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1. Wstęp

Podstawy naukowe dokumentujące korzystny 
wpływ mikroorganizmów probiotycznych na zdro-
wie człowieka i zwierząt podał w XX wieku rosyjski 
uczony, laureat Nagrody Nobla, Ilja Miecznikow [43]. 
Obecnie probiotykami nazywamy drobnoustroje żywe 
lub martwe wyizolowane z przewodu pokarmowego 
zdrowego makroorganizmu lub samo DNA bakterii, 
które podawane jest do organizmu drogą pokarmową 
pod postacią leku, suplementu diety lub w  formie 
produktu spożywczego [41, 54]. Drobnoustroje stoso-
wane jako probiotyki powinny posiadać status GRAS 
(generally recognized as safe), co oznacza, że powinny 
być powszechnie przyjęte jako bezpieczne [13]. Pozy-
tywną rolę probiotyków wykazano w wielu aspektach, 
potwierdzając ich korzystny wpływ na zdrowie, co 
stało się podstawą do wprowadzenia probiotykote-
rapii, a więc stosowania ich w terapii jak i profilaktyce 
oraz przy przywracaniu naturalnej mikroflory jelitowej, 
a także do produkcji żywności funkcjonalnej czy kon-
serwacji produktów spożywczych [31, 32, 46]. Wyka-
zano, że bakterie probiotyczne poprzez kolonizację 
w jelitach gospodarza, m.in. zmniejszają ryzyko przy-
rostu potencjalnych bakterii patogennych oraz oddzia-
ływują na bariery anatomiczno-fizyczne i mikrobiolo-
giczne przewodu pokarmowego, a także wpływają na 
odporność makroorganizmu, w tym odporności lokal-

nej układu pokarmowego [15, 18, 31, 52]. Stwierdzono, 
że różne szczepy bakterii, mimo iż należą nawet do tego 
samego gatunku, mogą mieć zróżnicowany wpływ na 
organizm, dlatego przy doborze bakterii stosowanych 
w probiotykach, należy wybrać te, które wykazują dobre 
działanie kliniczne [26, 31]. Probiotyki ze względu na 
pozytywne oddziaływanie na układ odpornościowy, 
znalazły zastosowanie w przypadku wielu stanów pato-
logicznych jak chociażby 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 zakaźne układu oddecho-
wego i moczowo-płciowego [3, 15, 44, 54]. 

2. Probiotyki, a układ odpornościowy przewodu
 pokarmowego

Bakterie probiotyczne wykazują szerokie spektrum 
działania, w tym stymulujące na układ odpornościowy 
błoń śluzowych (MALT – mucosa associated lymphoid 
tissue) – zwanego również wspólnym układem odpor-
nościowym błon śluzowych – CMIS (common mucosal 
immune system) [9, 17, 47, 48]. Układ MALT czy CMIS 
tworzą m.in. elementy odporności przewodu pokarmo-
wego (GALT – gut associated lymphoid tissue), układu 
oddechowego (BALT – bronchus associated lymphoid 

PROBIOTYKI, A UKŁAD ODPORNOŚCIOWY
PRZEWODU POKARMOWEGO SSAKÓW

Beata Tokarz-Deptuła1*, Wiesław Deptuła2

1 Katedra Immunologii, Wydział Biologii, Uniwersytet Szczeciński
2 Katedra Mikrobiologii, Wydział Biologii, Uniwersytet Szczeciński

Wpłynęło w lipcu 2016 r.
Zaakceptowano we wrześniu 2016 r.

1. Wstęp. 2. Probiotyki, a układ odpornościowy 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

Słowa kluczowe: komensale, odporność, probiotyki, przewód pokarmowy
Key words: commensals, immunity, probiotics, gastrointestinal tract



158 BEATA TOKARZ-DEPTUŁA, WIESŁAW DEPTUŁA

tissue) oraz moczowo płciowego (GUALT – genitouri-
nary associated lymphoid tissue), a także skóry (SALT 
– skin associated lymphoid tissue, choć innym okreś-
leniem tego zbioru komórek jest SIS – skin immune 
system) [8, 9, 17]. Odpowiedź immunologiczną układu 
MALT, cechuje się aktywizacją mechanizmów odpor-
ności naturalnej i nabytej, poprzez wytwarzanie całego 
szeregu cytokin, chemokin i czynników wzrostu, a także 
immunoglobulin klasy: G, M, A, w tym immunoglo-
buliny wydzielnicze S-IgA i S-IgM [9, 39, 47, 58]. Jako 
ostatnie wymienione przeciwciała min. opłaszczając 
i aglutynując mikroorganizmy, zapobiegają ich ad hezji 
do nabłonka przewodu pokarmowego, choć także wy- 
kazują oddziaływanie regulujące, w tym poprzez prze-
ciwciała S-IgM, na elementy układu odpornościowego 
(UO). Zatem układ MALT wykazuje nie tylko działanie 
bójcze, czy niszczące wobec bakterii, wirusów, grzybów 
i pasożytów ale także powoduje neutralizację toksyn 
bakteryjnych i grzybowych [8, 17, 21, 25, 33].

Lokalna odporność związana z błonami śluzowymi 
przewodu pokarmowego – GALT, utworzona jest m.in. 
przez tkankę limfatyczną skupiona i rozproszoną, 
związaną z błonami śluzowymi oraz komórki układu 
odpornościowego min. liczne granulocyty, monocyty 
i makrofagi, komórki tuczne, limfocyty T i B, w tym 
komórki plazmatyczne produkujące przeciwciała, ale 
także śródbłonkowe limfocyty (IEL –  intraepithelial 
lymphocyte) i  naturalne komórki limfoidalne ILC 
(innate lymphoid cells), które to wydzielają wiele sub-
stancji min. o działaniu bójczym, modulującym, regu-
lacyjnym i regeneracyjnym [1, 9, 23, 25, 48]. Tkankę 
limfatyczną GALT tworzą min. węzły chłonne, kępki 
Peyera tj. skupiska białych ciałek krwi w postaci sku-
pionej i nieotorbionej, zbudowane z grudek limfatycz-
nych wraz z  komórkami M, samotne grudki limfa-
tyczne, pojedyncze limfocyty, jak też izolowane grudki 
chłonne, przypominające swoją budową kępki Peyera 
z komórkami plazmatycznymi produkującymi IgA [9, 
25]. Istotną rolę w jelitach ssaków spełniają również ele-
menty tkanki limfoidalnej, jakimi są komórki Panetha 
znajdujące się w kryptach jelitowych, które syntetyzują 
defensyny – białka o działaniu m.in. przeciwbakteryj-
nym [8, 9, 17, 48]. GALT tworzą także ukryte krypty 
tzw. kryptokępki – luźno zorganizowane skupiska bia-
łek o  charakterze receptorów interleukiny 7 (IL-7R), 
wykazujące bójcze i niszczące działanie na mikro-
organizmy kolonizujące przewód pokarmowy [9, 17, 
32]. Właściwość GALT wiąże się także z faktem, że 
przypada na niego ponad 70% komórek limfatycznych 
całego układu odpornościowego, w tym około 50% lim-
focytów, a także wytwarzanie w jego obrębie ok. 80% 
wszystkich immunoglobulin, wśród których szczególną 
rolę odgrywają wydzielnicze IgA (S-IgA) [4, 8, 9, 17].

Układ GALT, ze względu na intensywność występo-
wania w poszczególnych odcinkach przewodu pokar-

mowego „chroni” różnie te odcinki. W jamie ustnej 
bariera odpornościowa utworzona jest głównie przez 
min. nabłonek wielowarstwowy płaski oraz wydzie-
lane substancje bójcze zawarte w ślinie reprezentowane 
m.in. przez lizozym (LZM), defensyny oraz IgA (S-IgA), 
w żołądku głównym elementem obronnym jest niskie 
pH soku żołądkowego [8, 17, 25, 47]. Najbardziej zróż-
nicowanym pod tym względem mikrośrodowiskiem są 
niższe partie przewodu pokarmowego – jelita. W tych 
miejscach bardzo skuteczną ochroną m.in. przed 
patogennymi drobnoustrojami, są nie tylko elementy 
i komórki tworzące GALT ale także bak terie komen-
salne oraz składniki wydzielin gruczołów i  komórek 
nabłonka przewodu pokarmowego, m.in. enzymy 
proteolityczne, fosfolipaza A, peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe oraz śluz [17, 25, 47]. Ważnym elementem 
w  tym odcinku przewodu pokarmowego, głównie 
w jelicie cienkim, jest nabłonek cylindryczny z entero-
cytami i komórkami kubkowymi wydzielającymi śluz 
[9, 17], a także komórki ILC [1, 20, 23]. Te ostatnie, jako 
naturalne komórki limfoidalne UO, stanowią bardzo 
swoisty i silny element naturalnej odporności, odgry-
wający także zasadniczą rolę w regulacji integralności 
nabłonka jelitowego jako bariery odpornościowej [1, 
23]. Komórki ILC warunkują min. homeostazę w jeli-
tach poprzez receptory MHC klasy II, które ograniczają 
reaktywność komórek  T CD4+ na działanie bakterii 
komensalnych [1, 20, 23]. Wykazano, że homeostaza 
w przewodzie pokarmowym jest warunkowana także 
prawidłowym funkcjonowaniem nabłonkowej bariery 
jelitowej, która oddziela przestrzeń układu pokarmo-
wego od tkanek makroorganizmu, umożliwiając jed-
nocześnie interakcje pomiędzy mikroorganizmami, 
a UO makroorganizmu [12, 20, 47, 48, 57]. Ważnymi 
elementami odporności w  przewodzie pokarmowym 
są występujące na strukturach tkanki GALT mię-
dzy innymi receptory TLR (Toll-like receptors), NLR 
(NOD-Like Receptors), a także 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), których rola jest niezmiernie ważna w kon-
tekście ich wpływu na poziom odporności [7, 21, 25, 
42, 53]. Receptory te mają zdolność rozpoznawania nie 
tylko wzorców molekularnych zarazków patogennych 
– PAMP (patogen associated molecular patterns), ale 
także wzorców molekularnych bakterii komensalnych 
– CAMP (commensal associated molecular patterns) 
oraz wzorców molekularnych związanych z niebezpie-
czeństwem/uszkodzeniem –  DAMP (danger/damage 
associated molecular patterns) – którymi są min. 
ATP, HSP, DNA, RNA, H2O2 [16]. Inną ważną barierą 
odpornościową GALT jest blaszka właściwa błony ślu-
zowej jelit, w której występują komórki UO, głównie 
makrofagi, granulocyty, komórki dendrytyczne i tuczne 
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oraz limfocyty B i T, które syntetyzują wiele substan-
cji odpornościowych, w tym min. cytokiny, czynniki 
wzrostu i immunoglobuliny [8, 9, 17, 25, 29]. Te ostat-
nie jako produkty limfocytów B, powstające w wyniku 
oddziaływania min. probiotyków, są głównym skład-
nikiem obrony przeciw bakteriom patogennym [17, 
49, 57]. Natomiast rola limfocytów T i ich produktów, 
w wyniku oddziaływania choćby probiotyków, łączy się 
min. z regulacją odpowiedzi immunologicznej, poprzez 
cytokiny, w tym interleukiny, a także z ich cyto toksycz-
nością oraz trogocytozą – którą to cechę wykazują 
także limfocyty B [1, 17, 25, 57]. Szczególnym miejs-
cem odpowiedzi immunologicznej w obrębie GALT są 
kępki Peyera, w których aktywowane są limfocyty B i T, 
które wędrując z krwią do błon śluzowych i struktur 
limfatycznych przewodu pokarmowego oraz gruczo-
łów związanych z tkanką MALT i stają się także bardzo 
aktywne immunologicznie [8, 9, 17, 25]. Równie ważną 
rolę na powierzchni błony śluzowej jelita, spełniają 
komórki M występujące w nabłonku pęcherzykowatym 
kępek Peyera oraz nabłonek towarzyszący grudkom 
limfatycznym (FAE – follicle-associated epithelium), 
które to elementy (komórki M) wykazują zdolność 
transcytozy mikroorganizmów i  makrocząsteczek ze 
światła jelita do wnętrza organizmu, celem przetwo-
rzenia i prezentacji ich przez komórki APC (antigen 
presenting cells) [4, 20, 33]. Bardzo ważną rolę warun-
kującą homeostazę w przewodzie pokarmowym oraz 
w  funkcjonowaniu i rozwoju GALT ssaków stanowi 
komensalna mikroflora jelitowa, którą także reprezen-
tują niektóre składniki probiotyków [20, 31, 34, 38, 52]. 
Rola tej mikroflory wynika i łączy się także z faktem, 
że tkankę MALT tworzy bardzo duża część leukocytów 
obecnych w całym organizmie ssaków, co gwarantuje 
że w wyniku oddziaływania na nie mikroorganizmów, 
powstaje silna reakcja immunologiczna, w tym lokalna. 

Dowiedziono, że po dostaniu się antygenów, w tym 
mikroorganizmów probiotycznych do jelit, są one „roz-
poznawane” w pierwszym rzędzie m.in. przez komórki 
nabłonkowe jelit, kępki Peyera, w  tym komórki  M, 
a  następnie dochodzi do ich prezentacji komórkom, 
w tym immunologicznie kompetentnym – to jest lim-
focytom T, choć także i B [8, 17, 20, 29]. Bakterie te 
oddziaływują stymulująco także na takie elementy 
odporności naturalnej jak aktywność fagocytarna 
i cytotoksyczna granulocytów i makrofagów oraz bój-
czość komórek NK, które to komórki do tego działania 
nie wymagają antygenów zgodności tkankowej [3, 17, 
20, 34, 38]. Wykazano, że produkty szczepów probio-
tycznych jakimi są białka bakteryjne Bifidobacterium 
(B.) longum, zwiększają m.in. poziom fosfodiesterazy 
alkalicznej w makrofagach, powodując zwiększanie ich 
aktywności bójczej w  tym cytotoksycznej [49]. Bak-
terie te wraz z Lactobacillus (L.) acidophilus, aktywują 
także proces fagocytozy komórek PMN (granulocytów 

obojętno chłonnych) i MN (monocytów i makrofagów) 
np. wobec patogennych bakterii Salmonella enterica ser. 
Typhimurium [17]. Natomiast takie produkty jak fos-
fopolisacharydy pochodzące ze szczepu L. delbrueckii 
sp. bulgaricus oraz L. casei w probiotykach, zwiększają 
liczbę komórek MN oraz zwiększają ich aktywność 
cytotoksyczną i  fagocytarną. Mechanizm wzmagania 
aktywności komórek PMN oraz MN po stosowaniu 
probiotyków, łączy się także ze stymulującym oddzia-
łaniem IL-1, IL-6, TNF-α oraz IFN-α, które są pro-
duktami tych komórek, jak też zwiększaniem aktyw-
ności enterocytów, komórek dendrytycznych, a także 
ko mórek NK (natural killer) i ich subpopulacji [17, 35, 
39]. Ważnym faktem jest i to, że aktywność i efektyw-
ność fagocytarna czy cytotoksyczna komórek PMN 
i MN, łączy się z poziomem opsonizacji drobnoustro-
jów przez produkty limfocytów B – immunoglobuliny 
– głównie IgA i IgG [8, 17, 25, 58]. Wykazano, że aktyw-
ność GALT poprzez probiotyki, warunkowana jest 
stymulacją komórek NK, ale także limfocytów T [25, 
31, 33, 35, 49]. Aktywacja ludzkich komórek NK zwią-
zana jest z ekspresją ich błonowych markerów, a także 
syntezą przez nie m.in. IFN-γ i IL-12 [8, 17, 39, 47, 
48]. Wykazano, że po podaniu B. lactis i L. rhamnosus 
– elementów probiotyków – rejestruje się zwiększoną 
cytotoksyczność komórek NK krwi obwodowej, nawet 
wobec linii komórek nowotworowych (K-562) [49]. 
Natomiast probiotyki zawierające pałeczki Lactoba-
cillus sp. po kontakcie z jednojądrzastymi komórkami 
(komórki MN, limfocyty T, w  tym NK) ssaczej krwi 
obwodowej, aktywują je do syntezy m.in. prozapalnych 
cytokin, oprócz IL-10, typu Th-1 jak: TNF-α, IL-6, 
IL-12, IL-18 oraz IL-10 i INF-γ, które są elementem 
determinującym min. działanie antybakteryjne i anty-
wirusowe [5, 35, 37, 38, 57]. Wykazano, że większość 
szczepów Lactobacillus sp. nie wywołuje silnej aktywacji 
limfocytów T, ale powodują silną indukcję monocytów 
i makrofagów [38, 49, 57]. Stwierdzono, że bakterie pro-
biotyczne wpływając na reaktywność komórek APC 
(antigen presenting cell – komórki prezentujące anty-
gen), doprowadzając do efektu adjuwantowego [11, 49, 
57]. Zarejestrowano także, że probiotyki wpływają na 
ogólną tolerancję immunologiczną wobec antygenów 
pokarmowych, poprzez oddziaływanie na komórki 
epitelialne i komórki dendrytyczne [49, 57]. Udowod-
niono, że zarówno bakterie probiotyczne, jak i bak te-
rie komensalne, nie wywołują odpowiedzi prozapalnej 
skierowanej przeciw sobie, ale indukują nieswoiste 
mechanizmy odpornościowe – odporność naturalną, 
wpływając na utrzymanie homeostazy immunologicz-
nej, przez co chronią makroorganizm przed działaniem 
drobnoustrojów chorobotwórczych [6, 27, 44, 45, 57]. 
Inter akcja zachodząca między bakteriami probiotycz-
nymi, a elementami i składnikami tworzącymi GALT, 
to także działanie związane z konkurencją o receptory 
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komórkowe z patogenami, co uniemożliwia tym ostat-
nim adherencję i kolonizację przewodu pokarmowego 
[47, 49, 57]. Probiotyki oddziaływując na różne ele-
menty GALT, nie tylko powodują wydzielanie wspom-
nianych wielu substancji czynnych, np.: cytokin, immu-
noglobulin, cząsteczek wzrostu, w tym takich substancji 
bójczych jak np.: lizozym, defensyny, ale także wpływają 
i wzmagają odnowę komórek przewodu pokarmowego 
[31, 49, 57]. Nadto bakterie probiotyczne aktywują 
działanie przeciwzapalne i regulacyjne układu odpor-
nościowego, powstałe na skutek infekcji jelitowych 
[47, 57]. Składniki probiotyków takie jak np. L. para-
casei CNCMI-4034 zmniejszają stan zapalny w jelitach, 
powstały w wyniku infekcji Salmonella typhi, poprzez 
zwiększenie ekspresji TLR2 na komórkach dendrytycz-
nych, jak też wspomagają działanie TGF-β2 i zmniej-
szają wytwarzanie IL-6, IL-8, IL-12p70 i TNF-α przez 
komórki dendrytyczne [4]. Przyjmuje się, że wynik 
końcowy reakcji komórek gospodarza z  bakteriami 
probiotycznymi, zależy od kombinacji różnych mole-
kularnych wzorców związanych z mikroorganizmami 
(MAMP –  microbe-associated molecular patterns), 
które mogą wchodzić w interakcje z różnymi recepto-
rami PRR (pattern recognition receptors – receptory 
rozpoznające wzorce) [34].

Pozytywny efekt działania probiotyków zarejestro-
wano również w okresie starzenia się makroorganizmu, 
jako że stwierdzono iż bakterie probiotyczne „uwraż-
liwiają” głównie wspomniane komórki dendrytyczne, 
gdyż w  czasie tego procesu w makroorganizmie ssa-
ków, zmienia się mikrośrodowisko jelit, co skutkuje 
stopniowym spadkiem funkcji odpornościowych 
makroorganizmu, w  tym komórek DC, a  co określa 
się jako immunostarzenie [11, 22, 38, 61]. Wprawdzie 
obserwacji tych w  pełni 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 których zarejestrowano tylko wzrost ekspresji swo-
istych dla komórek dendrytycznych receptorów, ale 
brak było wyraźnych i znaczących różnic klinicznych 
między osobami młodymi, a starszymi [61]. Znaczący 
jest jednak fakt, że komórki dendrytyczne osób star-
szych, w odpowiedzi na wspomniane bakterie probio-
tyczne, wykazały wzmożoną produkcję bardzo ważnych 
cytokin, jakimi są TGF-β i TNF-α, w porównaniu do 
tej reakcji u osób młodszych [61]. Dobry efekt dzia-
łania bakterii probiotycznych opisano także w  pato-
genezie niealkoholowego stłuszczeniowego zapalenia 
wątroby (NAFLD – non-alcoholic fatty liver disease), 
gdyż stwierdzono, że komórki NKT (natural killer 
T-cells) wątroby, odgrywają istotną rolę w przebiegu 
tego schorzenia [35, 56]. Wykazano, że modyfikacja 
flory jelitowej u myszy, poprzez podanie probiotyków, 
prowadziła do zmian w  aktywności komórek NKT 

wątroby i poprawy stanu tego narządu [35]. W tych 
badaniach wykazano także, że myszy karmione wysoko 
tłuszczową dietą, w celu indukcji NAFLD, wykazywały 
silną reaktywność na różne dawki probiotyków, będące 
mieszankami szczepów VSL3; bakterii probiotycznych 
Bifidobacterium (B) infantis oraz antybiotyków. Badania 
te dowiodły, że działanie takie, nie tylko pozytywnie 
wpływają w na liczbę komórek NKT w wątrobie i na 
tolerancję glukozy, ale także wykazano wypływ lipi-
dowych ekstraktów z probiotyków na aktywność tych 
komórek [35]. W przypadku lipidów ekstrahowanych 
z VSL3, stwierdzono, że stymulują one komórki NKT, 
zarówno in vivo jak i in vitro, natomiast w przypadku 
lipidów z B. infantis, zarejestrowano że in vitro, obni-
żają one aktywność komórek NKT. Wyniki te suge-
rują, że zmiana we florze jelitowej ma duży wpływ na 
komórki NKT wątroby, choć zmiany te są specyficzne 
dla szczepu, który może zawierać bakteryjne antygeny 
glikolipidowe, które bezpośrednio modulują funkcje 
efektorowe wątrobowych komórek NKT [35].

3. Podsumowanie

Probiotyki wykazują istotny wpływ na elementy 
układu odpornościowego w przewodzie pokarmo-
wym (GALT), co skutkuje podwyższoną odpornością 
lokalną, ale także ogólną, a co w konsekwencji prowadzi 
do zmniejszenia oddziaływania infekcji, w tym bakte-
ryjnych, wirusowych i innych na makroorganizm. Efekt 
ten łączy się i zależy od odpowiedniego szczepu bak-
terii stosowanego w probiotyku i jest to, jak się wydaje, 
kluczowe dla uzyskania dobrego efektu w zastosowaniu 
probiotyków, chociaż na efekt ich działania ma także 
wpływ jego dawka i czas podawania, ale i status immu-
nologiczny makroorganizmu.
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1. Wstęp

Jedną z cech ekosystemu jest tendencja do utrzyma-
nia i odtwarzania charakterystycznej struktury i funk-
cji. Jednocześnie stopniowe zmiany w ekosystemach 
są skutkiem migracji i kolonizacji przez organizmy 
żywe nowych obszarów. Ten naturalnie powolny proces 
uległ gwałtownemu przyspieszeniu w wyniku globali- 
zacji handlu i przemieszczania się ludności. Nowe 
gatunki zwierząt i roślin pojawiające się w ekosystemie 
są określane mianem gatunków obcych. Ich utrzymy-
wanie się ma zwykle charakter neutralny, jednak nie-
które mogą mieć niekorzystny wpływ na równowagę 
ekosystemu i jako gatunki inwazyjne stanowić zagro-
żenie dla bioróżnorodności. Możliwe oddziaływania 
polegają na zmienianiu siedlisk i żerowisk, konkurowa-
niu i zastępowaniu gatunków rodzimych lub tworzeniu 
z nimi hybryd genetycznych [61].

2. Inwazyjne gatunki żółwi

Szacuje  się, że  w krajach Unii Europejskiej (UE) 
występuje około 12 000 obcych gatunków roślin, grzy-
bów, zwierząt i drobnoustrojów. Gady stanowią nie-
liczną grupę gatunków obcych. Zgodnie z obowiązu-
jącymi przepisami [60] w Polsce za inwazyjne uznaje się 
cztery gatunki żółwi: ozdobnego, malowanego, ostro-
grzbietego i jaszczurowatego. Występowanie dwóch 
pierwszych – Trachemys (T.) scripta i Chrysemys (Ch.) 
picta – ze względu na istotne szkody jakie powodują 
w środowisku, wymaga podjęcia działań zapobiegaw-
czych zmierzających do ograniczenia ich rozprzestrze-
niania na terenie Europy [61], a ich wprowadzanie jest 
zakazane [62]. Wymienione gatunki żółwi naturalnie 
zamieszkują centralną i wschodnią część Ameryki 
Północnej. Ze względu na niewielkie rozmiary, atrak-
cyjny wygląd i niewymagające warunki hodowlane, 
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w drugiej połowie XX w. stały się popularnymi zwie-
rzętami hobbystycznymi. Szczególną popularnością 
cieszyły się różne podgatunki T. scripta. Ich celowe 
lub przypadkowe przedostanie się do środowiska 
naturalnego uważa się za największe znane wprowa-
dzenie obcego gatunku inwazyjnego na świecie. Bada-
nia przeprowadzone we Włoszech wykazały większy 
zasięg terytorialny i znaczną przewagę liczebną obcego 
T. scripta nad rodzimym żółwiem błotnym Emys orbi-
cularis [70], który w Polsce i wielu krajach europejskich 
jest objęty ścisłą ochroną i każdy gatunek obcy może 
przyczynić się do jego wyginięcia [69].

Oprócz wcześniej wspomnianych sposobów oddzia-
ływania gatunków inwazyjnych na środowisko i bytu-
jące w  nim gatunki autochtoniczne, należy również 
wziąć pod uwagę organizmy zasiedlające wprowadzany 
gatunek. Towarzyszące im bakterie, grzyby, pasożyty 
czy wirusy mogą również wpływać na równowagę 
ekosystemu. Celem niniejszego artykułu jest przegląd 
dostępnych danych literaturowych dotyczących bak-
terii, pasożytów, wirusów, drożdżaków i pleśni stwier-
dzanych u żółwi gatunków inwazyjnych. Szczególną 
uwagę zwrócono na zwierzęta obecne w środowisku, 
tak w  obszarze ich naturalnego występowania, jak 
i introdukowane, oraz notowane u nich czynniki choro-
botwórcze o potencjalnym wpływie na zdrowie i życie 
człowieka oraz zwierząt.

3. Bakterie

3.1. Salmonella spp.

Bakteriami najczęściej kojarzonymi z gadami, w tym 
z żółwiami, są pałeczki z rodzaju Salmonella spp. Przyj-
muje się, że stanowią one fizjologiczną składową flory 
jelitowej gadów. Pomimo to, wyniki badań naukowych 
nie są kompletne i jednoznaczne. Często rozbieżne 
wnioski z takich analiz mogą wynikać ze stosowania 
różnych metod diagnostycznych, takich jak badania 
bakteriologiczne i serologiczne [11, 13, 23, 29, 43] lub 
wykrywanie materiału genetycznego zarazka metodą 
PCR [22, 27, 57, 69], czy też wykorzystywania różnych 
rodzajów próbek (kał, wymazy z kloaki lub karapaksu, 
błona śluzowa jelit, osad z terrarium) [22, 30, 45, 57, 
64]. Nie bez znaczenia na różnorodność otrzymywa-
nych wyników badań laboratoryjnych ma też miejsce 
pochodzenia zwierząt: hodowle, ogrody zoologiczne 
lub środowisko –  tak ich naturalnego zasięgu geo-
graficznego, jak i obszarów, na których są one gatun-
kami obcymi. Dla przykładu, częstość występowania 
Salmonella spp. u żółwi Ch. picta i Ch. serpentina ser-
pentina (żółw jaszczurowaty) w  Ameryce Północnej 
sięgała 100% [11], chociaż żółwie tych gatunków oraz 
T. scripta scripta (żółw żółtobrzuchy) i T. scripta elegans 

(żółw czerwonolicy) bywały też wolne od Salmonella 
spp. [47, 58, 64]. Jedne badania wskazują, że wystę-
powanie patogenu u T. scripta elegans nie ma związku 
z  wielkością żółwia, jego kondycją i  środowiskiem 
zbiornika wodnego, z którego został odłowiony [22, 
57]. Z kolei w Chinach częściej izolowano te bakterie 
od inwazyjnych T. scripta elegans o karapaksie mniej-
szym niż 10 cm w porównaniu do zwierząt o większych 
wymiarach [68]. W  badaniach przeprowadzonych 
w Hisz panii nie wykryto Salmonella spp. u przedsta-
wicieli inwazyjnych gatunków Graptemys (G.) pseudo-
geographica (żółw ostrogrzbiety) i  T. scripta scripta, 
a u T. scripta elegans zarazek stwierdzano u 5,68% odło-
wionych osobników [30]. Wszystkie Ch. picta w ogro-
dzie zoolo gicznym w Nowym Jorku były nosicielami 
Salmonella spp., podczas gdy bakterie te odnotowano 
tylko u 12,5% T. scripta elegans [53]. Patogen nie wystę-
pował w hodowlach żółwi ozdobnych, ostrogrzbietych 
i malowanych w Hiszpanii [30], Niemczech i Austrii 
[23] i w Japonii, w przypadku Ch. serpentina [50].

Informacje dotyczące występowania Salmonella 
spp. u żółwi zaliczanych do gatunków inwazyjnych, 
zwłaszcza hodowanego w domach T. scripta, w  Polsce 
mają charakter incydentalny. Przeprowadzone w ostat-
nich latach badania własne objęły zaledwie sześć żółwi 
gatunków inwazyjnych, z których jedynie u  jednego 
osobnika Ch. serpentina stwierdzono występowanie 
Salmonella spp. [75].

Jeszcze rzadsze są informacje na temat objawów 
klinicznych na tle zakażeń Salmonella spp., których 
wystąpienie ma związek zwykle z obniżeniem odpor-
ności gada [54, 65, 69]. Są to głównie stany zapalne 
w obrębie układu pokarmowego i oddechowego, a przy 
infekcji szczepem silnie wirulentnym może pojawić się 
sepsa prowadząca do upadków zwierząt [35, 42, 69]. 
O  wiele częściej zakażenie przebiega bezobjawowo, 
z  okresowym siewstwem zarazka w  kale, któremu 
sprzyja stres spowodowany schwytaniem, transportem, 
dużym zagęszczeniem osobników w terrarium, prze-
wlekłą chorobą lub złymi warunkami hodowli [54, 65].

3.1.1. „Reptile Associated Salmonellosis (RAS)”

Fakt siewstwa w połączeniu z szacowanym przez 
amerykańskie Centrum Zwalczania i  Zapobiegania 
Chorobom (Centers for Disease Control and Preven-
tion, CDC) na ponad 90% nosicielstwem Salmonella 
spp. u  gadów [64] stanowi istotne zagrożenie zdro-
wia człowieka. Zatrucia pokarmowe wywołane przez 
odzwierzęce szczepy Salmonella spp. mają najczęściej 
łagodny przebieg. Niekiedy jednak mogą mieć charak-
ter uogólniony, z zejściem śmiertelnym włącznie [4, 11, 
13]. Nie tylko zanieczyszczona żywność, ale również 
kontakt z  gadami może być przyczyną salmonellozy 
człowieka. CDC szacuje, że  RAS może odpowiadać 
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za ok. 6% z 1,4 miliona zachorowań na salmonellozę 
u ludzi w USA [4, 58, 68]. W Europie epidemiologia sal-
monellozy, której źródłem zakażenia są gady, jest ciągle 
niewystarczająco poznana [8]. Dostrzeżenie problemu 
RAS u dzieci w USA doprowadziło w 1975 r. do zakazu 
sprzedaży żółwi o karapaksie mniejszym niż 10 cm. 
Zakaz wynikał z faktu, że dzieci w trakcie zabawy 
wkładały małe żółwie do ust, co skutkowało transmi-
sją zarazka [4, 57]. Do ograniczenia liczby zachorowań 
przyczyniła się również akcja informacyjna i wydanie 
przez CDC wskazówek dla hodowców gadów (http://
www.cdc.gov/features/salmonellafrogturtle/).

Rozpoznanie RAS może ułatwić identyfikacja 
serowaru odpowiedzialnego za zakażenie, jak miało to 
miejsce w przypadku sześcioletniej Japonki, u  której 
zachorowanie przebiegało z objawami m.in. gorączki, 
wymiotów, bólu brzucha i wodnistej biegunki oraz 
łagodnej niewydolności wątroby. Dalsze badania po- 
twierdziły tożsamość wyizolowanego serowaru S. Para-
typhi B z izolatem pochodzącym od T. scripta elegans, 
którym dziewczynka się opiekowała [49]. Wbrew 
powszechnej opinii, że zwierzęta zmiennocieplne są 
źródłem serowarów reprezentujących inne podgatunki 
niż S. enterica subsp. enterica, od żółwi izolowano liczne 
serowary należące 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 
także przedstawicieli podgatunku salamae 4,12,27:b: 
[e,n,x], arizonae, houtenae 44:z4,z23:-, diarizonae 38:1,v:z35 
[11, 30, 43, 68, 70]. W badaniach własnych uzyskano 
46 izolatów należących do 29 serowarów reprezentują-
cych 3 podgatunki S. enterica: enterica (78,26%), sala-
mae (19,57%) i diarizonae (2,17%). Najczęściej noto-
wano S. enterica subsp. enterica 4,5:b:-, S. Oranienburg, 
S. Fluntern oraz S. Tennessee, przy czym ten pierwszy 
wraz z S. Minnesota został wyizolowany również od 
osobnika zaliczanego do gatunku inwazyjnego [75]. 
W  większości opublikowanych badań diagnostyka 
zakażeń żółwi ograniczała się jednak do samego wykry-
cia zarazka, bez jego pełnej identyfikacji serologicznej 
[22, 45, 57]. Fakt ten, w połączeniu z przekraczającą 
2500 liczbą serowarów Salmonella [36] świadczy o nie-
wystarczającym poziomie wiedzy dotyczącej epidemio-
logii Salmonella spp. występujących u gadów.

3.2. Prątki

Innymi bakteriami o potencjale zoonotycznym są 
Mycobacterium spp. Notowano je u gadów wykazu-
jących niespecyficzne objawy kliniczne, jak obrzęk 
kończyn i spadek masy ciała przy niezmienionym ape-
tycie, oraz u osobników zdrowych klinicznie [19, 42]. 
W preparatach histologicznych obserwowano zmiany 
martwicze z naciekiem histiocytarnym (ziarniniaki) 

wynikające z  zakażenia M. marinum, M. fortuitum, 
M. thamnopheos, M. ulcerans, M. avium [71]. W prze-
ciwieństwie do ziarniniaków gruźliczych stwierdza-
nych u ssaków, zmiany te nie przejawiały cech zwap-
nienia [35, 71]. Mechanizm transmisji zarazka nie 
jest poznany, jednak podejrzewa się, że wrotami zaka-
żenia jest układ pokarmowy lub uszkodzona skóra. 
Ziarniniaki spowodowane przez prątki obserwo-
wano u żółwi w płucach, wątrobie, śledzionie, skórze 
i  tkance podskórnej, jamie gębowej, gonadach, koś- 
ciach i ośrodkowym układzie nerwowym [42]. U nie- 
których osobników obecność prątków wykrywano 
metodą PCR, wyniki te nie znajdowały jednak potwier-
dzenia w  badaniach histologicznych. Prątki należały 
do grupy MOTT (Mycobacterium Other Than Tuber-
culosis) oraz M. haemophilum i M. nonchromogeni-
cum, które mogą być patogenami oportunistycznymi 
dla człowieka [71]. W badaniach klinicznie zdrowych 
gadów pochodzących z  hodowli M. fortuitum-like 
wykryto u Ch. picta [19].

3.3. Inne bakterie

Doniesienia na temat występowania u żółwi innych 
bakterii chorobotwórczych są niezmiernie rzadkie. 
W badaniach popłuczyny z jamy nosowej stwierdzano 
Mycoplasma spp., a odsetek wyników dodatnich u zwie-
rząt odłowionych w różnych miejscach tego samego 
zbiornika wodnego wahał się od 0% do 14,3% [69]. 
Bakterie te występowały w wymazach z worka spo-
jówkowego zarówno wśród zwierząt utrzymywanych 
w  niewoli, jak i odłowionych ze środowiska natural-
nego. Z tych samych próbek wyizolowano też Staphylo-
coccus lentus i Proteus spp. [14]. W badaniach przepro-
wadzonych w Słowenii stwierdzono, że gady mogą być 
rezerwuarem Leptospira spp., ale stwierdzone u 13,8% 
żółwi czerwonolicych miana przeciwciał były niższe niż 
w przypadku żółwia błotnego i były skierowane wyłącz-
nie przeciwko serowarowi Tarassovi [40]. Z kolei, swo-
iste przeciwciała przeciwko licznym serowarom Lepto-
spira spp. stwierdzono aż u 89,1% żółwi czerwonolicych 
odłowionych w USA [3].

W nielicznych przypadkach prowadzono ocenę 
jakoś ciową składu flory jelitowej żółwi. Izolowano 
Edward siella 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 między innymi, że koncentracja bakterii 
wydalanych z kałem przez żółwie może być wyższa 
niż w  przypadku ssaków, ale jest to zjawisko sezo-
nowe, związane z zależną od temperatury otoczenia 
aktyw  noś  cią życiową zwierząt zmiennocieplnych [26]. 
Dodatkową zmienną może być okresowe siewstwo bak-
terii potencjalnie chorobotwórczych [47].
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4. Parazytofauna żółwi

Występowaniu pasożytów u inwazyjnych gatunków 
żółwi sprzyja fakt, że w większości przypadków jest to 
pierwsze lub drugie pokolenie zwierząt odłowionych 
z natury. Zawleczeniu pasożyta wraz z żywicielem do 
nowego regionu geograficznego (co-introduced para-
site) towarzyszy zjawisko wikariatu parazytologicznego 
(co-invasive parasite), tj. zarażenia natywnych gatun-
ków żywicieli przez pasożyta obcego w danym środo-
wisku [41]. W odróżnieniu od zakażeń bakteryjnych, 
infekcje pasożytnicze nie mają charakteru zoonotycz-
nego. Transmisja pasożytów ma miejsce zwykle pomię-
dzy gatunkami żółwi inwazyjnych i żółwiem błotnym, 
czemu sprzyja podobieństwo organizmów i warunków 
ich bytowania. Skutkiem takiej transmisji, obok eks-

pansji terytorialnej, jest również ekspansja żywicielska 
(host switching) [34, 41].

4.1. Żółwie inwazyjne źródłem zarażenia
 helmintami żółwia błotnego

Najwięcej doniesień na temat występowania paso-
żytów u żółwi w ich środowisku naturalnym dotyczy 
żółwia czerwonolicego, u którego stwierdzano wiele 
gatunków helmintów. Ta grupa pasożytów pojawia 
się najczęściej w nowym środowisku wraz z obcym 
gatunkiem żywiciela [41]. Zawleczone pasożyty przy-
czyniają się do wysokiej zachorowalności oraz śmiertel-
ności gatunków natywnych, takich jak Emys orbicularis 
[56, 67]. W tabeli I przedstawiono gatunki pasożytów 
występujących u żółwi w Ameryce Północnej i w Euro-

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]
Kolcogłowy 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]

Tabela I
Helminty występujące u żółwi w Ameryce Północnej i Europie

Typ Rodzina Gatunek
Ameryka Płn. Europa

Żółw ozdobny Żółw błotny
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pie, z  których część była dotąd opisywana u  amery-
kańskich żółwi słodkowodnych, a ich stwierdzenie 
zarówno u egzotycznych jak i autochtonicznych żółwi 
europejskich może świadczyć o ekspansji żywicielskiej. 
Należy tu wymienić 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], 
dotarły do Europy jako gatunki zawleczone, podobnie 
jak stwierdzony w Hiszpanii Spirorchis elegans [34] 
oraz Spiroxys contortus obserwowany w  Rumunii 
i Bułgarii [38, 46], który dotąd opisywany był jedynie 
na kontynencie amerykańskim (Tabela I). Przykłady 
te dowodzą introdukcji pasożyta do nowego regionu 
geograficznego i jego transmisji z żółwi egzotycznych 
na autochtoniczne gatunki [34]. Nie wyjaśniona pozo-
staje inwazja nicieniem Angusticaecum holopterum 
u T. scripta elegans w ogrodzie zoologicznym. Można 
jednak przypuszczać, że doszło do transmisji pasożyta 
od innego żółwia egzotycznego [76]. Dotychczas nicień 
ten opisywany był w Europie jako pasożyt E. orbicularis 
[74, 76]. Zaznaczyć należy, że Angusticaecum holopte-
rum, Tachygonetria lobata i Tachygonetria robusta 
figurują w wykazie gatunków obcych, wprowadzonych 
i zawleczonych do Polski [24].

Istnieją także doniesienia o występowaniu u żółwi 
błotnych nicieni typowych dla płazów lub jaszczu-
rek, takich jak Physaloptera abbreviata lub Aplectana 
spp., które dla żółwi były prawdopodobnie pasożytami 
przypadkowymi [31]. Ekspansja żywicielska zachodzi 
także w odwrotnym kierunku tj. z żółwi rodzimych na 
gatunki inwazyjne. Opisany w Hiszpanii przypadek 
dotyczył przeniesienia inwazji Serpinema microce-
phalus i Falcaustra donanaensis z żółwia błotnego na 
T. scripta elegans [32]. Serpinema microcephalus wystę-
puje powszechnie u żółwi w regionie palearktycznym 
[31, 38], podczas gdy żółwie czerwonolice w natywnym 
środowisku ulegają zarażeniu innym gatunkiem tego 
nicienia – Serpinema trispinosum. Stąd też należy przy-
puszczać, że oba gatunki nicieni zajmują podobną niszę 
ekologiczną na różnych kontynentach.

4.2. Występowanie i patogenność obcych pasożytów
 u natywnych i obcych gatunków żółwi

Analizując doniesienia dotyczące helmintofauny 
można zauważyć, że żółwie introdukowane do Europy 
zwykle wykazują mniejszą intensywność inwazji paso-
żytami niż osobniki występujące w naturalnym siedli-
sku. Może to wynikać z braku możliwości zakończenia 
cyklu rozwojowego obcych pasożytów w nowym śro-
dowisku [77]. Z kolei intensywność inwazji egzotycz-
nych gatunków helmintów, przeniesionych przez żół-
wie egzotyczne na gatunki autochtoniczne jest zwykle 

większa. Na przyczynę tego zjawiska może składać się 
wiele elementów, wśród których wymienia się poziom 
wirulencji pasożyta, większą wrażliwość żółwi auto-
chtonicznych na zarażenie, czy też brak koewolucyj-
nej historii pasożyta i żywiciela [10, 41]. Zjawisko to 
potwierdzają badania hiszpańskie [31], w  których 
typowego dla Europy nicienia Serpinema microcephalus 
obserwowano częściej u żółwi czerwonolicych (93,8%) 
niż błotnych (66,7%). Jednocześnie częstość zakażeń 
amerykańskim odpowiednikiem nicienia (Serpinema 
trispinosum) u autochtonicznych żółwi czerwonolicych 
kształtowała się na nieco niższym poziomie (85,7%) 
[20]. W tym samym regionie u żółwi czerwonolicych 
pasożytuje Spiroxys contortus [20], który jako gatunek 
obcy był notowany w Rumunii u wszystkich badanych 
żółwi błotnych [46].

5. Infekcje wirusowe

Wirusy występujące u żółwi oraz choroby przez nie 
wywoływane są jeszcze słabo poznane. Na ogół infekcje 
wirusowe wskazuje się jako przyczynę upadków żółwi 
w  hodowlach lub osobników wolnożyjących [12, 21, 
28]. Najczęściej stwierdzana jest obecność rana-, her-
pes-, adeno-, papilloma- i poxwirusów [5]. W zależno-
ści od gatunku i zjadliwości szczepu wirusa, obecności 
niekorzystnych warunków środowiska bytowania zwie-
rząt lub oddziaływania czynników stresogennych zwią-
zanych z niewolą i zagęszczeniem, infekcje wirusowe 
mogą przebiegać ze słabo wyrażonymi objawami nie-
specyficznymi. Natomiast u padłych osobników stwier-
dza się zmiany anatomopatologiczne charakterystyczne 
dla zakażeń wirusowych o uogólnionym przebiegu [33].

U chorych żółwi nie zawsze obserwuje się objawy 
kliniczne, a w przypadku zakażeń wywoływanych 
przez niektóre szczepy herpes- i adenowirusów mogą 
one przebiegać bezobjawowo. Zwierzęta są wówczas 
nosicielami i siewcami wirusów stanowiąc zagroże-
nie dla innych osobników. Jest to szczególnie istotne 
w  przypadku gdy inwazyjne gatunki żółwi zostaną 
wprowadzone do lokalnego ekosystemu, a wraz z nimi 
przenoszona jest mikroflora saprofityczna i patogenna, 
w tym również wirusy. Nieznana jest rola, jaką mogą 
odgrywać żółwie obce w transmisji zakażeń wiruso-
wych na gatunki rodzime. O możliwości zawleczenia 
do Europy nowych szczepów wirusa świadczy fakt iden-
tyfikacji adenowirusa u terapeny ozdobnej (Terrapene 
ornata ornata) na Węgrzech, szczepu odmiennego od 
tych dotychczas izolowanych od gadów, które sklasyfi-
kowano w obrębie rodziny Adenoviridae [21]. Obecnie 
brak jest dowodów wskazujących na możliwość adap- 
tacji wirusów zawleczonych przez egzotyczne gatunki 
żółwi do nowych żywicieli obecnych na kontynen- 
cie europejskim. Jednak transmisja wirusów pomiędzy 
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różnymi gatunkami żółwi jest możliwa, chociaż zakaże-
nie nie zawsze prowadziło do rozwoju objawów choro-
bowych [37]. Niemniej jednak, obserwowano infekcje 
pikornawirusami przebiegające z dużą śmiertelnością 
żółwi śródziemnomorskich (Testudo graeca) i  indyj-
skich gwiaździstych (Geochelone elegans) utrzymywa-
nych w tej samej hodowli [28].

Niewiele jest informacji dotyczących infekcji wiru-
sowych u żółwi ozdobnych. W  przypadku zwierząt 
odłowionych ze środowiska naturalnego stwierdzano 
obecność adenowirusów z prewalencją sięgającą 27,3% 
[17]. Nie wykazano natomiast zakażeń powodowanych 
przez rana- i herpeswirusy [69] pomimo, że infekcje 
ranawirusami są często notowane u płazów przebywają-
cych w tym samym środowisku, a żółwie czerwonolice 
są wrażliwe na zakażenie [2]. Inwazyjne gatunki żółwi 
mogą być nosicielami wirusów patogennych dla ryb, 
np. wirusa posocznicy krwotocznej (VHS). Tym samym 
przyczyniają się do zachorowań ryb przenosząc czynnik 
etiologiczny do miejsc, w których choroba dotychczas 
nie występowała [25].

6. Infekcje grzybicze

Grzyby należy zaliczyć do stałych elementów mikro-
flory środowiska. Część z nich, mimo bezsprzecznie 
pożytecznych funkcji, stanowić może zagrożenie dla 
zdrowia ludzi i zwierząt. Grzyby izolowane z hydrosfery 
mogą więc w pewnym zakresie pełnić rolę wskaźników 
zanieczyszczenia środowiska wodnego [18, 63]. Skład 
naturalnej mykobioty zdrowych żółwi i ich środowi-
ska naturalnego zostały dotychczas stosunkowo słabo 
poznane [39], a jeszcze trudniej jest odnaleźć prace 
opisujące mikoflorę żółwi inwazyjnych odławianych 
ze środowiska naturalnego kraju, do którego trafiły. 
W związku z tym ustalenie pierwotnego źródła pocho-
dzenia grzybów izolowanych od tych zwierząt często 
jest niemożliwe. 

W etiopatologii infekcji grzybiczych u ludzi i zwie-
rząt należy uwzględnić wiele czynników. Szczególną 
rolę odgrywają tu immunosupresja oraz predyspozycje 
osobnicze. Z publikacji z zakresu mikrobiologii gadów 
wynika, że ponad 30% schorzeń diagnozowanych u tej 
grupy zwierząt to grzybice [1, 55]. Informacje dotyczące 
mikoflory izolowanej od żółwi ograniczają się głównie 
do opisu przypadków, którym towarzyszyły zmiany 
chorobowe. Wśród różnych form grzybów obser-
wowanych u  żółwi należy wymienić przedstawicieli 
rodzajów: Aspergillus, Panicillium, Fusarium, Candida, 
Trichophyton, Cladosporium, Curvularia, Exophiala, 
Geotrichum, Scedosporium i gromady Zygomycota, 
które, podobnie jak w grzybicach u ludzi, są odpowie-
dzialne za zmiany narządowe i układowe [1, 6, 52]. Od 
żółwi izolowano również grzyby, których występowa-

nie związane jest z warunkami klimatycznymi. Łącze- 
nie infekcji grzybiczych u  ludzi i zwierząt ze środo-
wiskiem wydaje się procesem naturalnym [15, 16], 
jednak rola żółwi jako potencjalnego wektora chorób 
grzybiczych wymaga dalszych badań. Izolacje grzybów 
takich jak Exophiala, Veronaea, Pleosporales, Ochroco-
niales czy Chaeto thy riales mogą sugerować postępującą 
kolonizację nowych środowisk i możliwość wystąpienia 
infekcji u ludzi i zwierząt [9, 44, 66]. Określenie składu 
mikoflory żółwi gatunków obcych jest zatem głęboko 
uzasadnione zarówno z powodów poznawczych, jak 
i epidemiologii chorób zakaźnych.

7. Podsumowanie

Dostępna literatura naukowa wykazuje istotne braki 
dotyczące wiedzy na temat bakterii, pasożytów, wiru-
sów i grzybów występujących u inwazyjnych i obcych 
gatunków żółwi. Fragmentaryczne dane dotyczą zwy-
kle określonego czynnika zakaźnego, w tym najczęściej 
pałeczek Salmonella i ich roli w wywoływaniu zakażeń 
człowieka. Informacje z zakresu parazytologii dotyczą 
głównie ekspansji geograficznej i żywicielskiej pasoży-
tów, a  infekcje wirusowe lub mikologiczne pojawiają 
się w opisach przypadków klinicznych. Istnieje zatem 
uzasadniona potrzeba kompleksowych i systematycz-
nych badań na rolą obcych gatunków żółwi jako źródła 
drobnoustrojów i pasożytów istotnych w epidemiologii 
chorób zakaźnych i inwazyjnych zwierząt i ludzi.

Podziękowania
Prezentowany przegląd literatury przeprowadzono w ramach 

projektu pt. „Inwazyjne gatunki żółwi jako źródło i wektor mikro-
flory patogennej dla zwierząt i ludzi” finansowanego ze środków 
Narodowego Centrum Nauki na podstawie decyzji DEC-2013/11/B/
NZ7/01690.
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1. Wstęp

Metale ciężkie, pierwiastki o gęstości większej niż 
5 g/cm3, powszechnie występują w komórkach wszyst-
kich żywych organizmów i były jednym z  istotnych 
czynników determinujących rozwój życia na Ziemi 
[9]. Wśród nich cynk, miedź, żelazo, nikiel czy kobalt 
są mikroelementami niezbędnymi do prawidłowego 
przebiegu wszystkich procesów życiowych. Metale te 
są niezbędnymi składnikami licznych metaloprotein 
i tym samym pełnią istotne funkcje strukturalne, kata-
lityczne oraz związane z wytwarzaniem energii w pro-
cesach transportu elektronów. Biorą bezpośredni udział 
w najważniejszych procesach biochemicznych jak foto-
synteza, oddychanie wewnątrzkomórkowe, replikacja 
DNA czy ekspresja genów [24, 45]. Inne metale, takie 
jak: kadm, rtęć czy ołów według współczesnej wiedzy 
nie pełnią żadnych fizjologicznych funkcji, są silnie 
toksyczne nawet w mikromolowych stężeniach [21]. 
W tym kontekście niezwykle interesujący jest fakt, iż 
u okrzemki morskiej Thalassiosira weissflogii kofakto-
rem anhydrazy węglanowej, enzymu biorącego udział 

w procesie fotosyntezy, jest nie cynk, a kadm [32]. Jak 
dotąd jest to jedyny przypadek, w którym wykazano 
udział tego rodzaju metalu w metabolizmie komórko-
wym. Wszystkie organizmy żywe wykształciły szereg 
mechanizmów umożliwiających utrzymanie odpowied-
niego poziomu mikroelementów (pierwiastków ślado-
wych), gdyż w zbyt wysokich stężeniach stają się one 
toksyczne, a granica pomiędzy ich niedoborem a nad-
miarem jest wąska. Ponadto konieczne są mechanizmy 
umożliwiające obronę przed metalami niepełniącymi 
fizjologicznych funkcji oraz mechanizmy służące do 
rozróżniania jonów metali ciężkich [12, 60].

U mikroorganizmów można wyróżnić sześć podsta-
wowych rodzajów mechanizmów odpowiedzialnych za 
utrzymanie homeostazy metali ciężkich w komórkach: 
(i) zmniejszenie przepuszczalności ściany lub błony 
komórkowej dla metali, (ii) aktywne wypompowywa-
nie jonów z komórki, (iii) wewnątrzkomórkowa sekwe-
stracja poprzez białka wiążące metale, (iv) wydzielanie 
przez komórki substancji obniżających biodostępność 
metali, (v) enzymatyczne przekształcenie metalu do 
formy mniej toksycznej oraz (vi) adaptację komórek do 
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obecności toksycznych metali zwykle poprzez zmniej-
szenie wrażliwości komponentów komórki na metale 
[2]. Niezwykle istotne jest, że posiadane przez bakterie 
systemy utrzymania homeostazy mikroelementów czy 
mechanizmy obronne przed toksycznym działaniem 
jonów metali ciężkich wyróżniają się niemal całkowitą 
specyficznością w stosunku do metalu [53].

W komórkach eukariotycznych ważnym elementem 
metabolizmu metali są niewielkie (> 10 kDa), bogate 
w reszty cysteinowe białka – metalotioneiny (metallo-
thioneins – MT). Reszty cysteinowe, które mogą sta-
nowić nawet 30% wszystkich aminokwasów, poprzez 
swoje grupy tiolowe (-SH), wiążą różne metale ciężkie 
(zarówno mikroelementy, jak i metale niefizjologiczne). 
Białka te występują u roślin i zwierząt, a także niższych 
Eucaryota, jak grzyby i glony [10, 13, 20, 29]. Metalotio-
neiny pierwotnie podzielono na trzy klasy. Do klasy I 
należały głównie zwierzęce MT charakteryzujące się 
występowaniem 20 reszt cysteinowych równomiernie 
rozmieszczonych w całym łańcuchu aminokwasowym 
oraz brakiem aminokwasów aromatycznych. Klasę II 
stanowiły głównie MT roślinne, o  mniejszej liczbie 
cystein zgrupowanych w domenach N- i C-końcowej 
oraz posiadające aminokwasy aromatyczne. Natomiast 
do klasy  III należały syntetyzowane enzymatycznie 
fitochelatyny u roślin i kladystyny u  grzybów [34, 
48]. Wzrastająca w kolejnych latach liczba odkrytych 
MT spowodowała, że podział ten był niewystarcza-
jący. Nadrodzina metalotionein na podstawie układu 
i ilości reszt cysteinowych została podzielona na 15 ro- 
dzin, a jedną z nich stanowi rodzina MT bakteryjnych 
[1]. Liczne badania potwierdzają, że fizjologiczne 
funkcje MT u Eucaryota nie są ograniczone do metali 
ciężkich. Metalotioneiny u człowieka pełnią istotną 
rolę w regulacji homeostazy cynku, regulują jego dys-
trybucję poprzez magazynowanie, uwalnianie oraz 

przekazywanie go do transporterów. MT wiążą cynk 
znacznie wydajniej niż inne metaloproteiny. Dla przy-
kładu w ludzkich hepatocytach metalotioneiny wiążą 
nawet 5–10% całkowitego cynku [38]. Jednakże bio-
synteza ludzkich MT jest indukowana także przez 
hormony np. glukokortykoidy, wzmożony wysiłek 
fizyczny, mutageny, promieniowanie X i jonizujące, 
cytokiny oraz związki o właściwościach utleniających 
[54, 59]. Metalotioneiny u Eucaryota są zaangażowane 
w obronę komórek przed stresem oksydacyjnym, regu-
lację niektórych procesów rozwojowych, także w pro-
cesy nowotworzenia i apoptozy oraz są niezbędne dla 
prawidłowego funkcjonowania ośrodkowego układu 
nerwowego [46, 47]. Mimo, że pierwsza MT zwierzęca 
została wyizolowana niemal 60 lat temu [39], a roślinna 
niemal 30 lat temu [31] ich fizjologiczne funkcje pozo-
stają nie w pełni wyjaśnione.

2. Historia odkryć metalotionein u bakterii

Metalotioneiny bakteryjne pozostają najsłabiej po- 
znaną grupą metalotionein. Schemat podsumowujący 
historię odkryć bakteryjnych metalotionein przedsta-
wiono na rysunku 1. Pierwszą wyizolowaną MT bakte-
ryjną było białko z morskiej bakterii Synechococcus sp. 
RRIMP N1 [42]. Pozyskane białko charakteryzowała 
się znaczną zawartością cystein, a jego ekspresja była 
indukowana przez kadm. Ze względu na zbyt małą ilość 
uzyskanego białka poznanie sekwencji tej MT nie było 
jednak możliwe. Kilka lat później z bakterii glebowej 
Pseudomonas putida, pozyskanej z osadów ściekowych, 
wyizolowano trzy niewielkie białka, które podobnie jak 
poprzednio charakteryzowały się znaczną liczbą cystein 
i jonów metali. Białka te nazwano „pseudo-tioneinami”, 
ale ponownie nie udało się poznać ich sekwencji [25, 

Rys. 1. Historia odkryć bakteryjnych metalotionein przedstawiona na osi czasu
Powyżej osi przedstawiono te gatunki bakterii, u których metalotioneiny zidentyfikowano poprzez izolację białka z komórki

(ramka oznacza, że poznana została sekwencja aminokwasowa wyizolowanej MT). Poniżej osi gatunki baterii,
u których metalotioneiny odkryto na podstawie analizy sekwencji genomu.
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26]. W roku 1988 wyizolowano kolejne białko zaliczone 
do rodziny metalotionein ze słodkowodnej cyjanobak-
terii Synechococcus TX-20 (Synechococcus PCC 7924). 
W tym przypadku oznaczono niemal pełną sekwencję 
tego białka i wykazano, że pomiędzy nim a MT euka-
riotycznymi istnieje bardzo niskie podobieństwo ogra-
niczające się do dużej zawartości reszt cysteinowych 
i motywów, w których są one zgrupowane – Cys-X-Cys, 
Cys-X-X-Cys oraz Cys-Cys gdzie X oznacza dowolny 
aminokwas [44]. Wraz z rozwojem biologii molekular-
nej udało się zidentyfikować kolejne MT bakteryjne na 
podstawie analizy sekwencji genomowego DNA: Syne-
chococcus PCC 6301 [23], Theromosynechococcus vulca-
nus [52], jednakże białka kodowane przez odnalezione 
geny nie zostały 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 heterologiczną ekspresję 
w komórkach Escherichia coli pozyskano białka i pod-
dano je analizie biochemicznej. Ostatnią opisaną jak 
dotąd MT bakteryjną jest zidentyfikowana w Mycobac-
terium tuberculosis (prątek gruźlicy) metalotioneina 
nazwana MymT (mycobacterial metallothionein) [22].

Pierwsze metalotioneiny bakteryjne zostały wyizo-
lowane z cyjanobakterii Synechococcus, dlatego zostały 
nazwane SmtA. Odkrycie homologicznych białek 
u Pseudomonas spowodowało zmianę nazwy na BmtA 
(bacterial metallothionein) dla całej rodziny prokario-
tycznych MT, a  SmtA i PmtA odpowiednio dla MT 
Synechococcus i Pseudomonas [5]. MymT z Mycobacte-
rium charakteryzowała się jednak znacznie odmienną 
sekwencją od poznanych wcześniej bakteryjnych meta-
lotionein, dlatego zaproponowano oddzielenie dla nich 
kolejnej grupy w rodzinie tych bakteryjnych białek. 
Analiza sekwencji całych genomów bakteryjnych ujaw-
niła istnienie białek zawierających nowy typ domeny 

palca cynkowego – GatA. Białka te, mimo homologii 
części sekwencji do BmtA oraz podobnego sposobu 
wiązania jonów metali ciężkich nie są metalotioneinami 
i zostały wydzielone jako osobna rodzina prokariotycz-
nych białek [4, 7].

3. Budowa i sposób wiązania jonów metali ciężkich
 przez bakteryjne MT

Metalotioneiny wiążą jednowartościowe jony z gru- 
py 11 i dwuwartościowe jony z grupy 12 układu okre-
sowego pierwiastków. Struktura przestrzenna MT jest 
zdeterminowana przez jony metali i tylko w obecno-
ści właściwego metalu białka te przyjmują prawidłową 
konformację przestrzenną. Jony dwuwartościowe są 
wiązane w konformacji tetraedrycznej, co oznacza, że 
jeden jon jest wiązany przez cztery reszty cysteinowe. 
Natomiast jony jednowartościowe są wiązane przez 
dwie lub trzy cysteiny. Cysteiny wiążące metale mogą 
wiązać równocześnie dwa jony (tzw. cysteiny łączące) 
lub tylko jeden jon metalu – cysteiny terminalne. Naj-
lepiej poznano strukturę przestrzenną MT ssaczych, 
w których stwierdzono występowanie dwóch oddziel-
nych domen wiążących metale: domeny β wiążące 
3 jony dwuwartościowe przez 9 reszt cysteinowych oraz 
domeny α, która poprzez 11 cystein wiąże 4 jony [55].

Sekwencje aminokwasowe metalotionein bakteryj- 
nych wykazują największe zróżnicowanie spośród po- 
znanych dotąd rodzin metalotionein. Sposób wiąza- 
nia jonów metali ciężkich zależy od ilości i układu 
reszt cysteinowych, a zatem poszczególne bakteryjne 
MT mogą znacznie różnić się od siebie ilością i  ro- 
dzajem wiązanych jonów. Najlepiej poznaną BmtA 
jest SmtA z  Synechococcus PCC 7942, która zawiera 
56 aminokwasów, w tym 9 reszt cysteinowych. Ponadto 
w sekwencji aminokwasowej tej MT stwierdzono obec-
ność 3 reszt histydynowych (Rys. 2A), z których dwie są 

Rys. 2. Sekwencje aminokwasowe bakteryjnych metalotionein
Porównano sekwencje metalotionein reprezentujących dwie grupy: (A) BmtA (SmtA Synecococcus PCC 7942 oraz PmtA Pseudomonas putida), (B) MymT 
Mycobacterium tuberculosis oraz (C) porównanie 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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bezpośrednio zaangażowane w wiązanie metali poprzez 
swój pierścień imidazolowy [3]. Cechą charaktery-
styczną, jak sądzono początkowo, wszystkich metalo-
tionein jest brak aminokwasów aromatycznych, w tym 
histydyn. Jednakże odkrycie MT u roślin, a następnie 
u  bak terii pokazało, że brak aminokwasów aroma-
tycznych jest cechą charakterystyczną tylko metalo-
tionein kręgowców. Ponadto w przypadku roślinnych 
MT wykazano, że histydyny odgrywają znaczącą rolę 
nie tylko w wiązaniu metali, ale także w rozróżnianiu 
pomiędzy kadmem i cynkiem [33]. PmtA zbudowane 
są z ponad 70 aminokwasów, posiadają 10 reszt cyste-
inowych i zmienną liczbę reszt histydynowych – od jed-
nej do maksymalnie trzech (Rys. 2A). Należy jednak 
zauważyć, że ilość i układ reszt aminokwasowych wią-
żących jony metali, zwłaszcza histydyn, jest znacznie 
mniej konserwowany ewolucyjnie u różnych gatunków 
Pseudomonas niż w przypadku SmtA u różnych gatun-
ków cyjanobakterii [7]. Porównanie sekwencji SmtA 
i PmtA (Rys. 2A) pokazuje, że mimo znacznych różnic 
w składzie aminokwasowym porównywanych metalo-
tionein układ i ilość reszt wiążących metale, zwłaszcza 
cystein, jest wysoce konserwowany.

Analiza biochemiczna tych metalotionein z wyko-
rzystaniem spektroskopii mas, analizy elementarnej 
oraz magnetycznego rezonansu jądrowego wykazała, 
że MT Synechococcus PCC 7942 wiąże 4  jony cynku 
(lub kadmu) w klastrze – Zn4Cys9His2 [3, 4, 14]. 

Na rysunku 3 przedstawiono schemat wiązania 
4 jonów Zn2+ przez SmtA. Ponadto wykazano, że SmtA 
charakteryzuje się niespotykaną wśród MT z  innych 
organizmów cechą – jeden ze związanych atomów 
cynku nie podlega wymianie na dostarczany z zewnątrz 

kadm, podczas gdy typowo wiązania MT-jony metali są 
labilne i wymiana z jonów związanych z metalotioneiną 
na te dostarczane z zewnątrz zachodzi w czasie kilku 
sekund. Ta kinetyczna bierność jednego z jonów zwią-
zanego z SmtA jest prawdopodobnie spowodowana 
przez zasłonięcie go przez aminokwasy lub pozostałe 
jony metali [7]. SmtA jest także zdolne do wiązania 
innych jonów metali w tym miedzi czy rtęci [51].

MT z Pseudomonas wydają się być mniej stabilne, 
bardziej podatne na utlenianie i agregację niż te z Syne-
chococcus. Co więcej substytucja His49 SmtA przez 
Asp44 w PmtA (Rys. 2A) powoduje, że wiążą one tylko 
trzy jony cynku lub kadmu i wszystkie związane jony 
łatwo podlegają wymianie na inne jony metali dostar-
czane z zewnątrz [4, 5]. W literaturze nie ma natomiast 
doniesień opisujących strukturę przestrzenną jakiejkol-
wiek metalotioneiny z Pseudomonas. 

MymT jest najmniejszą jak dotąd poznaną prokario-
tyczną metalotioneiną, posiada 53 aminokwasy, w tym 
7  reszt cysteinowych i dwie histydynowe (Rys. 2B). 
W przeciwieństwie do wyżej opisanych metalotionein, 
MymT wykazuje większe powinowactwo do miedzi 
niż do cynku czy kadmu. Wykazano, że białko to może 
wiązać od 4 do 6–7 jonów Cu2+, natomiast najbardziej 
stabilną konformację wydaje się mieć forma z 5 jonami 
miedzi [22]. Porównanie sekwencji aminokwasowych 
SmtA, PmtA i MymT (Rys. 2C) pokazuje, że mimo 
bardzo niskiego stopnia homologii pomiędzy MymT 
a BmtA obserwuje się podobieństwo motywów zawie-
rających reszty cysteinowe. 

4. Funkcje metalotionein bakteryjnych

Wszystkie wyizolowane w latach 80. ubiegłego wieku 
MT bakteryjne, a więc z Synechococcus RRIMP N1, 
TX-20 czy P. putida pochodziły z bakterii zaadaptowa-
nych do życia w środowisku zawierającym znaczne stę-
żenia kadmu [25, 42, 44]. SmtA pojawiało się w komór-
kach bakteryjnych tylko w odpowiedzi na obecności 
kadmu i cynku, ale nie na obecności miedzi [43]. Jed-
nakże poziom transkryptów genu smtA Synecococcus 
PCC 7924 wzrastał w obecności wielu jonów metali: 
Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb czy Zn. Ponadto gen repor-
terowy lacZ umieszczony pod kontrolą promotora genu 
smtA ulegał ekspresji indukowanej przez różne metale, 
jednakże najsilniejszym induktorem był cynk. Mutanty 
Synechococcus pozbawione genu smtA są wyraźnie nad-
wrażliwe na cynk, podczas gdy na kadm tylko w nie-
wielkim stopniu [58]. Nadekspresja smtA w komórkach 
E. coli prowadzi natomiast do zwiększonej akumulacji 
cynku i miedzi, ale nie kadmu [51]. Co ciekawe, zwięk-
szoną liczbę kopii genu smtA obserwowano w szcze-
pach Synechococcus PCC 6301 charakteryzujących się 
zwiększoną tolerancją na kadm [23]. Przedstawione 

Rys. 3. Schemat wiązania jonów cynku (Zn) przez SmtA
z Synecococcus PCC 7942

Aminokwasy wiążące jony metalu oznaczono: C – cysteina, H – histy-
dyna, a stojąca przy literze cyfra/liczba oznacza kolejność tego aminokwasu 

w łańcuchu aminokwasowym, za [4, 7] (zmodyfikowane).
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wyniki sugerują, że SmtA u cyjanobakterii jest zaan-
gażowane w utrzymanie homeostazy cynku, jednakże 
nie można wykluczyć ich roli również w detoksyfikacji 
kadmu [7]. Znacznie mniej wiadomo na temat fizjolo-
gicznych funkcji MT u Pseudomonas. Poziom PmtA 
u P. putida i P. aeruginosa wzrastał w obecności kadmu 
i miedzi [16], a u P. aeruginosa także w odpowiedzi na 
ołów [41] co może sugerować udział metalotionein 
Pseudomonas w obronie komórek przed toksycznym 
działaniem metali ciężkich. 

Odmienna budowa MymT i specyficzność w sto-
sunku do wiązanych metali odzwierciedla zupełnie 
inne fizjologiczne funkcje MT u mykobakterii. Białko 
to zostało odkryte w czasie poszukiwania, które geny 
M. tuberculosis nadają jej oporność na jeden z testowa-
nych leków przeciwgruźliczych. Ekspresja genu mymT 
jest indukowana przez różne metale ciężkie, ale jej 
najsilniejszym induktorem jest miedź. Ponadto wzrost 
poziomu mRNA obserwowano w odpowiedzi na stres 
oksydacyjny, reaktywne formy azotu czy uszkodze- 
nie ściany komórkowej bakterii. Mutanty pozbawione 
genu mymT są bardziej wrażliwe na miedź, ale nie na 
inne metale ciężkie [22].

Prątki gruźlicy większą część cyklu życiowego bytują 
w fagosomach makrofagów, w których w odpowiedzi 
na zakażenie bakteryjne dochodzi do nagromadzenia 
się jonów miedzi. Sposób toksycznego działania tych 
jonów na M. tuberculosis pozostaje niejasny, możliwe 
jest działanie bezpośrednie lub pośrednie na przykład 
poprzez generowanie toksycznych ilości reaktywnych 
form tlenu. Wirulencja M. tuberculosis jest związana 
z opornością na miedź i posiada ona przynajmniej trzy 
niezależne szlaki umożliwiające obronę przed toksycz-
nym działaniem tego pierwiastka: (i) aktywne wypom-
powywanie jonów miedzi poza komórkę, (ii) oksydazy 
multimiedziowe oraz (iii) białka chelatujące miedź 
w cytoplazmie, w tym metalotioneiny. Współdziałanie 
tych mechanizmów wydaje się być niezbędne w osiąg-
nięciu pełnej zjadliwości przez prątki gruźlicy [15, 
50]. Operon mymT wchodzi w skład regulonu związa-
nego z opornością komórek na miedź kontrolowanego 
przez represor RicR, który ponadto reguluje ekspresję 
wielu innych genów obecnych tylko w patogennych 
szczepach Mycobacterium. Sugeruje to, że metalotio-
neina MymT może mieć bezpośredni związek z wiru- 
lencją tej bakterii [18]. Potwierdza to również analiza 
dostępnych sekwencji genomów mykobakterii, która 
wykazała brak genów kodujących MymT u szczepów 
mniej lub całkowicie niewirulentnych [7]. Jednakże, 
mutanty M. tuberculosis pozbawione mymT nie są 
mniej zjadliwe dla myszy niż szczepy dzikie [22]. Jest 
wysoce prawdopodobne, że całkowita utrata wirulencji 
jest możliwa tylko kiedy bakteria zostanie pozbawiona 
wszystkich mechanizmów zaangażowanych w deto-
ksyfikację miedzi [18].

BmtA i MymT różnią się znacznie nie tylko sekwen-
cją, ale także wydają się pełnić bardzo odmienne fizjo-
logiczne funkcje związane bezpośrednio z adaptacją 
komórek bakteryjnych do specyficznych nisz środo-
wiskowych jakie zajmują. Metalotioneiny bakteryjne 
są słabo konserwowane ewolucyjnie, a tym samym jest 
bardzo prawdopodobne, że ich fizjologiczne funkcje są 
bardzo różne w poszczególnych grupach bakterii [6].

5. Regulacja ekspresji bakteryjnych metalotionein

Szacuje się, że około 1/3 wszystkich białek wymaga 
do swojej aktywności jonów metali. W toku ewolucji 
pojawiła się specyficzność białko-metal, oznaczająca, 
że tylko w obecności konkretnego metalu dane białko 
może prawidłowo funkcjonować. Aktualne pozostaje 
pytanie w jaki sposób poszczególne białka rozróżniają 
jony metali i są zdolne do preferencyjnego wychwy-
tywania właściwego jonu. Jest to niezwykle istotne 
zagadnienie zwłaszcza, że poszczególne metale zaku-
mulowane są w komórkach bakteryjnych w bardzo róż-
nych ilościach, a ponadto niektóre metale łatwiej niż 
inne wiążą się z białkami zgodnie z tzw. serią Irvinga- 
-Williams’a. Zgodnie z nią najmniejszą stabilnością 
charakteryzują się kompleksy białek z jonami Mn2+ czy 
Fe2+, większą z Cu2+ i Zn2+, natomiast najsilniej białka 
wiążą jony Cu+, Fe3+ oraz toksycznych metali jak kadm 
czy rtęć [60]. Jednym z mechanizmów zapewniającym 
wiązanie odpowiednich metali przez odpowiednie 
białka jest ograniczanie ilości wolnych jonów metali 
w  komórce. Badania potwierdzają, że to nie metale 
ciężkie rywalizują ze sobą o wiązanie z białkiem, ale 
to białka między sobą rywalizują o konkretny metal. 
Ponadto, komórki posiadają liczne czynniki transkryp-
cyjne zależne od jonów metali, które regulują ekspre-
sję białek zaangażowanych w metabolizm komórkowy 
metali ciężkich. Czynniki te nazywane metalosenso-
rami (metaloregulatorami) kontrolują ekspresję genów 
kodujących białka odpowiedzialne za pobieranie, maga-
zynowanie lub wypompowywanie jonów [19]. Związa-
nie metalu przez metalosensor powoduje zmiany w jego 
konformacji, które umożliwiają interakcje z DNA i tym 
samym aktywację ekspresji genu przez niego regulo-
wanego (aktywatory transkrypcji) lub przeciwnie, po 
związaniu metalu metalosensor staje się nieaktywny 
i transkrypcja genu przez niego kontrolowanego zostaje 
zahamowana (represor transkrypcji). W  komórkach 
bakteryjnych zidentyfikowano siedem głównych rodzin 
metaloregulatorów, których nazwy pochodzą od pierw-
szych zidentyfikowanych przedstawicieli: ArsR/SmtB, 
MerR, CsoR/RcnF, CopY, Fur, DtxR, NikR [37]. Do 
rodziny ArsR/SmtB zalicza się represory transkrypcji 
regulowane przez różne jedno- i dwuwartościowe jony 
metali ciężkich, które pochodzą od wspólnego przodka, 
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ale w wyniku ewolucji uzyskały odmienną specyficz-
ność w stosunku do metali (Rys. 4). ArsR jest zależnym 
od arsenu/antymonu represorem operonu ars wystę-
pującego np. u  E. coli. SmtB jest natomiast zależnym 
od cynku represorem transkrypcji genu metalotionein 
smtA u Synechococcus [8, 11].

Gen kodujący SmtA u Synechococcus jest oddzielony 
od genu smtB przez region pełniący funkcje promotora-
-operatora długości około 100 pz. Mutanty pozbawione 
genu smtB cechują się wysoką ekspresją smtA nawet 
przy braku cynku co potwierdza, że SmtB jest zależnym 
od cynku represorem transkrypcji genu smtA [28, 40]. 

W obrębie sekwencji oddzielającej geny operonu smt 
występują cztery miejsca, w których może dochodzić 
do interakcji SmtB z DNA. Przy niskim stężeniu SmtB 
wiąże się jako monomer do jednego z dwóch miejsc 
(S1 i S2) położonych bezpośrednio po 5’ stronie genu 
smtA. Kiedy stężenie tego białka w komórce wzrasta 
powstają dimery, które wiążą się równocześnie do obu 
tych miejsc [17] i dopiero wówczas dochodzi do zaha-
mowania transkrypcji smtA [57] (Rys. 5). Wiązanie 
SmtB do dwóch pozostałych miejsc (S3 i S4) w DNA 
zachodzi tylko przy bardzo wysokich stężeniach tego 
białka. Cynk hamuje dimeryzację tego białka [17] lub 

Rys. 4. Operony, które podlegają kontroli transkrypcyjnej białek represorowych z rodziny ArsR/SmtB
Na schemacie podano również od jakiego metalu zależy dany represor oraz ekspresja jakich białek jest przez niego regulowana [8],

zmodyfikowane.

Rys. 5. Schemat przedstawiający mechanizm regulacji operonu smt przez białko SmtB w zależności od stężenia jonów Zn2+

w komórce bakteryjnej

Operon Specyficzność Białko
represorowe

Białko
oporności Funkcja

Zn(II), Co(II),
Cd(II)

SmtB SmtA metalotioneina

As(III), Sb(III) ArsR
(ArsD?)

(ArsA)
ArsB
ArsC

ATPaza tupu P
kanał błonowy

reduktaza
arsenu

Zn(II) ZiaR ZiaA ATPaza
typu P

Cd(II), Pb(II),
Bi(III), Zn(II)

CadC CadA

Zn(II), Co(II)

ATPaza
typu P

CzrA CzrB kanał błonowy

Ni(II), Co(III) NmtR NmtA ATPaza
typu P
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zmienia jego konformację przestrzenną, a tym samym 
uniemożliwia jego interakcje z DNA i aktywuje ekspre-
sję smtA [49]. Związanie wolnych jonów cynku przez 
SmtA umożliwia ponowne interakcje monomerów 
SmtB i wyciszenie ekspresji smtA. SmtB jest także regu-
latorem własnej transkrypcji prawdopodobnie poprzez 
wiązanie się z miejscami S3 i S4. Ponadto jest możliwe, 
że istnieje dodatkowy mechanizm kontroli transkryp-
cji smtA, gdyż nawet przy braku SmtB obserwowano 
wzrost ekspresji metalotioneiny smtA w  odpowiedzi 
na metale ciężkie [6].

U Synechocystis PCC 6803, w genomie której nie 
znaleziono sekwencji kodującej białko homologiczne 
do SmtA, występuje operon zia (Rys. 4). W skład ope-
ronu wchodzą, podobnie jak w  przypadku operonu 
smt, gen kodujący białko represorowe ZiaR będący 
ortologiem SmtB oraz gen kodujący pompę ZiaA 
odpowiedzialną za aktywne usuwanie jonów cynku 
z  cytoplazmy do przestrzeni periplazmatycznej [56]. 
U innej słodkowodnej cyjanobakterii Oscillatoria bre-
vis stwierdzono obecność zarówno metalotioneiny, jak 
i pompy homologicznej do ZiaA – Bxa1. Ekspresja obu 
genów jest indukowana przez jony metali ciężkich, a ich 
nad ekspresja w E. coli daje zwiększoną oporność trans -
genicznych bakterii na cynk i kadm. Wydaje się, że Bxa1 
odpowiada za szybką odpowiedź komórki na metale, 
podczas gdy SmtA raczej za utrzymanie długotrwałej 
homeostazy [36]. Ekspresja obu tych genów jest regu-
lowana przez metalosensor należący do rodziny ArsA/
SmtB – BxmR [35]. Potwierdza to, że nawet u blisko 
spokrewnionych mikroorganizmów mogą istnieć bar-
dzo zróżnicowane mechanizmy utrzymywania home-
ostazy metali [6]. Białka homologiczne do SmtB ziden-
tyfikowano również u  gatunków bardziej odległych 
ewolucyjnie np. Staphylococcus aureus. Białko CzrA 
odpowiada za regulację operonu czrAB odpowiedzial-
nego za transport cynku przez błone komórkową [30].

Za kontrolę ekspresji mymT u M. tuberculosis od- 
powiada represor RicR należący, do innej niż SmtB, 
rodziny metalosensorów CsoR/RcnF. Represor ten kon-
troluje regulon składający się z 5 operonów związanych 
z homeostazą miedzi. U M. tuberculosis występuje też 
inny czynnik transkrypcyjny zależny od miedzi – CsoR, 
a powody występowania dwóch represorów transkryp-
cji z  tej samej rodziny pozostają niejasne [27]. Przy 
wysokim stężeniu miedzi RicR nie wiąże się z  DNA 
i tym samym następuje indukcja ekspresji mymT [18].

6. Obecność metalotionein u bakterii

Analiza dotychczasowych doniesień dotyczących 
metalotionein bakteryjnych mogłaby skłonić do stwier-
dzenia, że białka te nie są szeroko rozpowszechnione 
u bakterii. Jednakże odkrycie MymT sugeruje raczej, 

że sekwencje bakteryjnych metalotionein nie są ewo-
lucyjnie konserwowane, a brak homologii pomiędzy 
metalotioneinami różnych grup bakterii może powodo-
wać problemy z odnajdowaniem genów je kodujących 
w nowo sekwencjonowanych genomach. Poza niskim 
stopniem podobieństwa także niewielkie rozmiary 
i niska złożoność MT mogą być przyczyną pomijania 
ich sekwencji kodujących w czasie automatycznych 
analiz rozrastających się baz danych bakteryjnych 
sekwencji DNA. Wiele gatunków bakterii zawiera wię-
cej niż jedną kopię genu metalotioneiny w  genomie, 
a u niektórych występują dodatkowe kopie tego genu 
zlokalizowane także w plazmidzie [7].

W wyniku przeszukana bazy sekwencji aminokwa-
sowych zdeponowanych w bazie NCBI (www.ncbi.
nlm.nih.gov/protein) za pomocą hasła: „metallothio-
nein bacteria” otrzymuje się w sumie 4848 wyniki 
(maj 2016). Interesujący jest fakt, że metalotioneiny 
są w  ten sposób znajdowane także u innych bakterii 
niż dotychczas w tym u Proteobacteria czy Actinobac-
teria. Jednakże analiza otrzymanych trafień ujawnia, 
że wiele z nich jest fałszywych. Skrót SmtA jest mylony 
z tym oznaczającym metylotransferazę (MT) zależną od 
S-adenozylo-L-metioniny (SAM), a  tym samym zna-
komita część otrzymanych trafień mimo, że opisanych 
jako metalotioneina SmtA zawiera sekwencję metylo-
transferazy a  nie metalotioneiny. Ponadto, w  wielu 
przypadkach otrzymana sekwencja nie spełnia w pełni 
wymagań stawianych metalotioneinom np. występują 
tylko 4 reszty cysteinowe. Podobnie jest w przypadku 
innych dostępnych baz danych np. bazy UniProt (www.
uniprot.org) zawierających sekwencje aminokwasowe. 
Tego rodzaju analiza baz danych nie daje odpowiedzi 
na pytanie o powszechność metalotionein u bakterii. 
Jednakże przeszukanie baz danych z wykorzystaniem 
znanych sekwencji nukleotydowych lub aminokwaso-
wych metalotionein bakteryjnych również nie da nam 
pełnego obrazu dystrybucji tych białek u bakterii ze 
względu na możliwy brak homologii pomiędzy zna-
nymi MT a tymi, które mogą pozostawać nieodkryte.

Zasadne też jest pytanie, dlaczego u bakterii poja-
wiły się metalotioneiny skoro u tych organizmów za 
utrzymanie odpowiedniego poziomu jonów metali 
ciężkich w komórce odpowiadają przede wszystkim 
transportery aktywnie usuwające te jony poza komórkę. 
Być może funkcje metalotionein u bakterii to coś wię-
cej niż utrzymanie homeostazy mikroelementów czy 
detoksyfikacja toksycznych metali. W przypadku Syne-
chococcus metalotioneiny mogą pełnić rolę rezerwuaru 
cynku na wypadek jego braku w środowisku. Nato- 
miast u M. tuberculosis istnienie wielu ścieżek obrony 
przed toksycznym stężeniem miedzi występującym 
w makrofagach może sugerować bardziej złożone fizjo-
logiczne funkcje MymT, niż tylko chelatacja toksycz-
nych jonów miedzi [7].
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7. Podsumowanie

Utrzymanie odpowiedniego stężenia metali ciężkich 
u wszystkich żywych organizmów obejmuje szereg pro-
cesów pozwalających na ścisłe kontrolowanie stężenia 
mikroelementów i obronę przed toksycznymi metalami. 
Metalotioneiny to białka bogate w  reszty cysteinowe, 
powszechne u Eucaryota, ale występujące także u nie-
których Procaryota. Są chelatorami jonów metali cięż-
kich i pełnią bardzo ważną rolę zarówno w homeostazie 
mikroelementów jak i detoksyfikacji metali niepełnią-
cych fizjologicznych funkcji. U bakterii jak dotąd meta-
lotioneiny zostały zidentyfikowane tylko u cyjnaobakte-
rii, bakterii z rodzaju Pseudomanas oraz mykobakterii. 
Zidentyfikowane MT bakteryjne różnią się budową, 
rodzajem wiązanych jonów metali ciężkich i prawdo-
podobnie pełnią odmienne fizjologiczne funkcje.

Metalotioneiny bakteryjne stanowią bardzo intere-
sującą rodzinę bakteryjnych białek, pozostają jednak 
słabo scharakteryzowane. Ze względu na niski stopień 
homologii sekwencji aminokwasowej pomiędzy MT 
bakterii identyfikacja nowych członków tej rodziny bia-
łek jest utrudniona. Konieczne są dalsze badania, które 
pozwolą stwierdzić czy MT są powszechnymi białkami 
u bakterii oraz umożliwią pełne poznanie ich budowy, 
sposobu wiązania jonów, a przede wszystkim fizjolo-
gicznych funkcji. Wraz z rozwojem badań i z zasto-
sowaniem nowoczesnych technik, istnieje nadzieja, 
że możliwe będzie jeszcze dokładniejsze poznanie ich 
mechanizmu działania i ustaleniu pełnionych przez 
nie funkcji oraz wyizolowanie kolejnych metalotionein 
z mikroorganizmów.

W przyszłości wiedza ta może mieć znaczący wpływ 
m.in. na poznanie mechanizmów wiązania i regulacji 
jonów pierwiastków śladowych przez bakterie pato-
genne, a tym samym możliwość pozyskiwania nowych 
terapeutyków oraz rozwój technik bioremediacji wód, 
gleby czy osadów z metali ciężkich. Dzięki poznaniu 
pełnionych przez te białka funkcji, możliwe będzie 
wykorzystanie ich w przemyśle biotechnologicznym, 
a  wraz z postępem nauk biologicznych i  kolejnym 
odkryciom, możliwe będzie zastosowanie MT na szer-
szą skalę w medycynie.
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1. Wstęp

Rodzaj Lactobacillus, wchodzący w skład grupy bak-
terii kwasu mlekowego (LAB), jest niejednorodną pod 
względem molekularnym [19] grupą mikrobiologiczną. 
Dany rodzaj prezentuje także wiele różnic z  punktu 
widzenia właściwości fenotypowych, konfiguracji 
kwasu mlekowego czy fermentacji różnych węglowo-
danów i alkoholi (m.in. ksylozy czy mannitolu) [19]. 
LAB zawiera około 135 gatunków i 27 podgatunków [4] 
izolowanych z ludzkich i zwierzęcych błon śluzowych, 
zwłaszcza w jamie ustnej i jelicie. Pałeczki Lactobacillus 
sp. należą do grupy bakterii Gram-dodatnich, względ-
nie lub ściśle beztlenowych, nieprzetrwalnikujących 
oraz często sprawiających trudność w identyfikacji [7]. 
Kolonizują błonę śluzową jamy ustnej, przewód pokar-
mowy i układ moczowo-płciowy, ale nie są składnikami 
flory skóry ludzkiej [3, 4]. Fermentują glukozę oraz 
należą do bakterii katalazo-ujemnych [1]. Charaktery-
zuje je brak ruchliwości i morfologiczne podobieństwo 
do innych laseczek Gram-dodatnich typu Corynebacte-
rium czy Clostridium. Najczęściej opisywanym gatun-
kiem, wywołującym zakażenia oportunistyczne u ludzi, 
był gatunek L. casei [4]. 

Pałeczki Lactobacillus sp. wytwarzają m.in. kwas mle-
kowy, co skutkuje obniżeniem pH środowiska, w którym 
się znajdują. W przemyśle do produkcji m.in. mleka fer-

mentowanego, jogurtów i produktów farmaceutycznych 
używa się wyselekcjonowanych szczepów Lactobacillus 
acidophilus, L. casei, L. rhamnosus [2]. Przemysł sero-
warski korzysta z gatunków mezofilnych typu L. casei, 
L. paracasei czy L. plantarum [4]. Rola bakterii kwasu 
mlekowego związana jest z ich umiejętnością rozkładu 
białek i tłuszczów chociaż samo działanie tychże pałe-
czek w ludzkim przewodzie pokarmowym nie jest jesz-
cze szczegółowo poznane. Prawdopodobnie w ludzkim 
układzie pokarmowym LAB realizują 4 różne ważne dla 
gospodarza funkcje: produkcja substancji przeciwbak-
teryjnych (kwas mlekowy, nadtlenek wodoru), zdolność 
do przylegania i współzawodnictwo o receptory adhe-
zyjne z patogenami, rywalizacja z ewentualnymi pato-
genami o składniki odżywcze oraz stymulacja układu 
odpornościowego [14]. Spożycie wyrobów zawierają-
cych tzw. probiotyki poprawia, zarówno ilościowo jak 
i jakościowo, mikrobiotę ludzkiego przewodu pokar-
mowego. Już na przełomie XVIII i XIX wieku rosyjski 
uczony Miecznikow uważał, że picie fermentowanego 
mleka pomaga w zatruciach pokarmowych i wpływa na 
długowieczność [14, 19, 32]. Jak pisze Fuller stosowanie 
probiotyków jest często skuteczną metodą zapobiegania 
wzrostowi chorobotwórczych drobnoustrojów [14]. 

W toku badań nad bakteriami kwasu mlekowego 
posługiwano się rozmaitymi definicjami dotyczącymi 
probiotyków. Dawniej probiotykami nazywano bak-
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terie, zwłaszcza należące do grupy LAB oraz pobu-
dzające wzrost innych drobnoustrojów [18]. Obecnie 
probiotyki charakteryzuje się jako jedną lub mieszaną 
kulturę żywych mikroorganizmów, które wspierają 
mikrobiologiczną równowagę przewodu pokarmowego 
oraz mogą mieć korzystny wpływ na zdrowie człowieka 
[18]. Ishibashi określa je jako żywność lub suplementy 
diety zawierające żywe kultury bakterii [19], które 
znajdują zastosowanie w terapii chorób jelitowych, 
ale posiadają także potencjał patogenny i mogą przy-
czynić się do powstawania zakażeń oportunistycznych 
[25]. WHO definiuje probiotyki jako żywe mikroorga-
nizmy, których odpowiednia liczba przynosi zdrowotne 
korzyści gospodarzowi [37]. 

De Vos przypisuje bakterie kwasu mlekowego do 
typu Firmicutes, czyli Gram-dodatnich drobnoustrojów, 
mających niską zawartość guaniny i cytozyny oraz uży-
wanych jako startery w przemysłowej produkcji żyw-
ności fermentowanej, zwłaszcza produktów mlecznych 
[11]. Badania molekularne wykazały, że plazmidowe 
transpozony rodzaju Lactobacillus kodują wiele związ-
ków przydatnych przemysłowo m.in. laktozę i  cytry-
nian – właściwość ta może być wykorzystana w gene-
tycznym modyfikowaniu szczepów [11]. 

Mikroorganizm, będący probiotykiem, musi także 
tolerować trudne wewnętrzne warunki panujące 
w układzie pokarmowym człowieka [30]. W celu okreś-
lenia bezpieczeństwa probiotyku należy zbadać jego 
potencjalną chorobotwórczość obejmującą wytwarzane 
toksyny oraz szkodliwe substancje wydzielane na dro-
dze przemian metabolicznych [19]. Zatem warunkiem 
jaki muszą spełnić szczepy probiotyczne jest brak sekre-
cji szkodliwych substancji (amoniak czy drugorzędowe 
kwasy żółciowe) w swoim szlaku aktywności metabo-
licznej gdyż działają one kancerogennie na komórki 
przewodu pokarmowego. Niektóre gatunki posiadają 
także zdolność wiązania, fibronektyny, fibrynogenu 
oraz kolagenu, czym przyczyniają się m.in. do agregacji 
płytek krwi [18, 22]. 

Jednak bakterie kwasu mlekowego zostały uznane 
ogólnie za bezpieczne przez Amerykańską Agencję 
Żywności i Leków (FDA), gdyż wcześniejsze raporty 
dokumentowały, że ryzyko zakażeń spowodowanych 
Lactobacillus sp. jest bardzo niskie oraz rzadko fatalne 
w  skutkach [9]. Współczesne badania wykazały, że 
nadmierne spożycie probiotyków i produktów fermen-
towanych może stać się przyczyną chorób i zakażeń 
Lactobacillus sp. 

2. Czynniki zwiększające ryzyko zakażeń 
 Lactobacillus sp.

Szczególnie podatne na zakażenia bakteriami kwa- 
su mlekowego są osoby z obniżoną odpornością, pa- 
cjenci z trwałą, utrzymującą się neutropenią [1, 18, 20, 

24] oraz przewlekle chorzy, zwłaszcza cukrzycy [1, 13, 
16, 20, 24, 28, 30]. Ishibashi do czynników zwiększają-
cych ryzyko zakażeń oportunistycznych, spowodowa-
nych zakażeniem Lactobacillus sp., zalicza: uszkodzenia 
skóry, przewlekłe choroby, nowotwory oraz nieprawi-
dłowe stosowanie leków [20]. Carretto opisuje czyn-
niki wpływające na rozwój lactobacillemii – przeszczep 
organu, immunosupresja i wcześniejsze stosowanie 
wankomycyny [7]. 

Cannon opisuje przypadek pacjenta z ropniem 
wątroby, który na kilka miesięcy przed zakażeniem Lac-
tobacillus sp., stosował dietę bogatą w napoje mleczne 
zawierające L. rhamnosus GG [5]. Gouriet określa 
ryzyko zakażenia Lactobacillus sp. jako zdecydowanie 
niskie i szacuje, że tylko 0,05–0,4% z wszystkich przed-
stawionych przypadków infekcyjnego zapalenia wsier-
dzia i bakteremii, to przypadki zależne od Lactobacillus 
sp. [15]. Jednakże DuPrey szacuje jednoroczną prze-
żywalność po stwierdzeniu lactobacillemii na 48% do 
69% [13]. W większości przypadków przyczyną zgonu 
była choroba podstawowa, niemniej jednak zakażenie 
przyczyniło się do niej w znacznym stopniu. Carretto 
zwraca uwagę na inną cechę bakterii kwasu mlekowego, 
tj. ich zdolność do adhezji do powierzchni abiotycznych, 
w tym przypadku cewnika zastosowanego u pacjenta [7].

Do czynników wpływających na podatność na zaka-
żenie należą również: stosowanie antybiotyków o szero-
kim spektrum działania, w szczególności wankomycyny 
[1, 5, 17, 18, 24, 28], stan po transplantacji [1, 5, 7, 15, 
24, 28], nowotwory, wady serca, zwłaszcza zastawek [7], 
nadmierne spożywanie mleka, produktów mlecznych 
[2, 5, 28] i probiotyków [15, 17, 30], hamowanie układu 
immunologicznego pacjenta w trakcie transplantacji lub 
leczenia [2, 13, 15, 17, 18, 24, 28], ingerencje chirur-
giczne oraz procedury inwazyjne, szczególnie w układ 
oddechowy i pokarmowy [1, 7, 15], długi czas cewni-
kowania żylnego [15, 24]. Stąd w przypadku pacjentów 
bardzo obciążonych wskazanymi czynnikami, zwłaszcza 
kardiologicznie, należy z dużą rozwagą podchodzić do 
stosowania probiotyków w postaci suplementów diety. 

Według Cannona prawdopodobną przyczyną 47% 
przypadków bakteryjnego zapalenia wsierdzia, spowo-
dowanego Lactobacillus sp., mogło być leczenie stoma-
tologiczne lub stan uzębienia pacjenta [5]. Natomiast 
w trzech przypadkach, jako przyczynę wskazano nad-
mierne spożycie produktów mlecznych [5]. W ponad 
60% przypadków bakteryjne zapalenie wsierdzia powo-
dowały szczepy Lactobacillus casei, następnie Lactoba-
cillus plantarum i Lactobacillus acidophilus [18]. 

3. Identyfikacja Lactobacillus sp.

Bardzo trudno jest przeprowadzić pełną diagno-
stykę mikrobiologiczną Lactobacillus sp. ze względu 
m.in. na trudności w jego hodowli oraz podobieństwo 
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do innych bakterii stąd konieczność zastosowania 
nowoczesnych metod molekularnych. Często pałeczki 
Lactobacillus są mylone z Bifidobacterium lub trakto-
wane jako zanieczyszczenie hodowli, co znacznie prze-
dłuża diagnostykę chorego i jego leczenie. Na podsta-
wie liczby przypadków oraz ciężkości ich przebiegu 

(materiały badane: krew, ropnie, płyn otrzewnowy 
i mózgowo-rdzeniowy, wsierdzie) za najbardziej cho-
robotwórczy uznaje się gatunek L.rhamnosus [2–4, 7, 
15, 16, 18] (tab. I). Gatunek ten, razem z L. paracasei 
i  L. casei, posiada ważne znaczenie kliniczne według 
danych przedstawionych przez Russo [28].

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 drenażu 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 płyn otrzewnowy wankomycyna, gentamycyna,      − [7]
  erytromycyna
L. rhamnosus krew     − tazocin, gentamycyna, [7]
   wankomycyna, ryfampicyna
L. rhamnosus krew penicylina, gentamycyna, linezolid wankomycyna [15]
L. rhamnosus krew, płyn ampicylina, ryfampicyna, erytromycyna, benzylopenicylina, cefotaksym, [16]
 mózgowo-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. płuc, 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 pęcherzyk żółciowy linezolid  wankomycyna [5]

L. curvatus krew ampicylina     − [2]

L. acidophilus krew     − wankomycyna [3]

Tabela I
Gatunki Lactobacillus wyizolowane z określonych miejsc zakażonych oraz zastosowana antybiotykoterapia

Brak danych (–)

Gatunek Lokalizacja zakażenia
Stosowana antybiotykoterapia Piśmien-

nictwoskuteczna nieskuteczna
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Według fińskich danych z lat 1990–2000 rodzaj 
Lactobacillus stanowił 0,1–0,2% wszystkich izolatów 
pochodzących z hodowli krwi pacjentów z sepsą [30]. 
Badania pokazują, że u pacjentów z bakteremią naj-
lepszym materiałem do izolacji gatunku L. rhamno-
sus jest krew – potwierdziło to 16 z 25  przypadków, 
w  pozostałych L. rhamnosus izolowano także z  płuc, 
ropni i  gardła [15]. Zazwyczaj aby określić przyna-
leżność taksonomiczną bakterii, stosuje się barwienie 
metodą Grama oraz określa się charakterystyczne cechy 
wzrostu kolonii i wzory biochemiczne. Współczesne 
metody taksonomii wykorzystują techniki fenotypowe 
oraz analizy genetyczne. Do metod fenotypowych zali-
cza się badanie składu ściany komórkowej, „białkowy 
odcisk palca”, czyli analizę rozpuszczalnych cytoplaz-
matycznych białek oraz elektroforetyczną ruchliwość 
wybranych enzymów [23]. Identyfikując biochemicznie 
prawdopodobnie dosyć łatwym do zidentyfikowania 
tymi metodami, może być L. rhamnosus posiadający 
ramnozę jako komponent ściany komórkowej i mogący 
ją fermentować. Do testów biochemicznych zaliczają się 
jeszcze: test redukcji azotanów, utleniania glukonianu, 
hydrolizy skrobi [35]. Natomiast analiza fermentacji 
L-arabinozy, redukcji azotanu i wzrostu w 20oC pozwala 
odnotować pewne różnice między gatunkami L. reu-
teri i L. fermentum [19,23]. Fińskie badania pokazały, że 
stosując konwencjonalne metody możliwe jest zidenty-
fikowanie tylko 30–50% izolatów [31], dokładna iden-
tyfikacja wymaga analizy molekularnej [36]. 

Najpewniejszą, najdokładniejszą oraz szybką 
i tanią metodą identyfikacji izolatów Lactobacillus sp. 
okazało się użycie metody MALDI-TOF MS (Matrix-
-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight 
Mass Spectrometry), czyli jonizację próbki połączoną 
z pomiarem jej masy w spektrometrze masowym [12, 
34]. W  przypadku badań materiałów klinicznych, za 
pomocą MALDI-TOF MS, czas ma szczególne zna-
czenie, gdyż wykazano bezpośrednią zależność mię-
dzy wykorzystaniem szybkich metod diagnostycznych, 
a  śmiertelnością pacjentów [12]; metoda ta znacznie 
redukuje czas oczekiwania na oznaczenie gatunku. Do 
zalet MALDI-TOF MS, oprócz wcześniej wspomnia-
nych, należy wiarygodność i powtarzalność wyników 
oraz zdolność do identyfikacji szerokiej gamy mikro-
organizmów [12]. MALDI-TOF MS używa się także do 
szybkiego wykrycia wrażliwości na antybiotyk – mikro-
organizm oporny i wrażliwy na dany antybiotyk różni 
się w zakresie mas i posiada dwa profile widma [34]. 
Ograniczeniem tej metody może być wymóg czystej 
i  dobrze wyizolowanej kultury oraz brak rozróżnie- 
nia blisko spokrewnionych mikroorganizmów. Do- 
datkowo w przypadku organizmów anaerobowych 
bazy danych są jeszcze stosunkowo skąpe i wymagają 
dalszego rozszerzenia i  rozwoju, a metody ekstrakcji 
standaryzacji [12].

Drugą coraz częściej stosowaną metodą jest zse-
kwencjonowanie genu 16S rRNA. Reakcja łańcuchowa 
polimerazy (PCR) jest procedurą standardową w iden-
tyfikowaniu gatunków mikroorganizmów [15]. Sekwen- 
cjonowanie chromosomu plazmidowego pozwala na 
dokładną klasyfikację, odkrywanie nowych szczepów, 
wprowadzanie zmian i przeklasyfikowywanie starych 
gatunków oraz rozwój taksonomii rodzaju Lactoba-
cillus [4]. Salminen opisuje przypadek, kiedy izolaty 
potencjalnie nie należące do rodzaju Lactobacillus i nie 
rosnące na podłożu agarowym MRS (de Man, Rogosa, 
Sharpe) mogą być identyfikowane metodą sekwencjo-
nowania 16S rDNA [30]. 

Do wykrycia L. rhamnosus w próbkach fermento-
wanej żywności lub preparatach probiotycznych sto-
suje się metodę FAFLP (Fluorescent Amplified Frag-
ment Length Polymorphism) bazującą na selektywnej 
amplifikacji materiału genetycznego podczas reak-
cji PCR z trawienia genomowego DNA [4]. Reakcję 
PCR prowadzi się z użyciem znakowanych fluores-
cencyjnie starterów. 

Oprócz metody FAFLP skutecznymi molekularnymi 
technikami są:
1. analiza enzymów restrykcyjnych (REA-Restriction 

Enzyme Analysis) – DNA jest trawione przez endo-
nukleazy restrykcyjne, następnie fragmenty rozdziela 
się w żelu agarozowym, a złożony wzór jest anali-
zowany komputerowo; trudność metody polega na 
doborze właściwych enzymów, dzięki którym pro-
gram komputerowy rozróżni dane szczepy [19]; 

2. losowa amplifikacja polimorficznego DNA (RAPD-
-Randomly Amplified Polymorphic DNA) – opiera 
się na reakcji PCR, polega na przyłączaniu starterów 
w niskiej temperaturze i amplifikacji interesujących 
nas fragmentów [19];

3. rybotypowanie – wzory restrykcyjne rRNA są two-
rzone przez hybrydyzację z 23S i 16S rRNA, trawie-
nie chromosomalnego DNA i elektroforeza następuje 
w trakcie Southern Blotting, następnie DNA przeno-
szone jest na membranę; rybotypowanie jest łatwiej-
sze i stabilniejsze od REA [19];

4. amplifikacja długości fragmentów polimorficznych 
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
–  polega na trawieniu DNA dwoma enzymami 
restrykcyjnymi oraz amplifikacji fragmentów i  ich 
rozdziale w żelu poliakrylamidowym [28]. 

4. Chorobotwórczość Lactobacillus sp.

Lactobacillus sp. najczęściej powiązany jest z: zapa-
leniem wsierdzia [1, 3, 4, 7, 10], opon mózgowych [1, 
3, 10, 17], sepsą [1, 10], zakażeniem dróg moczowych 
[1, 7, 17], układu rodnego u kobiet [13, 17], próchnicą 
zębów [10, 17, 35]. Odnotowano także pojedyncze 
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przypadki zapalenia opon mózgowych spowodowa-
nego L. rhamnosus w następstwie bakteremii i alloge-
nicznego przeszczepu komórek krwiotwórczych [26], 
niedokrwienne zapalenie okrężnicy [24], zapalenie 
błon płodowych [5], wrzodziejące zapalenie okrężnicy 
[25], rozwarstwienie aorty i zapalenie śluzówki macicy 
[28], zakażenie u 6-dniowego noworodka prawdopo-
dobnie związane z ograniczeniem wzrostu wewnątrz-
macicznego [29].

W latach 1995–2000, w Finlandii, opisano 90 przy-
padków bakteremii spowodowanej zakażeniem Lac-
tobacillus sp., w  tym 28 przypadków zdiagnozowano 
w Centralnym Szpitalu Uniwersyteckim w Helsinkach 
[30]. Arpi opisuje sześć przypadków bakteremii, w tym 
pięć ze stanem obniżonej odporności jako prawdopo-
dobnym czynnikiem zwiększającym ryzyko zakażenia 
Lactobacillus sp. [2]. Główne objawy zakażenia krwi 
[1, 3, 4, 17, 19] o etiologii Lactobacillus sp., to gorączka 
[1, 4, 6, 14], leukocytoza [1, 4], dreszcze [1, 4] i niedociś-
nienie [4, 6]. Średnia wieku pacjentów z  bakteremią 
powodowaną Lactobacillus sp. mieściła się w  grani-
cach 55 a  60  roku życia i cecha ta pojawiała się bez 
względu na płeć i towarzyszące choroby [1]. Odnotowy-
wano także współistniejące odmiedniczkowe zapalenie 
nerek [1], infekcje przeszczepu aorty [1] oraz ropnie 
wewnątrzbrzuszne [3, 4, 7]. 

Bakteremia i odmiedniczkowe zapalenie nerek 
o etiologii Lactobacillus sp. to rzadki przypadek [13]. 
Na sepsę odnerkową składa się wiele przyczyn m.in. 
kamica nerkowa, niekontrolowana cukrzyca, obniżona 
odporność. Istnieją także niepotwierdzone przypadki 
zakażeń Lactobacillus sp., są to m.in. ropień wątroby 
u  pacjentki z cukrzycą, która przyjmowała L. rham-
nosus; zakażenie L. rhamnosus po ekstrakcji zęba 
u  pacjenta przyjmującego tabletki probiotyczne do 
żucia; sepsa u sześciotygodniowego niemowlęcia po 
doustnym podaniu Lactobacillus sp. [16].

Rodzaj Lactobacillus bytujący w ludzkim organiz-
mie może także produkować glikozydazy i  proteazy 
umożliwiające rozkład ludzkich glikoprotein [28]. 
Wspomniane enzymy mogą być również czynnikami 
działającymi patogennie w rozwijającym się zapale-
niu wsierdzia ze względu na możliwość kolonizacji 
powierzchni naczyń krwionośnych [28]. Badania Harty 
wykazały, że większość znajdujących się w jamie ustnej 
gatunków Lactobacillus sp. posiada zdolność do wywo-
ływania agregacji płytek krwi, w tym najważniejsze to 
gatunki L. rhamnosus, L. paracasei, L. fermentum, L. aci-
dophilus [17]. Potwierdza to związek jaki przedstawił 
Cannon w swoich badaniach dotyczący wpływu inge-
rencji stomatologicznych na zapalenie wsierdzia [5]. 
Dodatkowo w badaniu czynników patogenezy zapale-
nia wsierdzia stwierdzono, że szczepy wywołujące tę 
chorobę produkują dwa enzymy N-acetylo-beta-D-
-glukozaminidazę i alfa-D-galaktozydazę aktywujące 

białko C podobne, oraz zaktywowany czynnik X i czyn-
nik Hagemana, które zaburzają proces krzepnięcia krwi 
powodując wytrącanie skrzepów fibrynowych [28]. 
Ponadto pałeczki Lactobacillus sp. dobrze wiążą się 
z kolagenem typu I (wiąże fibronektynę) i V (w miejscu 
uszkodzonego śródbłonka), co może mieć znaczenie we 
wczesnych stadiach kolonizacji uszkodzonej zastawki 
serca [18]. Jak donosi Harty całkowitą inhibicję agrega-
cji uzyskano dodając do hodowli EDTA, RGDS – inhi-
bitora fibronektyny i fibrynogenu oraz różne stężenia 
dipirydamolu [18]. Podobny efekt zahamowania agre-
gacji osiągnięto redukując dostępność jonów wapnia 
i enzymów uczestniczących w reakcji [18]. Istotne zna-
czenie ma również pH środowiska – przy niskim pH 
rośnie ilość związanego przez LAB fibrynogenu i fibro-
nektyny i nawet po powrocie do neutralnego pH bakte-
rie zatrzymują pewien procent związanych białek [18].

Badania Bernardeau wykazały, że Lactobacillus sp. 
może produkować także inne szkodliwe dla ludzkiego 
organizmu substancje, np. D-mleczan i aminy bio-
genne kumulujące się w fermentowanych produktach 
[4]. Wtórne zakażenia krwi o źródle w zakażeniach 
układu pokarmowego wiążą się ze zdolnością translo-
kacji Lactobacillus sp. przez śluzówkę jelit do krwio-
obiegu – prawdopodobną pierwotną przyczyną było 
niedokrwienne zapalenie jelita grubego [24]. Przykła-
dem może być pacjent z wrzodziejącym zapaleniem 
okrężnicy, który zachorował na sepsę w trakcie lecze-
nia probiotykami i obniżającymi odporność kortyko-
steroidami. Inne, potencjalnie szkodliwe, właściwości 
rodzaju Lactobacillus odnotowane w ludzkim przewo-
dzie pokarmowym to m.in. dekarboksylacja tyrozyny, 
aktywność dekoniugacyjna kwasów żółciowych, aktyw-
ność enzymatyczna (produkcja azoreduktazy, nitrore-
duktazy, β-glukuronidazy, glikozydazy) oraz degradacja 
kwasu hialuronowego [4]. 

Naukowcy stają przed problemem użycia genetycz-
nie zmodyfikowanych bakterii kwasu mlekowego jako 
wektorów do przenoszenia rekombinowanych protein 
w chorobach autoimmunologicznych, wrzodziejącym 
zapaleniu jelita, chorobie Crohna czy nowotworach 
[6]. Dowiedziono, że zmodyfikowane mikroorganizmy 
zmniejszają stan zapalny i skutki uboczne stosowania 
konwencjonalnych leków oraz mogłyby zmniejszyć 
koszty leczenia. Oprócz zalet metoda ta posiada wiele 
wad. Główną jest możliwość przeniesienia antybio-
tykooporności ze zmodyfikowanego mikroorganizmu 
na mikroflorę jelitową, a u osób podatnych na zaka-
żenia LAB, odnotowywano zakażenia oportunistyczne 
oraz działanie prozapalne. 

Badano in vitro wpływ bakterii kwasu mlekowego 
na system odpornościowy człowieka [33]. Stwierdzono, 
że z czterech szczepów L. acidophilus (La1, La3, La10, 
La18), największą zdolność przylegania do monowar-
stwy komórek Caco-2, niezależnie od stężenia jonów 
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wapnia, posiada L. acidophilus La1 i zdolność ta obniża 
się w świeżym buforze. Wzrost spożycia Lactobacillus 
sp. z  pokarmem znacznie podnosi aktywność fago-
cytarną monocytów i ogólnie zwiększa aktywność 
fagocytarną granulocytów, jednak efekt ogólny nie 
ma wielkiego znaczenia gdyż odsetek monocytów we 
krwi jest mały [31]. 

5. Podsumowanie

Chociaż rodzaj Lactobacillus nie jest uważany za 
znacząco chorobotwórczy, to u pacjentów z osłabioną 
odpornością, może stać się przyczyną zakażeń i poważ-
nych niekiedy śmiertelnych chorób. Warto wziąć pod 
uwagę, że z pozoru bezpieczny Lactobacillus sp. jest 
dosyć trudny w hodowli i identyfikacji, często wybra-
nie nawet kilku metod klasycznych jest niemiarodajne. 
Ze względu na produkcję przez bakterie kwasu mle-
kowego wielu czynników zjadliwości, fibrynogenu czy 
enzymów zaburzających proces krzepnięcia wydaje się 
oczywisty związek tych mikrobów z chorobami serca 
– zapaleniem wsierdzia czy chorobami zastawek. 

Zdrowy, stabilny mikrobiom jest w pełni efektywny 
w  regulacji mechanizmów ochronnych człowieka, 
zatem i zdrowy organizm nie potrzebuje dodatkowych, 
dostarczanych w pożywieniu bądź w suplementach 
diety mikroorganizmów probiotycznych. 
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1. Wstęp 

Do rodzaju Francisella przez wiele lat zaliczane 
były zaledwie trzy gatunki: F. tularensis, F. philomira-
gia i F. novicida. Jednakże w ostatnich latach opisano 
kolejne gatunki należące do tego rodzaju: F. guang-
zhouensis, F. halioticida, F. hispaniensis, F. noatunensis 
oraz F. piscicida [9, 43, 49, 68, 73]. Ponadto, Wolba-
chia persica została przeklasyfikowana jako F. persica 
[49], a  F. novicida jako  tularensis obejmuje obecnie 
cztery podgatunki: F. tularensis spp. tularensis – okreś-
lany również jako TypA, F. tularensis spp. holarctica 
– określany też jako Typ B, F. tularensis spp. mediasia-
tica oraz F. tularensis spp. novicida, których występo-
wanie jest ściśle związane z obszarem geograficznym 
[45]. Uwzględniając obszar występowania oraz struk-
turę genomu Typ  A F. tularensis podzielono dalej na 
podtypy A.I i A.II [24, 45]. Typ A występuje głównie 
w Ameryce Północnej, przy czym podtyp A.I dominuje 
w  części centralnej i  wschodniej kontynentu, a  pod-
typ A.II w zachodniej części Stanów Zjednoczonych. 
Typ B występuje na całym świecie, a w szczególności 
w Europie i Azji. F. tularensis spp. mediasiatica wykry-
wana była w rejonach centralnej i środkowej Azji, nato-
miast F. tularensis spp. novicida jest rzadko izolowana, 
głównie w Ameryce Północnej, Tajlandii [51] a w ostat-
nim czasie także w Australii [35, 63, 67, 95].

Bakteria F. tularensis jest wysoce zjadliwą, tle-
nową, Gram-ujemną pałeczką, o wielkości 0,2–0,5 µm 
do 0,7–1,0 µm. Jest to wewnątrzkomórkowy patogen 
–  po wniknięciu do organizmu gospodarza bakteria 
ta zostaje wchłonięta przez makrofagi i namnaża się 
w  nich. W  warunkach laboratoryjnych F. tularensis 
do wzrostu wymaga obecności cystyny bądź cysteiny 
w podłożu. Stwierdzono jednak występowanie szcze-
pów atypowych, które zdolne są do wzrostu bez obec-
ności wymienionych związków [8, 46, 50]. Pałeczki 
Francisella nie tworzą przetrwalników, są nieruchliwe 
– słabo katalazododatnie, oksydazoujemne o charak-
terystycznym komórkowym profilu kwasów tłuszczo-
wych. Zdolne są one do wzrostu na większości komer-
cyjnych podłoży z dodatkiem krwi, nie rosną lub rosną 
słabo na podłożach z agarem [50, 56]. Większość szcze-
pów zdolna jest do tworzenia biofilmu, co ma wpływ 
na patogenezę [61]. 

Ze względu na bardzo niską dawkę infekcyjną, 
łatwość rozprzestrzeniania się drogą powietrzną [24] 
i wysoką chorobotwórczość, F. tularensis wymaga spe-
cjalnego nadzoru sektora zdrowia publicznego i zali-
czana jest do niebezpiecznych czynników biologicznych 
kategorii A wg CDC [16].

W naturalnych warunkach bakterie te można izo-
lować ze skażonej wody, siana oraz gleby, gdzie mogą 
bytować przez wiele tygodni w warunkach obniżonej 
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temperatury [59]. Rezerwuarem tego zarazka są m.in. 
myszy, szczury, nornice, wiewiórki, króliki i zające. 

2. Chorobotwórczość, źródła i drogi zakażenia

Bakterie F. tularensis wywołują tularemię – ostrą 
chorobę zakaźną ludzi i zwierząt zwaną inaczej dżumą 
gryzoni, dawniej gorączką królików (rabbit fever), 
gorączką jelenich much (deer-fly fever), chorobą stra-
ganiarzy (market men’s disease) w USA, chorobą zajęcy 
(yato-bayo) i chorobą Ohary w Japonii oraz chorobą 
łowców szczurów wodnych w Rosji [27, 36, 37]. Tula-
remia występuje bardzo szeroko wśród wielu gatunków, 
nie tylko dzikich zwierząt: opisano przypadki wśród 
zajęczaków, gryzoni, zwierząt mięsożernych, ryb, bez-
kręgowców oraz stawonogów. Choroba może wystę-
pować również u zwierząt domowych: w  2011  roku 
opisano pierwszy w Europie przypadek psa chorego na 
tularemię, który miał kontakt z dzikim zającem [15, 66].

Wektorami tularemii mogą być owady ssące, takie 
jak komary, pluskwy oraz kleszcze. Człowiek może 
zakazić się F. tularensis poprzez bezpośredni kontakt 
z  chorym zwierzęciem, jego tkankami (przez uszko-
dzona skórę, zadrapania, zranienia), droga aerogenną 
(poprzez wdychanie pyłu roślinnego zanieczyszczonego 
odchodami gryzoni), drogą pokarmową (poprzez spo-
żywanie skażonej żywności lub wody), przez spojówki 
w wyniku zatarcia oczu brudnymi palcami oraz uką-
szenia zakażonych stawonogów [28]. W ostatnim czasie 
coraz częściej odnotowywane są przypadki odkleszczo-
wego zakażenia tularemią [25, 39,75]. 

Pałeczki F. tularensis w kleszczach namnażają się 
bardzo intensywnie. Zakażenie kleszcza może nastąpić 
we wszystkich jego fazach rozwojowych (larwa, nimfa), 
co oznacza możliwość przebywania bakterii w organi-
zmie kleszcza w ciągu całego jego życia, tj. nawet kilka 
lat. Zakażony kleszcz może przenosić zarazek pośród 
ludzi i zwierząt przez wszystkie swoje fazy rozwoju 
(transtadialnie), oraz poprzez składanie jaj (trans-
owarialnie). Dzięki takim rezerwuarom w naturalnym 
ognisku infekcja może istnieć nieograniczenie długo, 
poprzez cyrkulację zarazka: gryzoń jako dawca – sta-
wonóg jako przenosiciel – gryzoń jako biorca. Dzięki 
temu zarazek przechowuje się w okresach międzyepi-
demicznych i przy sprzyjających warunkach powoduje 
nowe epizootie i epidemie [48].

Tularemia u człowieka przyjmuje następujące posta-
cie kliniczne: wrzodziejącą, węzłową, alginową, żołąd-
kowo-jelitową, płucną, ocznowęzłową oraz durową. 
[1]. F. tularensis może wywoływać również zapalenie 
wsierdzia. [22] Na uwagę zasługują nietypowe formy 
lub objawy tej rzadkiej choroby, które często mylone są 
z innymi chorobami chociażby takimi jak: mononukle-
oza zakaźna, atypowe zapalenie płuc, choroba kociego 

pazura czy gruźlica węzłów chłonnych [7]. Wystę-
powanie objawów niespecyficznych i nieprawidłowa 
diagnoza przyczynia się do pominięcia choroby i nie-
prawidłowego leczenia. Taka sytuacja wpływa często 
na niedoszacowanie danych epidemiologicznych oraz 
utrudnia monitorowanie rozprzestrzeniania się cho-
roby. Utrudnione zostaje wówczas oszacowanie ryzyka 
zagrożenia zdrowia w społeczeństwie i tym samym 
adekwatna reakcja na ewentualne ryzyko epidemii. 
Ma to szczególne znaczenie w przypadku zagrożenia 
bio terrorystycznego. [83]. 

Podgatunki F. tularensis drastycznie różnią się cho-
robotwórczością dla człowieka. F. tularensis spp. tula-
rensis charakteryzuje bardzo niska dawka zakaźna od 
10 do 50 komórek bakteryjnych oraz śmiertelność na 
poziomie 5–30%. Zakażenia F. tularensis spp. holar ctica 
mają łagodniejszy przebieg, a przypadki śmiertelne zda- 
 rzają się rzadko [90]. Zakażenia F. tularensis spp. novicida 
odnotowywane są sporadycznie w niektórych rejonach 
Ameryki Południowej i Australii. Natomiast F. tularensis 
spp. madiaasiatica nie wywołuje zakażeń u ludzi [106]. 
Pomimo znaczących różnic w zjadliwości tych czterech 
podgatunków F. tularensis są one w 95–98% identyczne 
na poziomie genetycznym [17, 92, 93].

3. Występowanie choroby

Tularemia występuje endemicznie w większości 
krajów europejskich. Liczba przypadków zachorowań 
zwykle nie przekracza 1000 w ciągu roku w krajach Unii 
Europejskiej. Na obszarach, takich jak Finlandia i Szwe-
cja, ogniska zawierające powyżej setki przypadków reje-
strowane są co najmniej raz na dziesięć lat. W innych 
rejonach ogniska występują sporadycznie. W Hiszpanii 
w latach 1997–2007 zarejestrowano 916  przypadków 
tej choroby u ludzi. W latach 2006–2011 największe 
epidemie miały miejsce w Finlandii w liczbie 1565 
przypadków (z których powyżej 400 zanotowano 
w roku 2006, 2007 oraz 2009), oraz w Szwecji w liczbie 
1875 przypadków [71, 87]. W Niemczech od 2005 roku 
zaobserwowano wzrost liczby zachorowań na tulare-
mię. W  ciagu kolejnych 6 lat, liczba potwierdzonych 
przypadków wyniosła 109 [87], podczas gdy w ciągu 49 
poprzednich lat całkowita liczba przypadków wynosiła 
184 [41, 84]. W pozostałych krajach Unii Europejskiej 
liczba zarejestrowanych w tym okresie przypadków 
wynosiła od 50 do 100. W Polsce ogniska epidemiczne 
występowały głównie na północy kraju. W latach 
2000–2010 zostało w sumie zarejestrowanych 25 przy-
padków tej choroby na terenie całego kraju. Według 
danych NIZP-PZH, zanotowano 58 przypadków tulare-
mii u ludzi w latach 1996–2014, przy czym w roku 2011 
oraz 2012 odnotowano po 6 przypadków tej choroby. 
W 2013 liczba zachorowań wzrosła do 8 zdiagnozowa-
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nych przypadków, a w 2014 potwierdzono ich siedem 
[57]. W czasie ostatnich 50 lat większość odnotowanych 
przypadków tularemii w Polsce związana była z pracą 
przy królikach i dotyczyła septycznej i durowej postaci 
tej choroby. Ostatnio coraz częściej odnotowywana jest 
postać wrzodziejąco-węzłowa, rozwijająca się po uką-
szeniu kleszcza lub innego stawonoga [62].

4. Wewnątrzkomórkowy cykl życiowy F. tularensis

Po dostaniu się do organizmu ssaków F. tularensis 
wnika do makrofagów. Jednakże badania wykazały, 
że posiada zdolność wnikania i przeżywania w róż- 
nych typach komórek, m.in. komórkach dendrytycz-
nych, neutrofilach, hepatocytach, nabłonkowych ko- 
mórkach płucnych. 

F. tularensis wnika do komórek na drodze nietypo-
wego mechanizmu fagocytozy zapętlającej (looping 
phagocytosis), który wykorzystuje przebudowę aktyny 
przez szlak sygnałowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu 
i jest silnie zależny od obecności czynnika C3 komple-
mentu i receptora CR3 [19]. Bakterie te mogą również 
wnikać do komórek poprzez receptory mannozowe, 
receptory zmiatacze klasy A typu I i II, a także receptory 
Fcγ [69, 70, 81]. Po wniknięciu do komórki makrofaga 
F. tularensis zmienia normalny proces bakteriobójczy: 
przeciwdziała indukcji wybuchu tlenowego ograni-
czając w ten sposób narażenie komórek bakteryjnych 
pobranych przez makrofaga, na działanie aktywnych 
form tlenu. F. tularensis modyfikuje proces dojrzewania 
fagosomu w taki sposób, aby komórki bakteryjne miały 
kontakt z procesami endocytarnymi tylko przejściowo. 
Bakterie F. tularensis na początku przebywają w prze-
strzeni utworzonej przez błonę komórkową makrofaga, 
która pobiera ograniczoną ilość markerów wczes-
nego endosomu i późnego endolizosomu, takich jak 
EEA1, CD63, LAPM1 i LAMP2. Wakuola zawierająca 
F. tularensis nie pobiera kwaśnej hydrolazy katepsyny D 
i  nie łączy się z lizosomem. Następnie F. tularensis 
ucieka z fagosomu do cytozolu komórki, gdzie zaczyna 
się intensywnie namnażać. Intensywnie namnażająca 
się w  cytozolu F. tularensis doprowadza ostatecznie 
do śmierci komórki, opuszcza ją i infekuje następne 
komórki [20, 69]. 

5. Czynniki zjadliwości F. tularensis

Geny wirulencji bakterii są często zlokalizowane 
w obrębie ruchomych elementów genetycznych, takich 
jak plazmidy, transpozony, bakteriofagi, wyspy pato-
genności, które mogą być wymieniane pomiędzy bak-
teriami na drodze horyzontalnego transferu genów. 
Jednakże badania wskazują, że w przypadku czterech 

podgatunków F. tularensis geny związane ze zjadli-
wością nabyte zostały drogą wertykalnego transferu 
genów. Analiza genomu F. tularensis pozwoliła ziden-
tyfikować 30  genów, które mogły zostać nabyte na 
drodze horyzontalnego transferu. Jednak żaden z nich 
nie koduje potencjalnych czynników zjadliwości [35, 
88–89]. Zidentyfikowano tylko jedną wyspę patogen-
ności zwaną FPI (Francisella Pathogenicity Island), 
która jest związana z patogennymi właściwościami tego 
drobnoustroju [33, 64]. Porównanie całych genomów 
patogennych i niepatogennych podgatunków F. tularen-
sis pokazało, że patogenne podgatunki wyewoluowały 
z niepatogennych na drodze rearanżacji genomu, muta-
cji punktowych oraz niewielkich delecji i insercji [77]. 
Poniżej przedstawiamy krótką charakterystykę czynni-
ków, które zostały zidentyfikowane jako kluczowe w zja-
dliwości F. tularensis. Jednakże należy zwrócić uwagę, 
że ze względów bezpieczeństwa, badania prowadzone są 
zazwyczaj na szczepach o obniżonej zjadliwości, takich 
jak F. tularensis spp. holarctica LVS (atenuowany szczep 
szczepionkowy) czy F. tularensis spp. novicida, rzadziej 
na wirulentnym szczepie laboratoryjnym F. tularensis 
spp. tularensis Schu S4, co może dostarczać informa-
cji nie obejmujących wszystkich cech występujących 
u szczepów klinicznych. 

5.1. Otoczka

Otoczka chroni bakterie przed lizą powodowaną 
przez składniki komplementu, fagocytozą oraz roz-
poznaniem przez układ immunologiczny. Wydaje 
się, że wytwarzanie antyfagocytarnej otoczki przez 
drobnoustrój wewnątrzkomórkowy, jakim jest F. tula-
rensis, może utrudniać proces wnikania do komórek 
gospodarza. Jednak patogen ten potrafi manipulować 
mechaniz mami komórkowymi gospodarza w celu ogra-
niczenia stanu zapalnego i zwiększenia wewnątrzko-
mórkowej przeżywalności [35]. 

Otoczka F. tularensis tworzy strukturę o grubości 
około 0,02–0,04 µm. Zbudowana jest z polisacharydu 
identycznego jak antygen O stanowiący składnik lipo-
polisacharydu (LPS). Jej wielkość molekularna osza-
cowana została na 100–250 kDa. W części rdzeniowej 
zawiera powtórzenia tetrasacharydowe 2-acetamido-
-2,6-dideoxy-o-glukozy (o-QuiNAc), 4,6-dideoksy-4- 
-formamido-D-glukozy (o-Qui4NFm) i 2-acetamido-
-2-deoksy-o-galaktrunoamidu (o-GalNAcAN), przy 
czym liczba jednostek o-GalNAcAN jest dwukrotnie 
większa niż pozostałych dwóch cukrów [2, 34, 47]. 

Genami odpowiedzialnymi za wytwarzanie otoczki 
są wbtA1, wbtA2, wbtC, wbtI, wbtM oraz FTL0708. 
Pojedyncza delecja wbtA1, wbtA2, wbtC, wbtI lub wbtM 
skutkuje utratą zarówno otoczki, jak też antygenu O 
LPSu, co wskazuje na wspólną ścieżkę biosyntezy anty-
genu O otoczki i LPSu. Natomiast delecja genu FTL0708 
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powoduje, że otoczka nie jest wytwarzana, ale LPS 
powstaje normalnie, co wskazuje na istnienie genów 
specyficznych tylko dla otoczki [2]. Z kolei badania 
Lindemann i wsp. wykazały, że geny waaY i waaL są 
konieczne do wytwarzania otoczki przez szczep Schu 
S4 [52]. Co ciekawe, locus capBCA, homologiczny do 
genów cap Bacillus anthracis odpowiedzialnych za 
wytwarzanie otoczki zbudowanej z kwasu poli-D-glu- 
 ta minowego u tego drobnoustroju, nie wpływa na zdol-
ność wytwarzania otoczki F. tularensis. Ma on jednak 
istotne znaczenie dla wirulencji ponieważ mutanty 
F. tularensis w capBCA lub capB są atenuowane zarówno 
in vitro jak i in vivo [2, 78, 86].

5.2. Lipopolisacharyd 

Lipopolisacharyd (LPS), zwany endotoksyną bakte-
ryjną, jest jednym z bardziej istotnych komponentów 
większości bakterii Gram-ujemnych, wywierającym 
duży wpływ na przebieg infekcji. Jest to integralny 
składnik błony komórkowej, niezbędny do prawidło-
wego funkcjonowania drobnoustroju, stanowiący ok. 
70% jego powierzchni. Oprócz podstawowych funk-
cji życiowych komórki bakteryjnej LPS jest ważnym 
czynnikiem chorobotwórczym, który stymuluje układ 
odpornościowy gospodarza. LPS w swej strukturze 
posiada lipid A, rdzeń oligosacharydowi oraz O-anty-
gen [34, 94]. Budowa LPS F. tularensis posiada wiele 
unikalnych struktur, wskazujących na jego niską tok-
syczność: lipid A, który jest asymetryczny, posiada dłuż-
szy łańcuch kwasów tłuszczowych (16–18 węglowych) 
oraz cztery podstawniki acylowe. Jest niefosforylowany 
lub monofosforylowany w  pozycji  1’. U  większości 
bakterii gram ujemnych lipid A jest sześcioacylowany, 
a jego łańcuchy są 12–14 węglowymi łańcuchami oraz 
posiada dwie grupy fosforylowe w pozycji 1’ i 4’. Uni-
kalny charakter lipidu A objawia się możliwością jego 
występowania jako wolny lipid (bez komponentów 
rdzenia oraz antygenu O [94]. Różnice w budowie 
lipidu A F. tularensis mogą mieć wpływ na zmniejszoną 
aktywację białek wychwytujących LPS oraz aktywność 
receptora TLR4/MD-2 , wywołując tym samym słabszą 
odpowiedź immunologiczną gospodarza [46]. Badania 
wykazały, iż LPS drobnoustrojów z gatunku F. tularen-
sis spp. novicida wywołuje silniejszą odpowiedź immu-
nologiczną niż szczepu LVS stymulując makrofagi do 
produkcji IL-12 oraz TNFalfa [80]. 

Antygen O gatunku F. tularensis spp. tularensis oraz 
F. tularensis spp. holarctica zawiera 15 genów kodują-
cych otoczonych transpozazą natomiast F. tularensis 
spp. novicida posiada tych genów tylko 12 z  czego 
osiem jest homologicznych z podgatunkiem F. tularen-
sis spp. tularensis. Trzy geny występujące tylko u F. tula-
rensis spp. holarctica to wzy, wzx i wbt. Natomiast 
delecja trzech silnie konserwowanych genów wbtDEF 

w  szczepach F. tularensis spp. novicida i  F. tularensis 
spp. tularensis Schu S4 powoduje utratę zdolności do 
wytwarzania antygenu O i obniżenie patogenności tych 
szczepów dla myszy. Ale co ciekawe tylko mutanty Schu 
S4 pozbawione wbtDEF utraciły zdolność do wzrostu 
w  mysich makrofagach. Mutanty F. tularensis spp. 
holarctica LVS pozbawione wbtDEF również nie wytwa-
rzały antygenu O, ale wciąż były w stanie namnażać się 
w ludzkich makrofagach [78]. 

Niska aktywność LPS F. tularensis w organizmie 
gospodarza powoduje słabszą odpowiedź immunolo-
giczną i tym samym wpływa na ograniczone rozpo-
znanie wniknięcia tego drobnoustroju do organizmu 
człowieka. Dzięki temu F. tularensis może przez odpo-
wiedni czas, umożliwiający jej przejście do kolejnych 
etapów zakażenia, pozostać niezauważona przez orga-
nizm gospodarza. 

5.3. Pili typu IV 

Pili typu IV (Tfp) są ważnym czynnikiem wirulencji 
wielu gram-ujemnych patogenów, w tym także F. tula-
rensis. Biorą one udział w adhezji, agregacji komórek 
bakteryjnych, poruszaniu się, tworzeniu biofilmu, 
kolonizacji organizmu gospodarza, a także pobieraniu 
obcego DNA [55, 78, 85]. Obecność pili u F. tularensis 
zaobserwowano po raz pierwszy stosunkowo niedawno, 
bo w 2004 r. [30].

Klaster genów Tfp u podgatunków F. tularensis spp. 
tularensis, F. tularensis spp. holarctica oraz F. tularen-
sis spp. novicida zawiera 14 genów kodujących białka 
błony zewnętrznej, białka błony wewnętrznej, ATPazy 
i  podjednostki piliny, czyli białka strukturalne pili. 
Wykazują one homologię do genów pili typu IV Neisse-
ria i Pseudomonas [30, 78]. Włókienko pili F. tularensis 
zbudowane jest z 5–6 podjednostek piliny PilE1-PilE6. 
Wszystkie 6 genów kodujących podjednostki piliny 
jest obecnych w szczepach F. tularensis spp. tularensis 
i  F. tularensis spp. novicida. Szczepy F. tularensis spp. 
holarctica zawierają różne mutacje (delecje, skróce- 
nia) w obrębie genów pilE1, pilE2 lub pilE3. PilE4 jest 
niezbędne do składania pili u wszystkich trzech pod-
gatunków F. tularensis. Natomiast rola PilE5 i  PilE6 
w składaniu pili i w wirulencji nie jest poznana [78–79]. 
Pozostałe geny związane z wytwarzaniem pili typu IV 
u F. tularensis wydają się mieć istotną rolę w wirulen- 
cji tych bakterii. Przykładowo, delecja genu białka 
błony wewnętrznej pilC albo delecja genu pilQ kodu-
jącego białko błony zewnętrznej powoduje atenua- 
cję szczepu Schu S4 dla myszy [26]. ATPazy PilF i PilT 
są wymagane dla wirulencji szczepu LVS u myszy, 
chociaż PilT nie jest niezbędna dla wirulencji szczepu 
Schu S4 [26, 76].

Istnieje doniesienie, że Tfp ma udział w sekrecji bia-
łek u F. tularensis spp. novicida. Jednak nie zauważono 
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tego zjawiska w warunkach in vitro u F. tularensis spp. 
tulatensis i F. tularensis spp. holarctica [38].

Obecna wiedza w zakresie roli pili typu IV w wiru-
lencji F. tularensis jest bardzo niepełna, a jej głębsze 
zrozumienie dodatkowo komplikuje fakt rozbieżności 
w nomenklaturze stosowanej przez różnych autorów. 
Dla przykładu gen pilE1 określany jest też jako pilA, 
pilE2 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 transkrypcję genów F. tula-
rensis niezbędnych do wewnątrzkomórkowego wzrostu. 
Gen mglA zlokalizowany jest na operonie wraz z genem 
mglB, który również jest niezbędny do wzrostu F. tula-
rensis wewnątrz makrofagów [6]. Ekspresja MglA jest 
indukowana w ciągu 1,5 godziny od wniknięcia bakterii 
do makrofagów. Po wniknięciu do makrofagów F. tula-
rensis ucieka z fagosomu i namnaża się w cytoplazmie 
makrofaga, a MglA jest niezbędne właśnie do ucieczki 
z fagosomu [4, 32].

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

5.5. Francisella Pathogenicity Island (FPI)

Wyspa patogenności Francisella (FPI) ma wielkość 
30 kb. Wykazano, że jej obecność jest wymagana do 
wzrostu F. tularensis w makrofagach, a także warunkuje 
chorobotwórczość tych bakterii dla myszy. FPI zawiera 
geny iglABCD, tworzące operon, oraz geny pdpABCD 
(pathogenicity determinant protein). Sekwencja ami-
nokwasowa IglA i IglB wykazuje 30% homologii do 
hipotetycznych białek kilku innych gatunków bakterii, 
z  których większość to patogeny zwierząt lub roślin. 
Ekspresja genu iglC jest silnie indukowana po wniknię-
ciu F. tularensis do makrofagów, a powstający produkt 
jest niezbędny do namnażania się tych drobnoustrojów 
w makrofagach. Sekwencje aminokwasowe IglC i IglD, 
jak również produktów genów pdpABCD, nie wyka-
zują podobieństwa do żadnych znanych białek [31, 33, 
63]. Co ciekawe, gen pdpD nie występuje w szczepach 
F. tularensis spp. holarctica. Natomiast białko PdpD 
F. tularensis spp. novicida jest większe o  50  amino-
kwasów od białka PdpD F. tularensis spp. tularensis. 
Ponadto, wirulentne szczepy F. tularensis spp. tularen-
sis i F. tularensis spp. holarctica posiadają w genomie 
dwie identyczne kopie FPI [4, 63]. Dotychczas jednym 
czynnikiem patogenności występującym w  wysoce 
zjadliwych szczepach F. tularensis spp. tularensis a nie 
występującym w szczepach F. tularensis spp. tularen-

sis, które mają znacząco mniej patogenne dla ludzi, jest 
gen pdpD. Ale co zaskakujące, mutant pdpD F. tularensis 
spp. novicida wykazywał mniejszą wirulencję dla myszy 
niż szczep LVS, który również pozbawiony jest tego 
genu. Może to być efektem duplikacji FPI w szczepie 
LVS i tym samym większej ilości produktów genów FPI, 
co może kompensować brak pdpD [63]. Geny znajdu-
jące się w obrębie FPI odgrywają rolę w sekrecji białek, 
co zostało przedstawione w dalszej części pracy.

5.6. Białka błony zewnętrznej 

Białka błony zewnętrznej (OMP) są istotnym ele-
mentem strategii inwazyjnej bakterii po wniknięciu do 
komórek gospodarza, ułatwiają wewnątrzkomórkowy 
rozwój i mają wpływ na wirulencję. Dotychczas tylko 
dla części OMP F. tularensis wykazano rolę w wiru-
lencji. Do najwcześniej opisanych należy białko Tul4 
o wielkości 17 kDa. Stymuluje ono proliferację limfo-
cytów T, głównie receptorów CD4, produkcję IL-2 oraz 
IFN-γ. Brak genu Tul4 hamuje wewnątrzkomórkowy 
wzrost szczepu LVS F. tularensis [42, 63, 82]. Z  kolei 
lipoproteina Flpp3 stymuluje TLR2 i jest wymagana 
do przeżycia szczepu LVS w płucach myszy [78].

Białko DipA warunkuje wirulencję szczepu Schu S4 
in vivo i in vitro. Razem z FopA tworzy kompleks w bło-
nie zewnętrznej [18]. OmpA wymagane jest do repli- 
kacji w  makrofagach. Jego delecja powoduje wzrost 
produkcji cytokin (m.in. TNF-α i IL-6) przez makro- 
fagi. Co więcej, białko to wpływa na morfologię 
komórki bakteryjnej oraz zwiększenie przeżywalności 
bakterii [4, 76]. FupA (YapH-N, FopC) to 58 kDa białko 
niezbędne do wirulencji in vivo i in vitro. Mutanty 
w  tym genie są bardziej wrażliwe na zabijanie przez 
makrofagi indukowane IFN-γ. Odgrywa również 
istotną rolę w  sideroforozależnych i sideroforonieza-
leżnych mechanizmach pozyskiwania żelaza [78]. FslE 
(SrfA) jest drugim białkiem OMP, które odgrywa rolę 
w pobieraniu żelaza. Wykazano, że jego obecność jest 
kluczowa dla wzrostu szczepu Schu S4 w warunkach 
niedoboru żelaza, ale nie do wzrostu szczepu LVS. 
Ekspresja tego białka wzrasta przy ograniczonym 
dostępie żelaza w środowisku. Rola FslE w wirulencji 
polega na synergistycznym działaniu z białkiem FupA 
[74]. Kolejne białko – DsbA (FipB), zlokalizowane 
u innych bakterii periplazmatycznie, u F. tularensis 
umiejscowione jest nietypowo w błonie zewnętrznej. 
Jest niezbędne do wewnątrzkomórkowego przeżywa-
nia bakterii, ucieczki z fagosomu i wirulencji dla myszy 
[72]. Z kolei OMP FsaP pełni istotną rolę w przylega-
niu szczepu LVS do komórek nabłonkowych. Wyka-
zuje 98% homologię z  podobnym białkiem w szcze- 
pie Schu S4. Natomiast u  F. tularensis spp. novicida 
w  części sygnalnej tego białka występuje substytucja 
aminokwasowa co wpływa na umiejscowienie i funkcję 
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tego białka, które w tym przypadku nie jest zlokalizo-
wane w błonie zewnętrznej [58]. 

Wśród innych białek błony zewnętrznej, które mogą 
mieć znaczenie w wirulencji F. tularensis wymienia się 
FopA, IglE i TolC [44, 78]. OMP są obecnie intensywnie 
badane nie tylko ze względu na ich rolę w patogenezie, 
ale także ze względu na ich potencjalną przydatność 
jako składnik antygenowy szczepionki przeciw tula-
remii, nad stworzeniem której trwają prace od wielu lat. 

5.7. Białka wydzielnicze i systemy sekrecji 

System sekrecji w komórkach bakteryjnych służy 
przede wszystkim wydzielaniu cząstek molekularnych 
oraz białek poza komórkę bakteryjną co stanowi nie-
zbędny mechanizm adaptacji oraz przeżycia w śro-
dowisku zewnętrznym a przede wszystkim w komór-
kach gospodarza. Niewiele wiadomo o molekularnych 
mechanizmach systemu sekrecji F. tularensis. Jest on 
powiązany z wirulencją oraz zdolnością do replikacji 
wewnątrz makrofagów komórek gospodarza. [5] Co 
ciekawe, badania wykazały brak u F. tularensis systemu 
sekrecji typu III oraz IV, których kluczową funkcją 
u innych patogenów bakteryjnych jest wprowadzanie 
białek efektorowych do komórek gospodarza umożli-
wiających zakażenie i rozwój choroby [40]. 

Sekrecja białek związanych z wirulencją F. tularensis 
związana jest ze wspomnianą wcześniej wyspą patogen-
ności FPI, której część genów (m.in. iglA, iglB, pdpB, 
dotU, i vgrG) wykazuje homologię z VI typem systemu 
sekrecji T6SSs [10–11, 14] . System sekrecji typu  VI 
F. tularensis zbudowany jest z zewnętrznego futerału 
utworzonego z heterodimerów IglA/IglB ułożonych 
w postaci helikalnego cylindra. Wewnątrz znajduje się 
rurka utworzona przez IglC, która prawdopodobnie 
przemieszczana jest do błony komórki docelowej na 
skutek kurczenia się futerału IglA/IglB. VgrG jest zlo-
kalizowane na końcu T6SS tworząc strukturę przebi-
jającą komórkę gospodarza. Struktura rurki i futerału 
jest umocowana w błonie zewnętrznej za pomocą lipo-
proteiny IglE, która oddziałuje także z białkami PdpB 
i DotU zlokalizowanymi w błonie wewnętrznej tworząc 
kanał periplazmatyczny [21, 78]. Wykazano, że muta-
cja w genach IglA oraz IglB uniemożliwia F. tularensis 
ucieczkę z fagosomu i wewnątrzkomórkowy wzrost [13]. 
Pomimo licznych badań rola systemu sekrecji typu VI 
w wirulencji F. tularensis pozostaje kontrowersyjna.

Wiele białek F. tularensis jest wydzielanych na zew- 
nątrz komórki bakteryjnej, ale mechanizm ich sekrecji 
pozostaje nieznany. Wśród wydzielanych czynników 
wirulencji wymienić należy kwaśną fosfatazę AcpA, 
katalazo-peroksydazę KatG, sysmutazę nadtlenku SodB. 
AcpA jest związane z błoną zewnętrzną lub wydzielane 
do supernatantu hodowli szczepów LVS i F. tularensis 
spp. novicida. Było również izolowane z cytozolu zain-

fekowanych makrofagów, co sugeruje rolę tego białka 
w  wirulencji. Oprócz aktywności kwaśnej fosfatazy 
białko AcpA F. tularensis posiada aktywność fosfo- 
lipazy i lipazy, hamuje wybuch tlenowy neutrofili, 
odgrywa rolę w wewnątrzkomórkowym wzroście, 
ucieczce z fagosomu i zjadliwości dla zwierząt [23, 60]. 
KatG odgrywa rolę w neutralizacji aktywnego tlenu 
i azotu w szczepach LVS i Schu S4. Jednakże nie jest 
niezbędny do wewnątrzkomórkowego przeżywania 
w  makrofagach obydwu tych szczepów. Wykazano 
jego rolę w  wirulencji LVS dla myszy [53]. Niewiele 
jest badań dotyczących roli SodB w wirulencji F. tula-
rensis. Te nieliczne wskazują na udział tego białka 
w oporności bakterii na nadtlenki oraz w zjadliwości 
szczepu LVS dla myszy [3]. 

6. Podsumowanie

F. tularensis jest patogenem znanym od ponad 100 lat 
jednak wciąż niewiele wiadomo o czynnikach wiru-
lencji tego drobnoustroju oraz o patogenezie tularemii. 
Pomimo niewielkich różnic na poziomie genomu pod-
gatunki F. tularensis znacząco różnią się patogennością 
dla ludzi i zwierząt. Badania pokazują, że identyfiko-
wane u jednego podgatunku funkcje pewnych genów 
i białek – potencjalnych czynników zjadliwości, mogą 
pełnić zupełnie odmienne funkcje u innego podga-
tunku. Sytuację dodatkowo komplikuje fakt, że więk-
szość badań prowadzona jest na szczepach o obniżonej 
zjadliwości. Przedstawione w niniejszej pracy czynniki 
zjadliwości F. tularensis z całą pewnością nie wyczer-
pują tematu. Co więcej, potrzeba jeszcze wielu badań, 
aby w pełni ustalić ich funkcję u każdego z podgatun-
ków F. tularensis. 
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1. Wstęp

Zjawisko adhezji stanowi istotny proces dla przeży-
cia i namnażania się bakterii probiotycznych w prze-
wodzie pokarmowym. Uważa się, że sam pasaż przez 
przewód pokarmowy nie jest wystarczający do wywo-
łania efektu zdrowotnego [24]. Z uwagi na to, że adhe-
zja bakterii do nabłonka jelitowego wpływa na czas ich 
przebywania w układzie pokarmowym, zdolność ta jest 
uważana za ważne kryterium podczas selekcji szczepów 
probiotycznych [29]. Proces ten stanowi pierwszy krok 
w wykształcaniu interakcji pomiędzy drobnoustrojami, 
a komórkami gospodarza [60]. Podczas przebywania 
probiotyków w jelitach, mikroorganizmy te mogą wpły-
wać na miejscowy skład mikrobioty oraz stymulować 
układ odpornościowy. 

Adhezja to proces umożliwiający mikroorganizmom 
przyleganie do innych komórek lub powierzchni. Struk-
tury umiejscowione na powierzchni komórek mikro-
organizmów mają bezpośredni wpływ na ten proces. 
Egzopolisacharydy (EPS) i białkowe wypustki uczestni-
czą w tworzeniu wiązań między komórką a powierzch-
nią. EPS odgrywają istotną rolę podczas formowania 
struktur biofilmu, natomiast białka powierzchniowe 
działają jak adhezyjny i są niezbędne do wytworzenia 
początkowych oddziaływań [21]. Adhezja jest procesem 
wieloetapowym. W pierwszym etapie, gdy odległość 
komórki od powierzchni jest duża, siłą napędową tego 

procesu są oddziaływania hydrofobowe. W kolejnym 
etapie (gdy odległość między bakterią, a powierzchnią 
jest mniejsza niż 1,5 nm) dzięki obecności glikopoli-
merów na powierzchni komórek (np. kwas tejchojowy) 
dochodzi do rozpoznania odpowiednich receptorów 
i związania z bakteryjnymi lektynami. Wraz z upływem 
czasu, wiązania te ulegają modyfikacji, aby zwiększyć 
siłę adhezji [3, 53]. Struktura powierzchni komórek 
bakterii z rodzaju Lactobacillus umożliwia im adhe-
zję i tworzenie biofimów na różnych powierzchniach. 
Osłony komórkowe bakterii Gram-dodatnich stano-
wią platformę, na której znajdują się polisacharydy 
otoczkowe, kwasy tejchojowe i lipotejchojowe, białka 
powierzchniowe i lipoproteiny [52]. Niektóre gatunki 
pałeczek kwasu mlekowego posiadają na powierzchni 
dodatkowo warstwę białek zwaną warstwą S (S-layer 
proteins) [51]. Udowodniono, że te elementy prezen- 
towane na osłonach komórkowych bakterii wpływają 
na hydrofobowość oraz zdolność autoagregacji szcze-
pów Lactobacillus [57].

Warstwa mureiny w ścianie komórkowej bakterii 
z  rodzaju Lactobacillus jest zbudowana z łańcuchów 
polisacharydów składających się z podjednostek kwasu 
muraminowego i N-acetyloglukozaminy, które są połą-
czone wiązaniem β-1,4-glikozydowym. Całość stabili-
zują i utrzymują krótkie peptydy [6]. Kwasy tejchojowe 
mogą stanowić do 50% suchej masy ściany komór-
kowej. Są one zaangażowane w wiele funkcji ściany 
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komórkowej. Wraz z warstwą peptydoglikanu tworzą 
polianionową matrycę i przyczyniają się do porowatości 
i elastyczności błony komórkowej. Biorą także udział 
w regulacji poziomu kationów [26].

Egzopolisacharydy (EPS) połączone ze ścianą ko- 
mórkową mogą wykazywać charakter kwaśny lub neu-
tralny. Niektóre z nich mogą być także wydzielane do 
środowiska. Z uwagi na ich dużą ilość na powierzchni 
komórki w znacznym stopniu decydują one o jej właś-
ciwościach [6]. Egzopolisacharydy są otoczone przez 
zewnętrzną warstwę białek warstwy S. Są one przymo-
cowane do ściany komórkowej wiązaniami kowalencyj-
nymi (białka LPXTG) lub niekowalencyjnymi (poprzez 
domeny LysM, SH3, WXL), a także poprzez N- lub 
C-końcowe helisy transmembranowe [51].

Czynniki wiążące, zwane adhezynami, u bakterii 
Lactobacillus mogą być klasyfikowane według [61]: 
ich docelowych miejsc w błonie śluzowej jelit, z który- 
mi się łączą na przykład komponenty warstwy śluzo-
wej lub zewnątrzkomórkowe matryce; lokalizacji na 
powierzchni komórki np. białka warstwy S, a  także 
sposobu przymocowania do powierzchni komórki np. 
białka zależne od sortazy.

Adhezyny mają charakter białkowy i znajdują się 
w  największej ilości na powierzchni fimbrii oraz na 
zewnętrznej warstwie ściany komórkowej [10]. Struk-
tura ściany komórkowej bakterii odpowiada za nie- 
specyficzne oddziaływania pomiędzy drobnoustrojami, 
a otaczającym je środowiskiem [11]. 

2. Etapy adhezji bakterii Lactobacillus do nabłonka
 jelitowego

Proces adhezji mikroorganizmów jest procesem 
wielostopniowym. Do opisu tego zjawiska została wy- 
korzystana teoria DLVO, według której, całkowite 
oddziaływanie między powierzchnią a komórką jest 
sumą oddziaływań przyciągających van der Waalsa oraz 
odpychających oddziaływań elektrostatycznych, które 
są związane z powstawaniem podwójnej warstwy elek-
tronowej wokół komórki. Siły te decydują o zbliżeniu 
się bakterii do powierzchni. Przyciąganie komórki do 
powierzchni zachodzi w obszarze dwóch minimum 
energetycznych. Najsilniejsze występuje w tzw. pierw-
szym minimum (znajdującym się w odleg łości ok. 1 nm 
od powierzchni). Jest ono oddzielone od drugiego 
minimum obszarem dodatniej energii wywołującej 
odpychanie [10,21]. Ważną rolę w tworzeniu biofilmu 
przez drobnoustroje odgrywają wytwarzane przez nie 
polimery zewnątrzkomórkowe, białka ściany komórko-
wej oraz struktury zewnątrzkomórkowe (rzęski i fim-
brie). W pierwszym etapie adhezji bak terii, gdzie odle-
głość między komórkami, a zajmowaną powierzchnią 
jest dość duża, najistotniejszą rolę odgrywają oddzia-

ływania fizyczne związane z siłami grawitacyjnymi, 
hydrofobowymi, van der Waalsa i termodynamicznymi. 
Umożliwiają one zbliżenie się komórki do zasiedlanego 
miejsca [27]. Na tym etapie ważną rolę odgrywają 
także fimbrie lub rzęski. Dzięki fimbriom komórki 
łatwiej mogą pokonać siły odpychania między ścianą 
komórkową bakterii, a zasiedlaną powierzchnią. Nato-
miast dzięki rzęskom bakterie mogą łatwiej dotrzeć 
do powierzchni oraz innych mikroorganizmów w celu 
wytworzenia nowej mikrokoloni [56]. Kolejny etap 
adhezji zachodzi w momencie gdy odległość między 
komórką a powierzchnią jest mniejsza niż 1,5 nm [41]. 
Dochodzi wtedy do wytworzenia specyficznych połą-
czeń między zasiedlaną powierzchnią, a adhezynami na 
powierzchni bakterii (np. pile, polimery polisachary-
dowe) [17]. Mechanizmy rozpoznawania i wytworzenia 
tych połączeń są bardzo różne. Jest to spowodowane 
dużą różnorodnością powierzchniowych elementów 
komórki u różnych szczepów Lactobacillus, a  także 
różnym sposobem ich połączeń ze ścianą komórkową 
[51]. Białka uczestniczące w procesie adhezji mogą być 
także kodowane w plazmidach bakteryjnych. Posiada-
nie takiego plazmidu przez dowolną bakterię znacznie 
ułatwia kolonizację jelit oraz zapewnia przewagę kon-
kurencyjną w stosunku do innych mikroorganizmów, 
w tym chorobotwórczych. Wykazano, że usunięcie plaz-
midu pLOCK 0919 ze szczepu Lb. casei ŁOCK 0919 
skutkowało zanikiem hydrofobowości, znacznym obni-
żeniem zdolności adhezyjnych szczepu [1]. 

W procesie adhezji drobnoustrojów do nabłonka 
jelitowego ważną rolę odgrywa warstwa śluzu. Jest to 
mieszanina glikoprotein (tzw. mucyn) i glikolipidów, 
która tworząc żel, otacza i ochrania komórki nabłonka. 
Mucyny są zwykle produkowane przez wyspecjalizo-
wane komórki śluzowe w tkankach gruczołowych oraz 
przez komórki kubkowe układu pokarmowego [13]. 
Warstwa śluzu tworzy miejsce przyczepu oraz źródło 
składników odżywczych dla bakterii kwasu mlekowego 
[35]. Jeden z proponowanych mechanizmów inter- 
akcji pomiędzy mikrobiotą, a organizmem gospodarza 
jest związany z występowaniem dwóch miejsc: pierw- 
szym odpowiedzialnym za związanie oligosacharydowej 
części mucyn obecnych w warstwie śluzu z powierzch-
nią komórki bakteryjnej oraz drugim, związanym 
z  przyleganiem szczepów do warstwy śluzu [53]. 
Zjawisko przyłączenia bakterii do warstwy mucyn 
nazywane jest adhezją z glikoniugatami jelitowymi 
[60]. Warstwa śluzu, dzięki swej lepkości, umożliwia 
przyczepienie się komórek bakterii. Właściwości te 
są wynikiem obecności rozległych regionów w rdze-
niu mucyn zawierających reszty siarczanowe wiążące 
regiony bogate w cysteinę. Oligosacharydy występujące 
w mucynach tworzą końce stanowiące miejsce wiązania 
z komórkami bakterii [33]. Zaobserwowano, że pewne 
szczepy Lactobacillus wykazują zdolność do adhezji do 
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antygenów grupy krwi ABO, które zawierają termi-
nalne nieredukujące łańcuchy polisacharydowe mucyn. 
Ponadto, również łańcuchy polisacharydowe zawiera-
jące reszty kwasu sjalowego i grupy siarczanowe zwięk-
szają adhezję Lactobacillus sp. do mucyn [38]. 

3. Czynniki uczestniczące w adhezji

Czynniki wpływające na proces adhezji bakterii Lac-
tobacillus sp. można podzielić na białkowe, niebiałkowe, 
środowiskowe, zdolność agregacji oraz hydrofobowość.

3.1. Czynniki białkowe

Białka wytwarzane przez bakterie mogą przyczyniać 
się do utrzymania homeostazy w układzie pokarmo-
wym gospodarza za pomocą kilku mechaniz mów. Nie-
które białka są odpowiedzialne za adhezję bakterii do 
nabłonka jelita, inne stymulują układ immunologiczny 
oraz mogą wpływać na ekspresję genów kodujących 
białka biorące udział w komunikacji między komór-
kami gospodarza, a drobnoustrojami [47].

Białka związane ze ścianę komórkową bakterii należą 
do najlepiej poznanych i scharakteryzowanych [39]. Czyn- 
niki te, zwane adhezynami, zaklasyfikowano według ich 
struktury i funkcji do kilku grup (Tabela I): białka war-
stwy S (SLPs), białka wiążące mucyny (MUBs), białka 
zależne od sortazy (SDPs), białka mannozo-specyficzne 
(MSAs) oraz białka pośredniczące w adhezji do skład-
ników macierzy międzykomórkowej enterocytów oraz 

wiele innych słabiej poznanych [51]. Roos i Jonsson [45] 
badając homologię białek MUBs i MSAs sugerują, że ist-
nieje kilka podobieństw w strukturze tych białek. Jedną 
z  nich jest obecność N-końcowego peptydu sygnało-
wego, za pomocą którego białko jest kierowane do szlaku 
sekrecyjnego [6]. Drugim podobieństwem jest obecność 
motywu LPXTG na C-końcu, który jest rozpoznawany 
przez peptydazy powierzchniowe z rodziny sortaz, które 
katalizują rozerwanie wiązania między treoniną a gli-
cyną, a następnie w sposób kowalencyjny wiążą białko 
z  warstwą peptydoglikanu [47]. Dodatkowo w skład 
macierzy zewnątrzkomórkowej otaczającej enterocyty, 
wchodzi wiele składników, które okazały się docelowymi 
dla bakterii zawierających motyw LPXTG (np. laminina, 
fibronektyna, kolagen) [51]. 

Obecność tych białek na powierzchni komórki 
odgrywa bardzo ważną rolę w przetrwaniu bakterii pro-
biotycznych w jelitach gospodarza. Takie stwierdzenie 
zasugerowali Van Pijkeren i wsp. [59], którzy zbadali, że 
w przypadku mutantów szczepu Lb. salivarius UCC118, 
który nie wytwarzał sortazy, a jego białka zależne od 
sortazy nie zawierały motywu LPXTG, wykazywał 
znacznie mniejsze zdolności adhezyjne do komórek 
nabłonka jelitowego Caco-2 oraz HT29. Lebeer i wsp. 
[30] zauważyli, iż wiele czynników wpływa na adhe-
zję bakterii do komórek Caco-2. Stwierdzili, że geny 
kodujące FbpA, Mub i SlpA także uczestniczą w adhezji 
Lb. acidophilus NCFM. Mutacja w tych genach powo-
dowała 65% obniżenie adherencji szczepu.

Białka warstwy S (S-layer proteins, SLPs) są uznane 
za najbardziej zewnętrzną strukturę ściany komór- 

Lb. acidophilus Agregacja i adherencja, hamowanie MUB, białka warstwy S, białka wiążące Komórki nabłonka jelitowego, śluz,
 patogenów, wzmocnienie bariery fibronektynę, LTA, EPS macierz zewnątrzkomórkowa (ECM),
 nabłonka, immunostymulacja  fibronektyna, komórki Caco-2
Lb. plantarum Adherencja, wzmocnienie bariery MSA, białko GAPDH Komórki nabłonka jelitowego, śluz,
 nabłonka, immunostymulacja  komórki Caco-2
Lb. brevis Adherencja, ochrona przed czynnikami Białka warstwy S Komórki nabłonka jelitowego
 stresowymi, wzmocnienie bariery
 nabłonka
Lb. rhamnosus Adherencja, hamowanie patogenów, Fimbrie, czynniki wiążące mucyny Glikoproteiny śluzówki, komórki
 hamowanie apoptozy komórek (MCF) nabłonka jelitowego
 nabłonka jelitowego
Lb. casei Wzmocnienie bariery nabłonka, EPS, białka zależne od sortazy Komórki Caco-2, makrofagi
 zwiększenie produkcji śluzu,
 immunostymulacja
Lb. reuteri Adherencja, ochrona przed czynni- MUB, białka wiążące kolagen (CnBP) Komórki nabłonka jelitowego, śluz,
 kami stresowymi, wzmocnienie  kolagen
 bariery nabłonka
Lb. johnsonii Adherencja LTA, czynnik elongacji Tu, białka Komórki nabłonka jelitowego, śluz
  szoku cieplnego, pile

Tabela I
Mechanizmy odpowiedzialne za zdolności adhezyjne niektórych gatunków bakterii Lactobacillus (w oparciu o [50])

Gatunek Czynniki w ścianie komórkowejEfekty Komórki docelowe
w organizmie gospodarza
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kowej. Tworzą one jednocząsteczkową, krystaliczną 
warstwę o grubości 5–15 nm, zbudowaną z białek i/lub 
glikoprotein o masie cząsteczkowej 40–200 kDa. Białka 
warstwy S można znaleźć na powierzchni komórek 
niektórych bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych 
oraz Archeonów [2]. Mogą tworzyć regularną i bar-
dzo porowatą strukturę dwuwarstwową o różnej sieci 
krystalicznej: skośnej, kwadratowej lub sześciokątnej 
[22]. Do funkcji tych białek można zaliczyć ochronę 
komórki przed niskim pH, fagocytozą, enzymami 
i bakteriofagami [60]. Białka powierzchniowej warstwy 
stanowią 10–15% całej zawartości białek w komórce. 
Cechą charakterystyczną białek warstwy S bakterii 
Lactobacillus jest ich wysoki punkt izoelektryczny 
(9,35–10,40), który nadaje im silnie zasadowy cha-
rakter [6]. Niektóre szczepy Lactobacillus posiadają 
nieglikozylowane SLPs, podczas gdy inne posiadają 
SLPs z przyłączoną grupą cukrową [51]. Skład i właści- 
wości warstwy powierzchniowej jest zmienny u  róż-
nych gatunków i  szczepów. Jeden szczep Lactobacil-
lus może posiadać wiele genów kodujących SLPs, lecz 
ich ekspresja nie następuje jednocześnie. Poza wie- 
loma kopiami genów szczepy mogą także posiadać 
wiele promotorów tych genów. Przykładem może być 
Lb. brevis posiadający dwa promotory przed sekwen-
cjami SLPs. Zapewnia to wysoką wydajność ekspresji 
tych genów, co skutkuje wzrostem adherencji tych bak-
terii do komórek gospodarza [54]. Geny białek SLPs 
wykryto u bak terii z  rodzaju Lactobacillus: Lb. acido-
philus, Lb. brevis, Lb. helveticus, Lb. crispatus i poznano 
ich sekwencję. Poza tym geny te odnaleziono także 
u Lb. amylovorus, Lb. buchneri, Lb. gallinarum i Lb. kefir, 
lecz nie zostały zsekwencjonowane [44]. Istnieje wiele 
sposobów w  jaki SLPs mogą być przytwierdzone do 
ściany komórkowej bakterii. Zazwyczaj podjednostki 
tych białek są połączone ze sobą oraz ze składnikami 
ściany komórkowej za pomocą wiązań niekowalencyj-
nych [30]. Jednym z nich są elektrostatyczne oddzia-
ływania między C-końcami białek (białka warstwy  S 
wiążące kolagen –  CbsA u Lb. crispatus JCM 5810) 
i N-końcami białek (SlpA u Lb. brevis ATCC 8287) [54]. 
Białka warstwy S zyskały duże zainteresowanie bada-
czy z uwagi na fakt, że są odpowiedzialne za adhezyjne 
zdolności bakterii z rodzaju Lactobacillus [60]. Począt-
kowo udział SLPs w adhezji tych bakterii do komórek 
Caco-2 wykazali Buck i  wsp. [5]. Porównywali oni 
zdolności adhezyjne dzikiego szczepu Lb. acidophi- 
lus NCFM oraz jego mutanta posiadającego mutację 
w genie kodującym SLPs. Wyniki ich badań pokazały, 
że w  przypadku mutanta zaobserwowano 84% obni-
żenie adhezji do komórek Caco-2 w stosunku do dzi-
kiego szczepu. Golowczyc i wsp. [19] zaobserwowali, 
że po strawieniu białek SLPs u koagregującego szczepu 
Lb. kefir nastąpiło znaczne obniżenie ochrony komórek 
Caco-2 przed inwazją bakterii z rodzaju Salmonella. 

Efekt ten nie nastąpił w przypadku inkubacji bakterii 
Salmonella ze szczepem nie agregującym. Świadczy to 
o tym, iż białka SLPs biorą także udział w procesach 
agregacji komórek. Jednakże w przypadku innych 
badań stwierdzono, że inaktywacja SLPs u szczepu 
Lb. crispatus nie wpłynęła na zdolności adhezyjne czy 
agregacyjne komórek, co może świadczyć o tym, że 
w procesach tych uczestniczą również inne białka [51]. 
Dodatkowo poza specyficznymi wiązaniami tych bia-
łek mogą one zwiększać niespecyficzne wiązanie się 
bakterii kwasu mlekowego do powierzchni hydrofo-
bowych na przykład w przewodzie pokarmowym lub 
moczowym. Efekt ten jest w dużej mierze zależny od 
siły jonowej środowiska [22].

Białka zależne od sortazy (sortase-dependent pro- 
 teins, SDPs). Sortaza występuje bardzo często u bakterii 
Gram-dodatnich, także u bakterii kwasu mlekowego. 
Rola jaką odgrywa ten enzym w przytwierdzaniu białek 
do ściany komórkowej sprawia, że jest ono przedmio-
tem wielu badań dotyczących poszukiwania struktur 
uczestniczących w interakcjach między drobnoustro-
jami, a komórkami gospodarza [7]. Geny kodujące 
sortazę (srtA) odnaleziono np. w genomie Lb. acido-
philus [5], Lb. rhamnosus GG [25], Lb. casei BL23 [36]. 
Ponadto geny kodujące sortazę pilinową z grupy  C 
(srtC) odnaleziono w klasterze z ich genami docelo-
wymi (geny spa) u Lb. rhamnosus GG oraz Lb. casei 
BL23 [36] a także u Lb. casei LOCK 0919 [1]. Białka 
zależne od sortazy mają charakterystyczną budowę. 
Zawierają C-końcowy motyw LPXTG, rozpoznawany 
przez sortazę, który umożliwia zakotwiczenie białka 
w  ścianie komórkowej, C-końcowy region hydrofo-
bowy i  dodatnio naładowany ogon, które także uła-
twiają to wiązanie. Na N-końcu białek SDPs występuje 
peptyd sygnałowy umożliwiający sekrecję białka i sor-
tazy w szlaku Sec. Zakotwiczenie C-końcowego ogona 
w błonie komórkowej przenosi SDP w pobliże sortazy, 
która znajduje się w błonie komórkowej, tak aby mogła 
zajść reakcja przeniesienia białka, umożliwiająca jego 
związanie ze ścianą komórkową [7] (rys 1). 

Mechanizm wbudowywania SDPs w ścianę komór-
kową bakterii przedstawiono na rysunku 2. W pierw-
szym etapie transpeptydaza Sec rozpoznaje peptyd 
sygnałowy w białku SDPs i przenosi je na zewnątrz 
komórki. Zostaje ono umieszczone, dzięki hydrofo-
bowemu regionowi w ogonie, w błonie komórkowej. 
Gdy sortaza i białko znajdą się blisko siebie, docho-
dzi do rozerwania wiązania między glicyną a treoniną 
w motywie LPXTG. W kolejnym etapie dochodzi do 
nukleofilowego ataku cząsteczek lipidu II, co prowadzi 
do rozpadu kompleksu SDP-sortaza oraz do wytwo-
rzenia intermediatu poprzez wytworzenie mostku 
z C-końcową treoniną (T) białka. Po tym połączeniu 
dochodzi do wbudowania tego intermediatu w struk-
turę ściany komórkowej [20].
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Białka wiążące śluz (mucous binding proteins, 
MUB). Śluz wydzielany przez komórki nabłonka 
jelitowego stanowi pierwszą barierę obronną między 
drobnoustrojami a światłem jelita. Służy także jako 
powierzchnia do inicjacji oddziaływań gospodarz-
-bakterie [13]. W 2002 roku Ross i Jonsson odkryli 
u  szczepu Lb. reuteri 1063 białko o masie 358 kDa, 
związane ze ścianą komórkową bakterii, które jest 
odpowiedzialne za adhezję do glikoprotein mucyn. 
Białka te posiadają typowy N-końcowy peptyd sygna-
łowy odpowiedzialny za sekrecję białka oraz motyw 
LPXTG umożliwiający ich zakotwiczenie w ścianie 
komórkowej [4]. Najlepiej zbadanym przykładem tych 
białek jest MUB z Lb. reuteri. Posiada ono dwa rodzaje 
powtórzeń aminokwasowych: sześć kopii MUB1 oraz 
osiem kopii MUB2 [23]. Białka te mogą posiadać wiele 
domen, jednak ich budowa strukturalna nie jest dobrze 
poznana [15]. Wiele szczepów Lactobacillus posiada 
kilka kopii różnych genów, co skutkuje powstawaniem 
białek o wysokim podobieństwie. W przypadku szczepu 
Lb. acidophilus przypuszczalnie istnieje 13 białek zawie-
rających domeny MUB (kodowane przez gen Lba1392). 
W doświadczeniu, które polegało na inaktywacji tego 
genu, zaobserwowano obniżenie zdolności do adhe-
zji badanych szczepów do enterocytów [5]. Białka te 
znaleziono na powierzchni szczepów Lactobacillus 
zasiedlających układ pokarmowy. Genów kodujących 
te białka nie znaleziono natomiast u gatunków pocho-
dzenia roślinnego (np. Lb. bulgaricus, Lb. fermentum). 
Świadczy to o tym, że białka MUB biorą udział w two-

rzeniu interakcji pomiędzy bakteriami a  komórkami 
gospodarza w jelitach [39]. Istnieją także białka bardzo 
podobne do MUB – białko sprzyjające adhezji do śluzu 
(mucous adhesion-promoting protein, MapA). Zostało 
ono zidentyfikowane u Lb. reuteri oraz Lb. fermentum. 

Białka wiążące mannozę (mannose binding pro-
teins). Mannoza występująca na powierzchni komórek 
gospodarza może stanowić miejsce wiązania patogenów 
posiadających receptory wiążące mannozę. Receptory 
te odkryto także na powierzchni niektórych szczepów 
Lb. plantarum. Cecha ta może być wykorzystywana do 
ochrony przed kolonizacją patogenów adherujących do 
powierzchni zawierających mannozę. Biaka te posiadają 
budowę charakterystyczną dla wielu powierzchniowych 
białek bakterii Lactobacillus. Na ich N-końcu występuje 
peptyd sygnałowy, natomiast na C-końcu motyw wią-
żący do ściany komórkowej. Białka te są podobne do bia- 
łek MUB, ponieważ posiadają dwie domeny MUB [43].

Rzęski i pile, czyli zewnątrzkomórkowe wyrostki 
odgrywają znaczącą rolę w adhezji drobnoustrojów do 
śluzu jelitowego. Rzęski są zbudowane z tysięcy pod-
jednostek flageliny. Wykazano, że są one zdolne do 
adhezji do licznych receptorów, w tym mucyn i śluzu 
[23]. Dodatkowo mogą działać jako ligandy i uczestni-
czyć w szlakach sygnałowych [55]. Pile służą do adhezji 
zarówno bakterii Gram-dodatnich jak i  Gram-ujem-
nych [23]. Są zbudowane z białek zawierających wiele 
podjednostek. Zostały one wykryte u  Lb. rhamnosus 
GG [51]. W genomie tego szczepu wykryto dwa sku-
piska genów pili (spaCBA oraz spaFED), które zawie-

Rys. 1. Budowa białek zależnych od sortazy (w oparciu o [6])

NH2               Peptyd sygnałowy                                                                 LPXTG                                      +           COOH

Rys. 2. Mechanizm kotwiczenia SDPs w ścianie komórkowej (w oparciu o [6])
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rały geny trzech podjed nostek pilin oraz gen sortazy 
[25]. Innym przykładem jest operon spaCBA zlokali-
zowany na plazmidzie w szczepie Lb. casei ŁOCK 0919 
[1]. Wiązanie się pili do śluzu w jelitach jest prawdo-
podobnie możliwe przez odpowiednie włókna pili 
zwnane SpaCBA. Dodatkowo pojawia się coraz więcej 
informacji, że w procesie tym mogą brać także inne 
białka, takie jak białko MabA. Dodatkowo wykazano, 
że otwarta ramka odczytu u Lb. rhamnosus GG zawiera 
podstawowe elementy konstrukcyjne dla N-końcowego 
peptydu sygnałowego, 4 Pfam-MucBP (białka wiążą-
cego mucyny) oraz motywu LPXTG na C-końcu roz-
poznawanego przez sortazę [62]. 

3.2. Czynniki niebiałkowe

Poza białkami, na adhezję bakterii kwasu mleko-
wego wpływają także inne komponenty ściany komór-
kowej takie jak kwasy lipotejchojowe (LTA) oraz egzo-
polisacharydy (EPS). Wiele szczepów Lactobacillus 
wytwarza długołańcuchowe polisacharydy (EPS) skła-
dające się z  rozgałęzionych cząsteczek cukrów i  ich 
pochodnych. Mogą być one przytwierdzone do ściany 
komórkowej lub wydzielane do środowiska [61]. Wielu 
autorów sugeruje, że EPS mogą wpływać na adhezję 
bakterii oraz na zdolności do formowania biofilmu, 
w  tym biofilmu w jamie ustnej [46]. Poza tym EPS 
chronią także komórki przed odwodnieniem w trud-
nych warunkach (np. obecność soli żółci), co ułatwia 
im przetrwanie. Sugeruje się, że egzopolisachardy 
wpływają na zdolność do tworzenia ageragtów, która 
również jest istotna w procesie kolonizacji jelit przez 
szczepy probiotyczne. EPS mogą także wpływać na 
właś ciwości fizyko-chemiczne powierzchni komórki, 
takie jak hydrofobowość oraz potencjał Zeta [12]. Lorca 
i wsp. [34] wykazali, że adhezja Lb. acidophilus CRL639 
do składników ECM była związana z wytwarzaniem 
różnego typu egzopolisacharydów.

W ścianie komórkowej bakterii z rodzaju Lacto- 
bacillus występują także kwasy lipotejchojowe, które 
mogą pośrednio wpływać na adhezję do komórek 
nabłonka. Związki te tworzą różne struktury, w skład 
których wchodzą fosforany polioli (rybitolu lub glice-
rolu) oraz łańcuch lipidowy umożliwiający zakotwicze-
nie w błonie komórkowej [6]. Obecność silnie kwaso-
wych reszt fosforanowych sprawia, że LTA wykazują 
silny polielektrolityczny charakter [49]. Właściwość 
ta związana jest z  oddziaływaniami hydrofobowymi 
między komórkami [42].

3.3. Czynniki środowiskowe

Czynniki takie jak sole żółci, niskie pH, enzymy tra-
wienne czy stres oksydacyjny i osmotyczny wpływają 
na właściwości ściany komórkowej bakterii mlekowych, 

a  tym samym na ich zdolności adhezyjne. Prowadzą 
one do zmian w biosyntezie peptydoglikanu, wytwarza-
niu różnych EPS oraz sekrecji LTA i WTA [51]. Wpływ 
enzymów trawiennych na adhezję bakterii z rodzaju 
Lactobacillus zaobserwowali Tuomola i wsp. [58], 
którzy wykazali, że zastosowanie enzymów trawiennych 
(trypsyny i pepsyny) spowodowało obniżenie adhezji 
Lb. acidophilus LA1. Świadczy to o tym, że zewnętrzna 
białkowa warstwa ściany komórkowej odgrywa ważną 
rolę w procesie adhezji komórek. Podobne wyniki uzy-
skali Lim i Ahn [32], którzy badali wpływ enzymów 
proteolitycznych na zdolności adhezyjne 7  szczepów 
Lactobacillus. Wykazali, że szczepy Lb. plantarum GK81, 
Lb. acidophilus GK20, Lb. paracasei GK74, po inkubacji 
z pepsyną, proteazą oraz trypsyną, wykazywały znacz-
nie mniejszą adhezję do komórek Caco-2. 

Sole żółci to związki powierzchniowo-czynne wy- 
dzie lane do jelit w stężeniach 0,1–2,0% [30]. Wyka-
zują silne działanie przeciwbakteryjne, które polega na 
zmianie konformacji białek i lipidów błony komórko-
wej, co skutkuje zmianą jej integralności i przepusz-
czalności. Dodatkowo sole żółci indukują wytwarzanie 
wolnych rodników, które powodują uszkodzenia DNA 
[31]. Jednakże, wiele szczepów Lactobacillus posiada 
dobrze rozwinięte mechanizmy oporności na żółć [30]. 
Ponadto szczepy probiotyczne mogą być ochraniane 
przed negatywnym wpływem soków trawiennych przez 
składniki żywności. Dla bakterii z rodzaju Lactobacillus 
taką rolę odgrywa mleko [16]. Jednak obecne w mleku 
jony wapnia mogą obniżać ich adhezję [32]. 

Na adhezję drobnoustrojów może mieć także 
wpływ sposób hodowli, a dokładniej skład pożywki, 
liczba bakterii i czas inkubacji [40]. Lebeer i wsp. [30] 
zaobserwowali, że ograniczenie dostępności glukozy 
w pożywce wpłynęło na formowanie biofilmu przez 
Lb. rhamnosus GG. Jednak efekt ten nie został osiąg-
nięty w przypadku innych szczepów Lactobacillus. 
Ponadto na oddziaływania między białkami i  lipi-
dami na powierzchni komórki wpływają także enzymy 
i jony wapnia [32]. Zaobserwowano także, że adhezja 
szczepów probiotycznych jest związana z  fazą wzro-
stu drobnoustrojów. Sugeruje się, że komórki w fazie 
logarytmicznego wzrostu lepiej adherują niż komórki 
z fazy stacjonarnej. Jednak mechanizm utraty zdolności 
adhezyjnych nie jest poznany [40].

3.4. Tworzenie agregatów oraz oddziaływania
 hydrofobowe

Właściwości ściany komórkowej bakterii z rodzaju 
Lactobacillus odgrywają ważną rolę w tworzeniu inter-
akcji między tymi bakteriami, a komórkami nabłonka 
jelitowego czy mikrobiotą jelitową [26]. W przewo-
dzie pokarmowym drobnoustroje mogą przylegać do 
ścian jelit poprzez wytworzenie wiązań specyficznych 
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lub niespecyficznych. Wiązania niespecyficzne mają 
charakter odwracalny i są tworzone poprzez oddzia-
ływania przestrzenne, elektrostatyczne i hydrofobowe 
[60]. W  pierwszym kontakcie pomiędzy bakteriami, 
a komórkami nabłonkowymi lub śluzowymi kluczowe 
znaczenie odgrywa hydrofobowość. Konformacja 
powierzchniowych polimerów ma duży wpływ na 
ogólne właściwości fizyko-chemiczne bakterii [42]. 
Mikroorganizmy, które wykazują wysokie powino-
wactwo w stosunku do węglowodanów są uważane za 
hydrofobowe, natomiast szczepy słabo adherujące za 
hydrofilowe [14]. Jednakże zależność między organiza-
cją strukturalną składników na powierzchni komórki, 
a oddziaływaniem mikroorganizmów z otoczeniem jest 
w dalszym ciągu otwartą kwestią [42]. Wysoka hydro-
fobowość powierzchni drobnoustrojów może ułatwiać, 
a  nawet zwiększać adhezję i kolonizację organizmu 
gospodarza [32]. Inne badania pokazują, że nie ma 
powiązania między hydrofobowością, a zdolnością bak-
terii do adhezji, ponieważ niektóre szczepy Lactobacil-
lus pomimo wysokiej hydrofobowości wykazują niską 
zdolność do adhezji i odwrotnie, tzn. szczepy o niskiej 
hydrofobowości silnie adherują do komórek nabłonka 
[36]. Różnice te mogą być spowodowane wysokim 
zróżnicowaniem budowy i składu powierzchni ko mó-
rek. Ponadto bakterie z rodzaju Lactobacillus wykazują 
zdolność do zmiany właściwości powierzchniowych na 
skutek zmian środowiskowych [51]. W związku z tym 
można wnioskować, że hydrofobowość powierzchni 
komórek nie jest dokładnym miernikiem zdolności 
poszczególnych szczepów do adhezji [60]. 

Aby bakterie probiotyczne mogły korzystnie wpły-
wać na organizm gospodarza, muszą osiągnąć odpo-
wiednią masę. Dlatego zdolność do agregacji jest 
pożądaną cechą wśród szczepów probiotycznych [8]. 
Tworzenie agregatów między komórkami tego samego 
szczepu to autoagregacja lub samoagregacja, natomiast 
między różnymi szczepami, a  nawet gatunkami to 
koagregacja [37]. Właściwości te mają duże znaczenie 
w  kolonizowaniu różnych środowisk, zwłaszcza jelit, 
jamy ustnej i układu moczowo-płciowego przez bakte-
rie probiotyczne. Zdolność szczepów Lactobacillus do 
koagregacji umożliwia stworzenie bariery zapobiegają-
cej kolonizacji przez patogeny [8] lub poprzez tworze-
nie koagregatów z nimi co ułatwia ich wydalenie [18]. 
Autoagregacja szczepów probiotycznych jest niezbędna 
w procesie adhezji drobnoustrojów do nabłonka jelit 
[35]. Do innych zalet wynikających z agregacji bakte-
rii probiotycznych można zaliczyć możliwość wymiany 
genetycznej oraz immunostymulację śluzówki jelit [48]. 

Fizykochemiczne cechy powierzchni komórek bak-
teryjnych, takie jak hydrofobowość, mogą mieć wpływ 
na procesy autoagregacji [28]. Wyniki badań wska- 
zują, że powierzchnie samoagregujących szczepów bak- 
terii kwasu mlekowego wykazują silną hydrofobowość. 

Natomiast szczepy nieagregujące posiadają hydrofilowy 
charakter powierzchni komórek. Wiele badań wyka-
zuje, że obecność (gliko-) białkowego materiału na 
powierzchni komórek wpływa na wzrost hydrofobo-
wości, natomiast obecność polisacharydów wpływa na 
hydrofilowość powierzchni [35]. W procesie agregacji 
biorą udział białka wydzielane do medium oraz białka 
i  lipoproteiny umiejscowione w błonie komórkowej. 
Zaobserwowano, że supernatant oddzielony po hodowli 
autoagregujących szczepów Lactobacillus wpływał na 
tworzenie agregatów także przez inne szczepy bakterii 
kwasu mlekowego oraz niektóre szczepy Escherichia 
coli. W przypadku Lb. gasseri oraz Lb. johnsonii scharak-
teryzowano gen kodujący zewnątrzkomórkowy czynnik 
wzbudzający agregację (aggregation-promoting factor, 
Apf) [50]. Kos i wsp. [28] zauważyli, że komórki Lb. aci-
dophilus M92 poddane trawieniu proteolitycznemu 
wykazują mniejszą hydrofobowość i słabszą zdolność 
do agregacji. Zatem można podejrzewać, że istnieją 
białkowe mediatory biorące udział w tych procesach.

4. Podsumowanie

Bakterie probiotyczne po dotarciu do jelit, aby prze-
ciwdziałać ruchom perystaltycznym, musiały wykształ-
cić pewne mechanizmy. Jednym z nich jest zdolność 
przylegania do komórek nabłonka jelitowego. Zdol-
ności adhezyjne szczepów probiotycznych odgrywają 
ważną rolę podczas kolonizacji układu pokarmowego 
oraz mają duży wpływ na mechanizmy działania pro-
biotycznego. Dzięki nim dochodzi do wytworzenia 
pierwszych interakcji pomiędzy bakteriami a orga-
nizmem gospodarza. Proces adhezji jest zjawiskiem 
skomplikowanym i wieloetapowym. Badania poka-
zują, że wiązanie się bakterii z komórkami nabłonka 
jelitowego nie jest regulowane przez jedne konkretne 
molekuły, lecz przez szereg różnych czynników. Należą 
do nich elementy ściany komórkowej, różne białka, 
obecność śluzu jelitowego oraz warunki środowiskowe. 
Różnorodność ta powoduje, że wciąż nie jest poznany 
dokładny mechanizm tego zjawiska. 
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1. Historia

Koronawirusy (Coronavirus; HCoV) wywołują za- 
cho rowania na całym świecie zarówno u ludzi, jak też 
u zwierząt. Koronawirusy człowieka (Human Corona-
virus; HCoV) znane są przede wszystkim jako czynniki 
etiologiczne zakażeń dolnych i górnych dróg odde-
chowych, mogą wywołać również objawy ze strony 
układu pokarmowego (zapalenie żołądka i jelit) oraz 
nerwowego [50]. Obecnie znanych jest 6 koronawi-
rusów zakażających człowieka: 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 zmieniały 
się metody wykrywania koronawirusów. Koronawirusy 
HCoV-229E oraz HCoV-OC43 zostały po raz pierw-
szy opisane w połowie lat 60 XX wieku, odpowiednio 
w  1966 r. i  1967 r., u osób z objawami przeziębienia. 
Główną metodą identyfikacji wirusów było wówczas 
namnażanie na liniach komórkowych oraz różnico-
wanie antygenowe i/lub w mikroskopie elektronowym 
[49]. Uważano wtedy, że jedynie te dwa koronawirusy 
są chorobotwórcze dla człowieka. Dopiero po 40 latach, 
w roku 2003, zidentyfikowano kolejnego koronawirusa 
wywołującego zachorowania u ludzi – SARS-CoV. 
Wirus ten jest czynnikiem etiologicznym zespołu ostrej 
niewydolności oddechowej (severe acute respiratory 

syndrome) i w latach 2002–2003 wywołał zachorowania 
u ponad 8 tys. osób, głównie w Azji. W czasie tej epi-
demii ponad 700 przypadków zachorowań zakończyło 
się zgonem. W latach 2004 i 2005, dzięki zastosowaniu 
nowoczesnych metod biologii molekularnej, zidentyfi-
kowano kolejne koronawirusy patogenne dla człowieka, 
odpowiednio, HCoV-NL63 i HCoV-HKU1. Pierwszy 
przypadek zachorowania wywołanego przez HCoV-
-NL63 opisano w Holandii u dziecka z  zapaleniem 
oskrzelików płucnych, natomiast HCoV-HKU1 wykryto 
w Hong Kongu, u osoby dorosłej z zapaleniem płuc. 
Cztery lata temu, w 2012 r., zidentyfikowano kolejnego, 
groźnego dla ludzi, koronawirusa – HCoV-MERS [16, 
26, 40], który jest czynnikiem epidemicznych zachoro-
wań na Bliskim Wschodzie. Są to zachorowania o róż-
nym przebiegu, począwszy od asymptomatycznych do 
ARDS (acute respiratory distress syndrome). Epidemia 
do chwili obecnej nie została wygaszona [43, 51].

Koronawirusy SARS i MERS zaliczane są do wiru-
sów o potencjale pandemicznym, których identyfikacja 
wymaga zgłoszenia zachorowania do WHO. Natomiast 
pozostałe 4 koronawirusy wiązane są przede wszystkim 
z zakażeniami dróg oddechowych o lekkim lub niezbyt 
ciężkim przebiegu. Niektórzy autorzy szacują, że nawet 
20–30% łagodnych zakażeń górnych dróg oddecho-
wych, szczególnie u dorosłych oraz u starszych dzieci, 
jest wywoływana przez te koronawirusy [13]. Natomiast 
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jako czynnik etiologiczny zakażeń dróg oddechowych 
wymagających hospitalizacji stwierdza się je w ok. 
3–15% przypadków [9, 19, 32]. Dane epidemiologiczne, 
analizy objawów oraz częstości występowania korona-
wirusów są ograniczone, ale w związku z pojawieniem 
się w 2012 r. nowego koronawirusa o potencjale pan-
demicznym liczba badań obejmujących także pozostałe 
HCoV stale wzrasta. 

2. Taksonomia i występowanie

Koronawirusy należą do rzędu Nidovirales, rodziny 
Coronaviridae, podrodziny Coronavirinae. Wyróżniono 
4 rodzaje: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammaco-
ronavirus oraz ostatnio wyróżnione Deltacoronavirus 
[13] (Rys.1). W obrębie poszczególnych rodzajów (cza-
sem zwanych grupami) wyodrębnionych na podstawie 
różnic genetycznych oraz zdolności wykorzystywania 
receptorów komórkowych, wyróżniono jeszcze pod-
grupy np. w obrębie betakoronawirusów wyróżnia się 
podgrupy (linie) A, B, C i D.

Koronawirusy stanowią liczną grupę wirusów zdol-
nych do zakażania różnych gatunków zwierząt. Do tej 

gamma- i deltakoronawirusów wykrywane są głów-
nie u ptaków [26]. Zachorowania u ludzi wywołane są 
przez alfa- i betakoronawirusy. Spośród alfakoronawi-
rusów są to: HCoV-229E i HCoV-NL63. Na podstawie 
wykazanej homologii sekwencji poszczególnych genów 
pomiędzy tymi wirusami stwierdzono, że prawdopo-
dobnie HCoV-NL63 wywodzi się od HCoV-229E [26, 
45]. Natomiast spośród koronawirusów należących do 
betakoronawirusów zachorowania u ludzi powodują: 
HCoV-OC43, HCoV-HKU1 oraz HCoV-SARS i HCoV-
-MERS. Wirusy HCoV-HKU1 i HCoV-OC43 klasy-
fikowane są do linii A betakoronawirusów, a HCoV-
-SARS do linii B. Koronawirus MERS jest pierwszym 
opisanym patogenem człowieka należącym do linii C 
z  rodzaju betakoronawirusów, do której zalicza się 
także, wykrywane u nietoperzy, HKU4 i HKU5. Linia D 
w rodzaju betacoronawirus nie obejmuje organizmów 
uznawanych za patogenne dla człowieka (np. CoV-
-HKU9 występuje jedynie u nietoperzy) [50, 54]. 

Do niedawna sądzono, że poszczególne korona-
wirusy zakażają jedynie jeden gatunek gospodarza 
lub ewentualnie blisko spokrewnione gatunki. Nazwy 
poszczególnych gatunków koronawirusów wskazy-
wałyby na ich dość wysoką swoistość gatunkową oraz 
wywoływanych podstawowych objawów lub atako-
wanych narządów – np. PEDV oznacza koronawirusa 
wywołującego biegunki u świni zaś FIPV – korona-
wirusa kotów wywołującego zapalenie otrzewnej itp. 
Należy zauważyć, że w warunkach eksperymentalnych, 
koronawirusy wywołujące zachorowania u  jednych 
gatunków mogą namnażać się także w organizmach 
innych gospodarzy, np. koronawirus psa (CCoV) oraz 
koronawirus kota (FCoV) mogą namnażać się w orga-
nizmie świni i powodować zmiany kliniczne, takie jak 
w przebiegu zakażenia TGEV czyli koronawirusa powo-
dującego zapalenie żołądka i jelit świni [6]. 

Problem transmisji koronawirusa z jednego na 
drugiego gospodarza jest szczególnie istotny w aspek-
cie pojawiania się nowych wirusów patogennych dla 
człowieka. Ważnym rezerwuarem koronawirusów są 
przede wszystkim nietoperze, które były pierwotnym 
rezerwuarem HCoV-SARS i HCoV-MERS wywołują-
cych epidemie. Obecnie uważa się, że prawdopodobnie 
pierwszym gospodarzem wszystkich koronawirusów 
były nietoperze [25, 50, 54]. 

Wirus SARS jest chorobotwórczy dla ludzi i zwie-
rząt, w tym małp, psów, kotów, szczurów. Rezerwuarem 
HCoV-SARS były początkowo nietoperze, od których 
ulegały zakażeniu cywety palmowe (łuskuny palmowe, 
palm civet), które stanowią przysmak kuchni chińskiej. 
W wyniku bliskiego kontaktu tych zwierząt z ludźmi, 
HCoV-SARS został przeniesiony na populację ludzką. 
Po opanowaniu epidemii HCoV-SARS, począwszy od 
2005 r., wirusy te nie są izolowane od chorych z wyjąt-
kiem zakażeń nabytych w laboratorium [26]. 

Rząd: Nidovirales
Rodzina: Coronaviridae
Podrodzina: Coronavirinae
Rodzaj: Alfacoronavirus
  Gatunek: HCoV-NL63; HCoV-229E; HKU2;
 HKU8; TGEV; FIPV, PEDV;
Rodzaj: Betacoronavirus
 Linia A
  Gatunek: HCoV-OC43; HCoV-HKU1; MHV;
 Linia B 
  Gatunek: HCoV-SARS;
 Linia C
  Gatunek: HCoV- MERS; HKU4; HKU5;
 Linia D
  Gatunek: HKU9;
Rodzaj: Deltacoronavirus
  Gatunek: HKU11, HKU12, HKU13;
Rodzaj: Gammacoronavirus
  Gatunek: IBV; TuCoV

Rys. 1. Systematyka koronawirusów
Wytłuszczonym drukiem – patogeny człowieka. Objaśnienia skrótów: 
PEDV – Porcine epidemic diarrhea virus; TGEV – Transmissible Gastro-
enteritis Coronavirus; FCoV – Feline coronavirus; MHV – Mouse hepatitis 
virus; FIPV – Feline Infectious Peritonitis Virus (FCoV); HKU1 – 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 wywołane przez korona-
wirusy u ptaków, kotów, psów, świń, myszy, koni, wie-
lorybów, wielbłądów oraz nietoperzy [54]. Najwięcej 
gatunków koronawirusów wywołujących zachorowa-
nia opisano dla człowieka (6 wirusów), świni (5) oraz 
nietoperzy (różne gatunki). Koronawirusy należące do 
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Wirus MERS po raz pierwszy został opisany 
w  2012 r. jako czynnik ciężkich i zagrażających życiu 
chorego zakażeń dolnych dróg oddechowych. Zakażenia 
te w ponad 85% obserwowane są w u osób zamieszkują-
cych lub odwiedzających kraje Półwyspu Arabskiego (gł. 
Arabia Saudyjska) lub mające kontakt z osobami z tego 
regionu. Śmiertelność w zakażeniu MERS-CoV wynosi 
średnio 36%, ale znacznie częściej zachorowanie kończy 
się zgonem u osób w wieku powyżej 60 r.ż. W przypadku 
koronawirusa MERS pośrednim gospodarzem są wiel-
błądy. Badania sero-epidemiczne wykazały, że wirus 
podobny do MERS od lat powoduje zakażenia i zacho-
rowania wielbłądów szczególnie na Półwyspie Arabskim 
i w Afryce. Obecnie, zachorowania koronawirusem 
MERS u ludzi są nadal obserwowane, ale ich liczba jest 
znacznie niższa niż na początku epidemii [51]. 

3. Struktura i namnażanie się koronawirusów

W mikroskopie elektronowym wirusy te, dzięki 
obecności charakterystycznych struktur białkowych 
w  postaci powierzchniowych wypustek wystających 
z  dwuwarstwowej osłonki lipidowej, przypominają 
kształtem koronę. Stąd ich nazwa – koronawirusy [26]. 
Ich średnica waha się od 60 do 220 nm. Nukleokapsyd 
koronawirusów pokryty jest dwuwarstwową osłonką, 
w skład której oprócz lipidów wchodzą również białka: 
osłonkowe (E), membranowe zwane również matri-
ksem (M), które jest transbłonową glikoproteiną oraz 
glikoproteinowe wypustki. Genom koronawirusów 
(+ssRNA), o wielkości ok. 25–32 kb, wraz z białkiem 
nukleoproteiny (N) tworzy rybonukleoproteinę zwi-
niętą w ciasny heliks. Koronawirusy posiadają jeden 
z  największych genomów spośród wirusów RNA, co 
w połączeniu z wysoką zmiennością charakterystyczną 
dla wirusów RNA prowadzi do kumulacji zmian 
sekwencji genomu, czego efektem może być powstawa-
nie różnych wariantów wirusów oraz zmiana tropizmu 
komórkowego [49].

Wszystkie koronawirusy charakteryzuje podobna 
organizacja genomu (Rys. 2). Na końcu 5’ znajduje 
się czapeczka, natomiast na końcu 3’ – łańcuch poliA. 
W  genomie zawarta jest informacja genetyczna dla 
15–16 białek niestrukturalnych (nsps) potrzebnych do 
replikacji, 4–5  białek strukturalnych oraz 1–8  białek 
tzw. „pomocniczych” [39, 47]. W genomie koronawi-
rusów występuje 6 otwartych ramek odczytu (ORFs) 
[5]. Pierwsza z nich, począwszy od końca 5’, ORF1a/b 
obejmuje ok. 2/3  genomu i koduje tzw. „geny repli-
kazy” czyli 15–16 białek niestrukturalnych biorących 
udział w replikacji wirusów. Pozostałą 1/3 genomu od 
końcu 3’ stanowi obszar kodujący tzw. białka struktu-
ralne: (S) – glikoproteina powierzchniowa, (E) – małe 
białko osłonkowe, (M) – białko membranowe oraz 

białko nukleokapsydu – (N). W przypadku niektórych 
koronawirusów (np. HCoV-SARS) pomiędzy ORF1b 
a  genem kodującym glikoproteinę powierzchniową 
znajduje się fragment kodujący białko HE (hemaglu-
tynina-esteraza) [39].

Za wiązanie cząstek wirusa do poszczególnych 
receptorów na błonie komórek gospodarza, fuzję 
z błoną pęcherzyków endocytarnych, jak też wniknię-
cie wirusa do komórek gospodarza odpowiada białko S 
i ew. HE [33]. Badania nad poznaniem mechanizmów 
wnikania różnych koronawirusów do komórek trwają, 
ale uznaje się, że podstawowym jest endocytoza. Po 
fuzji osłonki wirusa z błoną endosomu wirus jest uwal-
niany do cytoplazmy. Mechanizm tego procesu może 
być różny, w zależności od gatunku wirusa. Wykazano, 
że w przypadku HCoV-SARS i HCoV-229E fuzja jest 
zależna od niskiego pH, natomiast nie zaobserwowano 
takiej zależności dla HCoV-NL63 [40]. W procesie fuzji 
prawdopodobnie bierze udział białko S i N. Białko N 
jest nukleoproteiną, ściśle związaną z procesem uwal-
niania wirusowego RNA i tworzeniem nukleokapsydu. 

Genom koronawirusów w związku z tym, że jest to 
pojedyncza nić RNA o dodatniej polarności i posiada-
jąca czapeczkę, ma właściwości zakaźne. Nić +ssRNA 
pełni funkcję zarówno mRNA jak i genomowego RNA, 
które jest przepisywane na nić komplementarną stano-
wiącą podstawę syntezy nowych cząstek genomowych 
oraz syntezy nowych mRNA. Po uwolnieniu +ssRNA 
do cytoplazmy następuje synteza poliproteiny replikazy 
na bazie ORF 1a/b oraz jej cięcie i powstają białka nie-
strukturalne biorące udział w replikacji. Miejscem repli-
kacji koronawirusów są pęcherzyki utworzone z błon 
retikulum endoplazmatycznego (DMVs). W  powsta-
waniu tych pęcherzyków biorą udział niestrukturalne 
białka wirusowe (np. nsp3, nsp4, nsp6). W  procesie 
replikacji koronawirusów powstaje dwuniciowe RNA 
(dsRNA), które musi być chronione przed komór-
kowymi mechanizmami obronnymi, zanim zostanie 
przepisane na genomowe RNA (+ssRNA) lub mRNA. 

Rys. 2. Schemat organizacji genomu koronawirusów
ORF 1a/1b – otwarta ramka odczytu kodująca niestrukturalne białka 
związane z replikacją i transkrypcją; białka strukturalne: S (glikoproteina 
powierzchniowa), E (osłonkowe), M (białko membranowe), N (białko 
nukleokapsydu); HE – u niektórych betakoronawirusów występuje białko 

HE czyli Hemaglutyninia-Esteraza [47].
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Nowosyntezowane RNA może zostać wykorzystane do 
replikacji lub translacji. Następnie następuje synteza 
białek strukturalnych (S, E, M, N, HE) z subgenomo-
wego RNA [39, 40, 47], które dalej uczestniczą w skła-
daniu wirusów potomnych, te zaś za pośrednictwem 
egzocytozy uwalniane są z komórki [52]. 

4. Receptory komórkowe wykorzystywane
 przez koronawirusy człowieka

Poszczególne koronawirusy wykorzystują różne 
receptory komórkowe, co zostało wykorzystane przy 
podziale na 3 grupy – w zależności od tego, jaki receptor 
jest przez nie rozpoznawany. Przykładowo, HCoV-229E 
(grupa  1) – wykorzystuje aminopeptydazę  N (APN, 
CD13), SARS-CoV oraz HCoV-NL63 (grupa 2) – ludzką 
konwertazę angiotensyny2 (hACE2), natomiast HCoV-
-MERS (grupa 2c) – dipeptydylopeptydazę 4 (DPP4). 
Wykazanie zdolności do rozpoznawania poszczegól-
nych receptorów komórkowych nie jest jednoznaczne 
z  określeniem patogennych właściwości badanego 
wirusa. Stwierdzono, iż powinowactwo białka S wirusa 
NL63 do hACE2 jest mniejsze niż w przypadku białka 
S wirusa SARS, co mogłoby tłumaczyć różnice w prze-
biegu zachorowań w wyniku zakażeń tymi wirusami 
[15, 26, 39, 40, 45, 49, 53]. Różnice w powinowactwie 
białka S do hACE2 mogą wynikać z różnic w struktu-
rze I oraz II rzędowej. Nie należy zapominać, że recep-
tory hACE2 są także rozpoznawane przez inne wirusy 
np. grypy ptaków H5N1. Wykazano zależność między 
obecnością tych receptorów a przebiegiem zachorowa-
nia ze strony układu oddechowego podczas zakażenia 
wirusem grypy ptaków H5N1. Receptory hACE2 znaj-
dują się na komórkach w wielu tkankach człowieka, ale 
najsilniej ekspresja tych receptorów występuje w płu-
cach oraz nerkach [52]. Podobieństwo HCoV-MERS do 
szczepów CoV-HKU4 i CoV-HKU5, które dotychczas 
były izolowane jedynie od nietoperzy (odpowiednio od 
Tyonycteris pachypus i Pipistrellus abramus), pozwoliło 
na wyciagnięcie hipotezy, że nietoperze stanowią rezer-
wuar również tego blisko spokrewnionego wirusa [54]. 
Co więcej, według badań przeprowadzonych przez Yang 
i wsp. (2015) tylko dwie mutacje w sekwencji białka S 
wystarczą, żeby CoV-HKU4, który obecnie jest uzna-
wany za niechorobotwórczy dla ludzi, zyskał całkowitą 
zdolność zakażania człowieka.

5. Zakażenia człowieka: transmisja, objawy,
 charakterystyka

Koronawirusy wywołujące zakażenia układu odde-
chowego u ludzi rozprzestrzeniają się głównie drogą 
kropelkową, ale również przez kontakt bezpośredni 

z wydalinami pochodzącymi od osób chorych (mocz, 
kał, wyciek z nosa) [13]. Stwierdzono zdolność wirusów 
do zachowania zakaźności na powierzchniach ceramicz-
nych, szklanych oraz wykonanych z PVC, teflonu itp. 
nawet przez 4–5 dni, co sugeruje istotny udział szerzenia 
się zakażeń poprzez dotyk skażonych powierzchni [13].

Wśród zakażeń wywoływanych u ludzi przez koro-
nawirusy należy wyróżnić HCoV-SARS oraz HCoV-
-MERS, które wywołują epidemie i przebieg choroby sta-
nowi istotne zagrożenie dla zdrowia i życia chorych oraz 
koronawirusy HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63 
i HCoV-HKU1 powodujące na ogół grypopodobne zaka-
żenia, których częstość szacowana jest na ok. 15–20% 
i hospitalizacji wymaga od 2% do 10% chorych [26]. 
Jednak niekiedy stanowią przyczynę aż 30% potwierdzo- 
nych grypopodobnych zakażeń wirusowych [1, 46]. 

Objawy wywołane zakażeniem koronawirusami nie 
są charakterystyczne. Podwyższona temperatura ciała 
(pow. 37,5°C) występuje u 50–80% chorych. U dzieci 
obserwuje się zapalenie błony śluzowej nosa i gardła 
– u 10–20%, zapalenie ucha środkowego – u 15–30%, 
zapalenie spojówek – u 2–15%. W przypadku zakażeń 
dolnych dróg oddechowych u dzieci przede wszystkim 
obserwowane jest zapalenie oskrzeli, zapalenie płuc 
oraz zaostrzenie przebiegu astmy. Natomiast u hospi-
talizowanych osób dorosłych często występują ciężkie 
postacie zapalenia płuc oraz, podobnie jak u  dzieci, 
zaostrzenie objawów POChP. U około 20–40% hospita-
lizowanych pacjentów (zarówno dzieci jak i dorosłych), 
u których wykazano zakażenie koronawirusami, stwier-
dzono objawy ze strony układu pokarmowego. U około 
30% tych pacjentów stwierdzono także współistnie-
jące zakażenie innym wirusem wywołującym nieżyt 
żołądka i  jelit np. rotawirusem lub adenonowirusem. 
Jednak objawy wyłącznie ze strony układu pokar-
mowego w  przebiegu zakażeniami koronawirusami 
nie są częste [30, 48].

Zauważono, że objawy choroby mogą się różnić 
w  zależności od gatunku wywołującego je wirusa. 
W  przypadku zakażeń HCoV-229E dominują katar, 
przekrwienie śluzówek (congestion), niekiedy kaszel, 
ból gardła oraz ogólne osłabienie, co nie wymaga lecze-
nia szpitalnego. Szacuje się, że ok. 30% zakażeń HCoV-
-229E przebiega bezobjawowo. W zakażeniach HCoV-
-OC43 objawy są podobne, choć rzadziej występuje 
katar, a  pacjenci częściej skarżą się z  powodu kaszlu 
i świszczącego oddechu. Szacuje się, że ok. 20% zakażeń 
ma przebieg bezobjawowy. Chociaż nie stwierdzono 
różnic w przebiegu zakażeń wymagających hospitali-
zacji wywołanych przez HCoV-229E lub HCoV-OC43 
[48], to Gaunt i wsp. zaobserwowali związek między 
zachorowaniami wywołanymi przez HCoV-229E a sto-
sowaną u  chorego immunosupresją [21]. Natomiast 
zakażenia HCoV-NL63 są dosyć często stwierdzane 
u małych dzieci, hospitalizowanych z powodu zapale-
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nia oskrzeli lub krupu wirusowego. U dorosłych wirus 
ten może być także przyczyną zakażeń dolnych dróg 
oddechowych [20, 39, 48]. HCoV-HKU1 wiązany jest 
przede wszystkim z zakażeniami górnych dróg odde-
chowych i zaostrzeniem przebiegu astmy. Wykrywano 
go w próbkach kału pobranych od chorych z proble-
mami ze strony układu pokarmowego, głównie jelit, ale 
często w koinfekcji z innymi wirusami wywołującymi 
zakażenia pokarmowe [40, 48]. 

Najcięższy przebieg choroby obserwowany jest 
w  zakażeniach wywoływanych przez HCoV-SARS. 
W  początkach choroby są to objawy grypopodobne, 
często mylone z innym zakażeniem wirusowym, ale 
w  końcowej fazie choroby HCoV-SARS u ok. 20% 
pacjentów powoduje zespół ciężkiej niewydolności 
oddechowej, ang. Severe Acute Respiratory Syndrome 
(SARS), który może prowadzić do śmierci chorego [49]. 
Śmiertelność w przypadkach SARS wynosi ok. 10%. 
Natomiast w przebiegu ostrego zakażenia układu odde-
chowego wywołanego przez HCoV-MERS nie stwierdza 
się typowego dla zakażeń wirusowych 2-fazowego prze-
biegu choroby, jak również objawów charakterystycz-
nych tylko dla tego wirusa. Ponadto zakażenia wiru-
sem HCoV-MERS mogą czasem przebiegać łagodnie 
lub bezobjawowo, co stwarza trudności w postawieniu 
prawidłowej diagnozy wykluczającej możliwość zakaże- 
nia innymi wirusami (np. wirusem grypy). W takich 
przypadkach nieocenioną pomoc niesie wywiad epi-
demiologiczny, ponieważ zakażenia HCoV-MERS wią-
zane są z podróżami na Bliski Wschód lub kontaktem 
z osobą powracającą z tamtych terenów. Należy również 
pamiętać, że zakażenia HCoV-MERS występują często 
u  osób z  obniżoną odpornością i w związku z  tym 
śmiertelność zakażeń u tych pacjentów jest dużo wyż-
sza i wynosi od 30–60% [51]. 

Nishiura i wsp. (2012) uważają, że jednym z głów-
nych czynników ułatwiających ustalenie podejrzenia 
o zakażenia koronawirusami jest określenie czasu inku-
bacji choroby. Wystąpienie objawów choroby w czasie 
krótszym bądź równym 2 dniom wskazuje na praw-
dopodobieństwo zakażenia wirusem grypy, z  kolei 
inkubacja od 3 do 5 dni może być związana z zakaże-
niem ludzkimi koronawirusami [42]. Wyjątek stanowi 
HCoV-SARS i HCoV-MERS, dla których okres ten może 
wynosić nawet do 14 dni [48].

Zakażenia koronawirusami występują bez względu 
na płeć, wiek czy położenie geograficzne (Tab. I). Do 
pierwszych zakażeń człowieka dochodzi głównie we 
wczesnym dzieciństwie, a reinfekcje mogą występować 
w ciągu całego życia. Koronawirusy powodują zacho-
rowania we wszystkich grupach wiekowych [20, 48]. 
Zaobserwowano jednak, iż HCoV-229E oraz HCoV-
-HKU1 wywołują głównie zachorowania u dorosłych, 
natomiast HCoV-OC43 i HCoV-NL63 u dzieci, szcze-
gólnie poniżej 2 roku życia [1, 50].

Na świecie zakażenia koronawirusami obserwowane 
są przez cały rok, ale największą częstość tych zakażeń 
notuje się w miesiącach jesienno-zimowych lub pod-
czas pory deszczowej. Jednak w Chinach koronawirusy 
wykrywane są najrzadziej podczas miesięcy jesiennych, 
a w Hong Kongu szczyt zachorowań HCoV-NL63 przy-
pada na okres wiosenno-letni [30]. W  wielu krajach 
szczyt zachorowań wywołanych przez koronawirusy 
pokrywa się lub jest zbliżony do szczytu zakażeń wywo-
łanych przez RSV i wirusy grypy [1, 48]. Badania doty-
czące krążenia tych wirusów są nieliczne, ale w poszcze-
gólnych okresach zaobserwowano różną aktywność 
nie-epidemicznych koronawirusów. Badania te obejmo-
wały na ogół konkretne grupy pacjentów i najczęściej 
byli to pacjenci hospitalizowani. Z tego powodu istnieją 
wątpliwości czy brak identyfikacji niektórych gatun-
ków, HCoV-229E lub -HKU1, jako czynników etiolo-
gicznych ostrego zakażenia dróg oddechowych (ARI, 
acute respiratory infection) oznacza brak aktywności 
tych wirusów w danym regionie, czy też z  powodu 
wywoływania głównie łagodnych zachorowań nie są 
one diagnozowane. Jednak należy wziąć pod uwagę, 
że w okresie jesienno-zimowym, kiedy koronawirusy 
oraz inne wirusy wywołujące zakażenia układu odde-
chowego, takie jak RSV, grypa, HMPV itp. są najczęś-
ciej wykrywane, a ich różnorodność jest najwyższa, to 
nadal nie wszystkie są identyfikowane. Innym proble-
mem jest występowanie koronawirusów w zakażeniach 
mieszanych, co potwierdzają badania wielu zespołów 
i wskazują, że mogą być one jednym z najczęstszych 
czynników wywołujących współzakażenia z innymi 
wirusami. Szacuje się, że ok. 45–60% zakażeń wywo-
łanych przez te wirusy dotyczy właśnie ko-infekcji [26, 
31]. W badaniach przeprowadzonych przez Hoe i wsp. 
(2007) zostało wykazane, że w przypadku współzaka-
żenia liczba cząstek HCoV-NL-63 jest zwykle niższa niż 
w przebiegu zakażenia pojedynczym wirusem. Współ-
występujące zakażenia wirusowe stwierdzano przede 
wszystkim u osób hospitalizowanych [26], natomiast 
niewiele wiadomo o ewentualnych współzakażeniach 
wirusowych nie wymagających hospitalizacji. Naj- 
częściej wykrywano mieszane zakażenia wywołane 
przez koronawirusy w połączeniu z zakażeniem RSV, 
HMPV, wirusami grypy lub enterowirusami czego 
powodem może być współwystępowanie tych wirusów 
w środowisku [Tab. I] [1].

6. Diagnostyka

Do 2002 r. diagnostyka zakażeń dróg oddechowych 
obejmująca koronawirusy prowadzona była jedynie 
przez nieliczne ośrodki. W związku z pojawieniem 
się nowego, epidemicznego gatunku HCoV-SARS zin-
tensyfikowano badania nad tą rodziną wirusów. Po 
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odkryciu HCoV-NL63 oraz HCoV-HKU1 zdecydowa-
nie wzrosła liczba badań, ale dopiero pojawienie się 
w 2012 r. HCoV-MERS i zwiększająca się liczba przy-
padków śmiertelnych w wyniku zakażenia tym wirusem 
spowodowało uwzględnienie zakażeń koronawirusami 
w rutynowej diagnostyce. W badaniach diagnostycz-
nych wykorzystywane są materiały pobrane z układu 
oddechowego (wymaz z gardła, wymaz z nosa, aspirat 
przeztchawiczy, BAL), próbki moczu i kału oraz suro-
wicę krwi [49]. W celu zwiększenia czułości procesu 

identyfikacji, np. w przypadku HCoV-MERS, zalecane 
jest pobieranie próbek z różnych odcinków układu 
oddechowego oraz w różnych okresach po wystąpie-
niu objawów choroby. W diagnostyce zakażeń korona-
wirusami stosowane są metody oparte na technikach 
biologii molekularnej, izolacji wirusa w hodowlach 
komórkowych oraz metody serologiczne [51].

Ze względu na trudności związane z izolacją koro-
nawirusów w hodowlach komórkowych, techniki 
biologii molekularnej są metodami z wyboru. Naj-

2001–02 Chiny/Hong Kong 0–18 587 ARI 36,3  4,4 RSV, HMPV, HPIV, 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, HPIV, Flu, HAdV
2004–05 Włochy 18+ 510 LRTI 42,2  3,3 RSV, HRV, HMPV, HPIV, 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, HMPV, HPIV, [44]
       Flu, HAdV
2007–08 Korea 0–5 296 ARI 50  5,5 RSV, HRV, HMPV, HPIV, Flu, [10]
       HAdV, HBoV
2007–08 Słowenia 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]
 (INFLUENCE65 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, HPIV, [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, HMPV, HPIV, [29]
       Flu, HAdV, HBoV
2011–13 Hiszpania 0–14 204 LRTI 91,7  2,5 RSV, HRV, HMPV, HPIV,  [7]
       HAdV, HBoV
2013–14 Polska 0–16 370 ARI 51,4 25 RSV [1]
 (badania własne)

Tabela I
Wybrane badania dotyczące częstości koronawirusów

  * 80% badanych pacjentów było w immunosupresji
** wśród próbek dodatnich częstość wykrywania koronawirusów wynosiła 32%
Objaśnienia skrótów: RSV – Respiratory syncytial virus; HMPV – Human metapneumovirus, metapneumowirus człowieka; HPIV – Human parain-
fluenza viruses, wirus paragrypy człowieka; Flu – Influenza virus, wirus grypy ; HAdV – human adenowirus, adenowirus człowieka, EV – enterovirus, 
enterowirus; HRV – Human rhinoviruse, rinowirus człowieka, HBoV – Human bocavirus, bokawirus człowieka; Bd – brak danych, L/URTI – infekcje 
dolnych/ górnych dróg oddechowych, ARI – ostre zakażenie dróg oddechowych, ILI – choroba grypopodobna.
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częściej wykorzystywana jest technika PCR z etapem 
odwrotnej transkrypcji zarówno w wersji klasycznej 
jak i PCR w czasie rzeczywistym (real-time RT-PCR). 
W badaniach wykorzystywane są różne rozwiązania 
dotyczące stosowania starterów swoistych dla poszcze-
gólnych gatunków koronawirusów (PCR dla jednego 
gatunku wirusa lub multiplex PCR), poszukiwanie 
starterów dla wspólnego fragmentu genomu korona-
wirusów (ORF1a/b, białko nukleokapsydu-N lub białko 
powierzchniowe-S) [45], poszukiwanie fragmentów 
swoistych dla alfa- i betakoronawirusów [42]. Należy 
pamiętać, że powszechnie stosowane startery tzw. 
pankorona zaprojektowane do wykrywania możliwie 
wszystkich koronawirusów wywołujących zakażenia 
u ludzi nie wykrywają HCoV-SARS ani HCoV-MERS 
[22]. Z tego względu często stosowana jest kompilacja 
różnych testów RT-PCR (Tab. II). 

Uważa się, że za wywołanie reakcji immunologicz-
nej w odpowiedzi na zakażenie odpowiadają białka S 
i N. Białko S odpowiada za pierwszy etap infekcji, więc 
jest pierwszym celem odpowiedzi humoralnej i komór-
kowej [49]. Z kolei białko N najsilniej aktywuje swo-
istą odpowiedź odpornościową. Metody serologiczne 
opierają się na wykryciu konkretnych antygenów, bądź 
przeciwciał skierowanych w kierunku tych antygenów 

w surowicy pacjenta. Problemem w przypadku badań 
obecności przeciwciał jest występowanie reakcji krzy-
żowych i uzyskiwanie wyników fałszywie pozytywnych. 
Reakcje krzyżowe najczęściej wynikają z reagujących 
krzyżowo epitopów antygenowych koronawirusów. 
Odziaływanie z białkiem N HCoV-SARS stwierdzono 
dla przeciwciał HCoV-229E oraz HCoV-OC43 [45]. Co 
więcej, wykrywanie przeciwciał u małych dzieci sta-
nowi również istotny problem. Z badań Dijkman i wsp. 
[15] wynika, że u dzieci zaraz po urodzeniu stwier-
dza się bardzo wysoki poziom przeciwciał nabytych 
od matki przeciw białku N HCoV-NL63. Wykazano, 
że ich poziom zmniejsza się dopiero w 4–5 miesiącu 
życia. U dorosłych natomiast spadek miana przeciw-
ciał, przede wszystkim skierowanych przeciw białkom 
powierzchniowym, następuje po upływie roku od zaka-
żenia HCoV, co tłumaczy kilkukrotne reinfekcje [16]. 
Obecnie badania serologiczne w diagnostyce zakażeń 
koronawirusami są bardzo rzadko stosowane. 

Koronawirusy można izolować w różnych liniach 
komórkowych, ale każdy z koronawirusów wykazuje 
powinowactwo do namnażania się w określonych 
komórkach. HCoV-229E po raz pierwszy wyizolo-
wano w roku 1966 w hodowli wyprowadzonej z ludz-
kich embrionalnych komórek nerki (np. MRC5). 

Nested-PCR Brak danych Alfa- corona Wykrywa m.in. HCoV-229E i HCoV-NL-63 [41]
 Brak danych Beta-corona Wykrywa m.in. OC43, HKU1, nie wykrywa MERS-CoV
   ani SARS-CoV
Real-time PCR Gen (N) OC43-HCoV Startery specyficzne dla poszczególnych koronawirusów [24]
  229E-HCoV
 ORF 1a NL63-HCoV
Multiplex RT-PCR Brak danych OC43/ HKU1 Test komercyjny. Konieczność różnicowania między 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 ORF1a
Real-time RT- PCR Gen E  MERS-CoV Test przesiewowy, większa czułość, mniejsza specyficzność [11]
 ORF 1b MERS-CoV Test potwierdzenia, większa specyficzność, mniejsza czułość [12]
 ORF 1a MERS-CoV Test potwierdzenia, większa specyficzność, mniejsza czułość
Sekwencjonowanie Gen RdRp  Różnicowanie spośród betakoronawirusów, (linia C) oraz
  MERS-CoV spokrewnionych koronawirusów zwierzęcych
RT- PCR Gen N  Wysoce specyficzny fragment MERS-HCoV.
RT-PCR ORF ab Koronawirusy Możliwość wykrycia także innych niż ludzkie genotypów,  [22]
  (pan-korona) ale nie wykrywa ok. 30% krążących genotypów
RT-PCR Gen polimerazy Koronawirusy        –
  (pan-korona)
 Gen N, ORF1a, HCoV-NL63 Startery specyficzne dla HCoV-NL63 [36]
 ORF1b, Gen S,
 Sekwencjonowanie
 Gen G HCoV-OC43 Startery specyficzne dla HCoV-OC43 i HCoV- 229E
  HCoV-229E

Tabela II
Wybrane przykłady zastosowania metod biologii molekularnej do diagnostyki zakażeń koronawirusami

Metoda Fragment Genotyp Uwagi Ref.
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Obecnie wirus ten „przystosował się” do namnażania 
w  wielu rodzajach linii komórkowych, powszechnie 
wykorzystywanych w laboratoriach wirusologicznych 
[49]. HCoV-OC43 został wyizolowany w 1967 r. w linii 
komórek tchawicy oraz w komórkach wyprowadzo-
nych z  raka ludzkiego jelita grubego (linia HRT18). 
HCoV-NL63 został wyizolowany w 2004 r. w hodowli 
komórek małpiej nerki LLC-MK2, ale namnaża się on 
również w komórkach wątroby, np. w linii komórkowej 
Huh-7. [15, 40, 49]. Natomiast HCoV-SARS replikuje 
się w hodowlach komórek małpiej nerki (np. Vero E6, 
LLC-MK2) ale, należy pamiętać, że namnażenie tego 
wirusa może być prowadzone wyłącznie w laborato-
rium o podwyższonym poziomie bezpieczeństwa bio-
logicznego (BSL3 lub 4). Do roku 2010, mimo wielu 
prób nie udawało się namnożyć HCoV-HKU1 w liniach 
komórkowch. Dopiero Pyrć i wsp. [41] z powo- 
dzeniem namnożyli wirusa in vitro stosując hodowlę 
nabłonka rzęskowego układu oddechowego (HAE). 
Efektem namnażania koronawirusów w hodowlach 
komórkowych są widoczne pod mikroskopem zmiany 
w  postaci agregatów komórkowych, syncytii czy 
obrzmienie komórek [35].

7. Podsumowanie

Koronawirusy, jako czynniki etiologiczne głów-
nie łagodnych, samoustępujących zakażeń układu 
oddechowego, nie były wcześniej wiodącym tematem 
badań z punktu widzenia zdrowia publicznego. Dopiero 
wybuch epidemii SARS-CoV, w 2003  roku, skłonił 
badaczy do coraz głębszego pochylenia się nad biolo-
gią tych wirusów oraz możliwościami ewentualnego 
leczenia zakażeń przez nie wywołanych. Wzrost zain-
teresowania koronawirusami doprowadził do odkry-
cia 4 nowych gatunków wirusów, które, jak się okazało, 
od dawna krążą w środowisku człowieka powodując 
rokrocznie ok. 20–30% zakażeń dróg oddechowych, 
a  w  3–15% przypadków zakażeń chorzy wymagają 
hospitalizacji. Mimo, iż zakażenia wywołane przez 
koronawirusy mają głównie łagodny przebieg, wystę-
pują również koronawirusy (np. HCoV-SARS) powo-
dujące ciężkie infekcje, niekiedy kończące się śmiercią. 
Koronawirusy są chorobotwórcze zarówno dla ludzi 
jak i zwierząt. Wraz z rozwojem badań wykazano, że 
koronawirusy, które uważano za patogeny zwierząt 
mogą wywoływać choroby u ludzi. Biorąc pod uwagę 
możliwość przekraczania granicy zwierzę-człowiek 
oraz szybką replikację wirusów, konieczne są dalsze 
badania nad biologią, patogenezą oraz transmisją koro- 
nawirusów. Co więcej istnieje potrzeba wyjaśnienia 
związku między koronawirusami a chorobami układu 
nerwowego (np. stwardnienie rozsiane) czy układu 
pokarmowego. 

Dotychczas nie opracowano skutecznej metody 
leczenia oraz zapobiegania zachorowaniom (szczepionki 
przeciwko koronawirusom), ale badania są intensywnie 
prowadzone. Wydaje się, że najlepszą ochroną przed 
infekcją koronawirusów jest właściwa higiena. Koro-
nawirusy są wrażliwe na większość powszechnie sto-
sowanych środków dezynfekcyjnych [49].
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1. Wstęp

Jednym z celów badań dotyczących genetyki mikro-
organizmów jest wykorzystanie bakteryjnych mobil-
nych elementów genetycznych (MEG) w biotechno- 
logii lub medycynie. W obydwu dziedzinach najczęś-
ciej wykorzystywaną w tych celach grupą bakteryj-
nych MEG są plazmidy. Stanowią one teoretycznie 
doskonały materiał do konstruowania narzędzi terapii 
genowych oraz szczepionek. Występują powszechnie, 
a  ich naturalna zdolność do stabilnego utrzymywa-
nia się w  komórkach bakteryjnych znacznie ułatwia 
i przyspiesza ich genetyczne modyfikowanie. Stosun-
kowo łatwe i tanie jest uzyskiwanie dużych ilości plaz- 
midowego DNA (pDNA) [55]. Zastosowanie wekto- 
rów bakteryjnych w biologii molekularnej i biomedy-
cynie zostało wcześniej opisane w pracy Staworzyńskiej 
i wsp. w 2011 roku [81]. 

Pierwsze doniesienia o możliwości wykorzystania 
plazmidowego DNA w terapiach genowych sięgają roku 
1990, kiedy to Wolff i wsp. wykazali, że domięśniowe 
podanie plazmidowego DNA spowodowało ekspresję 
kodowanego genu (transgenu) [98]. Spowolnienie roz-
woju skutecznych terapii genowych zostało spowodo-

wane przez różne czynniki np. ostre reakcje zapalne na 
wektory stosowane w terapiach genowych, karcenoge-
nezę czy ograniczony efekt terapeutyczny [83]. Obecnie 
istnieje szereg jednostek chorobowych, dla których pro-
wadzi się badania kliniczne z wykorzystaniem terapii 
genowej opartej o plazmidowy DNA np.: nowotwory 
(czerniak złośliwy, rak trzustki, rak piersi), choroby 
serca (choroba niedokrwienna kończyn, schorzenia 
naczyń wieńcowych), choroby zakaźne (HIV, zapale-
nie wątroby typu B), dziedziczne choroby jednogenowe 
(pląsawica Huntingtona, hemofilia) [32, 55]. 

Wektory wykorzystywane w terapiach genowych 
można podzielić bazując na trzech kryteriach zapro-
ponowanych przez Ehrhardt i wsp. w 2008 roku. Po 
pierwsze podział według formy podawanego DNA 
na: „nagi” DNA lub cząsteczki wiruso-podobne (VLP 
– virus like particles). Drugie kryterium podziału to 
zdolność do pozostawania (retencji) w jądrze komór-
kowym, według którego wektory można pogrupować 
na te bez zdolności do retencji, na wektory integrujące 
do chromosomów oraz na wektory pozostające jako 
pozachromosomowe elementy na terenie jądra. Trzeci 
sposób podziału to uwzględnienie sposobu utrzymywa-
nia się wektorów w komórce (zdolność do replikacji):
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•	 integrujące	–	czyli	włączające	się	w	określone	miej-
sce w chromosomowym DNA komórek gospodarza 
i korzystające z komórkowych mechanizmów repli- 
kacji; głównie wektory pochodzenia wirusowego 
(retrowirusowego lub lentiwirusowego) [25, 85]

•	 episomalne	 –	 czyli	 pozostające	 jako	 niezależne	
pozachromosomowe elementy na terenie jądra 
komórkowego; głównie wektory pochodzenia 
adenowirusowego lub plazmidowego z repliko-
nem wirusowym [25]

•	wektory	 bez	 zdolności	 do	 replikacji	 –	 wektory	
bazujące na plazmidach bez replikonu wiruso-
wego, których liczba kopii po podaniu stopniowo 
spada w miarę kolejnych podziałów komórko-
wych; wektory te zapewniają jedynie przejściową 
ekspresję kodowanego transgenu [25]

Jednak to właśnie ta ostatnia grupa wektorów jest 
często wykorzystywana w praktyce klinicznej, mimo 
że pozbawiona zdolności do replikacji w komórkach 
docelowych i retencji na terenie jądra komórkowego 
[25]. Konwencjonalny wektor terapeutyczny bazujący 
na pDNA składa się z dwóch głównych modułów: 
bakteryjnego i ekspresyjnego. Moduł bakteryjny to 
fragment wektora zawierający wszystkie elementy nie-
zbędne do utrzymywania się wektora w komórce bak-
teryjnej. Są to origin replikacji (preferowane są origin 
typu theta bez białka replikacyjnego np. ColE1) oraz 
marker umożliwiający selekcję komórek niosących 
plazmid. Druga część wektora to moduł ekspresyjny. 
Moduł ten umożliwia ekspresję genu terapeutycznego 
w docelowych komórkach eukariotycznych. Podstawo-
wymi elementami tego modułu będą sekwencja promo-
tora oraz gen terapeutyczny (GOI – gene of interest). 
Moduł ten jednak może być dodatkowo uzupełniany 
o  5’UTR (rejon 5’ nie ulegający translacji), introny, 
fragment poliadenylowy oraz fragment genu kodujący 
peptyd sygnalny. Peptyd sygnalny zapewnia właściwe 
kierowanie zsyntetyzowanego białka [68].

Oddzielnym zagadnieniem jest dostarczenie na 
teren komórki narzędzi do edycji genomu. Przykła-
dem takiego układu może być coraz powszechniej 
wykorzystywany system – CRISPR/Cas9 [70], którego 
podstawowa zaleta to możliwość wprowadzania celo-
wanych zmian w genomie. Sam system CRISPR/Cas9 
i dynamiczny rozwój jego wykorzystania to temat na 
oddzielną pracę. W kontekście tego opracowania należy 
jednak wspomnieć , że komponenty układu CRISPR/
Cas9 wymagają wektorów do dostarczenia ich do 
komórek docelowych. Do tego celu można wykorzy-
stywać modyfikowane wektory pochodzenia wiruso-
wego lub jeden z szeregu nie-wirusowych systemów 
dostarczania leków (non-viral drug delivery systems).

Niniejsza praca poświęcona jest jednak problemom 
związanym z wykorzystaniem plazmidów jako wekto-
rów do terapii genowych.

2. Naturalna modyfikacja DNA jako przeszkoda
 w stosowaniu plazmidów w terapii genowej

Metylacja jest najpowszechniejszym typem natu-
ralnej modyfikacji materiału genetycznego. Została 
wykryta u przedstawicieli wszystkich grup organizmów 
od Archebakterii poprzez wirusy aż do kręgowców czy 
roślin kwiatowych [14]. Metylacja DNA to reakcja 
przeniesienia grupy metylowej z donora S-adenozylo-
-L-metioniny (AdoMet) na zasady DNA znajdujące się 
w specyficznym kontekście genetycznym [37]. Reakcja 
ta jest katalizowana przez specyficzną grupę enzymów 
– metylotransferazy DNA (metylazy DNA). 

W przypadku organizmów prokariotycznych wy- 
kryto trzy reakcje metylacji dotyczące zasad DNA 
(metylacja: cytozyny do C5-metylocytozyny; cytozyny 
do N4-metylocytozyny; adeniny do N6-metyloadeniny) 
[1]. Natomiast w przypadku organizmów eukariotycz-
nych, u których stwierdzono występowanie metylowa-
nych zasad w DNA, mamy do czynienia przede wszyst-
kim z modyfikacją cytozyny do C5-metylocytozyny [1] 
oraz wykrywaną u niższych eukariontów metylacją ade-
niny do N6-metyloadeniny [78]. Wynikająca z rozbież-
ności prokariotycznych i eukariotycznych systemów 
modyfikacji DNA różnica w  metylacji określonych 
zasad w DNA stanowi jedną z barier w wykorzystaniu 
plazmidów do celów terapeutycznych u ludzi. Zarówno 
u organizmów prokariotycznych jak i eukariotycznych 
metylacja DNA dotyczy zawsze zasad znajdujących 
się w  charakterystycznym kontekście genetycznym 
(tzw. sekwencji rozpoznawanej przez daną metylazę). 
W przypadku wyższych kręgowców (np. ssaków) wystę-
puje tylko metylacja cytozyny do C5-metylocytozyny 
i  to głównie w kontekście dinukleotydu cytozyna-
-guanina (CpG). Ponadto, rozmieszczenie metylowa-
nych miejsc CpG jest nierównomierne w poszczegól-
nych genomach ssaczych. Około 60–80% miejsc CpG 
pozostaje zmetylowanych [46], możliwe jest jednak 
odnalezienie regionów bogatych w miejsca CpG pozba-
wione metylacji. Są to wyspy CpG (CGIs) [21]. Obec-
ność takich miejsc ma znaczenie w regulacji ekspresji 
genów, szczególnie w kontekście długookresowej repre-
sji transkrypcji (wyciszanie ekspresji) [41]. W organiz-
mach prokariotycznych metylacja DNA związana jest 
przede wszystkim z systemami restrykcji-modyfikacji, 
a  metylacja DNA odpowiedzialna za regulację eks-
presji genów opiera się głównie na metylacji adeniny 
do N6-metyloadeniny (metylazy typu Dam i CCrM) 
[15]. Dużo słabiej poznana jest rola metylacji cytozyny 
(C5-metylocytozyny) w fizjologii bakterii [78]. Materiał 
genetyczny pochodzenia bakteryjnego stanowi sygnał 
alarmowy dla układu immunologicznego organizmów 
wyższych. Receptory komórek układu immunologicz-
nego rozpoznają obce, związane z patogenami wzory 
molekularne np. lipopolisacharydy powierzchniowe 
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lub kwasy nukleinowe (receptory TLR3, TLR7/8 i TLR9 
związane z organellami wewnątrzkomórkowymi: retiku-
lum endoplazmatycznym, endosomami i lizosomami) 
[77]. TLR9 to receptor rozpoznający DNA zawierający 
niemetylowane miejsca CpG [5]. Historia wykrycia 
motywów CpG, ich charakterystyka oraz określenie 
roli w odróżnianiu swoich komórek od komórek pato-
genów została wyczerpująco opisana w pracy Arthura 
M. Kriega z  2002  roku [51]. Podsumowując, w DNA 
bakteryjnym występują niezmetylowane dinukleotydy 
cytozyna-guanina (CpG). Motywy CpG pozostają nato-
miast w znacznej większości zmetylowane w przypadku 
DNA komórek eukariotycznych. Immunostymulacyjny 
efekt bakteryjnego DNA na komórki eukariotyczne 
został wykryty w  roku  1984 przez Tokunagę i  wsp. 
[86]. Przyczyną immunostymulacji komórek odporno-
ściowych w zetknięciu z DNA bakteryjnym jest stopień 
metylacji miejsc CpG oraz występowanie niezmety- 
lowanych dinukleotydów CpG położonych w charakte-
rystycznym kontekście genetycznym. Pierwsze donie-
sienia dotyczące tego zjawiska sugerowały, że sekwen-
cjami immunostymulacyjnymi (immunostimulatory 
sequences – ISS) są motywy złożone według poniższego 
schematu: puryna-puryna-CG-pyrimidyna-pyrimidyna 
[53]. Opierając się na tym schemacie udowodniono, że 
najbardziej immunostymulacyjnie działa na komórki 
ludzkie sekwencja 5’-GTCGTT [39].

Identyfikacja ISS pozwoliła na wykorzystanie inży-
nierii genetycznej w celu zredukowania liczby motywów 
CpG w obrębie danego plazmidu. Skutkowało to znacz-
nym obniżeniem indukcji cytokin prozapalnych [102]. 
Dlatego też, konstruowano wektory pDNA, w których 
duże fragmenty naturalnego plazmidu zostały zamie-
nione na syntetyczne fragmenty pozbawione motywów 
CpG [101]. Drugim kierunkiem jest poszukiwanie natu-
ralnych plazmidów 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] będą bowiem z  natury pozbawione 
immunogennych miejsc CpG. W porównaniu do popu-
larnie stosowanych wektorów plazmidowych czy nawet 
innych plazmidów izolowanych z tego samego szczepu 
(pIGMS32) posiadają one znacznie mniejszą liczbę 
miejsc potencjalnie immunogennych (Tab. I). 

Wykazano, że nawet obecność jednego miejsca CpG 
może być wystarczająca do wywołania odpowiedzi 
zapalnej. Możliwe jest osiągnięcie przedłużonej eks-
presji transgenu bez wywoływania odpowiedzi zapalnej 
na bazie wektorów pozbawionych miejsc CpG (CpG-
-free vector) [44, 64]. Zostało to potwierdzone poprzez 
badania nad wektorami o obniżonej zawartości miejsc 
CpG, które były w stanie zapewniać przedłużoną eks-
presję kodowanego transgenu [64, 60]. Z drugiej jed-
nak strony istnieją doniesienia wskazujące, że całko-
wite usunięcie miejsc CpG może wpływać na obniżenie 
poziomu transkrypcji genu, którego wyrażanie jest 
celem terapeutycznym [6]. Ekspresja transgenu może 
być wyciszana poprzez obecność elementów pocho-
dzących z bakteryjnych plazmidów [13]. Wykazano 
również, że istotne dla ekspresji transgenu jest nie tyle 
usuwanie wszystkich miejsc CpG, co optymalizowanie 
częstości wykorzystywanych kodonów (codon usage 
optimalization) [50].

Istnienie związku metylacji DNA z aktywacją od- 
porności wrodzonej stanowi znaczącą przeszkodę przy 
stosowaniu opartych na pDNA terapii genowych, 
których celem ma być podtrzymanie długotrwałego 
poziomu ekspresji transgenu. Z drugiej strony może 
być zaletą przy immunizacji opartej na pDNA [29].

3. Bezpieczeństwo użycia plazmidowego DNA

Wektory adenowirusowe, wektory retrowirusowe 
oraz plazmidy są najpowszechniej wykorzystywa-
nymi wektorami dostarczającymi geny (gene delivery 

RRCGYY 0 2 43 14 27
GTCGYY 2 0 21 6 11
RRCGTT 0 2 17 9 15
Całkowita liczba potencjalnych sekwencji ISS 2 4 81 29 53
Immunostymulujące miejsca CpG (CpG-S)
AACGTT (CpG-S)1 0 0 1 2 4
GACGTT (CpG-S)1 0 1 5 1 1
Całkowita liczba CpGs 0 1 6 3 5

Tabela I
Liczba sześcionukleotydowych sekwencji potencjalnie immunogennych – tzw. miejsc CpG o odmiennym wzorze 
metylacji w komórkach bakteryjnych i w komórkach eukariotycznych (wiersze górne); liczebność miejsc CpG 
o znanym efekcie immunostymulującym (dolne wiersze) w plazmidach znalezionych w szczepie K. pneumoniae 

287-w i w popularnych wektorach plazmidowych (szczegóły w tekście)

1 – sekwencje, których efekt immunostymulacyjny został oznaczony przez Krieg i wsp. [52]

Sekwencje potencjalnie immunogenne (ISS) pIGRK pIGMS31 pIGMS32 pUC19 pBR322
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vectors) w próbach klinicznych nowych terapii geno-
wych [96]. Istnieje podział na zwolenników stoso-
wania w  terapiach genowych wektorów pochodzenia 
wirusowego (viral gene delivery systems) [27, 70] oraz 
badaczy twierdzących, że stosowanie takich wektorów 
jest ryzykowne. Ci drudzy poszukują innych sposo-
bów wydajnego dostarczania egzogennego materiału 
genetycznego np. „nagiego DNA” (naked DNA) czę-
sto w postaci odpowiednio przygotowanego plazmidu, 
jako części niewirusowych narzędzi transferu genów 
(non-viral gene delivery systems). Definicja ta obejmuje 
również inne formy terapeutycznych kwasów nukle-
inowych np.: krótki informujący RNA (siRNA), anty- 
sensowne oligonukleotydy czy mikroRNA (miRNA), 
czyli cząsteczki ingerujące w ekspresję genów na po- 
ziomie post-transkrypcyjnym lub translacyjnym [94]. 
Za stosowaniem plazmidowego DNA w terapii geno- 
wej przemawia szereg argumentów. Po pierwsze 
wektory konstruowane na bazie retrowirusów mogą 
powodować mutacje insercyjne w procesie integracji 
do genomowego DNA [38]. Drugim zagrożeniem 
przy stosowaniu wektorów pochodzenia wirusowego 
może być odtwarzanie się cząsteczek wirusowych 
ponownie zdolnych do replikacji [9]. Obawa przed 
mutacjami insercyjnymi jest nadal jedną z głównych 
przeszkód przy stosowaniu wektorów integrujących. 
Zjawisko to obserwowano w przypadku ich długiego 
stosowania [11, 12, 22] lub gdy mutacje insercyjne 
łączyły się z nabytymi mutacjami somatycznymi [43]. 
Wektory plazmidowe nie kodują innych antygenów 
niż sam produkt transgenu. To daje przewagę nad 
wektorami wirusowymi, przeciwko którym może być 
kierowana odpowiedź immu no logiczna, szczególnie 
w przypadku konieczności kolejnych podań. Ponadto, 
wektory wywodzące się z powszechnych ludzkich pato-
genów mogą napotykać przeciwciała indukowane przez 
uprzednie infekcje, co będzie interferowało z samą tera-
pią (transferem genu) [72]. 

Istotnym zagadnieniem jest stopień czystości poda-
wanego pDNA. Podawanie domięśniowo u myszy nie-
których preparatów pDNA powodowało martwicę 
mięśni oraz ich późniejszą regenerację. Z kolei inne 
preparaty DNA nie powodowały żadnych zmian. Zja-
wisko to nie miało związku z sekwencją plazmidu, 
jego wielkością czy kodowanymi genami. Wykazano, 
że wynikało to z równoczesnego podawania fragmen-
tów bakteryjnego DNA genomowego, którym zanie-
czyszczony był pDNA. Dlatego też kluczowe w terapii 
genowej z wykorzystaniem pDNA jest dopracowanie 
procedur izolacji i oczyszczania [55, 99].

Jeszcze inną kwestią jest konstrukcja wektorów plaz-
midowych z zastosowaniem markerów selekcyjnych 
innych niż geny oporności na antybiotyki. Zastosowa-
nie genów oporności na antybiotyki nie jest akcepto-
wane w badaniach klinicznych ze względu na ryzyko 

rozprzestrzeniania się genów opornościowych w śro-
dowisku na drodze horyzontalnego transferu genów 
[90]. Kwestie wykorzystania markerów selekcyjnych 
i  wykorzystania antybiotyków przy projektowaniu 
i wykorzystywaniu DNA w terapii ludzi są opisywane 
i regulowane przez odpowiednie organy kontrolne: 
WHO (Światową Organizację Zdrowia) [95], EMA 
(Europejską Agencję Leków) [28] czy FDA (amerykań-
ska Agencja Żywności i Leków) [89]. Organizacje te są 
zgodne, co do zakazu stosowania genów kodujących 
oporność na antybiotyki beta-laktamowe, zaś gene-
ralna wytyczna zaleca bardzo ostrożne i przemyślane 
stosowanie markerów selekcyjnych wykorzystujących 
oporność na antybiotyki. Stosowanie terapii opartych 
na transferze materiału genetycznego jest również opi-
sane w Europejskiej Farmakopei [26]. Same wytyczne 
dotyczące dobrych markerów selekcyjnych używanych 
do konstrukcji plazmidowych wektorów do terapii 
genowych zostały zaproponowane przez Vandermeulen 
i wsp., w 2011 roku [90] i są to:

•	Plazmid	nie	powinien	zapewniać	żadnej	korzyści	
gospodarzowi, a w przypadku horyzontalnego 
transferu genów nie może dotyczyć komórek 
biorcy – ten warunek w zasadzie wyklucza wyko-
rzystanie genów oporności na antybiotyki

•	Marker	selekcyjny	nie	powinien	znacznie	zwięk-
szać wielkości całego plazmidu oraz nie powinien 
indukować odpowiedzi immunologicznej

•	Marker	 nie	 może	 być	 toksyczny	 dla	 komórek	
eukariotycznych

•	 Stabilne	 utrzymywanie	 plazmidu	 nie	 może	 być	
związane z występowaniem szkodliwych dla ko- 
mórek eukariotycznych czynników, lub bardzo 
czułe metody muszą być stosowane w celu po- 
twierdzenia ich całkowitego usunięcia

•	 Ilość	uzyskiwanego	plazmidowego	DNA	musi	być	
wydajna bez względu na wielkość prowadzonej 
hodowli bakteryjnej.

W świetle takich założeń optymalizacja wektorów 
zarówno do terapii genowych jaki i do szczepionek 
DNA to również proces zastępowania markerów selek-
cyjnych opartych na genach kodujących oporność na 
antybiotyki. Szereg strategii bazujących na modyfiko-
waniu zarówno plazmidów jak i szczepów bakteryj-
nych został opracowany na przestrzeni ostatnich lat. 
Są to np.: systemy pCor/pFAR (bazujące na plazmidach 
z dziką wersję niezbędnego dla komórki genu zmuto-
wanego w  chromosomie bakterii); minikoliste DNA 
(koliście zamknięta kaseta ekspresyjna pozbawiona 
szkieletu plazmidowego); technologia pORT (plazmid 
niosący miejsce operatorowe wiążące represor, przy 
braku plazmidu represor blokuje ekspresję kluczo-
wego genu w chromosomie zmodyfikowanego szcze- 
pu bakteryjnego); selekcje bazujące na oddziaływa- 
niach RNA/RNA [68]. Wybór układów uzależniających 
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szczep bakteryjny od niesionego plazmidu, a nieba-
zujących na antybiotykooporności został szczegółowo 
omówiony w pracy Wright’a i wsp. [100]. Pewne jest, że 
wszystkie te strategie będą preferowane w celu dalszego 
ograniczania rozprzestrzeniania się genów antybio-
tykooporności [68].

Wektory nie-wirusowe, które mają wejść do użytku 
komercyjnego i stosowania klinicznego muszą być 
dobrze scharakteryzowane pod kątem skalowania pro-
cesu ich produkcji i długoterminowego przechowywa-
nia. Zaletą plazmidowych wektorów jest łatwość i niski 
koszt ich produkcji na dużą skalę. Sytuacja ta może ulec 
zmianie wraz ze wzrostem skomplikowania tych wekto-
rów np. dołączania elementów stabilizujących czy spe-
cyficznych względem celu ligandów kierujących [92].

Zagadnieniem nadal słabo poznanym jest kwestia 
pozostawania i akumulacji biomateriałów w organiz-
mie. Postuluje się, że taka sytuacja może indukować 
stany zapalne, a nawet być toksyczna [92].

4. Wprowadzenie pDNA do komórek
 eukariotycznych

Metody wprowadzania egzogennego materiału 
genetycznego do tkanek, organów czy komórek w tera-
pii genowej można podzielić na dwa główne rodzaje: 
wirusowe metody transferu materiału genetycznego 
(viral gene delivery methods) i nie-wirusowe metody 
transferu materiału genetycznego (non-viral gene deli-
very methods). Każda z metod wykorzystywanych do 
transferu egzogennego materiału genetycznego staje się 
przedmiotem rozlicznych opracowań. Poniżej przyto-
czono wybrane pozycje:

•	metoda	hydrodynamiczna	[8]
•	działo	genowe	[47]	
•	 elektroporacja	plazmidowym	DNA	[62]	
•	 sonoporacja	[87]
•	metody	chemiczne	jak	np.	łączenie	pDNA	z	lipi-

dami kationowymi [88] 
Metodyka wprowadzania nie-wirusowego materiału 

genetycznego do komórek eukariotycznych jest przed-
miotem wyczerpującego opracowania z 2013 roku [94]. 
Z tej pracy zaczerpnięto i rozwinięto Tabelę II podsu-
mowującą nie-wirusowe metody transferu materiału 
genetycznego stosowane w terapiach genowych.

Sam dobór odpowiedniej metody wprowadzania 
egzogennego materiału genetycznego (transfekcji) do 
komórek eukariotycznych jest procesem złożonym 
i zależnym od wielu czynników. Dodatkową kompli-
kacją jest również wybór konformacji transfekowanego 
DNA. Generalnie koliście zamknięte cząsteczki DNA 
wykazują wyższą efektywność transfekcji, natomiast 
liniowe fragmenty DNA (np. plazmidy poddane dzia-
łaniu endonukleaz restrykcyjnych) wykazują lepszą sta-

bilność w eksperymentach in vivo i in vitro. Dodatkowo 
eksperymentalnie wykazano, że transfekcja komplek-
sami liniowy DNA-liposom zachodzi z niższą wydajno-
ścią i wymaga dodatkowych zabiegów, na przykład neu-
tralizacji ujemnego ładunku obecnego na powierzchni 
błon komórkowych [93]. Liniowe fragmenty DNA są 
wykorzystywane do uzyskania stabilnych linii komór-
kowych po transfekcji, jeśli nie powiodła się transfek-
cja z wykorzystaniem koliście zamkniętej cząsteczki 
DNA. Takie podejście może zwiększyć nawet o 3 rzędy 
częstość integracji chromosomowej egzogennego frag-
mentu DNA. Wykazano, że liniowe fragmenty DNA 
znacznie łatwiej integrują do chromosomu [82].

5. Los plazmidowego DNA po wprowadzeniu
 do komórek eukariotycznych

Dla skutecznej terapii genowej niezwykle ważny jest 
los wprowadzonego, egzogennego materiału genetycz-
nego w obrębie transfekowanej komórki lub w  tkan-
kach/organach będących celem terapii.

Wprowadzenie plazmidowego DNA domięśniowo 
u  świń powodowało pojawienie się pDNA w krwio-
biegu, ale na stosunkowo niskim poziomie, około 10% 
całego podanego pDNA, przy czym najwyższe stęże-
nie osiągane było 15 minut po podaniu, a następnie 
drastycznie spadało [36]. Wykazano również, że plaz-
midowy DNA znajdujący się w krwiobiegu jest dosyć 
szybko degradowany przez nukleazy znajdujące się we 
krwi: 20,9% po 10 minutach od domięśniowej iniekcji, 
34% po godzinie, 86,6% po jednym dniu i prawie cał-
kowite usunięcie (97,8%) po jednym tygodniu [104].

Wykorzystanie egzogennego pDNA w terapii geno-
wej, lub jako części szczepionki wymaga ekspresji genu 
sklonowanego na plazmidzie. Najkorzystniejsze jest 
dostarczenie i skumulowanie DNA w jądrze komórko-
wym. Nie jest to jednak łatwe do osiągnięcia, z powodu 
powolnego wnikania „nagiego DNA” czy kompleksów 
lipidowo-DNA (lipopleksów) do komórki. Ponadto, 
wprowadzany materiał genetyczny może być przechwy-
tywany przez przedziały endolizosomalne i degrado-
wany w lizosomach [57]. Plazmidowy DNA musi poko-
nać trzy główne bariery: błonę komórkową, cytoplazmę 
oraz błonę jądrową [29]. Na drodze pasywnej dyfuzji 
do jądra przenikać mogą jedynie cząsteczki o ciężarze 
molekularnym do 45 kDa (co przekłada się na wielkość 
około 300 par zasad). Cząsteczki większe (a tu zaliczyć 
trzeba większość wektorów plazmidowych) wnikać 
mogą jedynie w czasie podziału mitotycznego, kiedy 
to błona jądrowa przejściowo traci swą integralność. 
Należy jednak pamiętać, że transfekcja in vivo dotyczy 
głównie komórek wolno dzielących się lub już w pełni 
zróżnicowanych [92]. Ponadto, plazmidowy DNA jest 
wrażliwy na działanie nukleaz cytoplazmatycznych, 
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co daje okres półtrwania pDNA w niektórych liniach 
komórkowych tylko do 1–2 godzin [57].

Stosowanie elektroporacji umożliwiło monitoro-
wanie rozprzestrzeniania się znakowanego DNA w ko- 
mórce [35, 74]. Egzogenny pDNA wprowadzony na 
teren komórki w zależności od wielkości może zacho-

wać prawie niezmienioną mobilność (około 3 do 4 razy 
mniejszą niż w wodzie), lecz dotyczy to tylko małych 
cząsteczek (w zakresie 500–750 Da). Mobilność w cyto-
plazmie gwałtownie spada wraz ze wzrostem wielkości 
cząsteczki, w związku z tym mobilność wolnych plaz-
midów w cytoplazmie praktycznie nie istnieje [20]. 

Metody fizyczne
Mikroiniekcja wykorzystanie mikropipety do bezpo- Prosta, efektywna, powtarzalna, Nie ma zastosowania do transfekcji
 średniego wprowadzenia materiału umożliwia wprowadzenie DNA dużej liczby komórek
 genetycznego do pojedynczej komórki wielkocząsteczkowych
Iniekcja igłowa proste nastrzyknięcie DNA bezpo- Prosta i bezpieczna Niska wydajność
 średnio w obręb docelowej tkanki
 (mięsień, wątroba, skóra, mózg)
Iniekcja ciśnieniowa DNA wprowadzany jest w postaci Bez-igłowa, łatwa do kontrolo- Niska wydajność, czasem zdarzają
 zawiesiny wstrzeliwanej wania, bezpieczna się przypadki uszkodzenia tkanek
 pod ciśnieniem
Strzelba genowa Opłaszczone DNA cząstki metali Bezpieczna i wydajna Uszkadza tkanki
 ciężkich zostają pod ciśnieniem
 wstrzelone na kilka mm w głąb tkanki
Elektroporacja Wykorzystanie impulsu prądu Bardzo wydajna, powtarzalna, Ograniczenia zasięgu podania
 elektrycznego powodującego  ukierunkowany transfer genów, uniemożliwia stosowanie na dużej
 powstanie przejściowych nano- daje możliwość wprowadzania powierzchni; wymaga ingerencji
 porów w błonie komórkowej DNA wielkocząsteczkowego chirurgicznej w przypadku stoso-
 docelowych komórek  wania organów wewnętrznych;
   stabilność genomowego DNA
   może być zaburzona na skutek
   stosowania wysokiego napięcia
Sonoporacja Wykorzystuje ultradźwięki do wywo- Bezpieczna, nieinwazyjna, Niska wydajność
 łania przejściowego stanu przepusz- zdolna do wprowadzania DNA
 czalności błon komórkowych do organów wewnętrznych bez
  ingerencji chirurgicznej;
  możliwa do stosowania przy
  przekraczaniu bariery
  krew-mózg
Hydrodynamiczny Wykorzystuje wysokie ciśnienie Prosta, powtarzalna, bardzo Iniekcja wymaga dużej objętości,
transfer genów hydrostatyczne jako siłę wprowadza- wydajna (szczególnie w przy- co ogranicza stosowanie kliniczne
 jącą materiał genetyczny do organów padku stosowania do komórek
 wewnętrznych wątroby)
Wmasowanie Dożylne podanie DNA a następnie Prosta i bezpieczna Niska wydajność; wykazane tylko
 mechaniczne masowanie organu  w przypadku komórek wątroby
 docelowego powodujące lekkie
 uszkodzenie błon umożliwiające
 transfer DNA
Metody chemiczne
Lipidy kationowe  Wykorzystanie kompleksów związków Łatwe do przygotowania, tanie, Toksyczna; niska wydajność
 chemicznych i DNA do tworzenia wysoka wydajność in vitro in vivo
 liposomów, które mogą być
 wchłonięte przez komórki
Polimery kationowe Tworzenie kompleksów polimeru Łatwe do przygotowania Toksyczna, niektóre polimery
 kationowego z DNA – (polipleksu) i modyfikowania, tania, nie są biodegradowalne
 wchłanianego przez komórkę bardzo wydajna
 i uwalnianego w jej wnętrzu

Tabela II
Podsumowanie nie-wirusowych metod transferu materiału genetycznego w terapiach genowych, na podstawie [94]

Metoda wprowa-
dzania materiału

genetycznego
Zasada aplikacji Główne zalety metody Ograniczenia
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Dlatego też, aby plazmidowy DNA mógł być trans-
portowany przez cytoplazmę musi wykorzystywać 
szkielet mikrotubulowy oraz białka z nim związane 
[91]. Niedawno wykazano oddziaływania pomiędzy 
pDNA wprowadzonym do komórki na drodze elek-
troporacji a  dyneinami (białkami motorycznymi) 
[4]. Jednak pDNA nie wiąże się bezpośrednio z tymi 
białkami lecz pośrednio poprzez dodatkowe białka. 
Plazmidowy DNA jest w komórce aktywnie transpor-
towany bazując na mikrotubulach – szybki transport. 
Natomiast powolny transport aktywny plazmidowego 
DNA odbywa się wzdłuż filamentów aktynowych [74].

Zagadnienie wydajnego wnikania materiału gene-
tycznego do komórek eukariotycznych wymaga opraco-
wania nowych metod monitorowania tego procesu np. 
metod bazujących na cytometrii przepływowej. Metody 
te są wykorzystywane przy projektowaniu i testowaniu 
biomateriałów (np. polimeru 447) dla nowej generacji 
nie-wirusowych wektorów do transferu genów (next-
-generation non-viral gene delivery vectors) [7].

Oddzielną kwestią jest stabilność ekspresji trans-
genu, co stanowi samo w sobie cel terapii. Od ponad 
dwudziestu lat znane są raporty pokazujące, że po 
wprowadzeniu „nagiego DNA” do mięśni, mózgu czy 
wątroby niektóre plazmidy mogą pozostawać w formie 
episomalnej (nie włączając się do chromosomowego 
DNA komórek gospodarza) dając niski poziom eks-
presji nawet przez 6 miesięcy [45, 97, 103]. W związku 
z tym dokładne zrozumienie mechanizmów stojących 
za wyciszaniem ekspresji z episomalnych wektorów jest 
niezbędne do tworzenia skutecznych terapii opartych 
na wektorach nie-wirusowych. Stosowane są różne 
sposoby mające na celu przedłużenie czasu, w  jakim 
transgen jest eksprymowany. Przykładem może być 
konstrukcja układu złożonego promotora/wzmacnia-
cza (enhancera) w otoczeniu minigenu dla ludzkiego 
czynnika IX. W ten sposób ekspresję tego czynnika 
utrzymano w mysich komórkach wątroby przez 18 mie-
sięcy. Było to pierwsze doniesienie o utrzymującej się 
ekspresji na poziomie terapeutycznym [63]. 

6. Terapie genowe bazujące na pDNA

Według informacji uzyskanych z bazy danych 
dostępnej na stronie The Journal of Gene Medicine 
Clini cal Trial [32] prowadzonych w tej chwili jest ponad 
2000 prób klinicznych dotyczących terapii genowych 
z  czego około 18% (prawie 400) wykorzystuje wek-
tory oparte na pDNA. Tym samym pDNA jest trze-
cim najczęściej wykorzystywanym w terapiach geno-
wych typem wektora (po wektorach adenowirusowych 
i  wektorach retrowirusowych). Dynamikę przyrostu 
terapii genowych wchodzących w fazę badań klinicz-
nych prezentuje Rys. 1.

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

W ciągu ostatniej dekady opublikowano szereg 
raportów dotyczących poszczególnych etapów badań 
klinicznych dla różnych jednostek chorobowych. 
Badania na modelach zwierzęcych prowadzone były 
przykładowo dla: choroby niedokrwiennej kończyn 
[49], choroby niedokrwiennej mięśnia sercowego [76], 
choroby Parkinsona w modelu wykorzystującym małpy 
naczelne [48]. Ważniejsze jest jednak, że prowadzi się 
badania kliniczne nad terapiami genowymi opartymi 
o zastosowanie plazmidowego DNA u ludzi. Dostępne 
są raporty z badań klinicznych dotyczących cukrzycy 
z polineuropatią [73]. W 2013 roku ukazało się pierw-
sze opracowanie dotyczące leczenia czerniaka skóry 
poprzez bezpośrednie wstrzykiwanie plazmidowego 
DNA kodującego gen dla antyangiogennego peptydu 
metargidyny (AMEP) w miejsca zmian nowotworowych 
[80]. Plazmidowy DNA był wykorzystywany zwłaszcza 
w próbach leczenia chorób układu sercowo-naczynio-
wego ze względu na możliwość wprowadzania pDNA do 
mięśnia sercowego i mięśni szkieletowych [84]. Podawa-
nie domięśniowe zostało wykorzystane w leczeniu bole-
snych neuropatii obwodowych u chorych z cukrzycą. 
Podawany był pDNA (VM202) niosący gen HGF-X7 dla 
dwóch izoform czynnika wzrostu hepatocytów (HGF). 
Badania te dotyczyły fazy 1/2 badań klinicznych [2]. 
Ten sam plazmid VM202 również eksprymujący HGF 
został dwa lata wcześniej wykorzystany w fazie I badań 
klinicznych dotyczących bezpieczeństwa stosowania 
pDNA do leczenia pacjentów z chorobą niedokrwienną 
kończyn [40]. Ekspresja genu dla HGF umożliwiła rów-

Rys. 1. Przyrost ilości terapii genowych w fazie badań klinicznych 
opartych na wektorach

Uwzględniono wektory wirusowe (Adeno+Retro- wirusowe) oraz wektory 
„nagi”/plazmidowy DNA na przestrzeni lat 2004–2015. Na podstawie prac 

[23–24, 32–33].
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nież leczenie chorób tętnic obwodowych (peripheral 
arterial disease – PAD). W tych próbach klinicznych 
wykorzystano komercyjny plazmid pVAX1 jako wektor 
do klono wania genu dla HGF [61]. 

Podjęto również szereg prób wykorzystania genu dla 
czynnika wzrostu śródbłonka naczyń (vascular endo-
thelial growth factor – VEGF) w terapiach genowych 
skierowanych na leczenie schorzeń niedokrwiennych. 
Terapie polegały głównie na iniekcjach pDNA kodu-
jącego gen dla VEGF bezpośrednio do rejonu zawału 
mięśnia sercowego. Przeprowadzono ponad 20  prób 
klinicznych, które wykazywały poprawę ukrwienia 
rejonów zmienionych chorobowo, ale tylko na wczes-
nych etapach terapii [34]. Podobnie można podsumo-
wać wyniki przeprowadzanej w Polsce próby klinicznej 
wykorzystania plazmidu pVIF kodującego dwa geny: 
dla VEGF i dla czynnika wzrostu fibroblastów (fibro-
blast growth factor – FGF) do leczenia choroby niedo-
krwiennej serca. Pomimo odczuwalnej przez pacjen-
tów poprawy, nie wykazano istotnych zmian ukrwienia 
mięśnia sercowego [54].

Według aktualnych doniesień z bazy danych badań 
klinicznych, w Polsce prowadzone są badania nad pię-
cioma terapiami genowymi bazującymi na plazmido-
wym DNA. Są to badania nad terapiami w leczeniu 
guzów układu pokarmowego; guzów mózgu, raka 
sromu oraz dwa programy dotyczące leczenia chorób 
kardiologicznych [32].

7. Inne kierunki rozwoju terapii genowych
 opartych na plazmidowym DNA

Oprócz wspomnianych w tej pracy metod terapii 
genowych opartych na pDNA podejmowane są też 
badania mające na celu znalezienie odmiennych spo-
sobów podawania pDNA lub wytwarzania nowych 
wydajniejszych form terapeutycznego DNA. Każde 
z prezentowanych poniżej podejść może być przedmio-
tem oddzielnej pracy przeglądowej i stąd ograniczanie 
tematu tylko do zasygnalizowania odmiennych ścieżek 
badawczych.

7.1. Baktofekcja

Baktofekcja to wykorzystywanie żywych bakterii 
do bezpośredniego transferu materiału genetycznego 
do docelowego organizmu, organu lub tkanki [30, 69]. 
Taka metoda wykorzystana była do eksperymentalnej 
terapii w modelu nowotworowym opartej na podawa-
niu szczepu Salmonella niosącego plazmidy eksprymu-
jące geny dla różnych cytokin [3]. Wykazano jednak, że 
baktofekcja jest bardziej wydajna w przypadku podawa-
nia genetycznie modyfikowanego szczepu Escherichia 
coli do błon śluzowych okrężnicy lub płuc [10, 56]

7.2. Alternatywna terapia genowa
 (Alternative Gene Therapy – AGT)

Innym sposobem wykorzystania szczepów bakte-
ryjnych w terapiach genowych jest tzw. alternatywna 
terapia genowa (AGT). Polega ona na wykorzystaniu 
genetycznie modyfikowanych szczepów bakteryjnych 
do ekspresji i wydzielania terapeutycznych białek bez-
pośrednio w organizmie gospodarza [30]. Niezwykle 
istotne w tym kontekście były badania Loessnera i wsp., 
które wykazały możliwość regulowania ekspresji genu 
dla terapeutycznego białka z plazmidu in vivo [58].

7.3. Hydrożele

Hydrożele to trójwymiarowe, usieciowane układy 
polimerów, które mogą być wykonane z dowolnego 
polimeru rozpuszczalnego w wodzie. Ta dowolność 
daje możliwość wykorzystania ich szerokich włas ności 
fizyko-chemicznych. Ponadto hydrożele mogą być for-
mowane w różne postacie: płytki, powłoki, filmy, mikro 
i nano cząsteczki. Dlatego też hydrożele znalazły sze-
rokie zastosowanie w praktyce klinicznej i biomedy-
cynie doświadczalnej: do tworzenia implantów biome-
dycznych, w inżynierii tkankowej, bionanotechnologii 
oraz do opracowywania nowych sposobów podawania 
leków. Porowata struktura umożliwia, bowiem lokowa-
nie np. leku w matrycy żelowej, a następnie planowe 
jego uwalnianie ze znaną dynamiką zależną od współ-
czynnika dyfuzji. Ponadto powolna elucja pozwala na 
zachowanie lokalnie wysokiego stężenia uwalnianego 
preparatu w otaczających tkankach nawet przez dłuż-
szy czas [42]. Bazując na tym zjawisku, wykorzysta-
nie hydrożeli do terapii genowych polega właśnie na 
kontrolowanym w czasie wydzielaniu terapeutycznego 
materiału genetycznego do otaczającego środowiska. 
Tym samym zapewnia się przedłużoną ekspresję trans-
genu, zmniejsza się ilość koniecznych dawek i obniża 
się toksyczność terapii dla innych organów (niebędą-
cych bezpośrednimi celami terapii) [16–17].

7.4. Minikoliste DNA

Inne proponowane podejście to wykorzystanie 
syntetycznych, małych, koliście zamkniętych cząste-
czek DNA czyli mcDNA (minicircle DNA vectors) 
uzyskiwanych na bazie pDNA. Dotychczas oczyszcza-
nie wektorów mcDNA było procesem bardzo praco 
i  czasochłonnym oraz wieloetapowym, polegającym 
na wycinaniu i oczyszczaniu odpowiednio przy- 
gotowanych fragmentów plazmidów. Jednak wyko-
rzystanie systemów rekombinacyjnych pochodze-
nia prokariotycznego (głównie fagowego) znacznie 
usprawniło cały proces [67]. Darquet i wsp., w dwóch 
pracach z lat 1997 i 1999 po raz pierwszy wykazali, że 
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zastosowanie mcDNA pozwalało na uzyskanie znacz- 
nie wyższego poziomu ekspresji transgenu w porów-
naniu z macierzystym plazmidem, lub z innym wek- 
torem niosącym ten sam transgen [18–19]. Według 
badaczy mcDNA powinno zapewniać ciągłą i specy-
ficzną względem celu (in-targed) ekspresję transgenu 
[31]. Ponadto, mcDNA łatwiej jest wprowadzać do 
komórek eukariotycznych uznanych za trudno trans-
formowalne np. neuronalne komórki macierzyste (neu-
ral stem cells – NCS), w porównaniu do pDNA [59]. 
Jako główne zalety mcDNA uznaje się fakt, że nie posia-
dają fragmentów pochodzenia bakteryjnego (origin 
replikacji, marker selekcyjny), są mniej immunogenne 
oraz mniejsze [66].

7.5. Mininici DNA

Podobny kierunek rozwoju prezentuje poszukiwa-
nie bardziej wydajnych wektorów do transferu genów. 
Konstruuje się mini nici DNA (DNA ministrings), czyli 
małe, liniowe, kowalentnie zamknięte fragmenty DNA 
zawierające jedynie transgen, a pozbawione zupełnie 
sekwencji pochodzenia bakteryjnego. Są to w zasadzie 
tylko kasety ekspresyjne. Postuluje się, że takie terapie 
mogą być bezpieczniejsze od tych wykorzystujących 
plazmidy i inne koliste wektory DNA [65]. W przy-
padku komórek wolno-dzielących się mininici DNA są 
lepiej pobierane (większa wydajność transfekcji) oraz 
wykazują wyższy poziom ekspresji genu terapeutycz-
nego. Uważa się, że mininici DNA są bezpieczniejsze 
w  stosowaniu ze względu na swoją niższą immuno- 
genność oraz znacznie mniejszą tendencję do integracji 
do genomu gospodarza [65].

8. Podsumowanie

Począwszy od pionierskich eksperymentów z końca 
lat 80. XX wieku, które umożliwiły przeprowadzenie 
pierwszego oficjalnie potwierdzonego transferu mate-
riału genetycznego u ludzi [75] terapia genowa jest 
uważana za jeden z najlepiej rokujących sposobów 
leczenia chorób o podłożu genetycznym. Koniecznym 
warunkiem dostarczania materiału genetycznego do 
miejsc objętych terapią są wydajne wektory. W tej chwili 
najpowszechniej wykorzystywane są wektory pocho-
dzenia wirusowego oraz plazmidowy DNA. Szereg 
cech plazmidów stanowi o ich przydatności w terapii 
genowej, niemniej istnieje kilka przeszkód uniemożli-
wiających traktowanie plazmidów jako wektorów ide-
alnych. Główne bariery zostały omówione w niniejszej 
pracy, a najważniejszy wniosek płynący ze studiowania 
zaprezentowanych źródeł to konieczność poszukiwania 
kolejnych sposobów na modyfikowanie plazmidowego 

DNA oraz dalsze badania w kierunku znalezienia spo-
sobu na wydajne dostarczanie terapeutycznego mate-
riału genetycznego do docelowych komórek.

Piśmiennictwo

 1. Ahmad I., Rao D.N.: Chemistry and biology of DNA methyl-
transferases. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 5–6, 361–380 (1996)

 2. Ajroud-Driss S., Christiansen M., Allen J.A., Kessler J.A.: Phase 
1/2 open-label dose-escalation study of plasmid DNA expres-
sing two isoforms of hepatocyte growth factor in patients with 
painful diabetic peripheral neuropathy. Mol. Ther. 21, 1279–1286 
(2013)

 3. Agorio C., Schreiber F., Sheppard M., Mastroeni P., Fernan-
dez M., Martinez M.A., Chabalgoity J.A.: Live attenuated Sal-
monella as a vector for oral cytokine gene therapy in melanoma. 
J. Gene Med. 9, 416–423 (2007)

 4. Badding M.A., Lapek J.D., Friedman A.E., Dean D.A.: Proteomic 
and functional analyses of protein-DNA complexes during gene 
transfer. Mol. Ther. 21, 775–785 (2013)

 5. Barber G.N.: Cytoplasmic DNA innate immune pathways. 
Immunol. Rev. 243, 99–108 (2011)

 6. Bauer A.P., Leikam D., Krinner S., Notka F., Ludwig C., 
Langst G., Wagner R.: The impact of intragenic CpG content 
on gene expression. Nucleic Acids Res. 38, 3891–3908 (2010)

 7. Bishop C.J., Majewski R.L., Guiriba T.–R.M., Wilson D.R., Bhise 
N.S., Quiñones-Hinojosa A., Green J.J.: Quantification of cellu-
lar and nuclear uptake rates of polymeric gene delivery nano-
particles and DNA plasmids via flow cytometry. Acta Biomater. 
37, 120–130 (2016)

 8. Bonamassa B., Hai L., Liu D.: Hydrodynamic gene delivery and 
its applications in pharmaceutical research. Pharm. Res. 28, 
694–701 (2011)

 9. Broeke A.V., Burny A.: Retroviral vector biosafety: lessons from 
sheep. J. Biomed. Biotechnol. 1, 9–12 (2003)

10. Castagliuolo I., Beggiao E., Brun P., Barzon L., Goussard S., 
Manganelli R., Grillot-Courvalin C., Palu G.: Engineered E. coli 
delivers therapeutic genes to the colonic mucosa. Gene. Ther. 12, 
1070–1078 (2005)

11. Chandler R.J., LaFave M.C., Varshney G.K., Burgess S.M., 
Venditti C.P.: Genotoxicity in mice following AAV gene deli-
very: a safety concern for human gene therapy? Mol. Ther. 24, 
198–201 (2016)

12. Chandler R.J., LaFave M.C., Varshney G.K., Trivedi N.S., 
Carrillo-Carrasco N., Senac J.S., Wu W., Hoffmann V., Elka-
hloun A.G., Burgess S.M., Venditti C.P.: Vector design influences 
hepatic genotoxicity after adeno-associated virus gene therapy. 
J. Clin. Invest. 125, 870–880 (2015)

13. Chen Z.Y., He C.Y., Meuse L., Kay M.A.: Silemcing of episomal 
transgene expression by plasmid bacterial DNA elements in 
vivo. Gene Ther. 11, 856–864 (2004)

14. Cheng X.: DNA modification by methyltransferases. Curr. Opin. 
Struct. Biol. 5, 4–10 (1995)

15. Collier J.: Epigenetic regulation of the bacterial cell cycle. Curr. 
Opin. Microbiol. 12, 722–729 (2009)

16. Costa D., Valente A.J.M., Miguel M.G., Queiroz J.: Plasmid DNA 
hydrogels for biomedical applications. Adv. Colloid Interface Sci. 
205, 257–264 (2014)

17. Costa D., Valente A.J.M., Miguel M.G., Queiroz J.: Plasmid DNA 
microgels for drug/gene co-delivery: A promising approach 
for cancer therapy. Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. 
Aspects, 442, 181–190 (2014)



PLAZMIDY JAKO WEKTORY DO TERAPII GENOWEJ 223

18. Darquet A.M., Cameron B., Wils P., Scherman D., Crouzet J.: 
A new DNA vehicle for nonviral gene delivery: supercoiled 
minicircle. Gene Ther. 4, 1341–1349 (1997)

19. Darquet A.M., Rangara R., Kreiss P., Schwartz B., Naimi S., 
Delaère P., Crouzet J., Scherman D.: Minicircle: an improved 
DNA molecule for in vitro and in vivo gene transfer. Gene Ther. 
6, 209–218 (1999)

20. Dauty E., Verkman A.S.: Actin cytoskeleton as the principal 
determinant of size-dependent DNA mobility in cytoplasm: 
a new barrier for non-viral gene delivery. J. Biol. Chem. 280, 
7823–7828 (2005)

21. Deaton A.M., Bird A.: CpG islands and the regulation of trans-
cription. Genes Dev. 25, 1010–1022 (2011)

22. Donsante A., Vogler C., Muzyczka N., Crawford J.M., Barker J., 
Flotte T., Campbell-Thompson M., Daly T., Sands M.S.: Obser-
ved incidence of tumorigenesis in long-term rodent studies of 
rAAV vectors. Gene Ther. 8, 1343–1346 (2001)

23. Edelstein M.L., Abedi M.R., Wixon J.: Gene therapy clinical 
trials worldwide to 2007 – an update. J. Gene Med. 9, 833–842 
(2007)

24. Edelstein M.L., Abedi M.R., Wixon, J., Edelstein R.M.: Gene the-
rapy clinical trials worldwide 1989–2004 – an overview. J. Gene 
Med. 6, 597–602 (2004)

25. Ehrhardt A., Haase R., Schepers A., Deutsch M.J., Lipps H.J., 
Baiker A.: Episomal vectors for gene therapy. Curr. Gene Ther. 
8, 147–161 (2008)

26. European Pharmacopea 8.0., Chapter 5.14. 705–716 (2014)
27. Escors D., Breckpot K.: Lentiviral vectors in gene therapy: their 

current status and future potential. Arch. Immunol. Ther. Exp. 
(Warsz.), 58, 107–119 (2010)

28. European Medicines Agency (EMEA): Note for guidance on the 
quality, preclinical and clinical aspects of gene transfer medici-
nal products. Doc. Ref. EMEA/273974/2005, (2005)

29. Faurez F., Dory D., Le Moigne V., Gravier R., Jestin A.: Biosafety 
of DNA vaccines: new generation of DNA vectors and current 
knowledge on the fate of plasmid after injection. Vaccine, 28, 
3888–3895 (2010)

30. Gardlik R., Behuliak M., Palffy R., Celec P., Li C.J.: Gene therapy 
for cancer: bacteria-mediated anti-angiogenesis therapy. Gene 
Ther. 18, 425–431 (2011) 

31. Gaspar V., de Melo-Diogo D., Costa E., Moreira A., Queiroz J., 
Pichon C., Correia I., Sousa F.: Minicircle DNA vectors for gene 
therapy: advances and applications. Expert Opin. Biol. Ther. 15, 
353–379 (2015)

32. Gene Therapy Clinical Trials Worldwide, http://www.wiley.
com//legacy/wileychi/genmed/clinical/ (28.10.2016)

33. Ginn S.L., Alexander I.E., Edelstein M.L., Abedi M.R., Wixon J.: 
Gene therapy clinical trials worldwide to 2012 – an update. 
J. Gene Med. 15, 65–77 (2013)

34. Giacca M., Zacchigna S.: VEGF gene therapy: therapeutic 
angiogenesis in the clinic and beyond. Gene Ther. 19, 622–629 
(2012)

35. Golzio M., Teissie J., Rols M-P.: Direct visualization at the sin-
gle-cell level of electrically mediated gene delivery. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 99, 1292–1297 (2002)

36. Gravier R., Dory D., Laurentie M., Bougeard S., Cariolet R., 
Jestin A.: In vivo tissue distribution and kinetics of a pseudo-
rabies virus plasmid DNA vaccine after intramuscular injection 
in swine. Vaccine, 25, 6930–6938 (2007)

37. Gromova E.S., Khoroshaev A.V.: Prokaryotic DNA methyltrans-
ferases: the structure and the mechanism of interaction with 
DNA. Mol. Biol. 37, 260–272 (2003)

38. Hacein-Bey-Abina, S., Cavazzana-Calvo, M. i wsp.: LMO2-
-associated clonal T cell proliferation in two patients after gene 
therapy for SCID-X1. Science, 302, 415–419 (2003)

39. Hartmann G., Krieg A.M.: Mechanism and function of a newly 
identified CpG DNA motif in human primary B cells. J. Immu-
nol. 164, 944–953 (2000)

40. Henry T.D., Hirsch A.T., Goldman J., Wang Y.L., Lips D.L., 
McMillan W.D., Duval S., Biggs T.A., Keo H.H.: Safety of a non-
-viral plasmid-encoding dual isoforms of hepatocyte growth 
factor in critical limb ischemia patients: a phase I study. Gene 
Ther. 18, 788–794 (2011)

41. Hernando-Herraez I., Garcia-Perez R., Sharp A.J., Marques-
-Bonet T.: DNA methylation: insights into human evolution. 
PLoS Genet. DOI:10.1371/journal.pgen.1005661 (2015)

42. Hoare T.R, Kohane D.S.: Hydrogels in drug delivery: Progress 
and challenges. Polymer, 49, 1993–2007 (2008)

43. Howe S.J., Thrasher A.J. i wsp.: Insertional mutagenesis com-
bined with acquired somatic mutations causes leukemogenesis 
following gene therapy of SCID-X1 patients. J. Clin. Invest. 118, 
3143–3150 (2008)

44. Hyde S.C., Gill D.R. i wsp.: CpG-free plasmids confer reduced 
inflammation and sustained pulmonary gene expression. Nat. 
Biotechnol. 26, 549–551 (2008)

45. Jiao S., Acsadi G., Jani A., Felgner P.L., Wolff J.A.: Persistance 
of plasmid DNA and expression in rat brain cells in vivo. Exp. 
Neurol. 115, 400–413 (1992)

46. Jones P.A., Takai D.: The role of DNA methylation in mamma-
lian epigenetics. Science, 293, 1068–1070 (2001)

47. Kitagawa T., Iwazawa T., Robbins P., Lotze M., Tahara H.: 
Advantages and limitations of particle-mediated transfection 
(gene gun) in cancer immuno-gene therapy using IL-10, IL-12 
or B7-1 in murine tumor models. J. Gene Med. 5, 958–965 (2003)

48. Koike H., Ishida A., Hayashi T., Shimamura M., Mizuno S., 
Nakamura T., Iida H., Ogihara T., Kaneda Y., Morishita R.: 
Injection of HGF plasmid cDNA to prevent manifestation of 
Parkinson disease: a preclinical study using a primate model. 
Open Gene Ther. J. 2, 38–44 (2009) 

49. Koike H., Morishita R., Iguchi S., Aoki M., Matsumoto K., 
Nakamura T., Yokoyama C., Tanabe T., Ogihara T., Kaneda Y.: 
Enhanced angiogenesis and improvement of neuropathy by 
cotransfection of human hepatocyte growth factor and prosta-
cyclin synthase gene. FASEB J. 17, 779–781 (2003)

50. Kosovac D., Wild J., Ludwig C., Meissner S., Bauer A.P., 
Wagner R.: Minimal doses of a sequence-optimized transgene 
mediate high-level and long-term EPO expression in vivo: chal-
lenging CpG-free gene design. Gene Ther. 18, 189–198 (2011)

51. Krieg A.M.: CpG motifs in bacterial DNA and their immune 
effects. Annu. Rev. Immunol. 20, 709–760 (2002)

52. Krieg A.M., Wu T., Weeratna R., Efler S.M., Love-Homan L., 
Yang L., Yi A.K., Short D., Davis H.L.: Sequence motifs in ade-
noviral DNA block immune activation by stimulatory CpG 
motifs. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 12631–12636 (1998)

53. Krieg A.M., Yi A.K., Matson S., Waldschmidt T.J., Bishop G.A., 
Teasdale R., Koretzky G.A., Klinman D.M.: CpG motifs in bac-
terial DNA trigger direct B-cell activation. Nature, 374, 6546–
6549 (1995)

54. Kukuła K., Rużyłło W. i wsp.: Intramyocardial plasmid-encoding 
human vascular endothelial growth factor A165/basic fibroblast 
growth factor therapy using percutaneous transcatheter appro-
ach in patients with refractory coronary artery disease (VIF-
-CAD). Am. Heart J. 161, 581–589 (2011) 

55. Lara A.R., Ramirez O.T.: Plasmid DNA production for thera-
peutic applications. Methods Mol. Biol. 824, 271–303 (2012)

56. Larsen M.D., Griesenbach U., Goussard S., Gruenert D.C., 
Geddes D.M., Scheule R.K., Cheng S.H., Courvalin P., Grillot-
-Courvalin C., Alton E.W.: Bactofection of lung epithelial cells 
in vitro and in vivo using a genetically modified Escherichia coli. 
Gene Ther. 15, 434–442 (2008)



224 PIOTR ZALESKI, PAWEŁ WAWRZYNIAK, AGNIESZKA SOBOLEWSKA, GRAŻYNA PŁUCIENNICZAK

57. Lechardeur D., Sohn K.-J., Haardt M., Joshi P.B., Monck M., 
Graham R.W., Beatty B., Squire J., O’Brodovich H., Lukacs G.L.: 
Metabolic instability of plasmid DNA in the cytosol: a potential 
barrier to gene transfer. Gene Ther. 6, 482–497 (1999)

58. Loessner H., Endmann A., Leschner S., Westphal K., Rohde M., 
Miloud T., Hämmerling G., Neuhaus K., Weiss S.: Remote con-
trol of tumour-targeted Salmonella enterica serovar Typhimu-
rium by the use of L-arabinose as inducer of bacterial gene 
expression in vivo. Cell Microbiol. 9, 1529–1537 (2007)

59. Madeira C., Rodrigues C.A., Reis M.S., Ferreira F.F., Cor-
reia R.E., Diogo M.M., Cabral J.M.: Nonviral gene delivery to 
neural stem cells with minicircles by microporation. Biomacro-
molecules, 14, 1379–1387 (2013)

60. Magnusson T., Haase R., Schleef M., Wagner E., Ogris M. Suste-
ined, high transgene expression in liver with plasmid vectors 
using optimized promoter-enhanced combinations. J. Gene Med. 
13, 382–391 (2011)

61. Makino H., Aoki M., Hashiya N., Yamasaki K., Azuma J., 
Sawa Y., Kaneda Y., Ogihara T., Morishita R.: Long-term fol-
low-up evaluation of results from clinical trial using hepatocyte 
growth factor gene to treat severe peripheral arterial disease. 
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 32, 2503–2509 (2012)

62. Marshall W.G., Boone B.A., Burgos J.D., Gografe S.I., Bal-
dwin M.K., Danielson M.L., Larson M.J., Caretto D.R., Cruz Y., 
Ferraro B., Heller L.C., Ugen K.E., Jaroszeski M.J., Heller R.: 
Electroporation-mediated delivery of a naked DNA plasmid 
expressing VEGF to the porcine heart enhances protein expres-
sion. Gene Ther. 17, 419–423 (2010)

63. Miao C.H., Thompson A.R., Loeb K., Ye X.: Long-term and 
therapeutic-level hepatic gene expression of human factor IX 
after naked plasmid transfer in vivo. Mol. Therapy, 3, 947–957 
(2001)

64. Mitsui M., Nishikawa M., Zang L., Ando M., Hattori K., Takaha-
shi Y., Watanabe Y., Takakura Y.: Effect of the content of unme-
thylated CpG dinucleotides in plasmid DNA on the sustaina-
bility of transgene expression. J. Gene Med. 11, 435–443 (2009)

65. Nafissi N., Alqawlaq S., Lee E.A., Foldvari M., Spagnuolo P.A., 
Slavcev R.A.: DNA ministrings: highly safe and effective gene 
delivery vectors. Mol. Ther. Nucleic Acids, DOI: 10.1038/mtna. 
2014.16 (2014)

66. Nafissi N., Foldvari M.: Neuroprotective therapies in glaucoma: 
II. Genetic nanotechnology tools. Front. Neurosci. 9, 355 DOI: 
10.3389/fnins.2015.00355 (2015)

67. Nafissi N., Slavcev R.: Bacteriophage recombination systems 
and biotechnical applications. Appl. Microbiol. Biotechnol. 98, 
2841–2851 (2014)

68. Oliveira P.H., Mairhofer J.: Marker-free plasmids for biotechno-
logical applications-implications and perspectives. Trends Bio-
technol. 31, 539–547 (2013)

69. Palffy R., Hodosy J., Behuliak M., Resko P., Radvansky J., 
Celec P.: Bacteria in gene therapy: bactofection versus alterna-
tive gene therapy. Gene Ther. 13, 101–105 (2006)

70. Ran F.A., Hsu P.D., Wright J., Agarwala V., Scott D.A., Zhang F.: 
Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nat. Pro-
toc. 8, 2281–2308 (2013)

71. Rauschhuber C., Noske N., Ehrhardt A.: New insights into sta-
bility of recombinant adenovirus vector genomes in mammalian 
cells. Eur. J. Cell Biol. 91, 2–9 (2012)

72. Reyes-Sandoval A., Ertl H.C.: CpG methylation of a plasmid 
vector results in extended transgene product expression by 
circumventing induction of immune responses. Mol. Ther. 9, 
249–261 (2004)

73. Ropper A.H., Gorson K.C., Gooch C.L., Weinberg D.H., Pie-
czek A., Ware J.H., Kershen J., Rogers A., Simovic D., Schratz-
berger P., Kirchmair R., Losordo D.: Vascular endothelial growth 

factor gene transfer for diabetic polyneuropathy: a randomized, 
double-blinded trial. Ann. Neurol. 65, 386–393 (2009)

74. Rosazza C., Buntz A., Ries T., Woll D., Zumbusch A., Rols MP.: 
Intracellular tracking of single-plasmid DNA particles after deli-
very by electroporation. Mol. Therapy, 21, 2217–2226 (2013)

75. Rosenberg S.A., Aebersold P., Cornetta, K., Kasid, A., Mor-
gan R.A., Moen R., Karson E.M., Lotze M.T., Yang J.C., Topa-
lian  S.L., Merino M.J., Culver K., Miller A.D., Blaese  R.M., 
Anderson W.F.: Gene transfer into humans — immunotherapy 
of patients with advanced melanoma, using tumor-infiltrating 
lymphocytes modified by retroviral gene transduction. N. Engl. 
J. Med. 323, 570–578 (1990)

76. Saeed M., Martin A., Ursell P., Do L., Bucknor M., Higgins C.B., 
Saloner D.: MR assessment of myocardial perfusion, viability, 
and function after intramyocardial transfer of VM202, a new 
plasmid human hepatocyte growth factor in ischemic swine 
myocardium. Radiology, 2489, 107–118 (2008)

77. Saitoh S-I., Miyake K.: Regulatory molecules required for nuc-
leotide-sensing Toll-like receptors. Immunol. Rev. 227, 32–43 
(2009)

78. Sanchez-Romero M.A., Cota I., Casadesus J.: DNA methyla-
tion in bacteria: from the methyl group to the methylome. Curr. 
Opin. Microbiol. 25, 9–16 (2015)

79. Smorawinska M., Szuplewska M., Zaleski P., Wawrzyniak P., 
Maj A., Plucienniczak A., Bartosik D.: Mobilizable narrow host 
range plasmid as natural suicide vectors enabling horizontal 
gene transfer among distantly related bacterial species. FEMS 
Microbiol. Lett. 326, 76–82 (2012)

80. Spanggaard I., Gehl J. I wsp.: Gene electrotransfer of plasmid 
antiangiogenic metargidin peptide (AMEP) in disseminated 
melanoma: safety and efficacy results of a phase I first-in-man 
study. Hum. Gene Ther.Clin. Dev. 24, 99–107 (2013)

81. Staworzyńska M.J., Stachowiak R., Bielecki J.: Zastosowanie 
wektorów bakteryjnych w biologii molekularnej i w medycynie. 
Post. Mikrobiol. 50, 3–16 (2011)

82. Stuchbury G., Münch G.: Optimizing the generation of stable 
neuronal cell lines via pre-transfection restriction enzyme dige-
stion of plasmid DNA. Cytotechnology, 62, 189–194 (2010) 

83. Takahashi Y., Nishikawa M., Takakura Y.: Development of safe 
and effective nonviral gene therapy by eliminating CpG motifs 
from plasmid DNA vector. Front. Biosci. 4, 133–141 (2012)

84. Taniyama Y., Azuma J., Kunugiza Y., Iekushi K., Rakugi H., 
Morishita R.: Therapeutic option of plasmid-DNA based gene 
transfer. Curr. Top. Med.Chem. 12, 1630–1637 (2012)

85. Thomas C.E., Ehrhardt A., Kay M.A.: Progress and problems 
with the use of viral vectors for gene therapy. Nat. Rev. Genet. 
4, 346–358 (2003)

86. Tokunaga T., Suganuma T. i wsp.: Antitumor activity of deoxyri-
bonucleic acid fraction from Mycobacterium bovis BCG. I. Isola-
tion, physicochemical characterization, and antitumor activity. 
J. Natl. Cancer. Inst. 72, 955–962 (1984)

87. Tomizawa M., Shinozaki F., Motoyoshi S., Sugiyama T., Yama-
moto S., Sueishi M.: Sonoporation: gene transfer using ultraso-
und. World J. Methodol. 3, 39–44 (2013)

88. Tros de Ilarduya C., Sun Y., Düzgüneş N.: Gene delivery by lipo-
plexes and polyplexes. Eur. J. Pharm. Sci. 40, 159–170 (2010)

89. U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug 
Administration, Center for Biologics Evaluation and Research 
(FDA): Guidance for Human Somatic Cell Therapy and Gene 
Therapy. (1998)

90. Vandermeulen G., Marie C., Scherman C., Preat V.: New genera-
tion of plasmid backbones devoid of antibiotic resistance marker 
for gene therapy trials. Mol. Therapy, 19, 1942–1949 (2011)

91. Vaughan E.E., Geiger R.C., Miller A.M., Loh-Marley P.L., 
Suzuki  T., Miyata N., Dean D. A.: Microtubule acetylation 



PLAZMIDY JAKO WEKTORY DO TERAPII GENOWEJ 225

through HDAC6 inhibition results in increased transfection 
efficiency. Mol. Ther. 16, 1841–1847 (2008)

92. Villate-Beitia I., Puras G., Zarate J., Agirre M., Ojeda E., 
Pedraz  J.L.: First insights into non-invasive administration 
routes for non-viral gene therapy (w) Gene Therapy – Principles 
and Challenges, red. D. Hashad, InTech, Rijeka, 2015, s. 145–177 

93. von Groll A., Levin Y., Barbosa M.C., Ravazzolo A.P.: Linear 
DNA Low Efficiency Transfection by Liposome Can Be Impro-
ved by the Use of Cationic Lipid as Charge Neutralizer. Biotech-
nol. Prog. 22, 1220–1224 (2006)

94. Wang W., Li W., Ma N., Steinhoff G.: Non-viral gene delivery 
methods. Curr. Pharm. Biotechnol. 14, 46–60 (2013)

95. WHO Expert Committee on Biological Standardization, 
66th Report, Annex 2. WHO Press, Geneva, 2015, s. 93–130

96. Wirth T., Parker N., Yla-Herttuala S.: History of gene theraphy. 
Gene, 525, 162–169 (2013)

97. Wolff J.A., Ludtke J., Acsadi G., Williams P., Jani A.: Long-term 
persistence and plasmid DNA and foreign gene expression in 
mouse muscle. Hum. Mol. Genet. 1, 363–369 (1992)

98. Wolff J.A., Malone R.W., Williams P., Chong W., Acsadi G., 
Jani A., Felgner P.L.: Direct gene transfer into mouse muscle in 
vivo. Science, 247, 1465–1468 (1990)

 99. Wooddell C.I., Subbotin V.M., Sebestyén M.G., Griffin J.B., 
Zhang G., Schleef M., Braun S., Huss T.,Wolff J.A.: Muscle 
damage after delivery of naked plasmid DNA into skeletal mus- 
cles is batch dependent. Human Gene Therapy, 22, 225–235 (2011)

100. Wright O., Stan G-B., Ellis T.: Building-in biosafety for synthe-
tic biology. Microbiology, 159, 1221–1235 (2013)

101. Yew N.S., Zhao H., Przybylska M., Wu I-H., Tousignant J. D., 
Scheule R.K., Cheng S, H. CpG-depleted plasmid DNA vectors 
with enhanced safety and long-term gene expression in vivo. 
Mol. Therapy, 5, 731–738 (2002)

102. Yew N.S., Zhao H., Wu H-I., Song A., Tousignant J.D., Przy-
bylska  M., Cheng S.H.: Reduced inflammatory response to 
plasmid DNA vectors by elimination and inhibition of immu-
nostimulatory CpG motifs. Mol. Therapy, 1, 255–262 (2000) 

103. Zhang G., Song Y.K., Liu D.: Long-term expression of human 
alpha 1-antitrypsin gene in mouse liver achived by intravenous 
administration of plasmid DNA using hydrodynamics-based 
procedure. Gene Ther. 7, 1344–1349 (2000)

104. Zhang H.Y., Sun S.H., Guo Y.J., Chen Z.H., Huang L., Gao Y.J., 
Wan B., Zhu W.J., Xu G.X., Wang J.J.: Tissue distribution of 
a plasmid DNA containing epitopes of foot-and-mouth disease 
virus in mice. Vaccine, 23, 5632–5640 (2005)



POST. MIKROBIOL.,
2017, 56, 2, 226–232
http://www.pm.microbiology.pl

* Autor korespondencyjny: Zakład Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Wydział Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. I. Miecznikowa 1, 
02-096 Warszawa; tel. 22 554 14 19; e-mail: j.placzkiewicz@biol.uw.edu.pl

1. Wprowadzenie

Zjawisko występowania białek wielofunkcyjnych 
u mikroorganizmów jest zjawiskiem powszechnym, 
jednak wciąż niedokładnie poznanym. Z roku na rok 
pojawiają się liczne nowe doniesienia dostarczające 
niezwykle interesujących informacji dotyczących tych 
białek. Wyniki wykazujące, że jedno białko może pełnić 
wiele funkcji biologicznych opublikowane zostały po 
raz pierwszy w 1989 roku, a zjawisko to początkowo 
określano terminem „gene sharing” [40]. W 1999 roku 
Constance Jeffery dokładnie zdefiniowała cechy takich 
białek i wprowadziła stosowany powszechnie do dziś 
termin białek wielofunkcyjnych (moonlighting pro-
teins) [20]. Białka wielofunkcyjne to białka, które pełnią 
co najmniej dwie niezależne od siebie funkcje biolo-
giczne. Funkcje te muszą być pełnione przez jeden łań-
cuch polipeptydowy bez podziału na domeny białkowe. 
Wyklucza to jednoznacznie białka homologiczne, białka 
powstające na skutek fuzji genów, alternatywnego spli-
cingu lub proteolizy. Jeffery opisała również przykłady 
mechanizmów, za pomocą których białka te mogą peł-
nić kilka funkcji, m.in. różny poziom ekspresji genów 
kodujących te białka, różna lokalizacja subkomórkowa, 

oligomeryzacja lub w przypadku enzymów zmiana stę-
żenia substratu, kofaktora lub produktu [20]. Obecnie 
internetowa baza danych MoonProt [32] zawiera 291 
(czerwiec 2016) opisanych i eksperymentalnie zwery-
fikowanych białek wielofunkcyjnych, występujących 
m.in. u zwierząt, roślin, bakterii lub drożdży. Pierw-
szym białkiem wielofunkcyjnym, którego występowa-
nie wykazano u bakterii była dehydrogenaza aldehydu 
3-fosfoglicerynowego (GAPDH) Streptococcus pyoge-
nes. Po wykazaniu, że GAPDH będąca enzymem szlaku 
glikolizy, oddziałuje z fibronektyną oraz białkami 
cytoszkieletu aktyną i miozyną, stało się oczywiste, że to 
białko wielofunkcyjne może uczestniczyć w kolonizacji 
gospodarza przez paciorkowce grupy A [37]. 

2. Udział białek wielofunkcyjnych w bakteryjnej
 patogenezie

Narastająca wśród bakterii patogennych wieloleko-
oporność skłania badaczy do poszukiwania alterna-
tywnych sposobów walki z tymi mikroorganizmami. 
Niewątpliwie pogłębianie wiedzy na temat białek wie-
lofunkcyjnych obecnych na powierzchni komórek 
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bakteryjnych może okazać się jednym ze sposobów 
na stawienie czoła temu problemowi. Białka wielo-
funkcyjne uczestniczące w bakteryjnej patogenezie to 
przede wszystkim enzymy szlaków metabolicznych, 
głównie glikolizy, takie jak m.in. enolaza, aldolaza czy 
wspomniana wcześniej GAPDH, jak również białka 
opiekuńcze [32]. Większość spośród tych białek poza 
funkcją w cytoplazmie, pełni również istotną rolę na 
powierzchni komórki bakteryjnej uczestnicząc w pato-
genezie poprzez wiązanie i aktywację plazminogenu 
gospodarza [33]. Plazminogen w wyniku aktywacji 
poprzez bakteryjne streptokinazy i stafylokinazy prze-
kształcany jest w aktywną formę – plazminę, której 
jedną z funkcji jest degradacja komponentów macie-
rzy zewnątrzkomórkowej oraz błony podstawnej, w tym 
lamininy, fibryny i fibrynogenu [4, 42]. Dodatkowo 
plaz mina oraz plazminogen regulują dwa istotne sys-
temy u kręgowców: kaskadę krzepnięcia i układ dopeł-
niacza. Ułatwia to patogenom przetrwanie w  orga-
nizmie gospodarza i skuteczną ucieczkę przed jego 
układem odpornościowym [4]. 

3. Wpływ białek wielofunkcyjnych na układ
 odpornościowy

Szereg zewnątrzkomórkowych białek bakteryjnych, 
określanych terminem VIP (Virulence-Associated 
Immunomodulatory Proteins) oddziałuje z  układem 
odpornościowym gospodarza. Również bakteryjne 
białka wielofunkcyjne wykazują taką zdolność. Wyizo-
lowane z podłoża, w którym hodowane były bak-
terie Streptococcus agalactiae białko wielofunkcyjne 
–  GAPDH aktywowało limfocyty B do proliferacji 
i różnicowania [31].

Warianty immunologiczne otoczkowych polisacha-
rydów Staphyloccocus pneumoniae powszechnie stoso-
wane są do typowania klinicznych izolatów tej bakterii. 
Analiza immunogennych białek ściany komórkowej 
S. pneumoniae za pomocą techniki spektrometrii mas 
MALDI-TOF wykazała w otoczkach obecność m.in. 
enzymów szlaku glikolizy, białek zaangażowanych 
w  syntezę białek, oraz jednego białka opiekuńczego 
DnaK. Myszy BALB/c, immunizowano wybranymi 
rekombinowanymi białkami wielofunkcyjnymi, co 
skutkowało pojawieniem się przeciwciał przeciwko 
tym białkom, jak również przedłużało żywotność zwie-
rząt immunizowanych przed infekcją S. pneumoniae 
szczepu WU1 [30].

Pałeczka Aeromonas salmonicida jest czynnikiem 
etiologicznym furunkulozy – choroby ryb powodują-
cej olbrzymie straty ekonomiczne wśród hodowców, 
co związane jest z śmiertelnością ryb oraz ze zwięk- 
szonym zużyciem antybiotyków [19]. Większość badań 
nad szczepionkami wykorzystuje osady bakteryjne 

inaktywowane formaliną, przez co usuwana zostaje 
bakteryjna frakcja zewnątrzkomórkowa. Analizy pro-
teomiczne A. salmonicida wykazały natomiast, że 
liczna grupa wielofunkcyjnych białek, które lokalizują 
się na powierzchni ściany komórkowej ma właściwo-
ści immunogenne [48]. Przykłady przedstawione w tym 
punkcie przedstawiają perspektywę wykorzystania bia-
łek wielofunkcyjnych, jako potencjalnych celów dzia-
łania szczepionek.

4. Obecność białek wielofunkcyjnych u bakterii
 kwasu mlekowego 

Początkowo badania dotyczące białek wielofunk-
cyjnych ograniczały się do ich udziału w bakteryjnej 
patogenezie. Jednakże stopniowo pojawiające się donie-
sienia na temat ich obecności u bakterii kwasu mle-
kowego dostarczają zaskakujących informacji. Wiele 
z białek wielofunkcyjnych występujących u gatunków 
komensalnych okazuje się pełnić zbliżone funkcje do 
tych odkrytych u bakterii patogennych, jak np. oddzia-
ływanie z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej, 
czy plazminogenem [3, 10]. Podobnie jest również 
w przypadku udziału tych białek w adhezji do komórek 
nabłonkowych, czy komórek błon śluzowych gospoda-
rza. Czynnik elongacyjny Tu (EL-Tu) oraz białko szoku 
cieplnego GroEL laseczki kwasu mlekowego Lactobacil-
lus johnsonii La1, uczestniczą w adhezji tej bakterii do 
komórek nabłonkowych oraz do komórek błony śluzo-
wej jelita [5, 16]. GAPDH zlokalizowana na powierzchni 
Lactobacillus plantarum również wykazuje zdolność 
wiązania do powierzchni błony śluzowej jelita grubego. 
Usunięcie białek powierzchniowych tych bakterii skut-
kuje spadkiem adhezji badanych laseczek do ludzkich 
komórek nabłonkowych okrężnicy linii Caco-2 o 40% 
[26]. Jako, że GAPDH jest białkiem wielofunkcyjnym 
charakterystycznym również dla patogenów, możliwe 
jest, że dochodzi do konkurencji o  miejsca wiązania 
na powierzchni komórek nabłonkowych z bakteriami 
patogennymi. Potwierdziły to wyniki badań, w których 
wykazano, że kolonizacja komórek Caco-2 przez L. plan-
tarum, w znacznym stopniu zapobiega adhezji pato-
genów takich jak Clostridium sporogenes i Entero coccus 
faecalis [41]. Również białka wielofunkcyjne obecne na 
powierzchni komensalnej bakterii żeńskich dróg rod-
nych Lactobacillus jensenii wykazują zdolność hamo-
wania adhezji bakterii patogennych [45]. Kluczowym 
etapem infekcji Neisseria gonorrhoeae jest adhezja do 
komórek nabłonkowych [18]. Enolaza uwolniona przez 
L. jensenii do supernatantu (RSC- released surface com-
ponents), hamuje adhezję N. gonorrhoeae do ludzkich 
komórek nabłonkowych endometrium linii Hec-1-B. 
Procent komórek patogenu ulegających adhezji jest 
skorelowany ze stężeniem rekombinowanej enolazy 
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i może zmniejszać się nawet czterokrotnie. Borgdorff 
i wsp. wykazali obecność licznych białek wielofunkcyj-
nych, a przede wszystkim GAPDH i GPI Lactobacil-
lus iners i  Lactobacillus cris patus w materiale pobra-
nym z dróg rodnych rwandyjskich kobiet narażonych 
na infekcję wirusem HIV [7]. W  przypadku L. iners 
zaobserwowano znaczący spadek ilości tych białek 
w preparatach od kobiet z dysbiozą naturalnej mikro-
flory, podobną zależność zaobserwowano również dla 
L. crispatus, lecz w mniejszym stopniu. Według badaczy 
wyniki mogą świadczyć o strategii przetrwania bakterii 
komensalnych, które utrzymują wewnątrzkomórkowo 
w warunkach dysbiozy istotne enzymy metabolizmu 
podstawowego. Jednakże prowadzić to może do całko-
witego wyparcia tych bakterii przez gatunki patogenne. 
Prawdopodobna wydaje się być również hipoteza, iż 
duża obecność białek wielofunkcyjnych w  środowi-
sku skutkuje przetrwaniem naturalnej mikroflory, tym 
samym mniejsza ilość tych białek prowadzić może 
do dysbiozy. Z kolei Kainulainen i  wsp. wykazali, iż 
to warunki stresu komórkowego jak np. zmiana pH 
z kwasowego na zasadowe skutkuje uwolnieniem bakte-
ryjnych białek wielofunkcyjnych z powierzchni L. cris-
patus do otoczenia [24].

Oddziaływania z plazminogenem są charakte-
rystyczną cechą patogennych bakterii takich jak np. 
Escherichia coli [38], czy Listeria monocytogenes [43], 
umożliwiającą im skuteczną kolonizację infekowanej 
niszy. Również enolaza Bacteroides fragilis będącego 
powszechną bakterią komensalną mikrobiomu układu 
pokarmowego człowieka, wywołującego częste zakaże-
nia oportunistyczne posiada zdolność oddziaływania 
z plazminogenem [44]. Białka wielofunkcyjne licznych 
gatunków z rodzaju Bifidobacterium, stanowiących 
prawie 3% całkowitej mikroflory jelitowej człowieka, 
również wykazują zdolność wiązania plazminogenu 
[9]. Ponieważ patogeny i bakterie symbiotyczne ludz-
kiego przewodu pokarmowego zasiedlają tę samą niszę 
ekologiczną prawdopodobne jest, że łączą je podobne 
mechanizmy kolonizacji związane m.in. ze zdolnością 
wiązania plazminogenu.

5. Transport białek wielofunkcyjnych na
 powierzchnię komórek bakteryjnych

Bakteryjna błona cytoplazmatyczna mimo bar-
dzo dynamicznej struktury jest nieprzepuszczalna 
dla cząsteczek posiadających ładunek oraz większych 
niż 100 Da. Większość białek transportowanych na 
powierzchnię komórki bakteryjnej zawiera N-końcową 
sekwencję sygnałową [13]. Tym bardziej interesujący 
jest fakt, że dla większości białek wielofunkcyjnych 
wykazano brak obecności znanej sekwencji sygnałowej. 
Potwierdziła to analiza bioinformatyczna z wykorzy-

staniem narzędzi takich jak SignalIP, czy Psort prze-
prowadzona dla 98  białek wielofunkcyjnych różnych 
organizmów. W żadnym z rozpatrywanych przypadków 
nie dowiedziono obecności sekwencji sygnałowej [2]. 
Dysmutaza ponadtlenkowa Mycobacterium tubercu losis 
oraz białka wielofunkcyjne L. monocytogenes: GroEL 
i izomeraza fosfomannozy są jedynymi białkami pozba-
wionymi znanej sekwencji sygnałowej, których trans-
port przez błonę komórkową został wyjaśniony [8, 29]. 
Zaangażowany w ten proces jest system sekrecji Sec, 
który jest silnie konserwowany wśród bak terii. Białka 
transportowane przez ten system jak np. autolizyny 
zawierają klasyczną N-końcową sekwencję sygnałową 
[12]. Według autora badań dotyczących L. monocytoge-
nes, transport białek GroEL i izomerazy fosfomannozy 
związany może być właśnie z aktywnoś cią autolizyn. 
Wykazano, że autolizyny uczestniczą w eksporcie ele-
mentów rzęski na powierzchnię komórki bakteryjnej 
prawdopodobnie poprzez tworzenie porów w ścianie 
komórkowej [34]. Niewykluczone jest, że transport bia-
łek wielofunkcyjnych L. monocytogenes związany jest 
z aktywnością autolizyn tworzących miejsca w ścianie 
komórkowej, przez które białka te mogłyby przedostać 
się na powierzchnię komórki [29].

W 2010 roku Pasztor wraz z współpracownikami na 
podstawie badań białek wielofunkcyjnych Staphylococ-
cus aureus postawił hipotezę, iż to liza komórek bak-
teryjnych może prowadzić do uwolnienia tych białek 
do supernatantu. Następnie białka te miałyby ulec aso-
cjacji na powierzchni sąsiadujących bakterii. Badacze 
wykazali, że mutacja w genie kodującym główną hydro-
lazę peptydoglikanu S. aureus – Atl skutkuje spadkiem 
obecności w sekretomie 22 białek cytoplazmatycznych 
[39]. Z kolei w 2012 roku opublikowane zostały wyniki 
badań demonstrujących zdolność GAPDH Streptococ-
cus agalactiae do wiązania się z powierzchnią licznych, 
nawet filogenetycznie odległych bakterii [35]. Zaob-
serwowano również zależność pomiędzy spadkiem 
lizy badanych komórek bakteryjnych, a spadkiem ilości 
GAPDH w supernatancie, co było zgodne z doniesie-
niami Pasztora i wsp. [39].

Opierając się na doniesieniach, że liza komórki jest 
efektywnym mechanizmem dostarczania elementów 
cytoplazmatycznych do środowiska, również badania 
dotyczące biofilmów bakteryjnych zaczęły skupiać się 
na tym zjawisku. Analizy biofilmów P. aeruginosa wyka-
zały, że liza komórek bakteryjnych zachodzi na skutek 
ekspresji genu kodującego endolizynę (lys). Dodat-
kowo zaobserwowano, że liza komórki bakteryjnej jest 
mechanizmem sprzyjającym biogenezie pęcherzyków 
błonowych. Pęcherzyki tworzące się z fragmentów błony 
rozpadającej się komórki prawdopodobnie wyłapują 
uwolnione komponenty cytoplazmatyczne. Mimo że 
biogeneza pęcherzyków w wyniku lizy komórki bakte-
ryjnej nie jest zjawiskiem precyzyjnie kontrolowanym, 
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może stanowić kolejny poznany mechanizm transportu 
białek wielofunkcyjnych [47]. 

Jednakże doniesienia dotyczące transportu białek 
wielofunkcyjnych na powierzchnie komórki są często 
sprzeczne, co świadczy o tym, że w proces ten zaanga-
żowanych może być wiele mechanizmów. W 2015 roku 
Ebner oraz współpracownicy wykazali, że aldolaza oraz 
enolaza S. aureus najprawdopodobniej nie wiążą się 
z powierzchnią komórek bakteryjnych na skutek lizy. 
W fazie ekspotencjalnej wzrostu, gdzie liczba lizujących 
komórek jest najmniejsza, zaobserwowano największą 
liczbę tych białek na powierzchni komórki w porówna-
niu z innymi fazami wzrostu [13].

6. Ewolucja białek wielofunkcyjnych

Wiele z poznanych białek wielofunkcyjnych jest 
enzymami silnie konserwowanymi ewolucyjnie. Przy-
puszcza się, że 7 z 10 białek glikolizy oraz 7 z 8 Cyklu 
Krebsa pełni dodatkową funkcję [46]. Dodatkowe funk-
cje zdają się występować częściej w białkach, w których 
kodujące je geny ulegają konstytutywnej ekspresji. 
Może to być jednak związane z faktem, że konserwo-
wane ewolucyjnie geny obecne są w wielu różnych orga-
nizmach, tym samym wyższa jest szansa na identyfika-
cję nowej funkcji [14]. 

Istnienie białek wielofunkcyjnych tłumaczyć może 
teoria mówiąca, że nie ma żadnego końcowego celu 
w ewolucji, a nowe funkcje rozwijają się jedynie przez 
adaptację już istniejących. Jeżeli konkretna nowa funk-
cja białka skutkuje korzyścią dla organizmu, to funk-
cja ta będzie podlegać selekcji w trakcie ewolucji [15]. 
Zaskakująco nawet niewielka mutacja może skutko-
wać zmianą funkcji. Enterobacter aerogenes produkuje 
paraliżującą toksynę wykorzystywaną przez drapieżne 
larwy mrówkolwów z rodziny Myrmeleontidae. Okazało 
się, że toksyna ta produkowana przez E. aerogenes jest 
homologiem białka opiekuńczego GroEL E. coli, nie-
wykazującego właściwości toksycznych. Substytucja 
jedynie 4 aminokwasów w sekwencji aminokwasowej 
toksycznego białka E. aerogenes skutkowała znacznym 
spadkiem jego toksyczności [49]. 

Wzór ekspresji genów niezbędny dla jednej funkcji 
może być niezbyt idealny dla drugiej. W takiej sytuacji 
dystrybuowanie oryginalnej oraz dodatkowej funk-
cji białka wielofunkcyjnego na dwa geny w wyniku 
duplikacji może być bardzo korzystne, co zostało 
szerzej omówione w doskonałej pracy przeglądowej 
autorstwa Huberts oraz van der Klei [17]. Analizując 
strukturę białka, druga funkcja może być rezultatem 
nowego wykorzystania istniejącego miejsca wiązania 
lub modyfikacji regionów nieużywanych. Przykła-
dem może być izomeraza glukozo-6-fosforanu, której 
sekwencja aminokwasowa miejsca aktywnego jest silnie 

konserwowana pośród licznych gatunków. Natomiast 
w pozostałej części enzymu występują liczne kieszonki, 
pętle oraz inne struktury, które przez miliardy lat 
ewolucji mogły z łatwością wytworzyć własne, dodat-
kowe miejsce aktywne zapewniając tym białkom dodat-
kową funkcję [23].

7. Wykrywanie białek wielofunkcyjnych

Białka wielofunkcyjne stanowią olbrzymie wyzwa-
nie dla badaczy. Utrudnieniem jest fakt, że białka 
homologiczne często nie są wielofunkcyjne. Ogromna 
liczba poznanych sekwencji białkowych oraz zwięk-
szająca się dostępność technik umożliwiających ana-
lizę wielu białek jednocześnie zapoczątkowała rosnące 
zainteresowanie proteomiką – również w celu wykry-
wania białek wielofunkcyjnych. Projekty proteomiczne 
angażujące biochemiczne, genetyczne oraz bioinfor-
matyczne techniki mogą determinować cechy setek, 
a nawet tysięcy białek podczas jednej analizy, nie opie-
rając się na wcześniej oszacowanych danych. Modele 
ewolucji białek wielofunkcyjnych, można zastosować 
dla wielu białek. Sugeruje to, że obecna liczba pozna-
nych i eksperymentalnie zweryfikowanych białek wie-
lofunkcyjnych prawdopodobnie reprezentuje niewielki 
odsetek tych, które rzeczywiście istnieją. Stąd wyniki 
dostarczające informacji na temat lokalizacji, inter-
akcji z innymi cząsteczkami, czy wynikających z muta-
cji w genach niespodziewanych fenotypów, mogą być 
często klasyfikowane jako wyniki fałszywie pozytywne. 

Pierwszą wysokoprzepustową próbą identyfikacji 
dodatkowych funkcji znanych białek była przeprowa-
dzona w 2015 roku analiza w oparciu o sieci oddziały-
wań pomiędzy białkami (PPIs – protein-protein inter-
actions) w ludzkim interaktomie. Zidentyfikowano 
430 konserwowanych ewolucyjnie białek określonych 
terminem EMFs (Extreme Multifunctional Proteins), 
charakteryzujących się określonym zestawem cech, 
w tym m.in. względnie stałą ekspresją genów kodują-
cych te białka lub dużą liczbą interaktorów. Autorzy 
podkreślają, że białka EMF nie spełniają wszystkich 
kryteriów białek wielofunkcyjnych natomiast istnieje 
duże prawdopodobieństwo, że białka wielofunkcyjne 
stanowią podgrupę białek EMF [11].

Analizę porównawczą 11 narzędzi bioinformatycz-
nych do przewidywania funkcji białek wielofunkcyj-
nych przeprowadził Gomez wraz ze współpracow-
nikami, czego wynikiem było wskazanie platformy 
PSI-BLAST, jako relatywnie dobrej [1]. W oszacowy-
waniu funkcji na podstawie odległych sekwencji wyko-
rzystywane jest również narzędzie PFP [25]. Jeffery, 
będąca autorką terminu „moonlighting proteins” oraz 
wieloletnią badaczką tego zjawiska postanowiła wyko-
rzystując analizy bioinformatyczne ocenić czy białka 
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te wykazują podobne cechy fizyczne. Analiza 98 białek 
wielofunkcyjnych różnych gatunków dotyczyła określe-
nia punktu izoelektrycznego, składu aminokwasowego, 
indeksu alifatyczności oraz GRAVY (Grand Average of 
Hydrophaty) [28]. Wykorzystano w tym celu program 
Protparam [6], dzięki czemu udało się określić liczne 
wspólne cechy fizyczne tych białek. W  więk szości 
białka wielofunkcyjne występujące na powierzchni 
komórek posiadają istotne cechy typowych białek 
wewnątrzkomórkowych. Autorzy postawili hipotezę, 
że wielofunkcyjność może być powszechną cechą bia-
łek, a przeprowadzona analiza umożliwi ich łatwiejszą 
identyfikację [2].

Spektrometria mas oraz dwuwymiarowa elektrofo-
reza żelowa są bardzo dobrymi technikami służącymi 
do identyfikacji białek obecnych w tkankach, czy w róż-
nych przedziałach subkomórkowych. W związku z tym 
spektrometria mas może stanowić istotną technikę 
wykrywania białek wielofunkcyjnych, gdyż obecność 
białek w niespodziewanej lokalizacji komórkowej, czy 
kompleksie białkowym sugeruje, że białko to prawdo-
podobnie posiada drugą funkcję [22]. Analiza elek-
troforetyczna 2D-DIGE białka LuxS, będącego auto-
induktorem w zjawisku quorum sensing Salmonella 
Typhimurium wykazała, że białko to ulega modyfikacji 
potranslacyjnej. Na podstawie tych wyników przepro-
wadzono dalsze analizy, które potwierdzały przypusz-
czenia badaczy, że białko to lokalizuje się również po 
zewnętrznej stronie błony cytoplazmatycznej. Fakt, że 
zewnątrzkomórkowe LuxS pozbawione było typowej 
sekwencji sygnałowej pozwala przypuszczać, że zostało 
odkryte nowe białko wielofunkcyjne o nieznanej funk-
cji. Przykład ten pokazuje w jaki sposób wysokoprze-
pustowe analizy elektroforetyczne mogą posłużyć do 
wykrywania nowych białek wielofunkcyjnych [27]. 
Również określone za pomocą promieniowania rent-
genowskiego struktury krystaliczne białek wielofunk-
cyjnych pomogły w zrozumieniu w jaki sposób białka te 
mogą posiadać dwie funkcje w zależności od warunków 
środowiskowych lub komórkowych [21].

Interakcję białek wielofunkcyjnych z innymi czą-
steczkami (białkami, przeciwciałami, peptydami) in 
vitro badać można z wykorzystaniem mikromacierzy 
białkowych. Nową strategią poszukiwania dodatko-
wych funkcji enzymów jest porównywanie fenotypu 
w  szczepach, w których enzym został inaktywowany 
przez mutację punktową ze szczepami, w których prze-
prowadzono delecję całego genu. W przypadku genów 
kodujących białka wielofunkcyjne powinna występo-
wać rozbieżność w fenotypach [17]. Obecność białek 
wielofunkcyjnych wykazano również u organizmów 
eukariotycznych, w tym u drożdzy. Mutacja w genie 
kodującym dekarboksylazę pirogronianową drożdży 
szczepu Hansenula polymorpha skutkuje akumulacją 
nieaktywnych monomerów oksydazy alkoholowej 

w cytoplazmie. Takie odkrycie sugeruje, że dekarbo-
ksylaza pirogronianowa jest białkiem wielofunkcyjnym, 
a druga funkcja związana jest z gromadzeniem oksy-
dazy alkoholowej [36]. 

8. Podsumowanie

Obecnie trudno jest oszacować jak powszechne są 
białka wielofunkcyjne. Zwiększająca się liczba donie-
sień na temat ich kluczowej roli w bakteryjnej patoge-
nezie stanowi jednocześnie olbrzymią możliwość, jak 
i wyzwanie dla współczesnej biologii molekularnej, bio-
technologii i medycyny. Profesor Dame Sally Davies 
naczelny lekarz Wielkiej Brytanii w swoim raporcie 
przedstawiła skutki narastającej oporności na antybio-
tyki, tym samym nawołując m. in. WHO do podjęcia 
walki z tym kryzysem. Podstawą dla potencjalnego 
wykorzystania białek wielofunkcyjnych jest dokładne 
ich poznanie. Badacze muszą poszerzyć dotychczasową 
wiedzę na temat struktury, nowych funkcji, mechaniz-
mów transportu na powierzchnię komórki bakteryjnej, 
ewolucji, czy roli bakterii komensalnych. Dodatkowo 
ze względu na różnorodność białek wielofunkcyjnych 
wśród bakterii, istotne jest aby możliwie jak najdokład-
niej scharakteryzować udział w patogenezie w różnych 
warunkach, dla różnych gatunków. Istotne może oka-
zać się również badanie interakcji pomiędzy białkami 
wielofunkcyjnymi obecnymi na powierzchni ludzkich 
komórek, bakterii komensalnych, czy innych bak-
terii patogennych z tymi obecnymi u analizowanego 
gatunku. Z pewnością rozwój proteomiki oraz pozna-
nie większej ilości białek wielofunkcyjnych pozwoli 
na ich lepszą systematykę, jednocześnie stanowiąc pod-
stawę do stworzenia baz danych, które mogłyby ułatwić 
dalsze badania. 
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1. Wstęp

Bakterie z rodzaju Staphylococcus zostały odkryte już 
w 1880 r. przez szkockiego lekarza Alexandra Ogstona, 
który nadał im nazwę wynikającą z zaobserwowanego 
obrazu mikroskopowego (gr. staphyle – winogrono, 
gr. kókkos – ziarno) [30]. Podział na gronkowce koagu-
lazododatnie (Coagulase Positive Staphylococci, CPS) 
uważane za bardziej zjadliwe i koagulazoujemne 
(Coagulase Negative Staphylococci, CNS) w  oparciu 
o zdolność do wykrzepiania osocza w próbie na koagu-
lazę został zapoczątkowany w 1903 r. [59] i wciąż pozo-
staje dobrym kryterium różnicującym w obrębie tego 
rodzaju. Z czasem znaczenie diagnostyczne tej próby 
jako wyróżnika S. aureus znacząco straciło jednak na 
wartości także dlatego, że wykrywane są szczepy tego 
gatunku pozbawione tej cechy [93]. Ponadto w pato-
logii człowieka pojawiły się nowe gatunki koagulazo-
dodatnie, pierwotnie uznawane za wyłącznie zwierzęce. 
Zjawisko przełamywania barier międzygatunkowych, 

pojawianie się nowych gatunków oraz zmiany takso-
nomii już odkrytych wymagają nowego spojrzenia na 
systematykę, diagnostykę i epidemiologię wywoływa-
nych przez nie zakażeń.

2. Koagulaza gronkowcowa 

Koagulaza to enzym unikalny wśród bakterii. 
Z  wyjątkiem niektórych gatunków gronkowców, sta-
nowi czynnik zjadliwości produkowany przez nieliczne 
inne bakterie związane z człowiekiem. Wytwarzają ją 
też Yersinia pestis. Wykrywano także pojedyncze szczepy 
Streptococcus faecalis, S. pyogenes, S. gordonii, Escheri-
chia coli czy Serratia marcescens, które były koagulazo-
dodatnie [6, 24, 63].

Koagulaza gronkowcowa występuje u bakterii tego 
rodzaju w dwóch postaciach – wolnej, uwalnianej do 
środowiska i związanej z komórką. Wytwarzanie obu 
białek regulowane jest przez loci sar i agr [65]. 
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Wyniki oznaczania koagulazy uwalnianej do środo-
wiska stanowią jedno z podstawowych narzędzi dia g - 
 nostycznych stosowanych w różnicowaniu gatunko-
wym gronkowców, gdyż stały się podstawą do podziału 
gronkowców na koagulazododatnie i – ujemne. Koagu-
laza wydzielana przez komórki konwertuje za pomocą 
domeny C-końcowej zawartą w osoczu protombinę lub 
inne, podobne strukturalnie substancje do trombinopo-
dobnych produktów wykrzepiających w postaci widocz-
nego skrzepu. Oznaczenie to wykonuje się metodą pro-
bówkową z użyciem rozcieńczonego osocza króliczego 
[60]. Jak wykazano w najnowszych badaniach, koagu-
laza wolna wraz z frakcją koagulazy związanej (ClfA) 
odgrywa aktywną rolę w produkcji biofilmu ClfA-zależ-
nego. Wolna koagulaza pośredniczy w konwersji fibry-
nogenu do nierozpuszczalnej fibryny, która działa jako 
rusztowanie biofilmu, umożliwiając S. aureus groma-
dzenie się na powierzchniach powleczonych ludzkim 
osoczem. Działanie terapeutyczne kombinacji leków 
przeciwbakteryjnych oraz inhibitorów koagulazy lub 
plazminy przewyższa skuteczność leczenia z zastosowa-
niem samych antybiotyków. Udowodniono je w przy-
padku infekcji układu krążenia oraz stawów, we wcze-
snych stadiach zakażeń związanych z  wszczepianiem 
urządzeń medycznych, a także w procesie zwalczania 
biofilmu tworzonego przez S. aureus [99].

Związana postać koagulazy gronkowcowej nazywana 
jest czynnikiem CF (clumping factor), a także czynni-
kiem skupiania i jest ściśle związana ze ścianą komór-
kową [23]. Forma ta oddziaływuje wyłącznie na podatny 
fibrynogen, powodując jego wytrącanie w postaci pre-
cypitatów na powierzchni komórek gronkowców, zle-
piając je. Właściwość ta wykorzystywana jest w meto-
dzie szkiełkowej z zastosowaniem nierozcieńczonego 
osocza króliczego służącej do wykrywania czynnika CF 
w diag nostyce mikrobiologicznej. Czynnik ten wystę-
puje w dwóch postaciach (A i B), których produkcja jest 
zróżnicowana w zależności od szczepów [90]. 

Czynnik skupiania A (ClfA, clumping factor A) wy- 
twarzany przez S. aureus, podobnie do białka A wią-
żącego fibrynogen FnBPA (fibrynogen-binding pro-
tein A), również występującego u tego gatunku, bierze 
pośrednio udział w aktywacji płytek krwi, co może 
mieć związek z patomechanizmem zakażeń układu 
krążenia (infekcje zastawek serca, bakteryjne zapalenie 
wsierdzia), a także septycznego zapalenia stawów [42, 
48]. Ostatnie doniesienia literaturowe wskazują na moż-
liwość zastosowania ClfA w szczepionkach dla pacjen-
tów z wysokim ryzykiem zachorowania na infekcyjne 
zapalenie wsierdzia wywoływane przez S. aureus [58].

Czynnik skupiania B (ClfB, clumping factor B) jest 
białkiem o wielkości 150 kDa, pośredniczącym w pro-
cesie zakotwiczenia MSCRAMM (microbial surface 
components recognizing adhesive matrix molecules) 
w ścianie komórkowej bakterii poprzez region C-termi-

nalny. N-końcowy region ClfB z kolei odgrywa pośred-
nią rolę w wiązaniu fibrynogenu, prowadząc do przyle-
gania do niego bakterii, a w konsekwencji do tworzenia 
zakrzepów czy sprzyjając osiedlaniu na zastawkach 
serca. W swoich pracach Wertheim i wsp. wykazali, że 
ClfB ma wyraźne powinowactwo do cytokeratyny 10 
ludzkiego typu I (CK10), która ulega ekspresji na łusko-
watych komórkach nabłonkowych [96], co sprawia, 
że można uznać związek tego czynnika z kolonizacją 
w obrębie nosogardzieli człowieka. 

U większości szczepów S. aureus obie postacie koa- 
gulazy (wolna i związana) występują w komórkach 
jednocześnie. U pozostałych gatunków koagulazodo-
datnich, z wyjątkiem nielicznych szczepów S. interme-
dius, nie wykrywa się czynnika CF. Koagulazę związaną 
(czynnik CF) wytwarzają jednak zaliczane do gatunków 
koagulazoujemnych Staphylococcus lugdunensis i Sta-
phylococcus sciuri. Gatunki te są izolowane od zwierząt 
i głównie u nich wywołują choroby. U ludzi S. lugdunen-
sis stanowi element mikroflory skóry okolic pachwin 
i  klatki piersiowej, ale także odpowiada za zapalenia 
wsierdza, stawów, zakażenia po wszczepieniach narzą-
dów czy protez, zapalenia płuc, a nawet zespół wstrząsu 
toksycznego [1]. Szczepy S. sciuri u  ludzi kolonizują 
głównie obszar błony śluzowej przedsionka nosa, 
a także pachy i pochwę. Zakażenia wywoływane przez 
nie u człowieka są rzadkie, aczkolwiek mogą się roz-
przestrzeniać w zamkniętych lub czasowo/częściowo 
izolowanych od społeczeństwa grupach ludzi, jak np. 
koszary [67]. Szczepy obu tych gatunków wykazują 
zdolność do wytwarzania wielu czynników chorobo-
twórczości typowych dla S. aureus takich jak lipazy, 
hemolizyny (słaba hemoliza na agarze z krwią bara-
nią po 2 dniach inkubacji w przypadku S. lugdunensis 
[27]), enterotoksyny, toksyna eksfoliatywna C, a także 
omawiany tu czynnik CF. Mogły je zapewne nabyć na 
drodze horyzontalnego transferu genów. 

3. Staphylococcus aureus 

Nazwa gatunku S. aureus nadana w 1884 r. przez 
Rosenbacha pozostaje niezmieniona mimo licznych 
reklasyfikacji w obrębie rodzaju. Sto lat później, na 
podstawie badań hiszpańsko-niemieckiego zespołu ba- 
dawczego wykazano, iż w obrębie tego gatunku nie-
które szczepy rosną tylko w warunkach beztlenowych, 
w  związku z czym wyodrębniono dwa podgatunki: 
Staphylococcus aureus subsp. aureus i Staphylococcus 
aureus subsp. anaerobius [54].

Zarówno w XIX wieku, jak i obecnie w identyfika-
cji fenotypowej S. aureus za najistotniejsze przyjmuje 
się następujące trzy cechy: barwę kolonii (pigment od 
białego, przez cytrynowy, kremowy do brązowego), 
zdolność do wytwarzania hemolizy typu β na pod-
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łożu z dodatkiem krwi baraniej i wreszcie zdolność do 
wytwarzania koagulazy.

Gronkowiec złocisty S. aureus to wykazujący znaczny 
potencjał chorobotwórczy gatunek, często izolowany 
z materiałów klinicznych od ludzi. Jest przedmiotem 
ogromnej liczby prac badawczych, a także opracowań 
przeglądowych. Pierwszą, niezwykle szeroką pracą 
zbierającą wszystkie dotychczas opublikowane dane 
o S. aureus był dwuczęściowy artykuł Sheagrena opu-
blikowany w 1984 r. [82, 83]. Spośród ogromu później-
szych prac na szczególną uwagę zasługują te autorstwa 
Knox i wsp. [53] z 2015 r. o transmisji szczepów tego 
gatunku w gospodarstwach domowych i środowisku 
oraz Alibayov i wsp. [2] z 2014 r., w której badacze pod-
jęli trudny temat charakterystyki ruchomych elemen-
tów genetycznych S. aureus, co ma niezwykle istotne 
znaczenie w horyzontalnym transferze genów i zmien-
ności nie tylko tego, ale i innych gatunków gronkow-
ców. Wątek roli mobilnych elementów genetycznych 
w  procesie nabywania genów kodujących czynniki 
wirulencji został szeroko opisany także w znaczącej 
pracy Helbin i wsp. [39] z 2012 r. Istotną z klinicznego 
punktu widzenia pracą zbierająca wiedzę na temat 
S. aureus jest artykuł Tong i wsp. [88] z 2015 r., który 
przedstawia dokładną analizę etiopatogenezy i klinicz-
nej manifestacji określonych jednostek chorobowych 
(bakteriemia, infekcyjne zapalenie wsierdzia, zakażenia 
skóry i tkanek miękkich, zakażenia układu kostno-sta-
wowego) wywoływanych przez te gronkowce.

Zróżnicowanie wewnątrzgatunkowe szczepów S. au - 
reus przekłada się też na różnorodność cech prezento-
wanych przez pojedyncze szczepy. Istotne dla niniej-
szego opracowania jest zwrócenie uwagi na te cechy, 
które uważane wcześniej za typowe dla tego gatunku, 
odnajdujemy u innych koagulazododatnich gatun- 
ków, co może mieć szczególne znaczenie w przebiegu 
infekcji u  ludzi. Koagulaza zaangażowana w proces 
wykrzepiania osocza obecna jest u wszystkich CPS 
[26]. Białko  A, stanowiące istotny czynnik chorobo-
twórczości ze względu na swoje właściwości wiązania 
immunoglobulin przez fragment Fc, jest elementem 
ściany komórkowej gatunku S. aureus, ale może też być 
wytwarzane przez gatunki grupy SIG (Staphylococcus 
intermedius group) [15, 29]. 

Wiele CPS, podobnie jak S. aureus, jest wyposażone 
w liczne cytolizyny (hemolizyny – α, β, γ, δ oraz leuko-
toksyny) [51]. Warto zaznaczyć, iż aktywność lityczna 
każdej z  hemolizyn jest zróżnicowana zarówno pod 
względem wybiórczości działania (rodzaj erytrocy- 
tów), jak i  mechanizmów ją warunkujących. Hemo-
lizyna α wywołuje lizę komórek docelowych (wysoka 
aktywność wobec erytrocytów króliczych, niska wobec 
ludzkich) wskutek tworzenia β-baryłkowych przezbło-
nowych porów, skutkując ucieczką jonów K+ i  Ca2+. 
Mechanizm działania hemolizyny β oparty jest na 

destabilizacji struktury błony komórkowej erytrocy-
tów baranich w  wyniku hydrolizy sfingomieliny, co 
uwidocznić można w postaci efektu hot-cold (tzw. 
„podwójna hemoliza” – niekompletna hemoliza po 
wstępnej inkubacji w temperaturze 37°C, a następnie 
wzmocnienie hemolizy po inkubacji w 4°C). Hemoli-
zyna δ wyróżnia się dwoma mechanizmami działania 
w zależności od jej stężenia: poniżej stężenia granicz-
nego agreguje do komórek docelowych, a następnie 
tworzy kanały zaburzające dwuwarstwową strukturę 
membrany komórkowej, zaś powyżej – działa jak sur-
faktant, niszcząc ją. Wykazuje ona aktywność cyli-
tyczną wobec erytrocytów różnych gatunków zwierząt. 
Z  kolei dwukomponentowa γ-hemolizyna formuje 
β-cylindryczne pory, podobnie jak α-toksyna, jednak 
wykazuje selektywność nie tylko wobec krwinek króli-
czych i ludzkich, ale także baranich [51]. 

Ze względu na licznie wytwarzane czynniki zjadli-
wości S. aureus jest organizmem modelowym, który 
posłużył badaniu złożonych mechanizmów kontroli 
i  ekspresji chorobotwórczych białek [75] jak ClfB, 
glukozaminidaza, IsdA, IsaA, SACOL0688, nukleaza, 
lipaza, LytM, białko B wiążące fibronektynę. Jak wyka-
zali Naidu i wsp. w swoich pionierskich badaniach, 
oprócz wiązania z fibronektyną, S. aureus wykazuje 
także zdolność do produkcji szeregu gronkowcowych 
białek wykazujących powinowactwo do białek gospo-
darza (m.in. do fibrynogenu, kolagenu, lamininy, 
transferryny, laktoferyny), co ma ogromne znaczenie 
w indukcji zakażeń [66]. 

Wśród najnowszych prac oryginalnych poświęco-
nych S. aureus na pierwszy plan wysuwają się jednak 
te, które dotykają problemu narastającej lekoopor ności, 
w tym występowania szczepów wieloopornych i  ich 
rozprzestrzeniania. Wiele prac koncentruje się na 
procesie transmisji środowiskowej S. aureus stanowią-
cym jedno z największych zagrożeń socjoekonomicz-
nych współczesnej medycyny zakażeń. Tosas Auguet 
i  wsp. (2016) [89] w swojej pracy zwrócili uwagę na 
zakażenia wywoływane szczepami środowiskowymi 
S. aureus (community-associated methicillin-resi-
stant Staphylococcus aureus, CA-MRSA), które, jak się 
sądzi, z epidemiologicznego punktu widzenia mogą 
stać się większym zagrożeniem niż szczepy szpitalne 
(health-care-associated methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus, HA-MRSA). Równie niepokojącym 
zjawiskiem jest odnotowywany wzrost przypadków 
zakażeń wywołanych szczepami S. aureus pochodze-
nia zwierzęcego (farm-associated methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus, FA-MRSA) [69]. Ponadto, stale 
poszukuje się skutecznych metod leczenia tych zakażeń 
oraz działań prewencyjnych im zapobiegających. Popov 
i wsp. [74] wskazują na rolę białka PLEKHA7 (Pleck-
strin Homology Domain Containing A7) w ograni-
czaniu zjadliwości szczepów S. aureus wytwarzających 
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α-toksynę w przebiegu infekcji skórnych. Z kolei w pracy 
Wei i wsp. [95] udowodniono skuteczność przeniesie-
nia pełnego mikrobiota przewodu pokarmowego od 
osób zdrowych jako alternatywnej metody leczenia 
zapalenia jelit wywołanego przez S. aureus.

Różnicowanie S. aureus od innych koagulazodo-
datnich gatunków, a także tych gatunków między sobą 

musi opierać się na szeregu cech. W przypadku rodzaju 
Staphylococcus większość gatunków koagulazoujemnych 
można odróżnić na podstawie cech fenotypowych. 
W przypadku gronkowców koagulazododatnich zadanie 
to nie jest łatwe, a wyniki tak jednoznaczne. Najważ-
niejsze cechy stanowiące podstawę identyfikacji gatun-
ków koagulazododatnich przedstawiono w Tabeli I.

Aerobioza – + + + + + + + ND
Katalaza + – + + + + + + +
Wielkość kolonii > 5 mm + – + + + + + + –
Pigment + – – – – – – – –
Koagulaza wolna + + + + + D(–) + + –/+**
Czynnik CF + – D – – – – – –
DNaza  + + + + – + + + * +
Termostabilna nukleaza + + + + + D(+) + ND ND
Hemoliza + + + + + – + + –
β-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 + + + + – +
β-galaktozydaza – – D + ND – ND – –
β-glukozydaza + – D + ND D ND + ND
β–glukuronidaza – – – – ND D ND – D
Arylamidaza pirolidonylu – – + + ND – D ND –
Produkcja kwasów: 

– galaktoza + – – + ND + + + D(+)
– D-glukoza + + + + + + + + +
– D-fruktoza + + + + + + + D(+) +
– D-mannoza + – + + + + + + +
– mannitol + – D W, D + – +/– + –
– arabinoza – – – – – – – D –
– laktoza + – D + + + D(+) + +
– maltoza + + –/W + + – – + –
– 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 – – – –

Tabela I
Wybrane cechy fenotypowe gronkowców koagulazododatnich [20, 26, 84, 92]

Cechy/czynnik
S. aureus

subsp.
aureus

S. aureus
subsp.

anaerobius

S. inter-
medius

S. pseudin-
termedius

S. del-
phini

S. schleiferi
subsp. 

coagulans
S. lutrae S. agnetisS. hyicus
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4. Gronkowce grupy SIG 

Trzy gatunki: S. intermedius, S. pseudintermedius 
i S. del phini stanowią taksonomicznie wydzieloną grupę 
określaną jako SIG (Staphylococcus intermedius group). 
Jako pierwszy został odkryty gatunek Staphylococcus 
intermedius. Czeski naukowiec Hájek opisał go w 1976 r. 
na podstawie swoich badań nad szczepami zwierzę-
cymi [36]. Nazwa gatunkowa (łac. inter –  pomiędzy, 
łac. medius – środek) odnosi się do właściwości bio-
chemicznych, które łączą cechy dwóch innych gatun-
ków – S. aureus i S. epidermidis [9]. Znacznie później, 
bo dopiero w roku 2005 belgijski zespół naukowy, 
wśród szczepów pierwotnie zidentyfikowanych jako 
S. intermedius, wyodrębnił nowy gatunek Staphylococ-
cus pseudintermedius (gr. pseudos – fałszywy). Uznano 
go za odrębną jednostkę taksonomiczną, której szczepy 
wykazują jednak znaczne fenotypowe i genotypowe 
podobieństwo do S. intermedius [19]. Odkrycie to pod-
daje w wątpliwość dane dotyczące gatunku S. interme-
dius opisywane w pracach przed rokiem 2005. Filogene-
tyczne podobieństwo wiąże oba te gatunki z odkrytym 
w 1988 r. S. delphini. Wynikające z bliskiego pokrewień-
stwa i  nieznacznego zróżnicowania biochemicznego 
trudności w  diagnostyce były podstawą utworzenia 
grupy SIG [78]. W wielu pracach powstałych po jej 
wydzieleniu nie jest jednak precyzowane czy wyniki 
dotyczą szczepów S. intermedius dokładnie zidentyfi-
kowanych do gatunku czy kwalifikujących się do grupy, 
co stało się przyczyną, dla której ustalenie podawanych 
w piśmiennictwie informacji na temat szczepów nazy-
wanych S. intermedius bywa trudne [94]. W Tabeli II 

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

Techniką umożliwiającą prawidłową identyfikację 
gatunków CPS, w szczególności należących do grupy 
SIG, jest metoda opracowana przez Sasaki i wsp. [79] 
oparta na różnicach w sekwencji genu termonukle-
azy nuc między poszczególnymi gatunkami. Ostat- 
nio zaproponowano także różnicowanie S. intermedius 
i  S. pseudintermedius z zastosowaniem specyficznych 
gatunkowo starterów dla genu hlb [52]. Spośród innych 
technik molekularnych wykorzystywanych w celu róż-
nicowania gatunków SIG, stosowana jest także metoda 
sekwencjonowania genów 16S rRNA, ale ze względu na 
ich znaczne podobieństwo przekraczające 99%, metoda 
ta nie jest przydatna do ich identyfikacji [50].

4.1. Staphylococcus intermedius

Naturalnym miejscem bytowania bakterii z gatunku 
S. intermedius są skóra i błony śluzowe zwierząt. Opu-
blikowano liczne prace dotyczące izolacji szczepów tego 
gatunku od psów, ale także gołębi, norek, kotów, koni, 
szopów, kóz, szarych wiewiórek czy tygrysa syberyj-
skiego [41, 46], jednakże część tych informacji pocho-
dzi sprzed 2005 r., co może nieść ze sobą ryzyko wcześ-
niejszej niewłaściwej identyfikacji. 

Szczepy gatunku S. intermedius są czynnikami etio-
logicznymi różnego rodzaju zakażeń występujących 
zarówno u zwierząt, jak i coraz częściej u ludzi. W opar-
ciu o prace opublikowane w latach 2010–2016 uznaje 
się, że u człowieka S. intermedius stanowi czynnik 

– D-rafinoza – – – – ND – – + –
– D-fukoza – ND – – ND – ND D –
– L-fukoza – ND – – ND – ND D –

Oporność na antybiotyki:
Wrażliwość na nowobiocynę + + – + + + + – +
Wrażliwość na akryflawinę – ND + + + + + + ND
Wrażliwość na polimyksynę B – ND + + + – + + –
Wrażliwość na deferoksaminę – – ND – ND ND ND + –
Wrażliwość na lizostafynę + + ND + + + ND – +
Wrażliwość na lizozym – – ND + – – ND ND –
Wrażliwość na fosfomycynę + + ND ND ND ND ND + ND

Tabela I – c.d

Cechy/czynnik
S. aureus

subsp.
aureus

S. aureus
subsp.

anaerobius

S. inter-
medius

S. pseudin-
termedius

S. del-
phini

S. schleiferi
subsp. 

coagulans
S. lutrae S. agnetisS. hyicus

Legenda: 
D – zależnie od szczepu, D(+) – zazwyczaj pozytywnie, D(–) – zazwyczaj negatywnie, ND – nie zbadane, W – reakcja słaba
  * – szczepy S. lutrae i S. intermedius izolowane od gołębi i norek nie wykazują zdolności do silnej produkcji DNazy;
 szczepy S. intermedius izolowane od psów, koni i innych gatunków wykazują silną reakcję dodatnią w próbie zdolności do wytwarzania DNazy 
** – po 4 h inkubacji koagulazoujemne, po 24 h 20–25% szczepów jest koagulazododatnie
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etiologiczny głównie infekcji skóry, a także układu 
moczowego, kości i ośrodkowego układu nerwowego 
[41]. Szczepy zidentyfikowane jako S. intermedius izo-
lowano również z przypadków infekcyjnego zapale-
nia wsierdzia [18], bakteriemii, zapalenia zatok przy- 
nosowych [38], ropnia mózgu [4] i zapalenia opon 
mózgowo-rdzeniowych [22]. Dodatkowo uznaje się moż- 
liwość wywoływania zatruć pokarmowych w związku 
z jego izolacją z próbek produktów spożywczych, np. 
mleka i mięsa [21, 70]. Opisane zostały także przypadki 
zapalenia płuc [32] oraz zapalenia jamy sutkowej [49]. 
Identyfikacja szczepów opisywanych w tych badaniach 
była prowadzona wyłącznie metodami konwencjonal-
nymi, opartymi na fenotypie. Biorąc pod uwagę fakt, 
iż jedynie metoda Sasaki i  wsp. [79] może zapewnić 
prawidłową identyfikację szczepów grupy SIG, żaden 
spośród wyżej wymienionych przypadków nie spełnił 
niniejszego kryterium. 

Szczepy S. intermedius mogą wytwarzać liczne czyn-
niki chorobotwórczości: koagulazę, enterotoksynę  A, 
enterotoksynę C i jej wariant SECcanine specyficzny dla 
izolatów z piodermii psów [7], białko A [29], termo-
nukleazę [78] oraz cytolizyny, takie jak leukotoksyna 
Luk-I [68] czy hemolizyny. Wśród tych ostatnich 
β-hemolizyna wytwarzana jest często i zwykle konsty-
tutywnie, rzadko wytwarzana jest δ-hemolizyna, zaś 
α-hemolizyna tylko w pojedynczych przypadkach [29].

Zjawisko lekooporności wśród szczepów S. inter-
medius jest dość powszechne, bowiem nawet do 95% 

z nich wykazuje oporność na antybiotyki β-laktamowe. 
Dotyczy to zwłaszcza zwierzęcych izolatów pochodzą-
cych od psów i gołębi. Szczególnie w przypadku zwie-
rząt mających bliski kontakt z człowiekiem zjawisko to 
stanowi źródło dodatkowego ryzyka [28]. 

4.2. Staphylococcus pseudintermedius

Gatunek Staphylococcus pseudintermedius, podob-
nie jak S. intermedius, kolonizuje skórę i błony śluzowe 
różnych gatunków zwierząt, głównie psów i kotów, 
u których może wywoływać infekcje skóry i uszu [44]. 
Coraz częściej drobnoustrój ten jest źródłem zakażeń 
również u ludzi i jest najczęściej izolowanym gatunkiem 
grupy SIG. Do grup ryzyka zakażeniami wywoływa-
nymi przez S. pseudintermedius zalicza się pacjentów 
z obniżoną odpornością oraz osoby pozostające w bli-
skim kontakcie ze zwierzętami, czyli właścicieli zwie-
rząt domowych i personel weterynaryjny [10]. Ryzyko 
transmisji S. pseudintermedius na ludzi w  przypadku 
tej ostatniej grupy ma ścisły związek z szeroko rozpo-
wszechnionym występowaniem tego gatunku w wete-
rynaryjnym środowisku szpitalnym [97]. Dodatko-
wym czynnikiem wpływającym na wzrost liczby tych 
infekcji jest zjawisko nosicielstwa S. pseudintermedius 
występujące w obu grupach ryzyka [73]. Dotychczas 
opisanymi przypadkami infekcji u ludzi wywołanymi 
przez ten patogen są bakteriemie [16], zapalenie zatok 
przynosowych [84], infekcyjne zapalenie wsierdzia 

 infekcyjne zapalenie wsierdzia wymaz z rany, płyn stawowy system Vitek II  2010 [18]
 bakteriemia krew, płyny stawowe próby biochemiczne 2012 [38]
 ropień mózgu materiał ropny system BBL Crystal  2005 [4]
 zapalenie opon płyn mózgowo-rdzeniowy próby biochemiczne, 2010 [22]
 mózgowo-rdzeniowych  sekwencjonowanie
Staphylococcus – (prawdopodobieństwo mleko próby biochemiczne 2012 [21]
intermedius   zatruć pokarmowych)
 – (prawdopodobieństwo mięso (kiełbasa) próby biochemiczne 2006 [67]
 zatruć pokarmowych)
 ropnie skóry materiał ropny testy API, sekwencjonowanie 2010 [45]
 zapalenie zatok materiał z jamy nosowo- metoda genetyczna 2009 [46]
  -gardłowej, 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 materiał z ran pooperacyjnych system Vitek2-GP, MALDI-TOF 2011 [73]
 zapalenie płuc BAL system ID 32 STAPH, Vitek2 2012 [55]
 infekcje ran pooperacyjnych materiał z ran pooperacyjnych system Vitek2 2013 [77]

Tabela II
Metody identyfikacji izolowanych od ludzi szczepów S. intermedius i S. pseudintermedius z przypadków od roku 2005

[4, 16, 18, 21, 22, 38, 46, 47, 56, 70, 76, 80, 84]

Gatunek Rodzaj zakażenia Materiał Metoda identyfikacji Rok publikacji
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[76], zapalenie płuc [56] oraz infekcje ran poopera-
cyjnych [80]. Część z tych doniesień dotyczy jednak 
szczepów zidentyfikowanych wyłącznie w  oparciu 
o  metody klasyczne, bez molekularnego potwierdze-
nia. W niektórych przypadkach identyfikacja została 
potwierdzona metodami molekularnymi, innymi niż 
Sasaki i  wsp. (np. sekwencjonowanie), które nie są 
jednak rekomendowane do różnicowania gatunków 
grupy SIG. Wśród najważniejszych przykładów zaka-
żeń wywyołanych tymi bakteriami z potwierdzeniem 
molekularnym szczepów wyróżnia się przypadek zaka-
żenia rany transplantacji szpiku kostnego wywołanego 
szczepem S. pseudintermedius u człowieka ze śmiertel-
nym finałem dla pacjenta [80] oraz pierwszy w Polsce 
przypadek infekcji tym gatunkiem u psa [64].

Potencjał chorobotwórczy S. pseudintermedius jest 
uwarunkowany przez liczne czynniki wirulencji, m.in. 
koagulazę, białko A, proteazę, enterotoksyny, toksynę 
eksfoliatywną SIET oraz podobnie do S. interme-
dius cytolizyny, tj. leukotoksynę Luk-I i hemolizyny 
(β-hemolizyna produkowana w sposób konstytutywny, 
zaś δ- i α-toksyna rzadko) [15, 33].

Dodatkowym zagrożeniem jest wzrost liczby szcze-
pów lekoopornych odnotowywany na przestrzeni 
ostatnich lat. Najczęściej dotyczy on szczepów MRSP 
(methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius) 
oraz MDRSP (multi-drug-resistant Staphylococcus 
pseudintermedius) [43], w tym szczepów opornych na 
fluorochinolony [44] czy mupirocynę [62]. 

4.3. Staphylococcus delphini

W 1988 r. włoscy naukowcy Varaldo i wsp. wyizo-
lowali ze zmian ropnych na skórze delfinów nowy 
gatunek gronkowców wytwarzających koagulazę. Ze 
względu na pochodzenie izolatów otrzymał on nazwę 
Staphylococcus delphini [91]. W jego obrębie wyróżnia 
się dwie fenotypowo i genotypowo odrębne grupy szcze-
pów (A i B). Wskazuje się, że szczepy grupy B S. delphini 
mogą nawet stanowić oddzielny gatunek [78]. 

Bakterie te izolowano później także od norek, fretek 
i borsuków [34, 85]. Odnotowano również przypadki 
ich izolacji od koni, wielbłądów, krów, gołębi, osłów 
i lisów [34, 98]. Stanowiły one u nich naturalne mikro-
biota. Patogenność wskazano jedynie w trzech donie-
sieniach opisujących zapalenie wymion u  krów oraz 
biegunki u norek [5, 31]. Nie ma, jak dotąd, doniesień 
o izolacji tego gatunku od ludzi. 

Szczepy S. delphini mają zdolność do koagulacji oso-
cza króliczego, świńskiego, bydlęcego oraz ludzkiego 
[91]. Savini i wsp. [81] jako pierwsi wykazali zdolność 
S. delphini do wytwarzania β-hemolizyny, nie wiadomo 
jednak czy jej produkcja ma charakter konstytutywny, 
jak ma to miejsce w przypadku pozostałych gatunków 
SIG. Wśród innych czynników wirulencji tego gatunku 

wymienić można leukocydynę Panton-Valentine, eks-
foliatynę oraz enterotoksyny A i E [31, 33].

Szczepy S. delphini są w większości wrażliwe 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 został odkryty już w 1950 r. przez izra-
elskiego mikrobiologa Davida Sompolinsky’ego jako 
Micrococcus hyicus. Materiał do badań stanowiły izo-
laty pobrane od świń z wysiękowym zapaleniem skóry. 
Wskutek późniejszych modyfikacji taksonomii gron-
kowców i mikrokoków gatunek ten został ostatecznie 
zaklasyfikowany do rodzaju Staphylococcus [20].

Bakterie z gatunku Staphylococcus hyicus są oficjal-
nie zaliczane do grupy CPS, jednakże w rzeczywisto-
ści jest to gatunek koagulazozmienny, gdyż część jego 
izolatów może być koagulazoujemna. Szczepy tego 
gatunku wchodzą w skład mikrobiota różnych gatun-
ków zwierząt, przede wszystkim świń oraz drobiu. Są 
odpowiedzialne za choroby takie jak wysiękowe zapa-
lenie skóry, ropne zapalenie stawów i martwica uszu 
u świń, zapalenie wymion u krów oraz zapalenie miesz-
ków włosowych u drobiu [14, 20, 71]. Znane są jedynie 
dwa przypadki odzwierzęcych infekcji u ludzi wywo-
łanych przez S. hyicus – zakażenie rany wskutek ugry-
zienia przez osła oraz bakteriemia u hodowcy trzody 
chlewnej [13]. Ostatnio przypisuje się temu gatunkowi 
udział w patogenezie zatruć pokarmowych u ludzi [35]. 

Szczepy S. hyicus mają zdolność do produkcji tok-
syny eksfoliatywnej ExhA, koagulazy, lipazy oraz białka 
wiążącego IgG. W 2015 r. Calcutt i wsp. w swoich bada-
niach dotyczących analizy sekwencji genomu S. hyicus 
wykazali, że gatunek ten filogenetycznie jest najbardziej 
spokrewniony z dwoma gronkowcami: koagulazoujem-
nym Staphylococcus chromogenes oraz nowo odkrytym 
koagulazozmiennym Staphylococcus agnetis [12, 13, 71]. 

Problem lekooporności, podobnie jak pozostałych 
CPS, dotyka także szczepów S. hyicus [72]. W bada-
niach Park i wsp. oporność na antybiotyki β-laktamowe 
u szczepów S. hyicus jest szeroko rozpowszechniona: aż 
97% szczepów jest opornych na penicylinę G i ampicy-
linę, a 71% na wykorzystywaną w weterynarii cefalo-
sporynę – ceftiofur [71].

6. Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans

Gatunek Staphylococcus schleiferi został opisany 
w 1988 r. przez francuski zespół naukowy Freney i wsp. 
na podstawie badań nad szczepami wyizolowanymi od 
ludzi. Otrzymał epitet gatunkowy „schleiferi” na cześć 
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niemieckiego mikrobiologa Karla Heinza Schleifera 
[27]. Początkowo opisywany był jako gatunek koagu- 
lazoujemny. W 1990 r., w wyniku badań szczepów 
izolowanych od psów przez japońskich badaczy Igimi 
i  wsp. wyodrębniono dwa podgatunki – koagula- 
zoujemny Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi 
oraz koagulazododatni Staphylococcus schleiferi subsp. 
coagulans [40]. Szczepy pierwszego z  nich wykazują 
zdolność wytwarzania pseudokoagulazy, której aktyw-
ność jest hamowana przez inhibitory proteaz i antyko-
agulanty. Podgatunek Staphylococcus schleiferi subsp. 
coagulans może wykrzepiać osocze pomimo ich obec-
ności. Cecha ta stała się podstawą ich różnicowania 
w obrębie gatunku [87]. 

Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans może być 
błędnie identyfikowany jako jeden z gatunków SIG 
bądź S. aureus [100]. Izolowany jest głównie od psów, 
u których może wywoływać ropne zapalenie skóry [37] 
czy ucha zewnętrznego [45]. Szczepy tego podgatunku 
mogą rzadko wywoływać również infekcje u  ludzi. 
Opisano zakażenie rany pooperacyjnej palca, zapale-
nie wsierdzia po transplantacji wątroby, zakażenie po 
operacji kardiochirurgicznej. Zagrożenie to dotyczy 
szczególnie osób mających stały kontakt ze zwierzę-
tami [87]. Ponadto odnotowano przypadki izolacji tych 
gronkowców z mięsa [61]. 

Bakterie z podgatunku Staphylococcus schleiferi 
subsp. coagulans wytwarzają termostabilną nukleazę 
oraz β-hemolizynę (efekt hot-cold na podłożu krwa-
wym z dodatkiem krwi baraniej), w związku z czym 
mogą wykazywać zdolność do synergistycznej hemo-
lizy [8, 40]. Niepokojącym zjawiskiem jest wzrost liczby 
szczepów tego podgatunku opornych na różne antybio-
tyki, w tym β-laktamowe [45].

7. Staphylococcus lutrae

Spośród wszystkich CPS Staphylococcus lutrae 
jest najrzadszym i  stosunkowo najmniej poznanym 
gatunkiem. Po raz pierwszy opisał go brytyjski zespół 
badawczy Foster i wsp. w 1997 r. i na podstawie analizy 
sekwencji genu 16S rRNA zaproponował utworzenie 
nowej jednostki taksonomicznej [17, 25]. Gatunek ten 
został wyizolowany z materiału pobranego post mor-
tem od wydr europejskich (Lutra lutra), skąd wywodzi 
się jego nazwa. Wykazuje właściwości hemolityczne na 
podłożu krwawym z dodatkiem krwi baraniej, jednak 
wciąż nie wiadomo nic więcej na temat wytwarzanych 
przez S. lutrae hemolizyn. Gatunek charakteryzuje się 
wrażliwością na nowobiocynę, deferoksaminę i fosfo-
mycynę. Według analizy filogenetycznej przeprowa-
dzonej przez Foster i wsp. S. lutrae wykazuje najbliższe 
pokrewieństwo z gronkowcami z gatunków S. delphini, 
S. felis, S. intermedius, S. schleiferi i S. muscae. 

Dotychczas opisano tylko jeden przypadek izola-
cji szczepu tego gatunku z mleka kozy z zapaleniem 
gruczołu mlekowego. Szczep wykazał wrażliwość na 
cefaleksynę, kotrimoksazol, gentamycynę, neomycynę, 
oksacylinę oraz tetracyklinę [77]. 

8. Staphylococcus agnetis

Gatunkiem ostatnio zaklasyfikowanym do grupy 
CPS jest Staphylococcus agnetis, nazwany tak na cześć 
pierwszej w Europie kobiety chirurga weterynaryj-
nego, Finki Agnes Sjöberg. W 2012 r. fińsko-belgijscy 
naukowcy wyizolowali go z próbek mleka pobranego 
od krów z zapaleniem wymion [86]. W oparciu o wy- 
niki analizy filogenetycznej stwierdzono bliskie po- 
krewień stwo S. agnetis z koagulazododatnim S. hyicus 
oraz koagulazoujemnym S. chromogenes. Ze względu 
na znaczne fenotypowe i genetyczne podobieństwo 
tych gatunków istnieje ryzyko wcześniejszych błęd-
nych iden tyfikacji [55]. W 2015 r. Al-Rubaye i  wsp. 
[3] przeprowadzili analizę genomu jednego ze szcze-
pów S. agnetis wyizolowanych od drobiu z zapaleniem 
szpiku kostnego i chondronekrozą. Ich badania wyka-
zały, że gatunek ten posiada ortologi wielu czynników 
wirulencji, takich jak białka wiążące fibronektynę, 
toksyna eksfoliatywna A, homologi superantygenopo-
dobne czy β-hemolizyna. Jednocześnie potwierdzone 
zostało filogenetyczne pokrewieństwo tego gatunku 
z S. hyicus i S. chromogenes.

Podobnie jak S. hyicus, S. agnetis jest gatunkiem 
koagulazozmiennym. Wytwarza m.in. koagulazę (tylko 
część szczepów po przedłużonej inkubacji) i DNAzę, 
nie wykazuje natomiast aktywności hemolitycznej [86]. 
Calcutt i wsp. w 2014 r. w swoich badaniach nad geno-
mem S. agnetis znaleźli w jego sekwencjach otwarte 
ramki odczytu (open reading frame, ORF) mogące 
świadczyć o obecności genów β-hemolizyny czy hia-
luronidazy [11]. 

Bakterie z tego gatunku są wrażliwe na nowobio-
cynę i lizostafinę, a oporne na lizozym, polimyksynę 
i  deferoksaminę [86]. W 2015 r. León-Galván i  wsp. 
wykazali oporność izolowanych przez siebie szcze-
pów S. agnetis na penicylinę, ampicylinę, cefotaksym 
i  klindamycynę oraz ich wrażliwość na bakteriocyny 
produkowane przez Bacillus thuringiensis (morricyna 
269, kurstacyna 287, kenjacyna 404, entomocyna 420, 
tolwortcyna 524) [57]. 

9. Podsumowanie 

Gronkowce koagulazododatnie są niezbyt liczną 
pod względem liczby gatunków, ale dość zróżnico-
waną grupą. Na przestrzeni ostatniej dekady wiedza 
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na ich temat uległa znacznym modyfikacjom nie tylko 
pod względem zmian taksonomicznych, ale również 
w  zakresie chorobotwórczości i lekowrażliwości. Do 
niedawna gronkowce koagulazododatnie inne niż 
S. aureus postrzegane były głównie jako rzadkie drob-
noustroje typowo zwierzęce i środowiskowe. Zwa- 
żywszy jednak na ekspansywny charakter infekcji 
przez nie wywoływanych oraz rosnący odsetek pacjen-
tów z predyspozycjami do zakażeń oportunistycznych 
powodowanych tymi gatunkami (np. niedobory odpor-
ności, wiek podeszły, przewlekłe choroby towarzy- 
szące, szerokowidmowa antybiotykoterapia), mogą się 
one stać w niedalekiej przyszłości znaczącymi pato-
genami ludzkimi. Koagulaza gronkowcowa, uznawana 
pierwotnie za czynnik różnicujący gatunki rodzaju Sta-
phylococcus, może mieć bezpośredni związek z pato-
mechanizmem chorób indukowanych przez gatunki 
koagulazododatnie.
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Z prawdziwą przyjemnością informuję, iż oficyna brytyjska 
Caister Academic Press wydała w 2016 roku podręcznik akade-
micki pod redakcja prof. Jerzego Długońskiego z Zakładu Mikro-
biologii Przemysłowej i Biotechnologii Uniwersytetu Łódzkiego. 
Już sam tytuł wskazuje na to, że podręcznik ten będzie skupiony 
na najnowszych osiągnięciach z dziedziny ochrony środowiska 
w zakresie biodegradacji substancji szkodliwych w świetle dyna-
micznie rozwijających się dziedzin molekularnych zawierających 
w nazwie końcówkę „omika” t.j. genomika, proteomika, lipidomika 
czy metabolomika. Podręcznik został napisany przez wyśmienitych 
Autorów o składzie międzynarodowym. Kolejne więc rozdziały 
zostały opracowane przez specjalistów w danej dziedzinie, repre-
zentujących znane ośrodki akademickie i naukowe, wykazujących 
duże doświadczenie oraz dorobek naukowy w zakresie opisywa-
nych zagadnień. Sekwencja przedstawianych problemów w ramach 
kolejnych rozdziałów jest logiczna i zaczyna się artykułem autor-

stwa Sylwii Różalskiej i Roksany Iwanickiej-Nowickiej o możliwo-
ściach degradacji zanieczyszczeń organicznych na bazie rozwiązań 
z zakresu genomiki, metagenomiki i metatranskryptomiki. Kolejny, 
bardzo dobry artykuł o znaczeniu metali ciężkich i możliwoś ciach 
usuwania skutków ich obecności w środowisku autorstwa Panów 
Łukasz Dziewita i Łukasza Drewniaka nie pozostawia wątpliwości 
o wysokim poziomie naukowym podręcznika. Następne artykuły 
dotyczą: molekularnych markerów w procesach biodegradacji 
(Aleksandra Ziembińska-Buczyńska), metabolomiki i proteomiki 
(Rafał Szewczyk i Konrad Kowalski) oraz lipidomiki (Przemysław 
Bernat) jako kluczowych rozwiązań w zakresie mikrobiologicznej 
degradacji zanieczyszczeń środowiskowych. Jerzy Długoński oraz 
Anna Jasińska i Aleksandra Góralczyk opisują następnie procesy 
mikrobiologicznego rozkładu zanieczyszczeń pochodnych hor-
monalnych i barwników organicznych. Rozdział o wykorzystaniu 
metod bioinformatycznych i rozkładzie policyklicznych węglowo-
dorów aromatycznych przygotował zespół naukowców z National 
Center for Toxicological Research Food and Drug Administration 
z Jefferson, AR, USA. Kolejny zespół międzynarodowy ocenił moż-
liwości rozkładu mikrobiologicznego związków lotnych, a zespół 
z  udziałem Mirosławy Słabej oraz Katarzyny Hrynkiewicz opi-
sał mechanizmy usuwania metali ciężkich przez drobnoustroje. 
Nie zabrakło również wiedzy na temat rozkładu biosurfaktantów 
(Katarzyna Paraszkiewicz) oraz aplikacyjnego znaczenia nauk 
z członem „omika” w nazwie w tym zakresie. Tak więc do oceny 
przedstawiono nowoczesny podręcznik o najnowszych osiągnię-
ciach naukowych z zakresu biodegradacji związków szkodliwych 
zalegających w środowisku naturalnym. Wydanie podręcznika 
w angielskim systemie wydawniczym świadczy na pewno o jego 
wysokiej wartości naukowej i  walorach wydawniczych. Należy 
podkreś lić, iż szata graficzna podręcznika jest bez zarzutu, a Auto-
rzy precyzyjnie i jasno opisują trudne zagadnienia biodegradacji 
związane zarówno z ochroną środowiska jak i obecnych w nim 
udziałem nauk o podłożu molekularnym. Podręcznik zawiera też 
szereg schematów, wykresów i tabel, które w przystępny i pomy-
słowy sposób stanowią uzupełnienie wiedzy. Każdy rozdział jest 
zakończony spisem aktualnej literatury, która pochodzi z ostat-
nich lat. Tak więc do rąk studentów, a także osób zainteresowa-
nych z różnych powodów procesami biodegradacji przy udziale 
drobnoustrojów trafia cykl dobrze i nowocześ nie opracowanych, 
typowych akademickich wykładów. Taka forma prezentacji trudnej 
dziedziny wiedzy, do której z pewnością należy biodegradacja jest 
godna polecenia wszystkim zainteresowanym. To wszystko spra-
wia, że mamy do czynienia z bardzo potrzebnym i nowoczesnym 
podręcznikiem opisującym możli wości biodegradacji substancji 
szkodliwych w środowisku. Należy wyrazić uznanie dla Zespołu 
Autorów za podjęcie się tego przedsięwzięcia, jakim jest zbiór 
wykładów i  przegląd procesów biodegradacyjnych. Podręcznik 
z  pełnym przekonaniem można zalecić zarówno akademikom 
jak i studentom kierunków ochrony środowiska i biotechnologii 
prowadzonych zarówno w Uniwersytetach jak i Uczelniach Tech-
nicznych i Przyrodniczych. 

Prof. dr hab. Jacek Bielecki
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W dniu 27.03.2017 r. odbyło się pierwsze zebranie
Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów kadencji 2016–2020. 

Poniżej w punktach, w formie skrótowej przedstawiono omawiane sprawy i komentarz.

1. Prezes PTM – prof. S. Tyski powitał zebranych 
–  przybyli wszyscy członkowie ZG PTM z wyjąt-
kiem: wiceprezes prof. E. Augustynowicz-Kopeć, 
Przewodniczącej Oddz. Bydgoszcz, dr Alicji Sękow-
skiej – w zastępstwie obecna była wiceprzewodni-
cząca dr Agnieszka Mikucka, ponadto obecne były 
4 zaproszone osoby. Łącznie do głosowania upraw-
nionych było 23 osoby ZG PTM. 

 Po przyjęciu programu zebrania nastąpiła prezenta-
cja wszystkich uczestników spotkania.

2. Prezes PTM przedstawił informację o działal-
ności Prezydium PTM od Zjazdu w Bydgoszczy 
Poinformował o 3 listach do członków Prezydium 
PTM oraz 3 listach informacyjnych do członków 
ZG PTM. Omówił sprawę przekazania materiałów 
PTM z dotychczasowej siedziby PTM w Bydgoszczy 
do nowej siedziby w Warszawie. Zwrócił uwagę, na 
fakt nie przedstawienia do dnia Zebrania rozliczenia 
finansowego PTM za rok 2016, jak również bilansu 
za Zjazd PTM w Bydgoszczy, co stawia obecny Zarząd 
PTM w trudnej sytuacji.

 Omówiono sprawę organizacji biura PTM w nowej 
siedzibie na terenie Warszawskiego Uniwersytetu 
Medycznego, dokonania zmian w Krajowym Reje-
strze Sądowym oraz w dostępie do kont banko-
wych PTM w BGZ BNP PARIAS. Poinformowano 
o zatrudnieniu Pań sekretarki i księgowej do prowa-
dzenia spraw PTM.

3. Pani mgr Karolina Stępień poinformowała o utwo-
rzeniu konta PTM na portalu społecznościowym 
Facebook oraz o utworzeniu nowej strony interne-
towej PTM.

4. Prezes PTM poinformował o zawartości nowej 
strony internetowej PTM, która jeszcze jest w trakcie 
uzupełniania.

 Prosimy osoby zainteresowane pewnymi obszarami 
mikrobiologii o włączenie się w działalność sekcji 
PTM (bakteriologia kliniczna, wirusologia kliniczna, 
mykologia kliniczna, mikrobiologia farmaceutyczna, 
żywności, przemysłowa, środowiskowa, diagnostyka 
laboratoryjna), które chcielibyśmy uruchomić (Struk-
tura > Sekcje). Od szeregu lat pojawiały się postulaty 
o  stworzenia takiego forum. Prosimy o zwrócenie 
uwagi na konferencje krajowe i zagraniczne oraz 
szkolenia (Konferencje i szkolenia). Na stronie 

internetowej chcemy umieszczać wszystkie infor-
macje dotyczące powyższej działalności, zwłaszcza 
o krajowych konferencjach organizowanych i współ-
organizowanych przez Oddziały Terenowe PTM oraz 
planowanych pod patronatem PTM, a także innych 
konferencjach mikrobiologicznych niezwiązanych 
z  PTM. Dział (Współpraca > Współpraca zagra-
niczna) zawiera podstawowe informacje o dużych 
mikrobiologicznych organizacjach światowych, nato- 
miast w części (Nagrody i stypendia) sygnalizu-
jemy możliwości stypendialne FEMS i informacje 
o  innych wyróżnieniach, które mogą otrzymać 
członkowie PTM. 

 Wskazane jest, aby każdy Oddział Terenowy PTM 
zamieścił informacje o swojej historii, dokonaniach, 
działalności, planach, konferencjach itp. (Oddziały 
Terenowe). Bardzo zależy nam na nowych członkach 
zwyczajnych, ale również członkach wspierających 
PTM, przede wszystkim organizacjach i firmach 
działających w obszarze mikrobiologii (Członkowie 
i skladki > Członkowie wspierający). Dużą uwagę 
przywiązujemy do historii mikrobiologii, zwłaszcza 
historii PTM i wkładu Polaków w mikrobiologię 
światowa i krajową (Historia). W części (Praca) 
zamierzamy zamieszczać oferty staży lub możli-
wości pracy dla mikrobiologów, jak również ogło-
szenia o poszukiwaniu pracy przez mikrobiologów, 
przekazane do PTM. 

 Tworzone są nowe strony internetowe czasopism 
PTM z bezpośrednim dostępem do strony PTM, co 
ma ułatwić informację o publikacjach i zwiększyć ich 
cytowalność (Wydawnictwa PTM). 

 Bardzo prosimy o nadsyłanie uwag, co do zawar-
tości i wyglądu nowej strony PTM, a także poda- 
wanie informacji dodatkowych, które uważacie 
Państwo, że powinny dotrzeć do szerokiego gre-
mium członków naszego Towarzystwa. (ptm.zmf@
wum.edu.pl). 

 Strona będzie poprawiana i aktualizowana na bie-
żąco, tak, aby stać się możliwie dobrą, atrakcyjną 
wizytówką Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów. 

5. Prezes PTM przedstawił sytuację finansową PTM, 
którą trzeba szybko i zdecydowanie poprawić.

 Na dzień 24.03.2017 r. na koncie bieżącym PTM znaj-
dowało się 6.677 zł, na koncie pomocniczym 7.193 zł, 
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na lokacie 207.000 zł. Roczny koszt wydawania cza-
sopism PTM wynosi około: Postępy Mikrobiologii 
– 63.000 zł, Polish Journal of Microbiology – 73.000 zł 
(koszt wydawania kwartalnika Medycyna Doświad-
czalna i Mikrobiologia pokrywa Narodowy Instytut 
Zdrowia Publicznego – Państwowy Zakład Higieny). 
Inne istotne koszty działalności PTM w  2017 r. to: 
biuro PTM – ok. 25.000, utworzenie i administracja 
stron internetowych PTM i czasopism ok. 10.000 zł, 
składka do FEMS 5.620 zł (1,4  Euro od każdego 
z  900  członków PTM, w  2016 r. składka dotyczyła 
1 130 osób). Podsumowując, obecnie wydatki około 
3-krotnie przewyższają przychody PTM.

6. Nieznana jest rzeczywista liczba członków PTM. 
Kilkaset osób od szeregu lat nie płaci składek rocz-
nych na rzecz PTM. Osoby te same nie zrezygno-
wały z członkostwa w naszym Towarzystwie ani nie 
zostały z niego wykluczone przez ZG PTM. Wiele 
z  tych osób nie pamięta o wstąpieniu w przesz-
łości do PTM, inne nadal podają, że należą do PTM 
pomimo niepłacenia składek członkowskich. ZG 
PTM nie dysponuje adresami wielu takich członków. 
Sytuacja ta musi zostać rozwiązana na Nadzwyczaj-
nym Walnym Zgromadzeniu Delegatów PTM na 
Konferencji 90 lat PTM. 

 Analizując wyciągi bankowe na dzień 20.03.2017 r., 
składkę PTM za 2015 r. zapłaciły 646 osoby, za 2016 
– 674 osoby i za 2017 r. 179 osoby. Średnia wysokość 
składki rocznej PTM to 100 zł. 

 List Sekretarza PTM w tej sprawie wraz z listą człon-
ków PTM w Oddziale został w dniu 4.02.2017 r. skie-
rowany do Przewodniczących Oddziałów. Przypom-
niano w nim Statut PTM:

 § 14 ust 3. „Członek zwyczajny jest zobowiązany 
do regularnego opłacania składki członkowskiej 
w wysokości ustalonej przez Walne Zgromadzenie 
Delegatów Towarzystwa”.

 § 15 ust 3. „Członkostwo zwyczajne ustaje na skutek 
skreślenia z listy członków Towarzystwa z powodu 
niezapłacenia składki członkowskiej przez dwa 
kolejne lata…”

 W związku z porządkowaniem listy członków zwy-
czajnych PTM, osoby, które nie zapłaciły składki 
za lata 2015, 2016 uprzejmie są proszone o ure-
gulowanie tych składek. Osoby, które nie opłaciły 
składek za lata 2014, 2013 i wcześniejsze, pro-
szone są o uregulowanie tych składek (można to 
uczynić w miesięcznych ratach w ciągu I półrocza 
2017 r.), a w przypadku nie uregulowania składek 
do 30.06.2017 r. osoby te mogą zostać skreślone 
z listy członków zwyczajnych PTM.

 Szeregu osobom zależy na utrzymaniu ciągłości przy- 
należności do PTM i opłacają składki za kilka lat 
wstecz, większość jednak nie ma ochoty na wyrówna-
nie kilkuset złotowych zaleg łości. W przypadku, gdy

 dysponujemy aktualnym adresem, osoby te zostaną 
wcześniej powiadomione przez Oddział Terenowy 
PTM, o możliwości skreślenia ich z listy członków 
PTM w sytuacji nie uregulowania zaległych składek 
PTM do dnia 30.06.2017 r. Sprawa usunięcia osób 
od szeregu lat nie płacących składek będzie oma-
wiana w trakcie Walnego Zgromadzenia Delegatów 
PTM na Konferencji w Krakowie.

 Staramy się znaleźć sposoby na zwiększenie przy-
chodów PTM poprzez poszukiwanie członków 
wspierających PTM, sponsorów konferencji, wynaj-
mowanie powierzchni wystawowych na konferen-
cjach –  wysłano ponad 80 listów i   e-maili w tej 
sprawie do firm działających w obszarze mikro-
biologii. Jak na razie brak jest szerszego zaintere-
sowania. Poszukuje się również osób mogących 
przystąpić do PTM jako członkowie zwyczajni.

 Pani księgowa PTM została poproszona o uzy-
skanie opinii w sprawie możliwości zmniejszenia 
opłat VAT (z 23% do 5%) od ceny za wydrukowa-
nie artykułów w czasopismach wydawanych przez 
PTM (Postępy Mikrobiologii i Polish Journal of 
Microbiology) oraz w sprawie płacenia VAT 23% 
od składek członkowskich PTM. 

 7. Ukazał się numer 1/2017 Postępów Mikrobiologii, 
w którym zamieszczono krótkie informacje biogra-
ficzne o członkach ZG PTM i Komisji Rewizyjnej 
PTM, a także informacje o działalności PTM i kon-
ferencjach współorganizowanych przez PTM oraz 
pod patronatem PTM. Informacje o działalności 
PTM będą zamieszczane we wszystkich zeszytach 
3 czasopism PTM.

 8. Poinformowano o 3 zebraniach Prezydium PTM, 
które odbyły się: 23.11.2016, 25.01.2017, 15.02. 2017. 
Na pierwsze przybyli wszyscy członkowie Prezy-
dium, dwa pozostałe odbyły się w trybie korespon-
dencyjnym – e-mailowym.

 9. Przedstawiono przyjęte w tym okresie przez Prezy-
dium PTM Uchwały – nr 11–24 z 2016 r. i nr 1–10 
2017 r. oraz 3 Postanowienia z 2016 r. Jednomyślnie 
przyjęto, na zebraniu ZG PTM, Uchwalę o akcep-
tacji wszystkich podjętych przez Prezydium PTM 
Uchwał i Postanowień.

10. Przedstawiono projekty dyplomów, które zostaną 
wręczone nowym Członkom Honorowym PTM 
podczas Konferencji 90 lat PTM.

11. Sekretarz PTM przedstawiła listę ponad 50  kan-
dydatów na członków zwyczajnych PTM, którzy 
w ostatnim czasie wyrazili gotowość przystąpienia 
do PTM. Jednomyślnie podjęto Uchwalę w sprawie 
przyjęcia wszystkich kandydatów do PTM. Człon-
kami Towarzystwa osoby te zostaną po wniesieniu 
składki członkowskiej PTM za rok 2017.

12. Sekretarz PTM przedstawiła również kandydata na 
członka wspierającego PTM. Jest to ważny moment 
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dla PTM – pierwsza, szerzej nie znana firma zobo-
wiązała się wspierać finansowo nasze Towarzy-
stwo. Miejmy nadzieję, że dołączą również znane, 
duże firmy, od lat działające na rynku produktów 
związanych z mikrobiologią. Jednomyślnie podjęto 
Uchwalę w sprawie przyjęcia firmy HCS Europe-
-Hygiene & Cleaning Solutions do PTM jako Zło-
tego Członka Wspierającego 

13. Przewodniczący Zarządów Oddziałów Terenowych 
PTM przedstawili informacje z działalności swoich 
Oddziałów w ub r. i okresie do 27.03.2017 r. oraz 
o  planach na przyszłość, a także realizacji próśb 
Prezydium PTM dotyczących informacji o oso-
bach nie płacących składek i poszukiwaniu nowych 
członków PTM.

14. Poniesiono sprawę przekazywania pewnych fundu- 
szy przez ZG PTM Oddziałom Terenowym na pro-
wadzoną przez nich działalność Towarzystwa. Jed-
nakże ze względu na złą obecnie sytuację finansową 
wsparcie Oddziałów w proponowanej formie jest 
niemożliwe. W przyszłości można rozważyć pomysł, 
że część środków przekazanych przez darczyńcę lub 
członka wspierającego zachęconego do popierania 
PTM przez dany Oddział Terenowy, będzie udostęp-
niana na jego działalność w ramach PTM.

15. Przekazano informacje o odbytych konferencjach 
pod patronatem PTM: 

 – „International Forum on Tuberculosis in Central 
 and Eastern Europe” (listopad 2016 r.) współ- 
 organizowanej przez Oddział Warszawski PTM;

 – II Konferencja „Stare i nowe patogenny – aktu- 
 alne problemy” (luty 2017 r.), współorganizowa- 
 nej przez Oddział Lubelski PTM.

16. Prezes PTM, delegat PTM do IUMS i FEMS, przed-
stawił informacje o konferencjach organizowanych 
przez obie Federacje oraz o stypendiach FEMS. Na 
grudniowy konkurs stypendialny „FEMS Research 
Grant” – zgłosiła się jedna osoba i uzyskała finan-
sowanie wyjazdu naukowego przez FEMS.

 W związku ze zmianami w statucie FEMS, powstała 
potrzeba przeprowadzenia wyborów kandydata PTM 
do Komitetu Wyborczego FEMS „Election Com-
mittee – ElCom”, który ma się zajmować doborem 
kandydatów na stanowiska funkcyjne we władzach 
FEMS i nadzorem nad przebiegiem konkursów.

 Wiceprzewodniczący PTM prof. Jacek Miedzo-
brodzki zgłosił kandydaturę Prezesa PTM prof. 
Stefana Tyskiego do Komitetu Wyborczego FEMS, 
innych kandydatów nie zgłoszono. Przeprowa-
dzono glosowanie tajne, kandydat uzyskał 22 gło-
sów, jeden głos był nieważny, tym samym Prezes 
PTM został kandydatem PTM do ElCom FEMS. 

17. Redaktorzy Naczelni czasopism PTM przedstawili 
sytuację w swoich redakcjach i wydawanych czaso-
pismach:

 – Postępy Mikrobiologii – prof. Jacek Bielecki,
 – Medycyna Doświadczalna i Mikrobiologia
 – prof. Waldemar Rastawicki
 – Polish Journal of Microbiology
 – prof. Izabela Sitkiewicz
 Redaktor Naczelna Polish Journal of Microbiology 

poinformowala o zamiarze rezygnacji z pełnionej 
funkcji. Rozpoczynamy, zatem poszukiwania odpo-
wiedniej osoby, która mogłaby przejąć obowiązki 
Redaktora Naczelnego tego kwartalnika.

18. Zastanawiano się nad redukcją kosztów wydawania 
i dystrybucji czasopism PM i PJM w wersji papie-
rowej (co stanowi główny koszt działalności PTM), 
w tym znacznym zmniejszeniem liczby drukowa-
nych zeszytów i odejściem od prenumeraty – prze-
syłania pocztą zeszytów czasopism do członków 
PTM (roczny koszt samych znaczków pocztowych 
wynosi około 22.000 zł). Poruszano sprawy rozbu-
dowy zeszytów czasopism w wersji internetowej, 
opracowywanie angielskojęzycznej, internetowej 
wersji Postępów Mikrobiologii.

 Uzgodniono, że artykuły w kwartalnikach Postępy 
Mikrobiologii i Polish Journal of Microbiology będą 
drukowane, dopiero po wystawieniu przez biuro 
PTM faktur dla autorów korespondencyjnych i po 
zapłaceniu przez nich kosztów wydania artykułu.

19. Zaplanowano następne spotkanie Prezydium PTM 
z Redaktorami Naczelnymi i Sekretarzami czaso-
pism oraz Kierownikiem Zakładu Wydawniczego, 
na maj 2017 r. Wtedy Redaktorzy powinni przed-
stawić propozycje możliwości znacznego obniżenia 
kosztów wydawania czasopism, podniesienia cyto-
walności artykułów oraz zwiększenia liczby publi-
kowanych manuskryptów poprzez uruchomienie 
możliwości publikacji jedynie w wersji internetowej.

20. Poruszono sprawę umieszczania reklam w kwar-
talnikach Postępy Mikrobiologii i Polish Journal 
of Microbiology. Przyjęto uchwałę (w tym 3 głosy 
wstrzymujące się) znacznie zwiększającą opłaty za 
umieszczanie reklam. Poprzednie opłaty skalkulo-
wane były w oparciu o koszty druku, bez korzyści 
dla PTM. Omawiano również sprawę wydawania 
suplementów kwartalnika Postępy Mikrobiologii 
zawierających materiały konferencyjne. Jednomyśl-
nie przyjęto uchwałę, że koszt druku suplementów 
i ich dystrybucji dla uczestników konferencji ponosi 
organizator konferencji. Suplementy drukowane 
będą tylko w liczbie egzemplarzy opłaconych przez 
organizatora konferencji. Natomiast suplementy 
te będą dostępne dla wszystkich zainteresowanych 
w internetowej wersji Postępów Mikrobiologii.

21. Pan prof. Jacek Miedzobrodzki poinformował 
o  organizacji konferencji naukowej „90 lat PTM 
wczoraj – dziś – jutro”. Istotne informacje znaj- 
dują się w Komunikacie II w części materiałów 
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dotyczących konferencji PTM. Ustalono, że na 
Konferencję każdy Oddział przygotuje plakat doty-
czący działalności Oddziału.

22. Pojawiła się komplikacja związana z pozyskiwaniem 
sponsorów. Izba Producentów i Dystrybutorów 
Diagnostyki Laboratoryjnej Związek Pracodawców, 
zrzeszona w MedTech Europe (www.medtecheu-
rope.org) zobowiązała się do stosowania Kodeksu 
Etycznych Praktyk Biznesowych. Wiąże się to z 
zaprzestaniem bezpośredniego sponsorowania 
organizacji i osób związanych z ochroną zdrowia. 
W związku z tym, że do PTM należą osoby pra-
cujące w ochronie zdrowia oraz w ramach Uni-
wersytetu Jagiellońskiego działa Wydział Lekar-
ski i  szpitale kliniczne, powyższa Izba i  należąca 
do niej firma BioMerieux, poinformowały, że nie 
mogą sponsorować PTM i naszej Konferencji 90 lat 
PTM organizowanej w Krakowie 2017 r. Jest to 
duża strata, tym bardziej, ze Dyrektor firmy Bio-
Merieux poinformował, że nie może również ufun-
dować nagrody dla wyróżniającego się młodego 
naukowca, członka PTM, tak jak miało to miejsce 
w latach 2008 i 2012. Spróbujemy jednak skorzystać 
z pewnych sygnalizowanych możliwości wsparcia. 

23. Omawiano formę udziału PTM w konferen-
cjach organizowanych lub pod patronatem PTM. 
Jedno myślnie podjęto uchwałę, że na stronie PTM 
i  w  czasopismach PTM umieszczone będą infor-
macje o konferencjach oraz udostępnione zostanie 
logo PTM organizatorom takich konferencji. Ze 
względów finansowych nie mogą być przekazywane 
kwoty wspierające konferencje. Natomiast w przy-
padku organizowania na konferencji konkursu np. 
na najlepszą prezentację lub plakat, możliwe będzie 
wyróżnienie laureata publikacją artykułu w kwar-
talnikach Postępy Mikrobiologii lub Polish Jour-
nal of Microbiology bez opłaty redakcyjnej. Osoba 
wyróżniona musi należeć do PTM, a artykuł musi 
przejść klasyczny proces redakcyjny i uzyskać pozy-
tywne recenzje.

24. Przyjęto Uchwały o objęciu patronatem konferencji: 
 * IX Ogólnopolskiej Konferencji Hydromikro- 

bio logicznej – HYDROMICRO 2017: DROBNO- 
USTROJE – OSIĄGNIĘCIA I WYZWANIA organi- 
zowanej przez Katedrę Mikrobiologii Środowisko-
wej Uniwersytetu Warmińsko-Mazurskiego, w ter-
minie 17–19 września 2017 r. w Olsztynie (Podjęto 
uchwałę, w tym jedna osoba głosowała przeciw).

 * Juvenes Pro Medicina 2017 – 55 Konferencja 
Ogólnopolska i 13 Konferencja Międzynarodowa 

Studenckiego Towarzystwa Naukowego Uniwersy-
tetu Medycznego w Łodzi, w terminie 19–20 maja 
2017 r. w Łodzi (Podjęto uchwałę, w tym jedna 
osoba wstrzymała się od głosu). 

 * II Ogólnopolskiego Sympozjum Mikrobiolo-
gicznego „METAGENOMY RÓŻNYCH ŚRODO-
WISK” organizowanego przez Instytut Agrofizyki 
PAN, Katolicki Uniwersytet Lubelski, Instytut 
Uprawy Nawożenia i Gleboznawstwa PIB oraz 
SGGW w terminie 29–30 czerwca 2017 w Lublinie 
(Uchwałę podjęto jednomyślnie).

25. Dyskutowano nad sprawą pracy dla mikrobiologów 
– diagnostów laboratoryjnych. Na spotkaniu Pre- 
zydium ZG PTM w dniu 23.11.2016 omawiano 
kwestię dostępu absolwentów uniwersyteckich 
studiów magisterskich, kierunku Mikrobiologia, 
którzy uzyskali tytuł magistra mikrobiologii do 
zawodu Diag nosty Laboratoryjnego oraz analizo-
wano stanowisko 5 polskich uniwersytetów pro-
wadzących takie studia. Dokumenty w tej spra-
wie wpłynęły do PTM od Pani prof. Rudnickiej 
z  Uniwersytetu Łódzkiego. Stanowisko PTM nie 
zostało wtedy wypracowane, zmiana przepisów na 
korzystne dla mikrobiologów wymaga nowelizacji 
prawa. Aktualną wolą polityczną jest, aby Diagno-
stami Laboratoryjnymi (DL) były osoby z wykształ-
ceniem medycznym, które ukończyły jednolite, 
5 letnie studia, co ma swoje uzasadnienie. Taki DL 
może pracować w różnych laboratoriach – o profilu 
chemicznym, serologicznym, czy też mikrobiolo-
gicznym. Tytuł mgr  mikrobiologii predysponuje 
w zasadzie do pracy tylko w diagnostyce mikrobio-
logicznej bez możliwości podpisywania wyników 
jako DL. Kilkanaście lat temu, gdy kierunek Anali-
tyki Medycznej na uczelniach medycznych nie był 
powszechny, a potrzebowano DL, umożliwiono, po 
studiach podyplomowych mgr biologii o różnych 
specjalnościach pracę jako DL. Trzeba sobie zdawać 
sprawę, że ten okres przejściowy jednak skończył 
się i obecnie, co roku pojawia się duża liczba absol-
wentów kierunków medycznych, którzy uzyskują 
uprawnienia DL i dla których trzeba znaleźć pracę. 
Pojawia się pytanie – co możemy lub raczej powin-
niśmy zrobić jako PTM? 

 Obecnie ustalono, że Panie: prof. Beata Sadowiska, 
dr  Joanna Jursa-Kulesza i dr Elżbieta Stefaniuk 
przygotują robocze stanowisko PTM, które zosta-
nie przekazane do dyskusji i akceptacji przez ZG 
PTM. Stanowisko to zostanie rozpowszechnione na 
stronie i w czasopismach PTM.
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INFORMACJA O KONFERENCJACH WSPÓŁORGANIZOWANYCH
PRZEZ POLSKIE TOWARZYSTWO MIKROBIOLOGÓW

ORAZ Z PATRONATEM PTM W 2017 R.

Konferencja Naukowa
90 lat Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów,

PTM wczoraj – dziś – jutro
Kraków, 22–23 września 2017 r.

Komunikat II

Komitet Organizacyjny Konferencji Naukowej Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów zaprasza członków 
PTM szczególnie biorących udział w Nadzwyczajnym Walnym Zgromadzeniu Delegatów PTM oraz sympatyków 
Towarzystwa do uczestnictwa w Konferencji organizowanej w dniach 22–23 września w Krakowie. 

Celem Konferencji będzie pogłębienie wiedzy w dziedzinie mikrobiologii, wprowadzenie zmian w statucie 
PTM, a także przypomnienie dorobku naukowego prof. Odona Bujwida w 160 rocznicę urodzin przypadającą 
w 90-tą rocznicę powołania Towarzystwa.

Program naukowy konferencji obejmuje serię wykładów i sesje plakatowe.

Wykłady naukowe zaprezentują specjaliści z następujących dyscyplin mikrobiologii:
prof. Dariusz Bartosik, genetyka bakterii;
prof. Marian Binek, mikrobiologia weterynaryjna;
prof. Katarzyna Czaczyk, mikrobiologia żywności;
prof. Beata Gutarowska, mikrobiologia techniczna; 
prof. Waleria Hryniewicz, bakteriologia lekarska;
prof. Zofia Piotrowska-Seget , biotechnologia środowisk;
prof. Krzysztof Pyrć, wirusologia; 
prof. Ewa Swoboda-Kopeć, mykologia.

Prezentacje o charakterze historycznym dotyczące prof. Odona Bujwida
oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów przedstawią:

prof. Małgorzata Bulanda
prof. Jacek Międzobrodzki
prof. Stefan Tyski

Zapraszamy uczestników Konferencji, zwłaszcza delegatów PTM, do zgłaszania doniesień naukowych w formie 
plakatów, których streszczenia zostaną opublikowane w materiałach konferencyjnych (maksymalnie 2 streszcze-
nia/osobę). Precyzyjne informacje dotyczące szczegółów przygotowania streszczeń i prezentacji plakatowych 
zamieszczone są na stronie internetowej konferencji: www.microbiology.pl.

Informacja o rekomendowanych hotelach i domach akademickich zlokalizowanych w bliskiej odległości od 
miejsca obrad znajdzie się na stronie internetowej konferencji.

Osoby zainteresowane uczestnictwem w Konferencji informujemy o ważnych terminach:
•	Termin nadsyłania streszczeń plakatów: 2 czerwca 2017 r. (pierwotnie planowano 01.05.2017 r.).
•	Termin powiadomienia autorów o akceptacji streszczenia doniesienia plakatowego: 15 czerwca 2017 r.
 (pierwotnie planowano 21.05.2017 r.).
•	Konferencja rozpoczyna się w piątek 22 września 2017 r. w Auditorium Maximum UJ, ul. Krupnicza 33, 

Kraków.
•	Rejestracja uczestników 22 września od godziny 16.00.
•	Nadzwyczajne Walne Zgromadzenie Delegatów PTM 23 września 15.00–19.00.
•	Zakończenie konferencji 23 września godz. 22.00.
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Opłaty konferencyjne:
•	 Osoby do 35 roku życia (w tym studenci) członkowie PTM
  terminie do 30 czerwca 2017r.: 100 PLN; 
  w terminie po 30 czerwca 150 PLN.

•	 Osoby do 35 roku życia (w tym studenci) nie będący członkami PTM – udział czynny 
  w terminie do 30 czerwca 2017r.: 200 PLN; 
  w terminie po 30 czerwca 250 PLN.
•	 Członkowie PTM 
  w terminie do 30 czerwca 2017 r.: 300 PLN; 
  w terminie po 30 czerwca 400 PLN.
•	 Osoby nie będące członkami PTM 
  w terminie do 30 czerwca 2017r.: 400 PLN; 
  w terminie po 30 czerwca 500 PLN.

Informacje dotyczące pozostałych spraw organizacyjnych można uzyskać
pod adresem: zjazdptm@cbm.com.pl lub pod telefonem +48 66 535 52 55.

Serdecznie zapraszamy Państwa do przyjazdu do Krakowa i aktywnego udziału w Konferencji.
Komitet Organizacyjny

Konferencji Naukowej „PTM wczoraj – dziś – jutro”
Kraków 22–23 września 2017 r.

VI Konferencja Naukowo-Szkoleniowa

MIKROBIOLOGIA FARMACEUTYCZNA 2017

Gdańsk 31.05–2.06.2017

Komunikat II

Z prawdziwą przyjemnością zapraszamy do udziału w VI konferencji naukowo-szkoleniowej: Mikrobiologia 
Farmaceutyczna 2017, która odbędzie się w dniach 31.05–2.06 br. w Gdańsku. Tym razem zorganizowana zostanie 
przez Polskie Towarzystwo Mikrobiologów i TRANSpharmacia. Z dużą przyjemnością informujemy także, iż 
w ramach PTM powstaje długo oczekiwana przez nas sekcja Mikrobiologia Farmaceutyczna.

Nasza konferencja jest kontynuacją rozpoczętego w 2009 roku cyklu spotkań naukowo-szkoleniowych, którego 
celem jest stworzenie Forum specjalistów zainteresowanych mikrobiologią farmaceutyczną, umożliwiającego 
wymianę wiedzy, poglądów i doświadczeń w obszarach oceny i zapewnienia jakości, badań mikrobiologicznych 
oraz bezpieczeństwa mikrobiologicznego produktów leczniczych.

Podczas naszego spotkania przedstawimy szereg zagadnień istotnych dla Mikrobiologów pracujących 
w wytwórniach farmaceutycznych, laboratoriach mikrobiologicznych współpracujących z przemysłem farma-
ceutycznym, wydziałach farmaceutycznych uczelni, a także dla Osób Wykwalifikowanych, Specjalistów Zapew-
nienia i Kontroli Jakości, Audytorów oraz Osób odpowiedzialnych za współpracę z kontraktowymi laboratoriami 
mikrobiologicznymi.

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

Tym razem dużo miejsca poświęcimy Laboratorium mikrobiologicznemu, jego roli w wytwórni, szkoleniom 
dla pracowników kluczowych, nie będących mikrobiologami. Przyjrzymy się również zagadnieniom istotnym 
w badaniach mikrobiologicznych i postępowaniu z wynikami. Zajmiemy się także jakością mikrobiologiczną 
produktów leczniczych i wyrobów medycznych obecnych na rynku.

Zastanowimy się także nad zakresem i sposobem przekazywania wiedzy mikrobiologicznej pracownikom 
Wytwórni Farmaceutycznych. 



KOMUNIKATY I INFORMACJE 253

Kontynuujemy zapoczątkowaną na V Konferencji sesję pytań i odpowiedzi czyli dyskusję na tematy i omówie-
nie problemów zgłoszonych wcześniej przez uczestników. Tematy można zgłaszać do 15 kwietnia.

Przewidujemy również stoiska wystawiennicze firm współpracujących z laboratoriami mikrobiologicznymi 
A zatem czekamy na spotkanie z Państwem na szóstej konferencji naukowo-szkoleniowej Mikrobiologia 

Farmaceutyczna 2017. Pełna informacja i formularz zgłoszenia są dostępne na stronach:
Transpharmacia: http://www.transpharmacia.pl/
w zakładce szkolenia Polskie Towarzystwo Mikrobiologiczne: http://www.microbiology.pl/

W imieniu organizatorów z poważaniem

 Barbara Kawałko-Myślińska Prof. dr hab. Stefan Tyski
 Biuro Organizacji Konferencji Przewodniczący Rady Naukowo-Programowej

Rada Naukowo-Programowa
1. prof. dr hab. Stefan Tyski – przewodniczący
2. mgr Barbara Kawałko-Myślińska
3. mgr Krystyna Mysłowska
4. dr Tomasz Zaręba

Wykładowcy
mgr Katarzyna Bucała-Śladowska (CBMiA) 
mgr Marta Adamkiewicz-Alejziak (Medana Pharma)
mgr Michał Iwaniec (DataComplex)
dr Rafał Hałasa (Gdański Uniwersytet Medyczny)
dr Anne-Grit Klees (Merck)
dr Agnieszka Konopacka (Gdański Uniwersytet Medyczny)
mgr Karina Malczewska-Chaładaj (Medana Pharma)
dr Jadwiga Marczewska (niezależny konsultant))
dr Małgorzata Młynarczyk (Biomed Warszawa)
mgr Konrad Mysiakowski (Galena)
mgr Krystyna Myslowska (niezależny konsultant)
dr inż. Dorota Nowak-Ziatyk (BioMaxima SA)
mgr Danuta Ostrowska (GSK)
dr Rafał Pokrowiecki (Uniwersytet Medyczny Olsztyn)
mgr Mirosław Popieluch (DataComplex)
mgr Izabela Rogala (Medana Pharma)
prof. dr hab.. Małgorzata Sznitowska (Gdański Uniwersytet Medyczny)
dr Katarzyna Turecka (Gdański Uniwersytet Medyczny)
prof. dr hab. Stefan Tyski (Narodowy Instytut Leków, Warszawski Uniwersytet Medyczny) 
dr Tomasz Zaręba (Narodowy Instytut Leków)
mgr Anna Zawistowska-Rojek (Narodowy Instytut Leków, Warszawski Uniwersytet Medyczny)

Miejsce
Gdańsk – Hotel Mercure Gdańsk Posejdon, ul. Kapliczna 30

Planowany Program Konferencji
 1. Co nowego w Farmakopei 
 2. Nowe antybiotyki w badaniach klinicznych Udział Laboratorium Mikrobiologicznego w walidacjach pro-

cesowych, walidacji mycia i czyszczenia, kwalifikacji czystych pomieszczeń i walidacji systemów wodnych
 3. Wskaźniki biologiczne – nowe podejście do kontroli sterylizacji
 4. Kontrola pożywek w laboratorium
 5. Aspekty mikrobiologiczne podczas zwalniania serii 
 6. Szkolenia – edukacja mikrobiologiczna kluczowych pracownikom wytwórni farmaceutycznej
 (nie mikrobiologów)
 7. Konserwanty – analiza skuteczności biobójczej, optymalizacja doboru związków
 8. Jakość, świadomość, współpraca – efektywne kształtowanie indywidualnej odpowiedzialności
 9. Badania mikrobiologiczne probiotyków
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10. Jak analizować trendy zgodnie z wytycznymi i poprawnie statystycznie
11. Badania mikrobiologiczne próbek wody z rzeki Wisły w okolicach Warszawy 
12. Badania implantów stomatologicznych pod kątem tworzenia biofilmu
13. Dystrybucja międzyfazowa środków konserwujących w dyspersjach
14. Częstotliwość badań mikrobiologicznych monitoringu środowiska dla produkcji – analiza ryzyka
15. Proces zarządzania i organizacji pracy w laboratorium mikrobiologicznym
16. Organizacja – optymalizacja pracy w laboratorium mikrobiologicznym 
17. Kontrola mikrobiologiczna kosmetyków, w procesie wytwarzania oraz ocena poziomu ochrony produktu 

przed wtórnymi zakażeniami – test konserwacji
18. Skuteczność środków neutralizujących środki dezynfekcyjne
19. Zastosowanie technologii Biolog do identyfikacji mikroorganizmów 

ZGŁOSZENIE UCZESTNICTWA
Proszę wysłać faxem (22 398 39 48) lub e-mailem na adres: transpharmacia@transpharmacia.pl

Osoba zgłaszająca:

Dane do faktury VAT

Członkowie Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów – 100,– zł zniżki
Druga osoba z tej samej firmy 10% zniżki (od opłaty podstawowej)
Trzecia osoba i więcej z tej samej firmy 20% zniżki (od opłaty podstawowej)

2. Opłata obejmuje: – udział w konferencji, wyżywienie podczas konferencji, 
  – materiały konferencyjne (wersja papierowa i elektroniczna)

Sposób płatności: 
Przelew: Transpharmacia – Millenium  57 1160 2202 0000 0001 1196 1446 

Warunki rezygnacji (forma pisemna)

3. Biuro organizacji konferencji:
 Barbara Kawałko-Myślińska                                       transpharmacia@transpharmacia.pl; tel +48 601382182

1.
2.
3.

Lp. Imię i nazwisko uczestnika (litery drukowane) Tylko opłata
konferencyjna

Nocleg 31.05–2.06 (dwa noclegi)

Dwuosobowy Jednoosobowy

Pełna nazwa firmy
Adres 
Kod pocztowy, miejscowość
NIP

Do 5 dni rob. przed szkoleniem Poniżej 5 dni  Nie zgłoszenie się na szkolenie bez uprzedzenia 
Bez opłat 40% opłaty 100% opłaty –pełny koszt

Koszt uczestnictwa bez noclegu  1320,00 zł + VAT 1450,00 + VAT
Uczestnictwo i nocleg w pokoju dwuosobowym 1640,00 zł + VAT 1760,00 + VAT
Uczestnictwo i nocleg w pokoju jednoosobowym 1890,00 zł + VAT 1990,00 + VAT

Rejestracja do 8.04.2017 Rejestracja po 8.04.2017

Imię nazwisko e-mail Telefon kontaktowy
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KONFERENCJA BIOMILLENIUM 2017

„Trendy i rozwiązania w biotechnologii i mikrobiologii”
Gdańsk, 6–8 września 2017 r.

Komunikat I

Szanowni Państwo, 
W imieniu Komitetu Organizacyjnego mamy zaszczyt zaprosić Państwa do udziału w Konferencji BioMille-

nium 2017 – „Trendy i rozwiązania w biotechnologii i mikrobiologii”, która odbędzie się w dniach 6–8 września 
2017 na terenie Politechniki Gdańskiej w Gdańsku. 

Głównym organizatorem Konferencji jest Katedra Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii Politechniki 
Gdańskiej oraz Gdański Oddział Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów. Współorganizatorami są również Katedra 
Mikrobiologii i Katedra Immunologii Wydziału Biologii Uniwersytetu Szczecińskiego oraz Gdański Oddział 
Polskiego Towarzystwa Epidemiologów i Chorób Zakaźnych. 

Prezentowane zagadnienia będą podzielone na pięć tematycznych sesji: Biotechnologia: w medycynie, w prze-
myśle, w ochronie środowiska, Mikrobiologia: kliniczna oraz molekularna 

Konferencja rozpocznie się wykładem przedstawiającym sylwetkę, zainteresowania i osiągnięcia naukowe 
zmarłego w tym roku Pana Prof. dr hab. Józefa Kura, założyciela Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikro-
biologii Politechniki Gdańskiej oraz naukowca, który swoimi pracami nie tylko wniósł wiele do mikrobiologii 
i biotechnologii, ale był ich wielkim popularyzatorem.

Przewidujemy wykłady plenarne, prezentacje ustne, sesję plakatową oraz warsztaty praktyczne prowadzone 
przez firmy. Mamy nadzieję, że prezentacje wyników Państwa badań naukowych pokażą, że biotechnologia nie 
jest wciąż dziedziną „nauki przyszłości”, ale już dziś przyniosła rozwiązania stosowane w wielu gałęziach prze-
mysłu i w medycynie oraz że mikrobiologia nie jest „skostniałą dziedziną”, ale obszarem nauki, w którym zarówno 
tworzy się, jak i wykorzystuje nowoczesne technologie. 

Wierzymy, że Konferencja będzie okazją do nawiązania kontaktów umożliwiających efektywną współpracę.
Wszystkim, którzy wezmą udział w Konferencji, życzymy miłego pobytu w Gdańsku. Szczegółowy program 

i informacje zostaną przesłane w następnym komunikacie.

Organizatorzy Konferencji BioMillenium 2017
Kontakt: 58 347 24 17 – sekretariat 
 oraz 58 347 23 83; 58 347 64 12; 58 347 24 06; 58 347 23 02

Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia i Środowiska
– MIKROBIOT 2017

Łódź, 19–21 września 2017 r.

“Microbiology in Health Care and Environmental Protection”
– MIKROBIOT 2017

Łódź, Poland, September 19–21, 2017.

Komunikat I

W imieniu Organizatorów, Instytutu Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii Uniwersytetu Łódzkiego 
oraz Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów mamy przyjemność serdecznie Państwa zaprosić do wzięcia udziału 
w IV edycji konferencji naukowej „Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia i Środowiska” – MIKROBIOT 2017, 
która odbędzie się w Łodzi w dniach 19–21 września 2017 r. 
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JUVENES PRO MEDICINA 2017

55 KONFERENCJA OGÓLNOPOLSKA I 13 KONFERENCJA MIĘDZYNARODOWA
STUDENCKIEGO TOWARZYSTWA NAUKOWEGO UMIWERSYTETU MEDYCZNEGO

W ŁODZI

Łódź, 19–20 maja 2017

Juvenes Pro Medicina jest jedną z największych konferencji naukowo-szkoleniowych, odbywających się w cen-
tralnej Polsce. Konferencja ta odbywa się każdego roku od ponad 50 lat (pierwsza edycja konferencji miała miejsce 
w 1962 roku). Jest organizowana przez Studenckie Towarzystwo Naukowe Uniwersytetu Medycznego w Łodzi.

Nieodłącznym elementem konferencji Juvenes Pro Medicina są warsztaty seminaria i wykłady, kierowane do 
uczestników konferencji i wszystkich zainteresowanych. Zajęcia prowadzone są przez wykładowców naszej Uczelni 
oraz przez zagranicznych gości. Tematyka warsztatów/seminariów jest bardzo zróżnicowana – obejmuje zagadnie-
nia medyczne, szkolenia z zakresu umiejętności społecznych, biostatystyki, warsztatów językowych. W poprzedniej 
edycji zainteresowani mogli wybrać spośród 10 rodzajów zajęć. Do tej pory sesja Basic Science, na której prezen-
towane są liczne prace m.in. z mikrobiologii, cieszyła się dużym zainteresowaniem uczestników, a znaczna część 
prezentowanych prac zaowocowała publikacjami w istotnych czasopismach medycznych. W związku z wysokim 
poziomem prac oraz zaangażowaniem znamienitych członków Jury, bylibyśmy wielce szczęśliwi, gdyby Polskie 
Towarzystwo Mikrobiologów doceniło nasz wysiłek w rozwój nauk podstawowych medycyny i objęło konferencję 
patronatem naukowym.

Więcej informacji o zeszłorocznej edycji Juvenes Pro Medicina znajdą Państwo na stronie:
www.jpm.umed.pl

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 4th 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 4th 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:

1. Clinical microbiology and immunology
2. Microbial biotechnology
3. General and environmental microbiology
4. Genetics and genomics of microbes
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II OGÓLNOPOLSKIE SYNPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE
„METAGENOMY RÓŻNYCH ŚRODOWISK”

Lublin, 29–30 czerwca 2017

Celem Sympozjum jest podsumowanie dotychczasowej wiedzy i przedstawienie najnowszych osiągnięć w bada-
niach z zakresu metagenomiki, mikrobiologii, oddziaływań pomiędzy mikro- i makroorganizmami różnych 
środowisk oraz ich znaczenia dla rozwoju rolnictwa i ochrony środowiska. 

Podczas konferencji zostaną zaprezentowane oraz przedyskutowane wyniki badań prowadzonych w ośrodkach 
naukowych, w tym także postęp w wykorzystaniu nowoczesnych metod badawczych w obszarze mikrobiologii śro-
dowiskowej. Przedstawione zostaną również dotychczasowe osiągnięcia na temat zastosowania narzędzi metage-
nomiki najnowszej generacji w badaniach środowiskowych. Sympozjum będzie miejscem wymiany doświadczeń, 
nawiązywania kontaktów do realizacji wspólnych projektów badawczych oraz wydarzeniem naukowym na temat 
kompleksowego rozpoznania bioróżnorodności mikroorganizmów w różnych środowiskach oraz najnowocześ-
niejszych metod badawczych stosowanych w mikrobiologii, biologii molekularnej i biotechnologii. 

Przewidujemy organizację następujących sesji naukowych: 
Sesja I – Narzędzia metagenomiczne – nowoczesne metody badań i identyfikacji mikroorganizmów
  i ich zbiorowisk; 
Sesja II – Metagenomika środowiskowa – metagenomy różnych środowisk; 
Sesja III – Metagenomika aplikacyjna – wykorzystanie i znaczenie metagenomiki w biotechnologii,
  biologicznej ochronie roślin oraz monitoringu jakości środowiska;
Sesja IV – Czynniki wpływające na jakość środowiska – badania i aspekty praktyczne.

Sekretariat Konferencji:

Laboratorium Mikrobiologii Molekularnej i Środowiskowej,
Zakład Badań Systemu Gleba-Roślina, Instytut Agrofizyki PAN, 

ul. Doświadczalna 4, 20-290; Lublin
tel. 81 744 50 61 w. 177, e-mail: metagenomy@ipan.lublin.pl

Konferencja pod patronatem PTM

IX OGÓLNOPOLSKA KONFERENCJA HYDROMIKROBIOLOGICZNA

HYDROMICRO 2017: 
DROBNOUSTROJE – OSIĄGNIĘCIA I WYZWANIA

17–19 września 2017, Olsztyn

Bardzo serdecznie zapraszamy na IX Ogólnopolską Konferencję Hydromikrobiologiczną, organizowaną w 
dniach od 17 do 19 września 2017 roku przez Katedrę Mikrobiologii Środowiskowej Wydziału Nauk o Środowi-
sku Uniwersytetu Warmińsko Mazurskiego w Olsztynie. Będzie to dziewiąte ogólnopolskie spotkanie środowisk 
naukowych związanych z mikroorganizmami ekosystemów wodnych. Poprzednie spotkania odbywały się w: Słup-
sku-Ustce (2000), Toruniu (2002), Zielonej Górze – Łagowie (2004), Mikołajkach (2006), Warszawie – Wierzbie 
(2008), Gdańsku (2010), Wrocławiu (2013) oraz Gliwicach (2015).
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Tematyka konferencji obejmuje: mikroorganizmy wód śródlądowych, podziemnych i morskich, mikro orga-
nizmy w inżynierii środowiska, sanitarno – bakteriologiczne aspekty oczyszczania ścieków, transmisję mikro-
orga nizmów patogennych drogą wodną, zanieczyszczenia biologiczne w systemach wodnych biobezpieczeństwo 
i bioremediację wód, diagnostykę organizmów wodnych, mikrobiologię przemysłową i biotechnologię.

Językiem konferencji jest język polski lub angielski Zgłoszenia (w postaci wypełnionej karty zgłoszenia uczest-
nictwa – do pobrania ze strony www.hydromicro2017.pl należy przesłać do 30 maja 2017 roku na adres: 

hydromicro@uwm.edu.pl

Streszczenia w języku polskim lub angielskim przygotowane wg schematu zamieszczonego na stronie Konfe-
rencji prosimy przesyłać droga mailową do 30 czerwca 2017 roku.

Konferencja odbędzie się w Olsztynie, w atrakcyjnie usytuowanym hotelu Omega. 

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

Konferencja pod patronatem PTM

IV edycja konferencji

„Wektory i patogeny – w przeszłości i przyszłości”

Wrocław, 24 listopada 2017

Instytut Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wrocławskiego oraz Wrocławski Oddział Polskiego Towarzy-
stwa Mikrobiologów i Wrocławski Oddział Polskiego Towarzystwa Parazytologicznego zapraszają na IV edycję 
konferencji pt. „Wektory i patogeny – w przeszłości i przyszłości”.

Konferencja ma na celu prezentację badań z zakresu mikrobiologii i parazytologii jakie są prowadzone aktu-
alnie w krajowych jak i zagranicznych jednostkach naukowych. Pragniemy również udokumentować historyczny 
dorobek polskich naukowców w tych dziedzinach. W tym roku szczególną uwagą objęty będzie problem uwa-
runkowanych środowiskowo chorób infekcyjnych i inwazyjnych, których czynnikami etiologicznym są patogeny 
transmitowane przez stawonogi (wektory), głównie hematofagiczne kleszcze i komary, a także ukazanie skutecz-
nych sposobów zapobiegania i monitorowania tych zagrożeń.

Podczas konferencji planowana jest prezentacja praktycznych osiągnięć 20-letniej współpracy Instytutu Gene-
tyki i Mikrobiologii UWr z Wydziałem Środowiska i Rolnictwa Urzędu Miasta Wrocławia w zakresie biologicznego 
(mikrobiologicznego) zwalczania komarów na terenie Aglomeracji Wrocławskiej. Ważnym celem konferencji jest 
także integracja środowiska naukowego oraz ukazanie osiągnięć naukowych młodych adeptów nauki. 

Szczegółowe informacje zamieszczone są na stronie:
http://www.mikrobiologia.uni.wroc.pl

Organizator:
Uniwersytet Wrocławski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii

Miejsce:
Uniwersytet Wrocławski, Instytut Genetyki i Mikrobiologii

ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wrocław
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7 Międzynarodowa Konferencja Weiglowska
Lwów, 26–29 września 2017 r.

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

Rudolf Weigl był wybitnym polskim mikrobiologiem austriackiego pochodzenia. Pracował w czasach między-
wojennych we Lwowie (dzisiejsza Ukraina) w dziedzinach mikrobiologii lekarskiej, parazytologii, immunologii 
oraz biotechnologii, opracowując przy tym pierwszą skuteczną szczepionkę przeciwko durowi plamistemu. 

Mikrobiolodzy polscy i ukraińscy od 2003 r. organizują naprzemiennie w Polsce i Ukrainie dwustronne (później 
międzynarodowe) konferencje Weiglowskie w dziedzinie mikrobiologii i dyscyplinach pokrewnych. Poprzednie 
konferencje Weigowskie odbywały się we Lwowie (2003), Warszawie (2007), Odessie (2009), Wrocławiu (2011), 
Czerniowcach (2013) oraz w Gdańsku (2015). Kolejną, 7 konferencję Weiglowską zaplanowano zorganizować 
we Lwowie, mieście, gdzie R. Weigl pracował. 

Główne tematy konferencji to mikrobiologia ogólna, mikrobiologia lekarska, mikrobiologia środowiskowa, 
immunologia oraz biotechnologia. Konferencja odbędzie się w przepięknym Lwowskim Budynku Uczonych. 
Głównymi uczestnikami konferencji będą mikrobiolodzy ukraińscy i polscy, jednak przewiduje się także udział 
naukowców z innych krajów (Austria, Francja, Niemcy, Szwecja, Włochy, USA, Japonia). W konferencji weźmie 
udział około 250 uczestników. Oprócz programu naukowego, przewidziane są: wycieczka po Lwowie, koncert, 
recepcja oraz na życzenie – bankiet, spektakl w Operze Lwowskiej, a także wycieczka do pobliskich zamków. 
Konferencja przyczyni się do nawiązania bliższych kontaktów z naukowcami z Ukrainy oraz wzmocnieniu przy-
jacielskich stosunków między naszymi narodami.

Planuje się, ze opłata konferencyjna wyniesie 140 Euro oraz 110 Euro dla młodych naukowców. Koszty obejmą 
3 obiady, recepcję, 5 poczęstunków podczas przerw na kawę, wycieczka po mieście oraz materiały konferencyjne. 
Dodatkowo płatne będą bankiet (około 40 Euro) oraz spektakl w operze Lwowskiej (10 Euro). Po konferencji 
można będzie odwiedzić zamek Oleski (1 dzień), Poczajow i Krzemieniec (1 dzień) lub Kamieniec Podolski (2 dni), 
wycieczki te są płatne dodatkowo.

7th 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, 7th 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
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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:

1. Microbial cell biology.
2. Microbial biotechnology.
3. Environmental microbiology.
4. Metabolism and regulation.
5. Medical microbiology.
6. Immunology.
7. Microbe-host cell interaction.
8. Microbial genetics.

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 1st 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,
е-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,
е-mail: barska@cellbiol.lviv.ua
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ERRATA

W artykule zatytułowanym „Założenia i perspektywy wykorzysta-
nia żywych wektorów bakteryjnych we współczesnej wakcynologii” 
(Postępy Mikrobiologii 55, str. 27, 2016) znalazł się błąd. Na Rysunku 4 
błędnie opisano limfocyt T – zamiast oznaczenia „CD4+” znalazło się 
tam oznaczenie „CD8+”. 

Za błąd bardzo przepraszamy.

Katarzyna Roeske, Radosław Stachowiak i Jacek Bielecki


