechy: barwe kolonii (pigment od
bialego, przez cytrynowy, kremowy do brazowego),
zdolnos¢ do wytwarzania hemolizy typu B na pod-
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tozu z dodatkiem krwi baraniej i wreszcie zdolno$¢ do
wytwarzania koagulazy.

Gronkowiec zlocisty S. aureus to wykazujacy znaczny
potencjal chorobotworczy gatunek, czesto izolowany
z materialow klinicznych od ludzi. Jest przedmiotem
ogromnej liczby prac badawczych, a takze opracowan
przegladowych. Pierwszg, niezwykle szeroka pracg
zbierajaca wszystkie dotychczas opublikowane dane
o S. aureus byt dwuczesciowy artykul Sheagrena opu-
blikowany w 1984 r. [82, 83]. Sposrdd ogromu pozniej-
szych prac na szczegdlng uwage zastuguja te autorstwa
Knox i wsp. [53] z 2015r. o transmisji szczepow tego
gatunku w gospodarstwach domowych i $rodowisku
oraz Alibayov i wsp. [2] z 2014 ., w ktdrej badacze pod-
jeli trudny temat charakterystyki ruchomych elemen-
tow genetycznych S. aureus, co ma niezwykle istotne
znaczenie w horyzontalnym transferze gendw i zmien-
nosci nie tylko tego, ale i innych gatunkéw gronkow-
coéw. Watek roli mobilnych elementéw genetycznych
w procesie nabywania gendéw kodujacych czynniki
wirulencji zostal szeroko opisany takze w znaczacej
pracy Helbin i wsp. [39] z 2012 r. Istotna z klinicznego
punktu widzenia pracg zbierajaca wiedz¢ na temat
S. aureus jest artykul Tong i wsp. [88] z 2015 ., ktory
przedstawia dokladng analiz¢ etiopatogenezy i klinicz-
nej manifestacji okreslonych jednostek chorobowych
(bakteriemia, infekcyjne zapalenie wsierdzia, zakazenia
skory i tkanek migkkich, zakazenia uktadu kostno-sta-
wowego) wywolywanych przez te gronkowce.

Zréznicowanie wewnatrzgatunkowe szczepow S. au-
reus przeklada sie tez na r6znorodnos¢ cech prezento-
wanych przez pojedyncze szczepy. Istotne dla niniej-
szego opracowania jest zwrocenie uwagi na te cechy,
ktére uwazane wczesniej za typowe dla tego gatunku,
odnajdujemy u innych koagulazododatnich gatun-
kéw, co moze miec¢ szczegolne znaczenie w przebiegu
infekeji u ludzi. Koagulaza zaangazowana w proces
wykrzepiania osocza obecna jest u wszystkich CPS
[26]. Biatko A, stanowiace istotny czynnik chorobo-
tworczosci ze wzgledu na swoje wlasciwosci wigzania
immunoglobulin przez fragment Fc, jest elementem
sciany komorkowej gatunku S. aureus, ale moze tez by¢
wytwarzane przez gatunki grupy SIG (Staphylococcus
intermedius group) [15, 29].

Wiele CPS, podobnie jak S. aureus, jest wyposazone
w liczne cytolizyny (hemolizyny - a, B, y, § oraz leuko-
toksyny) [51]. Warto zaznaczy¢, iz aktywno$¢ lityczna
kazdej z hemolizyn jest zréznicowana zaréwno pod
wzgledem wybiodrczosci dzialania (rodzaj erytrocy-
tow), jak i mechanizmdéw jg warunkujacych. Hemo-
lizyna o wywoluje lize komérek docelowych (wysoka
aktywno$¢ wobec erytrocytow kroliczych, niska wobec
ludzkich) wskutek tworzenia B-barytkowych przezbto-
nowych poréw, skutkujac ucieczka jondéw K* i Ca?.
Mechanizm dzialania hemolizyny B oparty jest na

235

destabilizacji struktury blony komorkowej erytrocy-
tow baranich w wyniku hydrolizy sfingomieliny, co
uwidoczni¢ mozna w postaci efektu hot-cold (tzw.
»podwojna hemoliza” - niekompletna hemoliza po
wstepnej inkubacji w temperaturze 37°C, a nastepnie
wzmocnienie hemolizy po inkubacji w 4°C). Hemoli-
zyna § wyrdznia si¢ dwoma mechanizmami dziatania
w zaleznosci od jej stezenia: ponizej stezenia granicz-
nego agreguje do komoérek docelowych, a nastepnie
tworzy kanaly zaburzajace dwuwarstwowy strukture
membrany komorkowej, zas powyzej — dziala jak sur-
faktant, niszczac ja. Wykazuje ona aktywnos¢ cyli-
tyczng wobec erytrocytow réznych gatunkow zwierzat.
Z kolei dwukomponentowa y-hemolizyna formuje
B-cylindryczne pory, podobnie jak a-toksyna, jednak
wykazuje selektywnos¢ nie tylko wobec krwinek kroli-
czych i ludzkich, ale takze baranich [51].

Ze wzgledu na licznie wytwarzane czynniki zjadli-
wosci S. aureus jest organizmem modelowym, ktory
postuzyt badaniu ztozonych mechanizméw kontroli
i ekspresji chorobotworczych biatek [75] jak CIfB,
glukozaminidaza, IsdA, IsaA, SACOL0688, nukleaza,
lipaza, LytM, biatko B wigzgce fibronektyne. Jak wyka-
zali Naidu i wsp. w swoich pionierskich badaniach,
oprocz wigzania z fibronektyng, S.aureus wykazuje
takze zdolnos¢ do produkcji szeregu gronkowcowych
bialek wykazujacych powinowactwo do biatek gospo-
darza (m.n. do fibrynogenu, kolagenu, lamininy,
transferryny, laktoferyny), co ma ogromne znaczenie
w indukgji zakazen [66].

Wisrdd najnowszych prac oryginalnych poswigco-
nych S. aureus na pierwszy plan wysuwaja sie jednak
te, ktore dotykaja problemu narastajacej lekoopornosci,
w tym wystepowania szczepéw wieloopornych i ich
rozprzestrzeniania. Wiele prac koncentruje si¢ na
procesie transmisji Srodowiskowej S. aureus stanowia-
cym jedno z najwiekszych zagrozen socjoekonomicz-
nych wspoétczesnej medycyny zakazen. Tosas Auguet
i wsp. (2016) [89] w swojej pracy zwrdcili uwage na
zakazenia wywolywane szczepami $rodowiskowymi
S.aureus (community-associated methicillin-resi-
stant Staphylococcus aureus, CA-MRSA), ktore, jak si¢
sadzi, z epidemiologicznego punktu widzenia moga
sta¢ sie wiekszym zagrozeniem niz szczepy szpitalne
(health-care-associated methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus, HA-MRSA). Roéwnie niepokojacym
zjawiskiem jest odnotowywany wzrost przypadkow
zakazen wywolanych szczepami S. aureus pochodze-
nia zwierzecego (farm-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, FA-MRSA) [69]. Ponadto, stale
poszukuje si¢ skutecznych metod leczenia tych zakazen
oraz dziatan prewencyjnych im zapobiegajacych. Popov
i wsp. [74] wskazuja na role biatka PLEKHA?7 (Pleck-
strin Homology Domain Containing A7) w ograni-
czaniu zjadliwosci szczepdw S. aureus wytwarzajacych
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a-toksyne w przebiegu infekeji skornych. Z kolei w pracy
Wei i wsp. [95] udowodniono skuteczno$¢ przeniesie-
nia pelnego mikrobiota przewodu pokarmowego od
0s6b zdrowych jako alternatywnej metody leczenia
zapalenia jelit wywolanego przez S. aureus.
Réznicowanie S.aureus od innych koagulazodo-
datnich gatunkdw, a takze tych gatunkéw miedzy sobg
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musi opiera¢ si¢ na szeregu cech. W przypadku rodzaju
Staphylococcus wigkszos¢ gatunkéw koagulazoujemnych
mozna odrézni¢ na podstawie cech fenotypowych.
W przypadku gronkowcow koagulazododatnich zadanie
to nie jest fatwe, a wyniki tak jednoznaczne. Najwaz-
niejsze cechy stanowigce podstawe identyfikacji gatun-
kow koagulazododatnich przedstawiono w Tabeli I.

Tabela I
Wybrane cechy fenotypowe gronkowcéw koagulazododatnich [20, 26, 84, 92]
Cechy/czynnik S.szg:ffs S.szg:;l.ls S int.er- S-p seud.in— S d.el.- S. hyicus : szl}llnl:gen S. lutrae | S. agnetis
aureus | anaerobius medius | termedius | - phini coagulans
Aerobioza - + + + + + + + ND
Katalaza + - + ¥ +
Wielko$¢ kolonii >5 mm + - + + + -
Pigment + - - - - - - - -
Koagulaza wolna + + + + + D(-) + + —[+%*
Czynnik CF + - D - - - - - -
DNaza + + + + - + + s +
Termostabilna nukleaza + + + + + D(+) + ND ND
Hemoliza + + + + + - + + -
B-hemolizyna D + + + ND - ND + ND
Acetoina (Voges-Proskauer) + - w + - - + . -
Ureaza w ND + + + D + + -
Reduktaza azotanowa + - + + + + - +
Fosfataza alkaliczna + + + +/- + + + -
Hialuronidaza + + ND + ND + - - ND
Oksydaza - - - - ND - - - -
Dihydrolaza argininy w ND D + + + + - +
[-galaktozydaza - - D ND - ND - -
B-glukozydaza + - D ND D ND + ND
B-glukuronidaza - - - - ND D ND - D
Arylamidaza pirolidonylu - - + + ND - D ND -
Produkcja kwasow:
- galaktoza + - - + ND + + + D(+)
- D-glukoza + + + + + + + +
- D-fruktoza + + + + + + D(+) +
— D-mannoza + - + + + + + + +
— mannitol + - D W, D + - +/- + -
- arabinoza - - - - - - - D -
- laktoza + - D + + + D(+) + +
- maltoza + + -IW + - - + -
- sacharoza + + + + + + D(-) + +
- D-trehaloza + - + + - D(+) - + +/-
- D-ksyloza - - - - - - - w -
— D-turanoza w ND D W, D ND - ND - -
— ksylitol - - - - - - - - -
- salicyna - - - - ND - ND D -
- celobioza - - - - ND - - + -
- melezytoza - - - - ND - - _
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TabelaI - c.d
Cechy/czynnik S.sZﬁZ;L.tS S.sﬁg}s’;b.ts S int'e - |Sp seud.in— S d,d,_ S. hyicus ’ Zfl}:)l:gen S.lutrae | S. agnetis
aureus | anaerobius medius | termedius | - phini coagulans

- D-rafinoza - - - - ND - - + -

- D-fukoza - ND - - ND - ND D -

- L-fukoza - ND - - ND - ND D -
Opornos¢ na antybiotyki:
Wrazliwo$¢ na nowobiocyne + + - - +
Wrazliwo$¢ na akryflawine - ND + + ND
Wrazliwos¢ na polimyksyne B - ND + + + - + + -
Wrazliwo$¢ na deferoksamine - - ND - ND ND ND + -
Wrazliwos¢ na lizostafyne + + ND + + + ND - +
Wrazliwos¢ na lizozym - - ND + - - ND ND -
Wrazliwo$¢ na fosfomycyne + + ND ND ND ND ND + ND

Legenda:

D - zaleznie od szczepu, D(+) - zazwyczaj pozytywnie, D(-) — zazwyczaj negatywnie, ND — nie zbadane, W - reakcja staba
* — szczepy S. lutrae i S. intermedius izolowane od golebi i norek nie wykazujg zdolnosci do silnej produkcji DNazy;
szczepy S. intermedius izolowane od pséw, koni i innych gatunkéw wykazuja silng reakcje dodatnig w prébie zdolnoéci do wytwarzania DNazy
** — po 4 h inkubacji koagulazoujemne, po 24 h 20-25% szczep6w jest koagulazododatnie

4. Gronkowce grupy SIG

Trzy gatunki: S.intermedius, S.pseudintermedius
iS. delphini stanowig taksonomicznie wydzielong grupe
okreslang jako SIG (Staphylococcus intermedius group).
Jako pierwszy zostal odkryty gatunek Staphylococcus
intermedius. Czeski naukowiec Hajek opisat go w 1976 1.
na podstawie swoich badan nad szczepami zwierze-
cymi [36]. Nazwa gatunkowa (lac. inter — pomiedzy,
tac. medius - $rodek) odnosi sie do wlasciwosci bio-
chemicznych, ktore tacza cechy dwdch innych gatun-
koéw — S. aureus i S. epidermidis [9]. Znacznie pdzniej,
bo dopiero w roku 2005 belgijski zesp6l naukowy,
wsrod szczepow pierwotnie zidentyfikowanych jako
S. intermedius, wyodrebnil nowy gatunek Staphylococ-
cus pseudintermedius (gr. pseudos — falszywy). Uznano
go za odrebna jednostke taksonomiczng, ktorej szczepy
wykazuja jednak znaczne fenotypowe i genotypowe
podobienstwo do S. intermedius [19]. Odkrycie to pod-
daje w watpliwo$¢ dane dotyczace gatunku S. interme-
dius opisywane w pracach przed rokiem 2005. Filogene-
tyczne podobienstwo wigze oba te gatunki z odkrytym
w 1988 1. S. delphini. Wynikajgce z bliskiego pokrewien-
stwa i nieznacznego zréznicowania biochemicznego
trudno$ci w diagnostyce byly podstawa utworzenia
grupy SIG [78]. W wielu pracach powstatych po jej
wydzieleniu nie jest jednak precyzowane czy wyniki
dotycza szczepow S. intermedius doktadnie zidentyfi-
kowanych do gatunku czy kwalifikujgcych si¢ do grupy,
co stalo si¢ przyczyna, dla ktorej ustalenie podawanych
w pi$miennictwie informacji na temat szczepéw nazy-
wanych S. intermedius bywa trudne [94]. W Tabeli II

przedstawiono materialy kliniczne, z jakich izolowane
byty S. intermedius i S. pseudintermedius od ludzi oraz
metody, jakie wykorzystano do ich identyfikacji.

Technika umozliwiajaca prawidtows identyfikacje
gatunkow CPS, w szczegdlnosci nalezacych do grupy
SIG, jest metoda opracowana przez Sasaki i wsp. [79]
oparta na rdéznicach w sekwencji genu termonukle-
azy nuc miedzy poszczegdlnymi gatunkami. Ostat-
nio zaproponowano takze réznicowanie S. intermedius
i S. pseudintermedius z zastosowaniem specyficznych
gatunkowo starterow dla genu hlb [52]. Sposrdéd innych
technik molekularnych wykorzystywanych w celu réz-
nicowania gatunkéw SIG, stosowana jest takze metoda
sekwencjonowania genéw 16S rRNA, ale ze wzgledu na
ich znaczne podobienstwo przekraczajace 99%, metoda
ta nie jest przydatna do ich identyfikacji [50].

4.1. Staphylococcus intermedius

Naturalnym miejscem bytowania bakterii z gatunku
S. intermedius sg skora i blony sluzowe zwierzat. Opu-
blikowano liczne prace dotyczace izolacji szczepow tego
gatunku od psow, ale takze golebi, norek, kotéw, koni,
szopow, koz, szarych wiewiorek czy tygrysa syberyj-
skiego [41, 46], jednakze czg$¢ tych informacji pocho-
dzi sprzed 2005 r., co moze nie$¢ ze soba ryzyko wezes-
niejszej niewtasciwej identyfikacji.

Szczepy gatunku S. intermedius s3 czynnikami etio-
logicznymi réznego rodzaju zakazen wystepujacych
zar6wno u zwierzat, jak i coraz czesciej u ludzi. W opar-
ciu o prace opublikowane w latach 2010-2016 uznaje
sie, ze u czlowieka S.intermedius stanowi czynnik
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Tabela II
Metody identyfikacji izolowanych od ludzi szczepéw S. intermedius i S. pseudintermedius z przypadkéw od roku 2005
[4, 16, 18, 21, 22, 38, 46, 47, 56, 70, 76, 80, 84]

Gatunek Rodzaj zakazenia Materiat Metoda identyfikacji Rok publikacji

infekcyjne zapalenie wsierdzia |wymaz z rany, ptyn stawowy | system Vitek IT 2010 [18]
bakteriemia krew, ptyny stawowe proby biochemiczne 2012 [38]
ropien mézgu material ropny system BBL Crystal 2005 [4]
zapalenie opon plyn mézgowo-rdzeniowy proby biochemiczne, 2010 [22]
mozgowo-rdzeniowych sekwencjonowanie

Staphylococcus - (prawdopodobienstwo mleko proby biochemiczne 2012 [21]

intermedius zatru¢ pokarmowych)
- (prawdopodobienstwo mieso (kietbasa) proby biochemiczne 2006 [67]
zatru¢ pokarmowych)
ropnie skory material ropny testy API, sekwencjonowanie 2010 [45]
zapalenie zatok material z jamy nosowo- metoda genetyczna 2009 [46]

-gardlowej, plwocina
bakteriemia odcewnikowa krew system PMIC/ID-30 2010 [16]
i Vitek II, sekwencjonowanie

zapalenie zatok przynosowych |aspirat z zatok system ID 32 STAPH, MLST 2010 [82]

Staphylococcus typing, spa typing, PFGE

pseudintermedius i SCCmec typing
infekcyjne zapalenie wsierdzia |material z ran pooperacyjnych | system Vitek2-GP, MALDI-TOF | 2011 [73]
zapalenie pluc BAL system ID 32 STAPH, Vitek2 2012 [55]
infekcje ran pooperacyjnych  |materiat z ran pooperacyjnych | system Vitek2 2013 [77]

etiologiczny gtéwnie infekcji skory, a takze uktadu
moczowego, kosci i osrodkowego ukladu nerwowego
[41]. Szczepy zidentyfikowane jako S. intermedius izo-
lowano réwniez z przypadkéw infekcyjnego zapale-
nia wsierdzia [18], bakteriemii, zapalenia zatok przy-
nosowych [38], ropnia mézgu [4] i zapalenia opon
mozgowo-rdzeniowych [22]. Dodatkowo uznaje si¢ moz-
liwos¢ wywolywania zatru¢ pokarmowych w zwiazku
z jego izolacjg z probek produktow spozywczych, np.
mleka i migsa [21, 70]. Opisane zostaty takze przypadki
zapalenia pluc [32] oraz zapalenia jamy sutkowej [49].
Identyfikacja szczepdéw opisywanych w tych badaniach
byta prowadzona wylacznie metodami konwencjonal-
nymi, opartymi na fenotypie. Bioragc pod uwage fakt,
iz jedynie metoda Sasaki i wsp. [79] moze zapewni¢
prawidtowa identyfikacje szczepdw grupy SIG, zaden
sposréd wyzej wymienionych przypadkow nie spelnit
niniejszego kryterium.

Szczepy S. intermedius moga wytwarzaé liczne czyn-
niki chorobotworczosci: koagulaze, enterotoksyne A,
enterotoksyne C i jej wariant SEC_  specyficzny dla
izolatéw z piodermii pséw [7], biatko A [29], termo-
nukleaze [78] oraz cytolizyny, takie jak leukotoksyna
Luk-I [68] czy hemolizyny. Wsréd tych ostatnich
B-hemolizyna wytwarzana jest czesto i zwykle konsty-
tutywnie, rzadko wytwarzana jest §-hemolizyna, za$
a-hemolizyna tylko w pojedynczych przypadkach [29].

Zjawisko lekoopornosci wsrdd szczepow S. inter-
medius jest do$¢ powszechne, bowiem nawet do 95%

z nich wykazuje oporno$¢ na antybiotyki 3-laktamowe.
Dotyczy to zwlaszcza zwierzecych izolatow pochodza-
cych od psow i gotebi. Szczegdlnie w przypadku zwie-
rzat majacych bliski kontakt z cztowiekiem zjawisko to
stanowi zrédlo dodatkowego ryzyka [28].

4.2. Staphylococcus pseudintermedius

Gatunek Staphylococcus pseudintermedius, podob-
nie jak S. intermedius, kolonizuje skore i blony sluzowe
roznych gatunkow zwierzat, gléwnie pséow i kotow,
u ktérych moze wywolywac infekcje skory i uszu [44].
Coraz cze¢dciej drobnoustroj ten jest zrodtem zakazen
réwniez u ludzi i jest najczesciej izolowanym gatunkiem
grupy SIG. Do grup ryzyka zakazeniami wywolywa-
nymi przez S. pseudintermedius zalicza si¢ pacjentow
z obnizong odpornoscig oraz osoby pozostajace w bli-
skim kontakcie ze zwierzetami, czyli wlascicieli zwie-
rzat domowych i personel weterynaryjny [10]. Ryzyko
transmisji S. pseudintermedius na ludzi w przypadku
tej ostatniej grupy ma Scisly zwigzek z szeroko rozpo-
wszechnionym wystepowaniem tego gatunku w wete-
rynaryjnym $rodowisku szpitalnym [97]. Dodatko-
wym czynnikiem wplywajacym na wzrost liczby tych
infekcji jest zjawisko nosicielstwa S. pseudintermedius
wystepujace w obu grupach ryzyka [73]. Dotychczas
opisanymi przypadkami infekcji u ludzi wywotanymi
przez ten patogen sg bakteriemie [16], zapalenie zatok
przynosowych [84], infekcyjne zapalenie wsierdzia
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[76], zapalenie pluc [56] oraz infekcje ran poopera-
cyjnych [80]. Czes¢ z tych doniesien dotyczy jednak
szczepow zidentyfikowanych wylacznie w oparciu
o metody klasyczne, bez molekularnego potwierdze-
nia. W niektdérych przypadkach identyfikacja zostata
potwierdzona metodami molekularnymi, innymi niz
Sasaki i wsp. (np. sekwencjonowanie), ktore nie sa
jednak rekomendowane do réznicowania gatunkéow
grupy SIG. Wsréd najwazniejszych przyktadow zaka-
zen wywyolanych tymi bakteriami z potwierdzeniem
molekularnym szczepoéw wyrdznia si¢ przypadek zaka-
zenia rany transplantacji szpiku kostnego wywotanego
szczepem S. pseudintermedius u czlowieka ze $miertel-
nym finalem dla pacjenta [80] oraz pierwszy w Polsce
przypadek infekcji tym gatunkiem u psa [64].

Potencjal chorobotworczy S. pseudintermedius jest
uwarunkowany przez liczne czynniki wirulencji, m.in.
koagulaze, bialko A, proteazg, enterotoksyny, toksyne
eksfoliatywna SIET oraz podobnie do S.interme-
dius cytolizyny, tj. leukotoksyne Luk-I i hemolizyny
(B-hemolizyna produkowana w sposob konstytutywny,
za$ 8- i a-toksyna rzadko) [15, 33].

Dodatkowym zagrozeniem jest wzrost liczby szcze-
péw lekoopornych odnotowywany na przestrzeni
ostatnich lat. Najczgsciej dotyczy on szczepéw MRSP
(methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius)
oraz MDRSP (multi-drug-resistant Staphylococcus
pseudintermedius) [43], w tym szczepow opornych na
fluorochinolony [44] czy mupirocyne [62].

4.3. Staphylococcus delphini

W 1988 1. wloscy naukowcy Varaldo i wsp. wyizo-
lowali ze zmian ropnych na skorze delfinéw nowy
gatunek gronkowcow wytwarzajacych koagulaze. Ze
wzgledu na pochodzenie izolatéw otrzymal on nazwe
Staphylococcus delphini [91]. W jego obrebie wyréznia
sie dwie fenotypowo i genotypowo odrebne grupy szcze-
pow (A iB). Wskazuje sie, ze szczepy grupy B S. delphini
moga nawet stanowi¢ oddzielny gatunek [78].

Bakterie te izolowano po6zniej takze od norek, fretek
i borsukow [34, 85]. Odnotowano réwniez przypadki
ich izolacji od koni, wielbladow, kréw, golebi, ostow
iliséw [34, 98]. Stanowily one u nich naturalne mikro-
biota. Patogennos¢ wskazano jedynie w trzech donie-
sieniach opisujacych zapalenie wymion u kréw oraz
biegunki u norek [5, 31]. Nie ma, jak dotad, doniesien
o izolacji tego gatunku od ludzi.

Szczepy S. delphini majg zdolno$¢ do koagulacji oso-
cza kréliczego, swinskiego, bydlecego oraz ludzkiego
[91]. Savini i wsp. [81] jako pierwsi wykazali zdolnos¢
S. delphini do wytwarzania B-hemolizyny, nie wiadomo
jednak czy jej produkcja ma charakter konstytutywny,
jak ma to miejsce w przypadku pozostatych gatunkow
SIG. Wsréd innych czynnikéw wirulencji tego gatunku
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wymieni¢ mozna leukocydyne Panton-Valentine, eks-
foliatyne oraz enterotoksyny A i E [31, 33].

Szczepy S.delphini sa w wigkszo$ci wrazliwe na
antybiotyki powszechnie stosowane w leczeniu infek-
cji gronkowcowych [85]. Opisano jednak przypadek
izolatu tego gatunku opornego na kwas fusydowy [33].

5. Staphylococcus hyicus

Gatunek ten zostal odkryty juz w 1950 1. przez izra-
elskiego mikrobiologa Davida Sompolinskyego jako
Micrococcus hyicus. Material do badan stanowity izo-
laty pobrane od $win z wysiegkowym zapaleniem skory.
Wskutek poézniejszych modyfikacji taksonomii gron-
kowcéw i mikrokokdw gatunek ten zostal ostatecznie
zaklasytikowany do rodzaju Staphylococcus [20].

Bakterie z gatunku Staphylococcus hyicus sg oficjal-
nie zaliczane do grupy CPS, jednakze w rzeczywisto-
$ci jest to gatunek koagulazozmienny, gdyz czes¢ jego
izolatéow moze by¢ koagulazoujemna. Szczepy tego
gatunku wchodza w sktad mikrobiota réznych gatun-
kow zwierzat, przede wszystkim $win oraz drobiu. Sa
odpowiedzialne za choroby takie jak wysiekowe zapa-
lenie skory, ropne zapalenie stawdw i martwica uszu
u $win, zapalenie wymion u kréw oraz zapalenie miesz-
kéw wlosowych u drobiu [14, 20, 71]. Znane s3 jedynie
dwa przypadki odzwierzecych infekeji u ludzi wywo-
tanych przez S. hyicus - zakazenie rany wskutek ugry-
zienia przez osla oraz bakteriemia u hodowcy trzody
chlewnej [13]. Ostatnio przypisuje si¢ temu gatunkowi
udzial w patogenezie zatru¢ pokarmowych u ludzi [35].

Szczepy S. hyicus maja zdolnos¢ do produkeji tok-
syny eksfoliatywnej ExhA, koagulazy, lipazy oraz biatka
wigzacego IgG. W 2015r. Calcutt i wsp. w swoich bada-
niach dotyczacych analizy sekwencji genomu S. hyicus
wykazali, ze gatunek ten filogenetycznie jest najbardziej
spokrewniony z dwoma gronkowcami: koagulazoujem-
nym Staphylococcus chromogenes oraz nowo odkrytym
koagulazozmiennym Staphylococcus agnetis [12, 13, 71].

Problem lekoopornosci, podobnie jak pozostatych
CPS, dotyka takze szczepoéw S. hyicus [72]. W bada-
niach Park i wsp. oporno$¢ na antybiotyki f-laktamowe
u szczepow S. hyicus jest szeroko rozpowszechniona: az
97% szczepow jest opornych na penicyling G i ampicy-
ling, a 71% na wykorzystywana w weterynarii cefalo-
sporyne — ceftiofur [71].

6. Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans

Gatunek Staphylococcus schleiferi zostal opisany
w 1988 1. przez francuski zespét naukowy Freney i wsp.
na podstawie badan nad szczepami wyizolowanymi od
ludzi. Otrzymat epitet gatunkowy ,,schleiferi’ na czes¢
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niemieckiego mikrobiologa Karla Heinza Schleifera
[27]. Poczatkowo opisywany byl jako gatunek koagu-
lazoujemny. W 1990r., w wyniku badan szczepow
izolowanych od pséw przez japonskich badaczy Igimi
i wsp. wyodrebniono dwa podgatunki - koagula-
zoujemny Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi
oraz koagulazododatni Staphylococcus schleiferi subsp.
coagulans [40]. Szczepy pierwszego z nich wykazuja
zdolnos$¢ wytwarzania pseudokoagulazy, ktorej aktyw-
nos$¢ jest hamowana przez inhibitory proteaz i antyko-
agulanty. Podgatunek Staphylococcus schleiferi subsp.
coagulans moze wykrzepia¢ osocze pomimo ich obec-
nosci. Cecha ta stala sie¢ podstawa ich réznicowania
w obrebie gatunku [87].

Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans moze by¢
blednie identyfikowany jako jeden z gatunkéw SIG
badz S. aureus [100]. Izolowany jest gtéwnie od pséw,
u ktérych moze wywoltywac ropne zapalenie skory [37]
czy ucha zewnetrznego [45]. Szczepy tego podgatunku
moga rzadko wywolywaé réwniez infekcje u ludzi.
Opisano zakazenie rany pooperacyjnej palca, zapale-
nie wsierdzia po transplantacji watroby, zakazenie po
operacji kardiochirurgicznej. Zagrozenie to dotyczy
szczegolnie osOb majacych staly kontakt ze zwierze-
tami [87]. Ponadto odnotowano przypadki izolacji tych
gronkowcow z miesa [61].

Bakterie z podgatunku Staphylococcus schleiferi
subsp. coagulans wytwarzaja termostabilng nukleaze
oraz -hemolizyne (efekt hot-cold na podtozu krwa-
wym z dodatkiem krwi baraniej), w zwiazku z czym
moga wykazywac zdolno$¢ do synergistycznej hemo-
lizy [8, 40]. Niepokojacym zjawiskiem jest wzrost liczby
szczepow tego podgatunku opornych na rézne antybio-
tyki, w tym (-laktamowe [45].

7. Staphylococcus lutrae

Sposrod  wszystkich CPS  Staphylococcus  lutrae
jest najrzadszym i stosunkowo najmniej poznanym
gatunkiem. Po raz pierwszy opisal go brytyjski zespot
badawczy Foster i wsp. w 1997 r. i na podstawie analizy
sekwencji genu 16S rRNA zaproponowal utworzenie
nowej jednostki taksonomicznej [17, 25]. Gatunek ten
zostal wyizolowany z materialu pobranego post mor-
tem od wydr europejskich (Lutra lutra), skad wywodzi
sie jego nazwa. Wykazuje wlasciwosci hemolityczne na
podtozu krwawym z dodatkiem krwi baraniej, jednak
wcigz nie wiadomo nic wiecej na temat wytwarzanych
przez S. lutrae hemolizyn. Gatunek charakteryzuje si¢
wrazliwoscig na nowobiocyne, deferoksaming i fosfo-
mycyne. Wedlug analizy filogenetycznej przeprowa-
dzonej przez Foster i wsp. S. lutrae wykazuje najblizsze
pokrewienstwo z gronkowcami z gatunkow S. delphini,
S. felis, S. intermedius, S. schleiferi i S. muscae.
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Dotychczas opisano tylko jeden przypadek izola-
cji szczepu tego gatunku z mleka kozy z zapaleniem
gruczotu mlekowego. Szczep wykazal wrazliwo$¢ na
cefaleksyne, kotrimoksazol, gentamycyne, neomycyne,
oksacyline oraz tetracykline [77].

8. Staphylococcus agnetis

Gatunkiem ostatnio zaklasyfikowanym do grupy
CPS jest Staphylococcus agnetis, nazwany tak na cze$¢
pierwszej w Europie kobiety chirurga weterynaryj-
nego, Finki Agnes Sjoberg. W 2012 r. finsko-belgijscy
naukowcy wyizolowali go z probek mleka pobranego
od kréw z zapaleniem wymion [86]. W oparciu o wy-
niki analizy filogenetycznej stwierdzono bliskie po-
krewienstwo S. agnetis z koagulazododatnim S. hyicus
oraz koagulazoujemnym S. chromogenes. Ze wzgledu
na znaczne fenotypowe i genetyczne podobienstwo
tych gatunkow istnieje ryzyko wczesniejszych bled-
nych identyfikacji [55]. W 2015r. Al-Rubaye i wsp.
[3] przeprowadzili analize genomu jednego ze szcze-
pow S. agnetis wyizolowanych od drobiu z zapaleniem
szpiku kostnego i chondronekroza. Ich badania wyka-
zaly, ze gatunek ten posiada ortologi wielu czynnikow
wirulencji, takich jak bialka wigzace fibronektyne,
toksyna eksfoliatywna A, homologi superantygenopo-
dobne czy B-hemolizyna. Jednocze$nie potwierdzone
zostalo filogenetyczne pokrewienstwo tego gatunku
z 8. hyicus i S. chromogenes.

Podobnie jak S. hyicus, S.agnetis jest gatunkiem
koagulazozmiennym. Wytwarza m.in. koagulaze (tylko
cze$¢ szczepOw po przedluzonej inkubacji) i DNAzg,
nie wykazuje natomiast aktywnosci hemolitycznej [86].
Calcutt i wsp. w 2014 r. w swoich badaniach nad geno-
mem S. agnetis znalezli w jego sekwencjach otwarte
ramki odczytu (open reading frame, ORF) mogace
$wiadczy¢ o obecnosci gendéw P-hemolizyny czy hia-
luronidazy [11].

Bakterie z tego gatunku sg wrazliwe na nowobio-
cyne i lizostafine, a oporne na lizozym, polimyksyne
i deferoksaming [86]. W 2015r. Leén-Galvan i wsp.
wykazali opornos¢ izolowanych przez siebie szcze-
pow S. agnetis na penicyling, ampicyline, cefotaksym
i klindamycyne oraz ich wrazliwo$¢ na bakteriocyny
produkowane przez Bacillus thuringiensis (morricyna
269, kurstacyna 287, kenjacyna 404, entomocyna 420,
tolwortcyna 524) [57].

9. Podsumowanie
Gronkowce koagulazododatnie s3 niezbyt liczng

pod wzgledem liczby gatunkéw, ale do$¢ zrdznico-
wang grupga. Na przestrzeni ostatniej dekady wiedza
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na ich temat ulegla znacznym modyfikacjom nie tylko
pod wzgledem zmian taksonomicznych, ale réwniez
w zakresie chorobotwdrczosci i lekowrazliwosci. Do
niedawna gronkowce koagulazododatnie inne niz
S. aureus postrzegane byly gtéwnie jako rzadkie drob-
noustroje typowo zwierzece i $rodowiskowe. Zwa-
zywszy jednak na ekspansywny charakter infekeji
przez nie wywolywanych oraz rosnacy odsetek pacjen-
tow z predyspozycjami do zakazen oportunistycznych
powodowanych tymi gatunkami (np. niedobory odpor-
no$ci, wiek podeszty, przewlekle choroby towarzy-
szace, szerokowidmowa antybiotykoterapia), mogg si¢
one sta¢ w niedalekiej przyszlosci znaczacymi pato-
genami ludzkimi. Koagulaza gronkowcowa, uznawana
pierwotnie za czynnik réznicujacy gatunki rodzaju Sta-
phylococcus, moze mie¢ bezposredni zwiazek z pato-
mechanizmem choréb indukowanych przez gatunki
koagulazododatnie.
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Z prawdziwa przyjemnoécia informuje, iz oficyna brytyjska
Caister Academic Press wydala w 2016 roku podrecznik akade-
micki pod redakcja prof. Jerzego Dlugonskiego z Zaktadu Mikro-
biologii Przemystowej i Biotechnologii Uniwersytetu Lodzkiego.
Juz sam tytut wskazuje na to, ze podrecznik ten bedzie skupiony
na najnowszych osiagnieciach z dziedziny ochrony $rodowiska
w zakresie biodegradacji substancji szkodliwych w $wietle dyna-
micznie rozwijajacych sie dziedzin molekularnych zawierajacych
w nazwie konicowke ,,omika” t.j. genomika, proteomika, lipidomika
czy metabolomika. Podrecznik zostal napisany przez wysmienitych
Autoréw o skladzie migdzynarodowym. Kolejne wiec rozdzialy
zostaly opracowane przez specjalistow w danej dziedzinie, repre-
zentujacych znane o$rodki akademickie i naukowe, wykazujacych
duze do$wiadczenie oraz dorobek naukowy w zakresie opisywa-
nych zagadnien. Sekwencja przedstawianych probleméw w ramach
kolejnych rozdziatéw jest logiczna i zaczyna si¢ artykulem autor-

stwa Sylwii Rézalskiej i Roksany Iwanickiej-Nowickiej o mozliwo-
$ciach degradacji zanieczyszczen organicznych na bazie rozwiazan
z zakresu genomiki, metagenomiki i metatranskryptomiki. Kolejny,
bardzo dobry artykul o znaczeniu metali ci¢zkich i mozliwo$ciach
usuwania skutkow ich obecnoéci w §rodowisku autorstwa Panow
Lukasz Dziewita i Lukasza Drewniaka nie pozostawia watpliwo$ci
o wysokim poziomie naukowym podrecznika. Nastepne artykuly
dotyczg: molekularnych markeréw w procesach biodegradacji
(Aleksandra Ziembinska-Buczynska), metabolomiki i proteomiki
(Rafat Szewczyk i Konrad Kowalski) oraz lipidomiki (Przemystaw
Bernat) jako kluczowych rozwigzan w zakresie mikrobiologicznej
degradacji zanieczyszczen srodowiskowych. Jerzy Dlugonski oraz
Anna Jasinska i Aleksandra Géralczyk opisuja nastepnie procesy
mikrobiologicznego rozkladu zanieczyszczen pochodnych hor-
monalnych i barwnikéw organicznych. Rozdzial o wykorzystaniu
metod bioinformatycznych i rozktadzie policyklicznych weglowo-
doréw aromatycznych przygotowal zespot naukowcdw z National
Center for Toxicological Research Food and Drug Administration
z Jefferson, AR, USA. Kolejny zespdl migdzynarodowy ocenit moz-
liwosci rozktadu mikrobiologicznego zwigzkéw lotnych, a zespot
z udzialem Mirostawy Stabej oraz Katarzyny Hrynkiewicz opi-
sal mechanizmy usuwania metali ciezkich przez drobnoustroje.
Nie zabraklo réwniez wiedzy na temat rozkladu biosurfaktantéw
(Katarzyna Paraszkiewicz) oraz aplikacyjnego znaczenia nauk
z czlonem ,omika” w nazwie w tym zakresie. Tak wiec do oceny
przedstawiono nowoczesny podrecznik o najnowszych osiagnie-
ciach naukowych z zakresu biodegradacji zwigzkéw szkodliwych
zalegajacych w $rodowisku naturalnym. Wydanie podrecznika
w angielskim systemie wydawniczym $wiadczy na pewno o jego
wysokiej wartosci naukowej i walorach wydawniczych. Nalezy
podkresli¢, iz szata graficzna podrecznika jest bez zarzutu, a Auto-
rzy precyzyjnie i jasno opisuja trudne zagadnienia biodegradacji
zwigzane zaréwno z ochrong $rodowiska jak i obecnych w nim
udziatem nauk o podlozu molekularnym. Podrecznik zawiera tez
szereg schematow, wykreséw i tabel, ktére w przystepny i pomy-
stowy sposdb stanowig uzupelnienie wiedzy. Kazdy rozdzial jest
zakonczony spisem aktualnej literatury, ktoéra pochodzi z ostat-
nich lat. Tak wiec do rak studentéw, a takze osdb zainteresowa-
nych z réznych powoddw procesami biodegradacji przy udziale
drobnoustrojow trafia cykl dobrze i nowoczesnie opracowanych,
typowych akademickich wykladéw. Taka forma prezentacji trudnej
dziedziny wiedzy, do ktorej z pewnoscia nalezy biodegradacja jest
godna polecenia wszystkim zainteresowanym. To wszystko spra-
wia, ze mamy do czynienia z bardzo potrzebnym i nowoczesnym
podrecznikiem opisujacym mozliwosci biodegradacji substancji
szkodliwych w §rodowisku. Nalezy wyrazi¢ uznanie dla Zespotu
Autoréw za podjecie si¢ tego przedsiewziecia, jakim jest zbidr
wyktadow i przeglad proceséw biodegradacyjnych. Podrecznik
z pelnym przekonaniem mozna zaleci¢ zaréwno akademikom
jak i studentom kierunkéw ochrony §rodowiska i biotechnologii
prowadzonych zaréwno w Uniwersytetach jak i Uczelniach Tech-
nicznych i Przyrodniczych.

Prof. dr hab. Jacek Bielecki
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W dniu 27.03.2017 r. odbylo sie pierwsze zebranie
Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow kadencji 2016-2020.

Ponizej w punktach, w formie skrétowej przedstawiono omawiane sprawy i komentarz.

1. Prezes PTM - prof. S.Tyski powital zebranych internetowej chcemy umieszcza¢ wszystkie infor-

- przybyli wszyscy czlonkowie ZG PTM z wyjat-
kiem: wiceprezes prof. E.Augustynowicz-Kope¢,
Przewodniczgcej Oddz. Bydgoszcz, dr Alicji Sekow-
skiej — w zastepstwie obecna byla wiceprzewodni-
czaca dr Agnieszka Mikucka, ponadto obecne byly
4 zaproszone osoby. Lacznie do glosowania upraw-
nionych bylo 23 osoby ZG PTM.

Po przyjeciu programu zebrania nastgpita prezenta-
cja wszystkich uczestnikéw spotkania.

. Prezes PTM przedstawil informacje o dzialal-
nosci Prezydium PTM od Zjazdu w Bydgoszczy
Poinformowat o 3 listach do cztonkéw Prezydium
PTM oraz 3 listach informacyjnych do czlonkéw
ZG PTM. Omoéwit sprawe przekazania materialéw
PTM z dotychczasowej siedziby PTM w Bydgoszczy
do nowej siedziby w Warszawie. Zwrdcit uwage, na
fakt nie przedstawienia do dnia Zebrania rozliczenia
finansowego PTM za rok 2016, jak rowniez bilansu
za Zjazd PTM w Bydgoszczy, co stawia obecny Zarzad
PTM w trudnej sytuacji.

Omowiono sprawe organizacji biura PTM w nowej
siedzibie na terenie Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego, dokonania zmian w Krajowym Reje-
strze Sagdowym oraz w dostepie do kont banko-
wych PTM w BGZ BNP PARIAS. Poinformowano
o zatrudnieniu Pan sekretarki i ksiggowej do prowa-
dzenia spraw PTM.

. Pani mgr Karolina Stepien poinformowata o utwo-
rzeniu konta PTM na portalu spoteczno$ciowym
Facebook oraz o utworzeniu nowej strony interne-
towej PTM.

. Prezes PTM poinformowal o zawartosci nowej
strony internetowej PTM, ktora jeszcze jest w trakcie
uzupelniania.

Prosimy osoby zainteresowane pewnymi obszarami
mikrobiologii o wlaczenie si¢ w dzialalno$¢ sekcji
PTM (bakteriologia kliniczna, wirusologia kliniczna,
mykologia kliniczna, mikrobiologia farmaceutyczna,
zywnoéci, przemystowa, srodowiskowa, diagnostyka
laboratoryjna), ktére chcielibysmy uruchomic (Struk-
tura > Sekcje). Od szeregu lat pojawialy si¢ postulaty
o stworzenia takiego forum. Prosimy o zwrdcenie
uwagi na konferencje krajowe i zagraniczne oraz
szkolenia (Konferencje i szkolenia). Na stronie

macje dotyczace powyzszej dzialalno$ci, zwlaszcza
o krajowych konferencjach organizowanych i wspot-
organizowanych przez Oddzialy Terenowe PTM oraz
planowanych pod patronatem PTM, a takze innych
konferencjach mikrobiologicznych niezwigzanych
z PTM. Dzial (Wspolpraca > Wspdlpraca zagra-
niczna) zawiera podstawowe informacje o duzych
mikrobiologicznych organizacjach $wiatowych, nato-
miast w czesci (Nagrody i stypendia) sygnalizu-
jemy mozliwosci stypendialne FEMS i informacje
o innych wyréznieniach, ktére moga otrzymac
czlonkowie PTM.

Wskazane jest, aby kazdy Oddziat Terenowy PTM
zamies$cit informacje o swojej historii, dokonaniach,
dziatalno$ci, planach, konferencjach itp. (Oddziaty
Terenowe). Bardzo zalezy nam na nowych cztonkach
zwyczajnych, ale réwniez czlonkach wspierajacych
PTM, przede wszystkim organizacjach i firmach
dzialajacych w obszarze mikrobiologii (Cztonkowie
i skladki > Czlonkowie wspierajacy). Duza uwage
przywiazujemy do historii mikrobiologii, zwtaszcza
historii PTM i wkladu Polakéw w mikrobiologie
swiatowa i krajowa (Historia). W czgsci (Praca)
zamierzamy zamieszcza¢ oferty stazy lub mozli-
wosci pracy dla mikrobiologéw, jak rowniez ogto-
szenia o poszukiwaniu pracy przez mikrobiologow,
przekazane do PTM.

Tworzone s3 nowe strony internetowe czasopism
PTM z bezposrednim dostgpem do strony PTM, co
ma ufatwi¢ informacje o publikacjach i zwiekszy¢ ich
cytowalnos¢ (Wydawnictwa PTM).

Bardzo prosimy o nadsylanie uwag, co do zawar-
tosci i wygladu nowej strony PTM, a takze poda-
wanie informacji dodatkowych, ktore uwazacie
Panstwo, ze powinny dotrze¢ do szerokiego gre-
mium czlonkow naszego Towarzystwa. (ptm.zmf@
wum.edu.pl).

Strona bedzie poprawiana i aktualizowana na bie-
zaco, tak, aby sta¢ sie mozliwie dobrg, atrakcyjna
wizytéwka Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw.

. Prezes PTM przedstawit sytuacje finansowa PTM,

ktora trzeba szybko i zdecydowanie poprawic.
Na dzien 24.03.2017 . na koncie biezagcym PTM znaj-
dowalo si¢ 6.677 zl, na koncie pomocniczym 7.193 zl,
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na lokacie 207.000 zl. Roczny koszt wydawania cza-
sopism PTM wynosi okolo: Postepy Mikrobiologii
- 63.000 z1, Polish Journal of Microbiology — 73.000 zt
(koszt wydawania kwartalnika Medycyna Doswiad-
czalna i Mikrobiologia pokrywa Narodowy Instytut
Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny).
Inne istotne koszty dzialalnosci PTM w 2017r. to:
biuro PTM - ok. 25.000, utworzenie i administracja
stron internetowych PTM i czasopism ok. 10.000 zl,
sktadka do FEMS 5.620zt (1,4 Euro od kazdego
z 900 cztonkéw PTM, w 2016r. skladka dotyczyla
1130 os6b). Podsumowujac, obecnie wydatki okoto
3-krotnie przewyzszaja przychody PTM.

. Nieznana jest rzeczywista liczba czlonkéow PTM.
Kilkaset 0s6b od szeregu lat nie placi sktadek rocz-
nych na rzecz PTM. Osoby te same nie zrezygno-
waly z cztonkostwa w naszym Towarzystwie ani nie
zostaly z niego wykluczone przez ZG PTM. Wiele
z tych oséb nie pamieta o wstagpieniu w przesz-
tosci do PTM, inne nadal podaja, ze nalezg do PTM
pomimo nieplacenia skladek cztonkowskich. ZG
PTM nie dysponuje adresami wielu takich czlonkow.
Sytuacja ta musi zosta¢ rozwigzana na Nadzwyczaj-
nym Walnym Zgromadzeniu Delegatéw PTM na
Konferencji 90 lat PTM.

Analizujac wyciagi bankowe na dzien 20.03.2017 r.,
skladke PTM za 2015 r. zaplacity 646 osoby, za 2016
— 674 osoby i za 2017 r. 179 osoby. Srednia wysokos¢
sktadki rocznej PTM to 100 zt.

List Sekretarza PTM w tej sprawie wraz z lista czlon-
kéw PTM w Oddziale zostal w dniu 4.02.2017 r. skie-
rowany do Przewodniczacych Oddziatéw. Przypom-
niano w nim Statut PTM:

§ 14 ust3. ,Czlonek zwyczajny jest zobowigzany
do regularnego optacania skladki cztonkowskiej
w wysokosci ustalonej przez Walne Zgromadzenie
Delegatow Towarzystwa”

§ 15 ust 3. ,,Czlonkostwo zwyczajne ustaje na skutek
skreslenia z listy czlonkéw Towarzystwa z powodu
niezaplacenia skladki cztonkowskiej przez dwa
kolejne lata...”

W zwigzku z porzadkowaniem listy cztonkow zwy-
czajnych PTM, osoby, ktore nie zaplacily skladki
za lata 2015, 2016 uprzejmie s3 proszone o ure-
gulowanie tych skladek. Osoby, ktore nie oplacity
skladek za lata 2014, 2013 i wczesniejsze, pro-
szone s3 o uregulowanie tych skladek (mozna to
uczyni¢ w miesiecznych ratach w ciagu I pélrocza
2017 r.), a w przypadku nie uregulowania skladek
do 30.06.2017 r. osoby te moga zosta¢ skreslone
z listy cztonkow zwyczajnych PTM.

Szeregu osobom zalezy na utrzymaniu ciaglosci przy-
naleznoéci do PTM i oplacajg skladki za kilka lat
wstecz, wiekszo$¢ jednak nie ma ochoty na wyréwna-
nie kilkuset zlotowych zalegtosci. W przypadku, gdy
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dysponujemy aktualnym adresem, osoby te zostana
wczesniej powiadomione przez Oddzial Terenowy
PTM, o mozliwosci skreslenia ich z listy cztonkéw
PTM w sytuacji nie uregulowania zalegtych skfadek
PTM do dnia 30.06.2017 r. Sprawa usuniecia 0s6b
od szeregu lat nie placacych skladek bedzie oma-
wiana w trakcie Walnego Zgromadzenia Delegatow
PTM na Konferencji w Krakowie.

Staramy si¢ znalez¢ sposoby na zwigkszenie przy-
chodéw PTM poprzez poszukiwanie cztonkdéw
wspierajagcych PTM, sponsordéw konferencji, wynaj-
mowanie powierzchni wystawowych na konferen-
cjach — wystano ponad 80 listow i e-maili w tej
sprawie do firm dzialajacych w obszarze mikro-
biologii. Jak na razie brak jest szerszego zaintere-
sowania. Poszukuje si¢ réowniez oséb mogacych
przystapi¢ do PTM jako czlonkowie zwyczajni.
Pani ksiggowa PTM zostala poproszona o uzy-
skanie opinii w sprawie mozliwo$ci zmniejszenia
oplat VAT (z 23% do 5%) od ceny za wydrukowa-
nie artykulow w czasopismach wydawanych przez
PTM (Postepy Mikrobiologii i Polish Journal of
Microbiology) oraz w sprawie placenia VAT 23%
od sktadek cztonkowskich PTM.

. Ukazal si¢ numer 1/2017 Postepéw Mikrobiologii,

w ktorym zamieszczono krétkie informacje biogra-
ficzne o czlonkach ZG PTM i Komisji Rewizyjnej
PTM, a takze informacje o dziatalnosci PTM i kon-
ferencjach wspoétorganizowanych przez PTM oraz
pod patronatem PTM. Informacje o dziatalnosci
PTM beda zamieszczane we wszystkich zeszytach
3 czasopism PTM.

. Poinformowano o 3 zebraniach Prezydium PTM,

ktore odbyly sie: 23.11.2016, 25.01.2017, 15.02. 2017.
Na pierwsze przybyli wszyscy cztonkowie Prezy-
dium, dwa pozostale odbyly sie w trybie korespon-
dencyjnym - e-mailowym.

. Przedstawiono przyjete w tym okresie przez Prezy-

dium PTM Uchwaty — nr 11-24 2 2016 . i nr 1-10
2017 r. oraz 3 Postanowienia z 2016 r. Jednomyslnie
przyjeto, na zebraniu ZG PTM, Uchwale o akcep-
tacji wszystkich podjetych przez Prezydium PTM
Uchwat i Postanowien.

Przedstawiono projekty dyplomow, ktore zostang
wreczone nowym Czlonkom Honorowym PTM
podczas Konferencji 90 lat PTM.

Sekretarz PTM przedstawila liste ponad 50 kan-
dydatéw na cztonkéw zwyczajnych PTM, ktorzy
w ostatnim czasie wyrazili gotowo$¢ przystapienia
do PTM. Jednomyslnie podjeto Uchwale w sprawie
przyjecia wszystkich kandydatéw do PTM. Czlon-
kami Towarzystwa osoby te zostang po wniesieniu
sktadki cztonkowskiej PTM za rok 2017.

Sekretarz PTM przedstawita réwniez kandydata na
czlonka wspierajacego PTM. Jest to wazny moment
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dla PTM - pierwsza, szerzej nie znana firma zobo-
wigzala sie wspiera¢ finansowo nasze Towarzy-
stwo. Miejmy nadzieje, ze dofacza réwniez znane,
duze firmy, od lat dzialajace na rynku produktéw
zwigzanych z mikrobiologig. Jednomyslnie podjeto
Uchwale w sprawie przyjecia firmy HCS Europe-
-Hygiene & Cleaning Solutions do PTM jako Zto-
tego Czlonka Wspierajacego

Przewodniczacy Zarzadéw Oddzialéw Terenowych
PTM przedstawili informacje z dziatalnosci swoich
Oddziatéw w ub r. i okresie do 27.03.2017 r. oraz
o planach na przysztos¢, a takze realizacji prosb
Prezydium PTM dotyczacych informacji o oso-
bach nie ptacacych sktadek i poszukiwaniu nowych
cztonkéw PTM.

Poniesiono sprawe przekazywania pewnych fundu-
szy przez ZG PTM Oddziatom Terenowym na pro-
wadzong przez nich dzialalno$¢ Towarzystwa. Jed-
nakze ze wzgledu na zl3 obecnie sytuacje finansowa
wsparcie Oddzialéw w proponowanej formie jest
niemozliwe. W przysztosci mozna rozwazy¢ pomyst,
ze cze$¢ srodkow przekazanych przez darczynce lub
czlonka wspierajgcego zacheconego do popierania
PTM przez dany Oddzial Terenowy, bedzie udostep-
niana na jego dziatalnos¢ w ramach PTM.

. Przekazano informacje o odbytych konferencjach

pod patronatem PTM:

- »International Forum on Tuberculosis in Central
and Eastern Europe” (listopad 2016r1.) wspol-
organizowanej przez Oddzial Warszawski PTM;

- IT Konferencja ,,Stare i nowe patogenny - aktu-
alne problemy” (luty 2017 r.), wspdtorganizowa-
nej przez Oddzial Lubelski PTM.

Prezes PTM, delegat PTM do IUMS i FEMS, przed-

stawil informacje o konferencjach organizowanych

przez obie Federacje oraz o stypendiach FEMS. Na
grudniowy konkurs stypendialny ,, FEMS Research

Grant” - zglosila si¢ jedna osoba i uzyskala finan-

sowanie wyjazdu naukowego przez FEMS.

W zwigzku ze zmianami w statucie FEMS, powstata

potrzeba przeprowadzenia wyboréw kandydata PTM

do Komitetu Wyborczego FEMS ,Election Com-
mittee — EICom’, ktéry ma si¢ zajmowa¢ doborem
kandydatow na stanowiska funkcyjne we wladzach

FEMS i nadzorem nad przebiegiem konkurséw.

Wiceprzewodniczagcy PTM prof. Jacek Miedzo-

brodzki zglosit kandydature Prezesa PTM prof.

Stefana Tyskiego do Komitetu Wyborczego FEMS,

innych kandydatéw nie zgloszono. Przeprowa-

dzono glosowanie tajne, kandydat uzyskat 22 gto-
sow, jeden glos byt niewazny, tym samym Prezes

PTM zostal kandydatem PTM do EICom FEMS.

Redaktorzy Naczelni czasopism PTM przedstawili

sytuacje w swoich redakcjach i wydawanych czaso-

pismach:

18.

19.

20.

21.
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— Postepy Mikrobiologii — prof. Jacek Bielecki,

- Medycyna Do$wiadczalna i Mikrobiologia

— prof. Waldemar Rastawicki

— Polish Journal of Microbiology

— prof. Izabela Sitkiewicz

Redaktor Naczelna Polish Journal of Microbiology
poinformowala o zamiarze rezygnacji z petnione;j
funkeji. Rozpoczynamy, zatem poszukiwania odpo-
wiedniej osoby, ktora moglaby przeja¢ obowiazki
Redaktora Naczelnego tego kwartalnika.
Zastanawiano si¢ nad redukejg kosztow wydawania
i dystrybucji czasopism PM i PJM w wersji papie-
rowej (co stanowi glowny koszt dziatalnosci PTM),
w tym znacznym zmniejszeniem liczby drukowa-
nych zeszytéw i odejsciem od prenumeraty - prze-
sylania pocztyg zeszytow czasopism do czlonkdéw
PTM (roczny koszt samych znaczkdéw pocztowych
wynosi okofo 22.000 z1). Poruszano sprawy rozbu-
dowy zeszytow czasopism w wersji internetowej,
opracowywanie angielskojezycznej, internetowej
wersji Postepoéw Mikrobiologii.

Uzgodniono, ze artykuly w kwartalnikach Postepy
Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology bedg
drukowane, dopiero po wystawieniu przez biuro
PTM faktur dla autoréw korespondencyjnych i po
zaptaceniu przez nich kosztéw wydania artykutu.
Zaplanowano nastepne spotkanie Prezydium PTM
z Redaktorami Naczelnymi i Sekretarzami czaso-
pism oraz Kierownikiem Zaktadu Wydawniczego,
na maj 2017 r. Wtedy Redaktorzy powinni przed-
stawi¢ propozycje mozliwosci znacznego obnizenia
kosztow wydawania czasopism, podniesienia cyto-
walnosci artykuléw oraz zwigkszenia liczby publi-
kowanych manuskryptéw poprzez uruchomienie
mozliwosci publikacji jedynie w wersji internetowe;.
Poruszono sprawe umieszczania reklam w kwar-
talnikach Postepy Mikrobiologii i Polish Journal
of Microbiology. Przyjeto uchwale (w tym 3 glosy
wstrzymujace si¢) znacznie zwiekszajaca oplaty za
umieszczanie reklam. Poprzednie optaty skalkulo-
wane byly w oparciu o koszty druku, bez korzysci
dla PTM. Omawiano réwniez sprawe wydawania
suplementéw kwartalnika Postepy Mikrobiologii
zawierajgcych materiaty konferencyjne. Jednomysl-
nie przyjeto uchwate, ze koszt druku suplementow
iich dystrybucji dla uczestnikow konferencji ponosi
organizator konferencji. Suplementy drukowane
beda tylko w liczbie egzemplarzy optaconych przez
organizatora konferencji. Natomiast suplementy
te bedg dostepne dla wszystkich zainteresowanych
w internetowej wersji Postepéw Mikrobiologii.
Pan prof. Jacek Miedzobrodzki poinformowat
o organizacji konferencji naukowej ,,90 lat PTM
wczoraj — dzi§ - jutro”. Istotne informacje znaj-
duja siec w Komunikacie II w cze$ci materialdéw
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dotyczacych konferencji PTM. Ustalono, ze na
Konferencje kazdy Oddzial przygotuje plakat doty-
czacy dziatalnosci Oddziatu.

Pojawila si¢ komplikacja zwigzana z pozyskiwaniem
sponsordéw. Izba Producentdéw i Dystrybutoréw
Diagnostyki Laboratoryjnej Zwigzek Pracodawcow,
zrzeszona w MedTech Europe (www.medtecheu-
rope.org) zobowigzala sie do stosowania Kodeksu
Etycznych Praktyk Biznesowych. Wiaze sie to z
zaprzestaniem bezposredniego sponsorowania
organizacji i 0s6b zwigzanych z ochrong zdrowia.
W zwigzku z tym, ze do PTM nalezg osoby pra-
cujagce w ochronie zdrowia oraz w ramach Uni-
wersytetu Jagiellonskiego dziala Wydziatl Lekar-
ski i szpitale kliniczne, powyzsza Izba i nalezaca
do niej firma BioMerieux, poinformowaly, Ze nie
moga sponsorowa¢ PTM i naszej Konferencji 90 lat
PTM organizowanej w Krakowie 2017r. Jest to
duza strata, tym bardziej, ze Dyrektor firmy Bio-
Merieux poinformowal, Ze nie moze réwniez ufun-
dowa¢ nagrody dla wyrdzniajacego si¢ mlodego
naukowca, cztonka PTM, tak jak miafo to miejsce
w latach 2008 i 2012. Sprobujemy jednak skorzystaé
z pewnych sygnalizowanych mozliwosci wsparcia.
Omawiano forme udzialu PTM w konferen-
cjach organizowanych lub pod patronatem PTM.
Jednomyslnie podjeto uchwale, ze na stronie PTM
i w czasopismach PTM umieszczone bedg infor-
macje o konferencjach oraz udostepnione zostanie
logo PTM organizatorom takich konferencji. Ze
wzgledow finansowych nie moga by¢ przekazywane
kwoty wspierajace konferencje. Natomiast w przy-
padku organizowania na konferencji konkursu np.
na najlepsza prezentacje lub plakat, mozliwe bedzie
wyrdznienie laureata publikacjg artykulu w kwar-
talnikach Postepy Mikrobiologii lub Polish Jour-
nal of Microbiology bez optaty redakcyjnej. Osoba
wyrdzniona musi naleze¢ do PTM, a artykul musi
przejs¢ klasyczny proces redakeyjny i uzyskaé pozy-
tywne recenzje.

Przyjeto Uchwaty o objeciu patronatem konferencji:
* IX Ogolnopolskiej Konferencji Hydromikro-
biologicznej - HYDROMICRO 2017: DROBNO-
USTROJE - OSIAGNIECIA I WYZWANIA organi-
zowanej przez Katedre Mikrobiologii Srodowisko-
wej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego, w ter-
minie 17-19 wrze$nia 2017 r. w Olsztynie (Podjeto
uchwale, w tym jedna osoba glosowala przeciw).

* Juvenes Pro Medicina 2017 - 55 Konferencja
Ogodlnopolska i 13 Konferencja Miedzynarodowa

SEKRETARZ
Polsklego Towarzystwa Mikrobiologdw

4 LA

Z
dr n. farm. Agnieszkuf Laudy

Studenckiego Towarzystwa Naukowego Uniwersy-
tetu Medycznego w Lodzi, w terminie 19-20 maja
2017r. w Lodzi (Podjeto uchwale, w tym jedna
osoba wstrzymata si¢ od glosu).

* II Ogdlnopolskiego Sympozjum Mikrobiolo-
gicznego ,METAGENOMY ROZNYCH SRODO-
WISK” organizowanego przez Instytut Agrofizyki
PAN, Katolicki Uniwersytet Lubelski, Instytut
Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa PIB oraz
SGGW w terminie 29-30 czerwca 2017 w Lublinie
(Uchwale podjeto jednomyslnie).

25. Dyskutowano nad sprawg pracy dla mikrobiologow

- diagnostéw laboratoryjnych. Na spotkaniu Pre-
zydium ZG PTM w dniu 23.11.2016 omawiano
kwestie dostepu absolwentéw uniwersyteckich
studiow magisterskich, kierunku Mikrobiologia,
ktérzy uzyskali tytul magistra mikrobiologii do
zawodu Diagnosty Laboratoryjnego oraz analizo-
wano stanowisko 5 polskich uniwersytetéw pro-
wadzacych takie studia. Dokumenty w tej spra-
wie wplynely do PTM od Pani prof. Rudnickiej
z Uniwersytetu Lodzkiego. Stanowisko PTM nie
zostalo wtedy wypracowane, zmiana przepiséw na
korzystne dla mikrobiologéw wymaga nowelizacji
prawa. Aktualng wolg polityczna jest, aby Diagno-
stami Laboratoryjnymi (DL) byly osoby z wyksztat-
ceniem medycznym, ktére ukonczyly jednolite,
5 letnie studia, co ma swoje uzasadnienie. Taki DL
moze pracowaé w roznych laboratoriach - o profilu
chemicznym, serologicznym, czy tez mikrobiolo-
gicznym. Tytul mgr mikrobiologii predysponuje
w zasadzie do pracy tylko w diagnostyce mikrobio-
logicznej bez mozliwo$ci podpisywania wynikow
jako DL. Kilkanascie lat temu, gdy kierunek Anali-
tyki Medycznej na uczelniach medycznych nie byt
powszechny, a potrzebowano DL, umozliwiono, po
studiach podyplomowych mgr biologii o réznych
specjalnosciach prace jako DL. Trzeba sobie zdawa¢
sprawe, ze ten okres przejsciowy jednak skonczyt
sie i obecnie, co roku pojawia sie duza liczba absol-
wentéw kierunkéw medycznych, ktérzy uzyskujg
uprawnienia DL i dla ktdrych trzeba znalez¢ prace.
Pojawia si¢ pytanie — co mozemy lub raczej powin-
nismy zrobi¢ jako PTM?

Obecnie ustalono, ze Panie: prof. Beata Sadowiska,
dr Joanna Jursa-Kulesza i dr Elzbieta Stefaniuk
przygotuja robocze stanowisko PTM, ktore zosta-
nie przekazane do dyskusji i akceptacji przez ZG
PTM. Stanowisko to zostanie rozpowszechnione na
stronie i w czasopismach PTM.

Palskiego/Towarzystwa bxrtBiologtw
[

p I ! )
p  drhab, StefbATski
L
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INFORMACJA O KONFERENCJACH WSPOLORGANIZOWANYCH
PRZEZ POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW
ORAZ Z PATRONATEM PTM W 2017 R.

%=

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

Konferencja Naukowa
90 lat Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow,
PTM wczoraj - dzi$ - jutro
Krakow, 22-23 wrze$nia 2017 r.

Komunikat II

Komitet Organizacyjny Konferencji Naukowej Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw zaprasza czlonkow
PTM szczegélnie bioracych udziat w Nadzwyczajnym Walnym Zgromadzeniu Delegatéw PTM oraz sympatykow
Towarzystwa do uczestnictwa w Konferencji organizowanej w dniach 22-23 wrze$nia w Krakowie.

Celem Konferencji bedzie pogltebienie wiedzy w dziedzinie mikrobiologii, wprowadzenie zmian w statucie
PTM, a takze przypomnienie dorobku naukowego prof. Odona Bujwida w 160 rocznice urodzin przypadajaca
w 90-tg rocznice powotania Towarzystwa.

Program naukowy konferencji obejmuje seri¢ wykladow i sesje plakatowe.

Wyktady naukowe zaprezentuja specjaliSci z nastepujacych dyscyplin mikrobiologii:
prof. Dariusz Bartosik, genetyka bakterii;
prof. Marian Binek, mikrobiologia weterynaryjna;
prof. Katarzyna Czaczyk, mikrobiologia zywnosci;
prof. Beata Gutarowska, mikrobiologia techniczna;
prof. Waleria Hryniewicz, bakteriologia lekarska;
prof. Zofia Piotrowska-Seget , biotechnologia srodowisk;
prof. Krzysztof Pyr¢, wirusologia;
prof. Ewa Swoboda-Kope¢, mykologia.

Prezentacje o charakterze historycznym dotyczace prof. Odona Bujwida
oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw przedstawia:

prof. Malgorzata Bulanda
prof. Jacek Miedzobrodzki
prof. Stefan Tyski

Zapraszamy uczestnikow Konferencji, zwlaszcza delegatow PTM, do zgtaszania doniesien naukowych w formie
plakatow, ktdrych streszczenia zostang opublikowane w materiatach konferencyjnych (maksymalnie 2 streszcze-
nia/osobe). Precyzyjne informacje dotyczace szczegélow przygotowania streszczen i prezentacji plakatowych
zamieszczone s3 na stronie internetowej konferencji: www.microbiology.pl.

Informacja o rekomendowanych hotelach i domach akademickich zlokalizowanych w bliskiej odleglosci od
miejsca obrad znajdzie si¢ na stronie internetowej konferencji.

Osoby zainteresowane uczestnictwem w Konferencji informujemy o waznych terminach:

o Termin nadsylania streszczen plakatow: 2 czerwca 2017 r. (pierwotnie planowano 01.05.2017 r.).

o Termin powiadomienia autoréw o akceptacji streszczenia doniesienia plakatowego: 15 czerwca 2017 r.
(pierwotnie planowano 21.05.2017 r.).

« Konferencja rozpoczyna si¢ w pigtek 22 wrzesnia 2017 r. w Auditorium Maximum U]J, ul. Krupnicza 33,
Krakow.

« Rejestracja uczestnikow 22 wrzesnia od godziny 16.00.

 Nadzwyczajne Walne Zgromadzenie Delegatéw PTM 23 wrzesnia 15.00-19.00.

« Zakonczenie konferencji 23 wrzesnia godz. 22.00.
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Oplaty konferencyjne:
« Osoby do 35 roku zycia (w tym studenci) cztonkowie PTM
terminie do 30 czerwca 2017r.: 100 PLN;
w terminie po 30 czerwca 150 PLN.

 Osoby do 35 roku zycia (w tym studenci) nie bedacy cztonkami PTM - udzial czynny
w terminie do 30 czerwca 2017r.: 200 PLN;
w terminie po 30 czerwca 250 PLN.
o+ Czlonkowie PTM
w terminie do 30 czerwca 2017 r.. 300 PLN;
w terminie po 30 czerwca 400 PLN.
« Osoby nie bedace cztonkami PTM
w terminie do 30 czerwca 2017r.: 400 PLN;
w terminie po 30 czerwca 500 PLN.

Informacje dotyczace pozostalych spraw organizacyjnych mozna uzyskaé
pod adresem: zjazdptm@cbm.com.pl lub pod telefonem +48 66 535 52 55.
Serdecznie zapraszamy Panstwa do przyjazdu do Krakowa i aktywnego udzialu w Konferencji.
Komitet Organizacyjny
Konferencji Naukowej ,,PTM wczoraj — dzi$ — jutro”
Krakow 22-23 wrzesnia 2017 .

=

. .
VI Konferencja Naukowo-Szkoleniowa

Gdansk 31.05-2.06.2017
Komunikat IT

Z prawdziwg przyjemnoscig zapraszamy do udzialu w VI konferencji naukowo-szkoleniowej: Mikrobiologia
Farmaceutyczna 2017, ktora odbedzie si¢ w dniach 31.05-2.06 br. w Gdansku. Tym razem zorganizowana zostanie
przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologow i TRANSpharmacia. Z duzg przyjemnoscig informujemy takze, iz
w ramach PTM powstaje dlugo oczekiwana przez nas sekcja Mikrobiologia Farmaceutyczna.

Nasza konferencja jest kontynuacja rozpoczetego w 2009 roku cyklu spotkan naukowo-szkoleniowych, ktérego
celem jest stworzenie Forum specjalistow zainteresowanych mikrobiologig farmaceutyczna, umozliwiajacego
wymiane 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 pracujgcych
w wytworniach farmaceutycznych, laboratoriach mikrobiologicznych wspotpracujacych z przemystem farma-
ceutycznym, wydzialach farmaceutycznych uczelni, a takze dla Os6b Wykwalifikowanych, Specjalistow Zapew-
nienia i Kontroli Jako$ci, Audytoréw oraz Oséb odpowiedzialnych za wspotprace z kontraktowymi laboratoriami
mikrobiologicznymi.

Podczas konferencji tradycyjnie juz przedstawimy aktualne i planowane zmiany w przepisach i wymaganiach
farmakopealnych.

Tym razem duzo miejsca poswiecimy Laboratorium mikrobiologicznemu, jego roli w wytworni, szkoleniom
dla pracownikéw kluczowych, nie bedacych mikrobiologami. Przyjrzymy si¢ réwniez zagadnieniom istotnym
w badaniach mikrobiologicznych i postepowaniu z wynikami. Zajmiemy sie takze jako$ciag mikrobiologiczng
produktéw leczniczych i wyrobéw medycznych obecnych na rynku.

Zastanowimy si¢ takze nad zakresem i sposobem przekazywania wiedzy mikrobiologicznej pracownikom
Wytworni Farmaceutycznych.
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Kontynuujemy zapoczatkowang na V Konferencji sesje pytan i odpowiedzi czyli dyskusje na tematy i oméwie-
nie problemoéw zgloszonych wczesniej przez uczestnikow. Tematy mozna zgtasza¢ do 15 kwietnia.

Przewidujemy réwniez stoiska wystawiennicze firm wspotpracujacych z laboratoriami mikrobiologicznymi

A zatem czekamy na spotkanie z Panstwem na szostej konferencji naukowo-szkoleniowej Mikrobiologia
Farmaceutyczna 2017. Pelna informacja i formularz zgtoszenia sq dostepne na stronach:

Transpharmacia: http://www.transpharmacia.pl/

w zakladce szkolenia Polskie Towarzystwo Mikrobiologiczne: http://www.microbiology.pl/

W imieniu organizatoréw z powazaniem

Barbara Kawatko-Myslinska Prof. dr hab. Stefan Tyski
Biuro Organizacji Konferencji Przewodniczacy Rady Naukowo-Programowej

Rada Naukowo-Programowa
1. prof. dr hab. Stefan Tyski — przewodniczacy
2. mgr Barbara Kawatko-Myslinska
3. mgr Krystyna Myslowska
4. dr Tomasz Zargba

Wykladowcy
mgr Katarzyna Bucala-Sladowska (CBMiA)
mgr Marta Adamkiewicz-Alejziak (Medana Pharma)
mgr Michal Iwaniec (DataComplex)
dr Rafal Halasa (Gdanski Uniwersytet Medyczny)
dr Anne-Grit Klees (Merck)
dr Agnieszka Konopacka (Gdanski Uniwersytet Medyczny)
mgr Karina Malczewska-Chaladaj (Medana Pharma)
dr Jadwiga Marczewska (niezalezny konsultant))
dr Malgorzata Mlynarczyk (Biomed Warszawa)
mgr Konrad Mysiakowski (Galena)
mgr Krystyna Myslowska (niezalezny konsultant)
dr inz. Dorota Nowak-Ziatyk (BioMaxima SA)
mgr Danuta Ostrowska (GSK)
dr Rafal Pokrowiecki (Uniwersytet Medyczny Olsztyn)
mgr Mirostaw Popieluch (DataComplex)
mgr Izabela Rogala (Medana Pharma)
prof. dr hab.. Malgorzata Sznitowska (Gdanski Uniwersytet Medyczny)
dr Katarzyna Turecka (Gdanski Uniwersytet Medyczny)
prof. dr hab. Stefan Tyski (Narodowy Instytut Lekoéw, Warszawski Uniwersytet Medyczny)
dr Tomasz Zareba (Narodowy Instytut Lekow)
mgr Anna Zawistowska-Rojek (Narodowy Instytut Lekow, Warszawski Uniwersytet Medyczny)

Miejsce
Gdansk - Hotel Mercure Gdansk Posejdon, ul. Kapliczna 30

Planowany Program Konferencji
1. Co nowego w Farmakopei
2. Nowe antybiotyki w badaniach klinicznych Udziat Laboratorium Mikrobiologicznego w walidacjach pro-
cesowych, walidacji mycia i czyszczenia, kwalifikacji czystych pomieszczen i walidacji systeméw wodnych
. Wskazniki biologiczne — nowe podejscie do kontroli sterylizacji
. Kontrola pozywek w laboratorium
. Aspekty mikrobiologiczne podczas zwalniania serii
. Szkolenia - edukacja mikrobiologiczna kluczowych pracownikom wytworni farmaceutycznej
(nie mikrobiologow)
. Konserwanty - analiza skutecznosci biobdjczej, optymalizacja doboru zwiazkow
. Jakos¢, swiadomos¢, wspolpraca — efektywne ksztaltowanie indywidualnej odpowiedzialnosci
9. Badania mikrobiologiczne probiotykow

AN U1 W W
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15.
16.
17.

18.
19.
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Jak analizowa¢ trendy zgodnie z wytycznymi i poprawnie statystycznie

Badania mikrobiologiczne probek wody z rzeki Wisty w okolicach Warszawy

Badania implantéw stomatologicznych pod katem tworzenia biofilmu

Dystrybucja miedzyfazowa srodkéw konserwujacych w dyspersjach

Czestotliwos¢ badan mikrobiologicznych monitoringu srodowiska dla produkeji — analiza ryzyka
Proces zarzadzania i organizacji pracy w laboratorium mikrobiologicznym

Organizacja — optymalizacja pracy w laboratorium mikrobiologicznym

Kontrola mikrobiologiczna kosmetykow, w procesie wytwarzania oraz ocena poziomu ochrony produktu
przed wtérnymi zakazeniami - test konserwacji

Skutecznos¢ srodkow neutralizujacych $rodki dezynfekcyjne

Zastosowanie technologii Biolog do identyfikacji mikroorganizmoéw

ZGLOSZENIE UCZESTNICTWA
Prosze wysta¢ faxem (22 398 39 48) lub e-mailem na adres: transpharmacia@transpharmacia.pl

Nocleg 31.05-2.06 (dwa noclegi)
Lp. Imig i nazwisko uczestnika (litery drukowane) Tylko opla‘ta d g
konferencyjna Dwuosobowy | Jednoosobowy
1.
2.
3.
Osoba zglaszajaca:
Imie nazwisko e-mail Telefon kontaktowy
Dane do faktury VAT
Pelna nazwa firmy
Adres
Kod pocztowy, miejscowosé
NIP
Rejestracja do 8.04.2017 Rejestracja po 8.04.2017
Koszt uczestnictwa bez noclegu 1320,00 zt + VAT 1450,00 + VAT
Uczestnictwo i nocleg w pokoju dwuosobowym 1640,00 zt + VAT 1760,00 + VAT
Uczestnictwo i nocleg w pokoju jednoosobowym 1890,00 zt + VAT 1990,00 + VAT

Czlonkowie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow - 100,- zl znizki
Druga osoba z tej samej firmy 10% znizki (od oplaty podstawowej)
Trzecia osoba i wigcej z tej samej firmy 20% znizki (od oplaty podstawowe;)

2. Oplata obejmuje: - udzial w konferencji, wyzywienie podczas konferencji,

- materialy konferencyjne (wersja papierowa i elektroniczna)

Sposob platnosci:
Przelew: Transpharmacia — Millenium 57 1160 2202 0000 0001 1196 1446

Warunki rezygnacji (forma pisemna)

Do 5 dni rob. przed szkoleniem Ponizej 5 dni Nie zgtoszenie si¢ na szkolenie bez uprzedzenia

Bez optat 40% oplaty 100% oplaty —pelny koszt

3. Biuro organizacji konferencji: )
Barbara Kawatko-Myslinska _TRANSpharmacia transpharmacia@transpharmacia.pl; tel +48 601382182
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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 rozwigzania w biotechnologii i mikrobiologii’, ktdra odbedzie si¢ w dniach 6-8 wrze$nia
2017 na terenie Politechniki Gdanskiej w Gdansku.

Gléwnym organizatorem Konferencji jest Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki
Gdanskiej oraz Gdanski Oddzial Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Wspoélorganizatorami sg rowniez Katedra
Mikrobiologii i Katedra Immunologii Wydzialu Biologii Uniwersytetu Szczecinskiego oraz Gdanski Oddziat
Polskiego Towarzystwa Epidemiologdw i Choréb Zakaznych.

Prezentowane zagadnienia bedg podzielone na pie¢ tematycznych sesji: Biotechnologia: w medycynie, w prze-
mysle, w ochronie srodowiska, Mikrobiologia: kliniczna oraz molekularna

Konferencja rozpocznie si¢ wykltadem przedstawiajacym sylwetke, zainteresowania i osiggniecia naukowe
zmarlego w tym roku Pana Prof. dr hab. Jozefa Kura, zalozyciela Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikro-
biologii Politechniki Gdanskiej oraz naukowca, ktdry swoimi pracami nie tylko wniést wiele do mikrobiologii
i biotechnologii, ale byl ich wielkim popularyzatorem.

Przewidujemy wyklady plenarne, prezentacje ustne, sesje¢ plakatowg oraz warsztaty praktyczne prowadzone
przez firmy. Mamy nadzieje, ze prezentacje wynikéw Panstwa badan naukowych pokaza, Ze biotechnologia nie
jest wciaz dziedzing ,,nauki przyszlosci’, ale juz dzi$ przyniosta rozwigzania stosowane w wielu galeziach prze-
mystu i w medycynie oraz ze mikrobiologia nie jest ,,skostnialg dziedzing’, ale obszarem nauki, w ktérym zaréwno
tworzy sie, jak i wykorzystuje nowoczesne technologie.

Wierzymy, ze Konferencja bedzie okazja do nawigzania kontaktéw umozliwiajacych efektywna wspolprace.

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 58 347 23 83; 58 347 64 12; 58 347 24 06; 58 347 23 02
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Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia i Srodowiska
- MIKROBIOT 2017
L6dz, 19-21 wrze$nia 2017 r.

“Microbiology in Health Care and Environmental Protection”
- MIKROBIOT 2017
1.6dz, Poland, September 19-21, 2017.

Komunikat I

W imieniu Organizatordéw, Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Uniwersytetu Lodzkiego
oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw mamy przyjemno$¢ serdecznie Panistwa zaprosi¢ do wziecia udzialu
w IV edycji konferencji naukowej ,,Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia i Srodowiska” - MIKROBIOT 2017,
ktéra odbedzie sie w Lodzi w dniach 19-21 wrze$nia 2017 r.
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On behalf of the Organizing Committee, The Institute of Microbiology, Immunology and Biotechnology at the
University of Lodz in Poland, together with Polish Society of Microbiologists, it is our great honor and pleasure
to invite you to attend the 4™ edition of scientific conference “Microbiology in Health Care and Environmental
Protection” - MIKROBIOT 2017. This event will take place in Lodz, Poland, September 19-21, 2017.

The goal of the meeting is to provide opportunities for exchange ideas and research experience in the fields of
microbiology, immunology and biotechnology, including microbial virulence factors, human immune response
to infections, epidemiology, structure and physiology of environmental microorganisms, their use in biotechno-
logical processes and in the removal of environmental pollution, as well as the role of microorganisms in their
habitats and their relationships with other organisms.

As in the previous edition of the conference MIKROBIOT, which enjoyed great interest of the scientific com-
munity from all over Poland and met with appreciation from foreign visitors, during the upcoming 4™ edition of
MIKROBIOT 2017 plenary lectures will be given by eminent scientists, among others from Germany, Portugal,
France or Italy. The official conference language will be English. During the conference MIKROBIOT 2017 four
scientific sessions are provided for:

. Clinical microbiology and immunology

. Microbial biotechnology

. General and environmental microbiology
. Genetics and genomics of microbes

N

%=

POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGOW.

Konferencja pod patronatem PTM

JUVENES PRO MEDICINA 2017

55 KONFERENCJA OGOLNOPOLSKA I 13 KONFERENCJA MIEDZYNARODOWA
STUDENCKIEGO TOWARZYSTWA NAUKOWEGO UMIWERSYTETU MEDYCZNEGO
W LODZI

L6d%, 19-20 maja 2017

Juvenes Pro Medicina jest jedng z najwiekszych konferencji naukowo-szkoleniowych, odbywajacych si¢ w cen-
tralnej Polsce. Konferencja ta odbywa si¢ kazdego roku od ponad 50 lat (pierwsza edycja konferencji miata miejsce
w 1962 roku). Jest organizowana przez Studenckie Towarzystwo Naukowe Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Nieodtgcznym elementem konferencji Juvenes Pro Medicina sg warsztaty seminaria i wyklady, kierowane do
uczestnikow konferencji i wszystkich zainteresowanych. Zajecia prowadzone sg przez wyktadowcéw naszej Uczelni
oraz przez zagranicznych gosci. Tematyka warsztatéw/seminariow jest bardzo zréznicowana - obejmuje zagadnie-
nia medyczne, szkolenia z zakresu umiejetnosci spolecznych, biostatystyki, warsztatow jezykowych. W poprzedniej
edycji zainteresowani mogli wybra¢ sposrod 10 rodzajow zajec. Do tej pory sesja Basic Science, na ktorej prezen-
towane sg liczne prace m.in. z mikrobiologii, cieszyla si¢ duzym zainteresowaniem uczestnikow, a znaczna czg§é
prezentowanych prac zaowocowala publikacjami w istotnych czasopismach medycznych. W zwiagzku z wysokim
poziomem prac oraz zaangazowaniem znamienitych cztonkéw Jury, bylibysmy wielce szczesliwi, gdyby Polskie
Towarzystwo Mikrobiologéw docenito nasz wysilek w rozwéj nauk podstawowych medycyny i objelo konferencje
patronatem naukowym.

Wiegcej informacji o zesztorocznej edycji Juvenes Pro Medicina znajda Panstwo na stronie:

www.jpm.umed.pl
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II OGOLNOPOLSKIE SYNPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE
»METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK”

Lublin, 29-30 czerwca 2017

Celem Sympozjum jest podsumowanie dotychczasowej wiedzy i przedstawienie najnowszych osiagnie¢ w bada-
niach z zakresu metagenomiki, mikrobiologii, oddzialywan pomie¢dzy mikro- i makroorganizmami réznych
srodowisk oraz ich znaczenia dla rozwoju rolnictwa i ochrony srodowiska.

Podczas konferencji zostang zaprezentowane oraz przedyskutowane wyniki badan prowadzonych w osrodkach
naukowych, w tym takze postep w wykorzystaniu nowoczesnych metod badawczych w obszarze mikrobiologii §ro-
dowiskowej. Przedstawione zostang réwniez dotychczasowe osiagnigcia na temat zastosowania narzedzi metage-
nomiki najnowszej generacji w badaniach srodowiskowych. Sympozjum be¢dzie miejscem wymiany do§wiadczen,
nawigzywania kontaktéw do realizacji wspdlnych projektéw badawczych oraz wydarzeniem naukowym na temat
kompleksowego rozpoznania bioréznorodnoséci mikroorganizméw w réznych srodowiskach oraz najnowoczes-
niejszych metod badawczych stosowanych w mikrobiologii, biologii molekularnej i biotechnologii.

Przewidujemy organizacje nastepujacych sesji naukowych:

Sesjal - Narzedzia metagenomiczne - nowoczesne metody badan i identyfikacji mikroorganizméw
iich zbiorowisk;

SesjaIl - Metagenomika $srodowiskowa — metagenomy réznych srodowisk;

Sesja III - Metagenomika aplikacyjna — wykorzystanie i znaczenie metagenomiki w biotechnologii,
biologicznej ochronie roélin oraz monitoringu jakosci srodowiska;

Sesja IV - Czynniki wplywajace na jakos$¢ srodowiska — badania i aspekty praktyczne.

Sekretariat Konferencji:

Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Srodowiskowej,
Zaktad Badan Systemu Gleba-Roélina, Instytut Agrofizyki PAN,
ul. Do$wiadczalna 4, 20-290; Lublin
tel. 81 744 50 61 w. 177, e-mail: metagenomy@ipan.lublin.pl
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IX OGOLNOPOLSKA KONFERENCJA HYDROMIKROBIOLOGICZNA

HYDROMICRO 2017:
DROBNOUSTROJE - OSIAGNIECIA I WYZWANIA

17-19 wrzesnia 2017, Olsztyn

Bardzo serdecznie zapraszamy na IX Ogolnopolska Konferencje Hydromikrobiologiczng, organizowang w
dniach od 17 do 19 wrzeénia 2017 roku przez Katedre Mikrobiologii Srodowiskowej Wydziatu Nauk o Srodowi-
sku Uniwersytetu Warminsko Mazurskiego w Olsztynie. Bedzie to dziewigte ogélnopolskie spotkanie sSrodowisk
naukowych zwigzanych z mikroorganizmami ekosystemow wodnych. Poprzednie spotkania odbywaly sie w: Stup-
sku-Ustce (2000), Toruniu (2002), Zielonej Gérze — Lagowie (2004), Mikotajkach (2006), Warszawie — Wierzbie
(2008), Gdansku (2010), Wroctawiu (2013) oraz Gliwicach (2015).
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Tematyka konferencji obejmuje: mikroorganizmy wod srédladowych, podziemnych i morskich, mikroorga-
nizmy w inzynierii Srodowiska, sanitarno - bakteriologiczne aspekty oczyszczania $ciekdw, transmisje mikro-
organizmow patogennych droga wodna, zanieczyszczenia biologiczne w systemach wodnych biobezpieczenstwo
i bioremediacje wod, diagnostyke organizméw wodnych, mikrobiologie przemystowg i biotechnologie.

Jezykiem konferencji jest jezyk polski lub angielski Zgtoszenia (w postaci wypelnionej karty zgloszenia uczest-
nictwa - do pobrania ze strony www.hydromicro2017.pl nalezy przesta¢ do 30 maja 2017 roku na adres:

hydromicro@uwm.edu.pl

Streszczenia w jezyku polskim lub angielskim przygotowane wg schematu zamieszczonego na stronie Konfe-
rencji prosimy przesylta¢ droga mailowa do 30 czerwca 2017 roku.
Konferencja odbedzie si¢ w Olsztynie, w atrakcyjnie usytuowanym hotelu Omega.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego
Dr hab. Zofia Filipkowska, prof. UWM

=
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IV edycja konferencji
»Wektory i patogeny - w przeszlosci i przysztosci”
Wroclaw, 24 listopada 2017

Instytut Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego oraz Wroctawski Oddzial Polskiego Towarzy-
stwa Mikrobiologow 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 sg prowadzone aktu-
alnie w krajowych jak i zagranicznych jednostkach naukowych. Pragniemy réwniez udokumentowac historyczny
dorobek polskich naukowcdéw w tych dziedzinach. W tym roku szczegdlna uwaga objety bedzie problem uwa-
runkowanych $rodowiskowo choréb infekcyjnych i inwazyjnych, ktérych czynnikami etiologicznym sa patogeny
transmitowane przez stawonogi (wektory), gléwnie hematofagiczne kleszcze i komary, a takze ukazanie skutecz-
nych sposobdw zapobiegania i monitorowania tych zagrozen.

Podczas konferencji planowana jest prezentacja praktycznych osiagnie¢ 20-letniej wspotpracy 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 osiagnie¢ naukowych mtodych adeptéw nauki.

Szczegoélowe informacje zamieszczone sa na stronie:
http://www.mikrobiologia.uni.wroc.pl

Organizator:
Uniwersytet Wroclawski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii

Miejsce:
Uniwersytet Wroclawski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii
ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroclaw
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7 Miedzynarodowa Konferencja Weiglowska
Lwow, 26-29 wrzesnia 2017 r.

http://cellbiol.lviv.ua/2017/

Rudolf Weigl byl wybitnym polskim mikrobiologiem austriackiego pochodzenia. Pracowatl 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. organizujg naprzemiennie w Polsce i Ukrainie dwustronne (p6zniej
miedzynarodowe) konferencje Weiglowskie w dziedzinie mikrobiologii i dyscyplinach pokrewnych. Poprzednie
konferencje Weigowskie odbywaly si¢ we Lwowie (2003), Warszawie (2007), Odessie (2009), Wroctawiu (2011),
Czerniowcach (2013) oraz w Gdansku (2015). Kolejna, 7 konferencje Weiglowska zaplanowano zorganizowa¢
we Lwowie, miescie, gdzie R. Weigl pracowal.

Gloéwne 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 si¢ takze udzial
naukowcow z innych krajow (Austria, Francja, Niemcy, Szwecja, Wlochy, USA, Japonia). W konferencji wezmie
udzial okoto 250 uczestnikéw. Oprécz programu naukowego, przewidziane s3: wycieczka po Lwowie, koncert,
recepcja oraz na zyczenie — bankiet, spektakl w Operze Lwowskiej, a takze wycieczka do pobliskich zamkéw.
Konferencja przyczyni sie¢ do nawigzania blizszych kontaktéw z naukowcami z Ukrainy oraz wzmocnieniu przy-
jacielskich stosunkéw miedzy naszymi narodami.

Planuje si¢, ze oplata konferencyjna wyniesie 140 Euro oraz 110 Euro dla mtodych naukowcdéw. Koszty obejma
3 obiady, recepcje, 5 poczegstunkow 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 dzier) lub Kamieniec Podolski (2 dni),
wycieczki te sg platne dodatkowo.

7" International Weigl Conference
(Lviv, September 26-29, 2017)

Rudolf Weigl was the outstanding Polish microbiologist of Austrian descent. He worked in the interwar period
in Lviv (contemporary Ukraine) in the fields of medical microbiology, parasitology, immunology and biotechno-
logy and created the first successful anti-typhus vaccine. Polish and Ukrainian microbiologists started in 2003 joint
initiative to organize in turn in Ukraine and Poland bilateral (later, international) Weigl conferences in the fields
of microbiology and related disciplines. Previous Weigl conferences took place in Lviv (2003), Warsaw (2007),
Odessa (2009), Wroclaw (2011), Chernivtsi (2013) and Gdansk (2015). The next, 7 International Weigl conference
is planned to organize again in Lviv, the city, where he did his discoveries. The main topic of the conference will
be general microbiology, medical microbiology, environmental microbiology, immunology and biotechnology.
The conference is planned to be held in the beautiful House of Scientists. Main participants of the conference
will be Polish and Ukrainian microbiologists, cell biologists and immunologists; however, participation of the
scientists from many other countries is expected. Size of the conference is limited by 250 participants. In addition
to scientific program, Lviv city tour, concert, get-together and optional banquet, visiting Lviv Opera House and
the tours to neighboring castles are planned. Conference has to develop existing contacts and establish the new
ones between Polish and Ukrainian scientists.

http://www.cellbiol.lviv.ua/2017
Ukrainian Society of Cell Biology



260 KOMUNIKATY I INFORMACJE

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 “Ukrai-
nian Society of Cell Biology” inform you about:

7th 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.

List of planned sessions:

Microbial cell biology.
Microbial biotechnology.
Environmental microbiology.
Metabolism and regulation.
Medical microbiology.
Immunology.

Microbe-host cell interaction.
Microbial genetics.

PN R

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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ERRATA

W artykule zatytulowanym ,,Zalozenia i perspektywy wykorzysta-
nia zywych wektorow bakteryjnych we wspolczesnej wakcynologii”
(Postgpy Mikrobiologii 55, str. 27, 2016) znalazt si¢ btad. Na Rysunku 4
blednie opisano limfocyt T — zamiast oznaczenia ,,CD4*” znalazlo si¢
tam oznaczenie ,,CD8"”.

Za blad bardzo przepraszamy.

Katarzyna Roeske, Radostaw Stachowiak i Jacek Bielecki



